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LEAL, Cindy Namie Seino. Efeito da B- Glucana e mananoligossacarideo (BG +
MOS) em juvenis de duas linhagens de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
2023. (69 f). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

Devido a rapida expansao e aumento da demanda do cultivo de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) a intensificacdo da producdo e a utilizagdo de prebidticos
como alternativa para o uso de antibidticos torna-se cada vez mais necessaria. Outro
ponto a ser considerado para a otimizagao da produg¢ao aquicola sdo programas de
melhoramento genético, pois visam a identificacdo de animais com crescimento
acelerado e com valor genético superior para caracteristicas de importancia
econdmica. O objetivo do trabalho, portanto, foi avaliar a influéncia da adigdo de [3-
Glucana+ mananoligossacarideos (BG + MOS) sobre os parametros zootécnicos,
hematoldgicos e bioquimicos de juvenis de duas linhagens genéticas de tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus). Os animais utilizados foram exemplares do programa
de melhoramento genético da Tilamax e animais provenientes de uma variedade
teste (linhagem de origem sigilosa e comercial, que estda sendo estudada no
momento), que nao apresenta ligagdo genética com a variedade Tilamax. Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 2, com
dois grupos genéticos (Comercial - Individuos 100% Tilamax) e um grupo
denominado % (Meio sangue linhagem teste x Tilamax) e ndo inclusao/incluséo de
B-Glucana + mananoligossacarideo (Controle e 0,2%) com quatro repeticbes e seis
peixes por aquario (16), totalizando 96 peixes. O periodo experimental foi de 41 dias.
Nenhuma diferenga (P > 0.05) foi encontrada entre as linhagens assim como nao
houve efeito da suplementagcdo (p > 0,05) nos paradmetros zootécnicos e
hematoldgicos, com exce¢do da hemoglobina, onde houve diferenga (P < 0.05) em
relacdo a linhagem, sendo que o grupo % (8.08 g dL™") foi superior ao comercial
(7.52 g dL™"). Para a contagem diferencial de leucdcitos, a contagem de linfécitos,
neutréfilos, mondcitos e trombdcitos ndo apresentaram diferenca entre os niveis e
linhagem (P> 0.05). Os parametros bioquimicos de proteina total, albumina, lactato,
colesterol, fosfatase alcalina e glicose plasmatica ndo apresentaram diferengas
(p>0,05) para o aditivo e para as genéticas, enquanto os triglicerideos apresentaram
diferengca (P<0,05), entre as duas genéticas testadas, onde o grupo comercial
(344,75 mg dL ) foi superior ao grupo % (254,88mg dL '). Com isso conclui-se que
na inclusdo testada o aditivo ndo influencia o desempenho e nao altera o perfil
hematoldgico e bioquimico dos peixes. A linhagem teste (3/4), entretanto, apresenta
maior concentragao de hemoglobina e menores concentragdes de triglicerideos que
a linhagem Comercial, o que sugere a singularidade e as caracteristicas diferenciais
entre elas, podendo auxiliar nas futuras decisbes de sele¢cdo do programa de
melhoramento.

Palavras-chave: Aditivo nutricional, imunoestimulante, melhoramento genético,
prebidtico



LEAL, Cindy Namie Seino. Effect of 8- glucan and mannanoligosaccharide (BG +
MOS) on juveniles of two strains of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). 2022.
(69 pages). Dissertation (Master's degree in Animal Science) — Universidade
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ABSTRACT

Due to the rapid expansion and increased demand for Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) cultivation, the intensification of production and the use of prebiotics as an
alternative to the use of antibiotics is becoming increasingly necessary. Another point
to be considered for the optimization of aquaculture production are genetic
improvement programs, as they aim to identify animals with accelerated growth and
with superior genetic value for traits of economic importance. The objective of this
work, therefore, was to evaluate the influence of the addition of B-Glucan+
mannanoligosaccharides (BG + MOS) on the zootechnical, hematological and
biochemical parameters of juveniles of two Nile tilapia (Oreochromis niloticus) genetic
strains. The animals used were specimens from the Tilamax genetic improvement
program and animals from a test variety (lineage of secret and commercial origin,
which is currently being studied), which does not present a genetic link with the
Tilamax variety. A completely randomized design was used in a 2 x 2 factorial
arrangement, with two genetic groups (Commercial - Individuals 100% Tilamax) and
a group called % (Half blood test strain x Tilamax) and no inclusion/inclusion of [3-
Glucan + mannan oligosaccharide ( Control and 0.2%) with four replications and six
fish per aquarium (16), totaling 96 fish. The experimental period was 41 days. No
difference (P > 0.05) was found between strains, nor was there any effect of
supplementation (p > 0.05) on zootechnical and hematological parameters, with the
exception of hemoglobin, where there was a difference (P < 0.05) in relation to strain,
the % group (8.08 g dL™") was superior to the commercial one (7.52 g dL™"). For the
differential leukocyte count, lymphocyte, neutrophil, monocyte and thrombocyte
counts showed no difference between levels and lineage (P> 0.05). The biochemical
parameters of total protein, albumin, lactate, cholesterol, alkaline phosphatase and
plasma glucose did not show differences (p>0.05) for the additive and genetics, while
triglycerides showed difference (P<0.05) between the two genetics tested, where the
commercial group (344.75 mg dL ") was superior to the % group (254.88 mg dL ™).
With that it is concluded that in the inclusion tested the additive does not influence
the performance and does not alter the hematological and biochemical profile of the
fish. The test lineage (3/4), however, has a higher concentration of hemoglobin and
lower concentrations of triglycerides than the Commercial lineage, which suggests
the uniqueness and differential characteristics between them, and may help in future
selection decisions for the breeding program.

Key-words: Genetic improvement, immunostimulant, nutritional additive, prebiotic
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1 INTRODUGAO

Com o aumento gradativo da populagdo mundial, chegando ao ano
de 2022 a aproximadamente oito bilhdes de pessoas (ONU, 2022), a demanda por
produtos proveniente do meio aquicola também tem crescido significativamente
(OLIVEIRA; LAVARDA, 2022). Em 2021, a produgdo mundial obtida a partir da
aquicultura atingiu um recorde de 122,6 milhdes de toneladas e perspectivas da
FAO (2022) para pesca e aquicultura até 2030 projeta um aumento na producéo,
consumo e comércio. O Brasil em 2021 produziu um total de 841.005 toneladas de
peixes de cultivo (Tilapia, peixes nativos e outras espécies), representando um
crescimento de 4,7% sobre a producdo do ano anterior. Em relagdo ao numero total
534.005 toneladas da produgao de peixes foi apenas tilapia, com crescimento de
9,8% sobre o ano anterior (PEIXE BR, 2022).

Considerando a intensificagdo e super-intensificacdo dos sistemas
para a adequacdo a demanda, houve o aumento progressivo da produgao
(DELGADO, 2021), onde se torna fundamental fazer o monitoramento constante das
necessidades fisiolégicas e nutricionais dos animais e também da qualidade da agua
do ambiente (PANTOJA-LIMA et al., 2021), o que caso ndo ocorra pode levar um
aumento de condi¢des estressantes nos animais (GARCEZ et al., 2021). Os peixes
quando expostos cronicamente a agentes estressores, podem sofrer alteragdes
patologicas e ter uma diminuicdo da capacidade de resisténcia a doencgas
(FEITOZA-SILVA, 2019). Em relacdo a isso a adicdo de antibidticos na agua é
utilizada como controle quimico de doengas e promotores de crescimento (DANTAS
FILHO et al., 2020), porém seu uso indiscriminado pode causar poluigdo do meio
ambiente, acumulo de residuos na carcaga e resisténcia de microrganismos
(CHAGAS et al., 2013).

Visto essa situacdo, compostos naturais que podem promover
defesa inata e resisténcia a patogenos tém sido testados em estudos como
alternativas ao uso de antibidticos (SADO, 2008; CHAGAS et al., 2009; VIADANNA,
2012), entre eles os glucanos. Essas macromoléculas s&o formadas por blocos de
glicose unidos por meio de ligagdes B (1-3) e B (1-6), normalmente encontrados nas
células de leveduras e fungos (CHAGAS et al., 2013). Elas possuem certo destaque
na piscicultura por atuar na imunidade inata do animal, aumentando a atividade de

fagocitacdo e contribuindo na defesa contra patogenos (PAULSEN et al., 2001;
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GOPALAKANNAN, ARUL, 2010). Outro componente presente na parede celular de
levedura e fungos com agao prebidtica, e que cada vez mais esta ocupando um
espaco de interesse na piscicultura, € o mananoligossacarideo (MOS) (FARIAS,
2021). Ele promove ligagdes destes com o envoltorio bacteriano de microrganismos
patogénicos, impedindo a ligagdo com o epitélio intestinal e com outras bactérias
impossibilitando a formagéo de colénia (CECHIM et al, 2013). Os estudos sobre
MOS em dietas para peixes ainda sao recentes e seus efeitos sobre o sistema
imune, portanto, devem ser levados em consideragao (SOUSA, 2010).

Considerando novamente a progressiva demanda mundial por carne
de peixe outra estratégia a ser considerada é o desenvolvimento e aprimoramento
de programas de melhoramento genéticos eficientes (TURRA; FERNANDES; DE
ALVARENGA, 2013). Eles baseiam-se na diversidade genética intra e
interpopulacional, que resultara em novos fendtipos (SANTANA, 2011), com os
objetivos de selecdo mais comuns sendo o aumento da taxa de crescimento,
melhora da conversao alimentar, resisténcia a doenga e taxa de sobrevivéncia, além
do aumento da qualidade e rendimentos de carcaga (RESENDE, 2007).
Experiéncias com algumas espécies de peixe, como carpas (Cyprinus carpio e
Labeo rohita), salmao (Salmo salar) e até mesmo a tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) mostram que o melhoramente genético pode contribuir com um ganho
genético de 8 a 12% (POVH et al., 2022). Ainda, através do melhoramento genético
para resisténcia a doengas auxilia-se na preservagao dos recursos naturais,
diminuindo ou eliminando os produtos, como antibiéticos, podem chegar ao
ambiente de forma direta ou de forma indireta, por meio de lixiviagdo desses
compostos (ANDRADE, 2021).

O objetivo do presente trabalho, portanto, foi avaliar a influéncia de
B-Glucana + MOS na ragao sobre os parametros zootécnicos, hematoldgicos,
bioquimicos e o indice hepatossomatico de duas linhagens genéticas de tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus). Com os resultados obtidos espera-se comprovar a
viabilidade dos aditivos mencionados e também adquirir o entendimento de qual
linhagem teve o melhor desempenho com a ragao ofertada, contribuindo para uma

melhor decisao de selec¢ao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis niloticus)

A tilapia (Figura 1) pertence a familia dos Ciclideos e pode ser
classificada em trés géneros (Tilapia, Sarotherodon e Oreochromis) com base no
seu comportamento reprodutivo (COIMBRA, 2006). Ela se destaca pela sua
rusticidade e crescimento rapido (HAYASHI, 1995); possui habito alimentar onivoro e
aceita com facilidade ragao ofertada (BOSCOLO et al., 2001). Essa espécie tem a
capacidade de se adaptar a situagbes ambientais extremas (PHILIPPART;
RUWETT, 1982; ALVES, 2019), incluindo amplas faixas de temperatura, salinidade,
oxigénio dissolvido e densidade de estocagem (MACHADO, 2006; SOUZA, 2018).

Atualmente, a producdo de tilapia estda concentrada no Sul e
Sudeste do pais, com destaque para a produg¢ao do Sul, de 182.000 toneladas em
2021 (PEIXE BR, 2022).

Figura 1. Espécimes juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

el L )

Fonte: Préprio autor.

Segundo dados da FAO (2022), atualmente a Tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) é a 3% espécie mais produzida no cenario mundial, atras
apenas de algumas espécies de carpas. No Brasil, a introdugdo da espécie ocorreu
na década de 1970 nos reservatérios publicos da regidao Nordeste (SCHULTER et
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al., 2017).

Os sistemas de producdo utilizados no cultivo de tilapias séo
bastante diversificados em fungcdo da disponibilidade de recursos financeiros e
insumos, do acesso e da viabilidade do emprego de tecnologia, da disponibilidade
de recursos hidricos e de area, das condicbes climaticas prevalentes e das
particularidades do mercado consumidor (OLIVEIRA, 2015). A produgéo de peixes
pode ser realizada em sistema convencional (tanques escavados) ou em sistema de
tanque-rede (TEBALDI; GAIl, 2021). Uma das caracteristicas da piscicultura
brasileira € sua estruturacdo em pequenas propriedades, em que mais de 50% da
producdo vém de empreendimentos familiares, com o predominio da producdo em
regimes semi-intensivos (BRANDAO, 2018). A tilapia, contudo, tem sido usada com
excelente resposta em sistemas intensivos, como o tanque-rede, tanque escavado,
tanques suspensos, Sistema de Recirculacdo de Agua (RAS) ou bioflocos, devido as
caracteristicas fisioldgicas e morfologicas ja citadas acima (ROSSATO et al., 2021).
A alta densidade encontrada nesse sistema justifica o uso de linhagens mais
produtivas e resistentes, assim como uso de suplementos que buscam melhorar a

imunidade dos peixeis, alternativos aos antibioticos.

2.1.1 MELHORAMENTO GENETICO DE TILAPIA-DO-NILO (O. niloticus) NO
BRASIL

Quando peixes selvagens sao transferidos para o ambiente de
cativeiro, um conjunto de pressdes seletivas passa a ter influéncia sobre a
frequéncia dos genes e este processo produz efeitos sobre os individuos que podem
ser observados nas geragbes futuras (RESENDE et al.,, 2010.), portanto o
melhoramento genético € um conjunto de técnicas e métodos que tem como objetivo
melhorar o valor genético médio da populagdo, selecionando e acasalando os
individuos superiores (FREITAS et al, 2013).

Peixes sdo otimos modelos para programas de melhoramento
genético, pois possuem fecundagdo externa, possibilitando sistemas de
acasalamento dirigido e manipulagcdo cromossOmica e alta fecundidade, o que
permite uma selecdo mais intensa e a realizagao de teste de desempenho com

diferentes grupos genéticos (SILVA et al, 2018).
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Apesar da alta produgdo, as praticas de manejo podem levar a
diminuicdo da variabilidade genética presente em reprodutores, seja por falta de
planejamento dos programas de selecao genética, seja pelo uso de numero reduzido
de individuos como reprodutores, o que aumenta a probabilidade de
endocruzamentos (MASSAGO et al.,, 2009). Nesse cenario, os programas de
melhoramento genético, efetuados com animais e plantas, tém sido o alicerce do
desenvolvimento agropecuario (RESENDE, 2010). Algumas caracteristicas
zootécnicas, como rapido crescimento e informacbes sobre reproducdo e
larvicultura, além de caracteristicas de mercado, sdo necessarias para a escolha da
espécie (CREPALDI, 2008.) e os objetivos do melhoramento sdo estabelecidos
individualmente para cada espécie e/ou populagao. Algumas caracteristicas, porém,
sao de especial importancia econdémica na maioria dos programas, como por
exemplo, taxa de crescimento, resisténcia as doencgas, sobrevivéncia, eficiéncia
alimentar, idade a maturacéo sexual e qualidade de carne (SILVA et al, 2018).

Historicamente a primeira linhagem introduzida no Brasil foi a
Bouaké, no estado do Ceara, importada da Costa do Marfim — Africa, no ano de
1971, através do DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra as Secas),
seguida da linhagem Chitralada importada da Tailandia em 1996, para Londrina,
Parana (HALFEN et al., 2012). Em 2002 foi introduzida uma nova linhagem de
tilapia-do-Nilo no Brasil, chamada de GST- Genomar Supreme Tilapia, pela
Piscicultura Aquabel, proveniente de uma empresa norueguesa chamada
GENOMAR (MASSAGO et al., 2010).

Outro exemplo do melhoramento genético no Brasil, a linhagem
Tilamax & derivada da linhagem GIFT (Genetically Improved Farming Tilapia), trazida
da Malasia através de uma parceria do World Fish Center com a Universidade
Estadual de Maringad- UEM em 2005 (ARAUJO et al., 2020). Foram importados
representantes de 30 familias, tornando o Brasil o primeiro pais latino-americano a
receber linhagens provenientes de um programa de melhoramento genético
(ZARDIN, 2015). A linhagem foi formada a partir de quatro linhagens africanas
selvagens e quatro linhagens domesticadas na Asia (ZIMMERMANN, 1999; OTONI,
2015). A utilizacdo dessas oito linhagens puras para a criagdo da GIFT teve a
finalidade de elevar a variabilidade genética nas as primeiras geragdes desta
linhagem (OTONI, 2015). Hoje a UEM seleciona os animais principalmente para taxa

de crescimento em tanques-redes e escavados, com um periodo de cultivo de 198
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dias nos tanques-redes e 191 dias nos tanques escavados (ARAUJO et al., 2020).
Além disso, a linhagem GIFT possui uma maior rastreabilidade genética, o que
possibilitou resultados como: maior desempenho nutricional, maior rendimento do
filé, maior resisténcia a diferentes ambientes e melhor conversao alimentar (DIAS et
al., 2021).

2.2 PREBIOTICOS EM PEIXES

Os prebidticos sdo definidos como componentes alimentares
que, quando ingeridos, ndo sdo digeridos e absorvidos intestino delgado, e que
estimulam seletivamente uma bactéria ou grupo de bactérias, trazendo beneficios a
saude do hospedeiro (MORAIS; JACOB, 2006). A piscicultura, para acompanhar o
mercado consumidor em plena expansao, intensifica as criagdes para suprir a
demanda, utilizando o adensamento populacional de peixes para cumprir esse
objetivo (CECHIM et al., 2013). Na atividade aquicola os antibidticos tém sido
usados na producado, em diferentes espécies de interesse zootécnico, tanto para
tratamento de infec¢cdes bacterianas do trato gastrintestinal, como no papel de
agentes promotores do crescimento (SOUSA, 2010). Este fato aumentou a
preocupacao com o uso indiscriminado do medicamento, provocando a proibicdo da
administracdao em doses sub-terapéuticas na Europa, e a restricdo no processo de
regularizacao da aplicacao destes produtos nos EUA e outros paises (CECHIM et
al., 2013).

As alternativas aos antibioticos devem ser capazes de alterar o pH
intestinal, onde o aumento da producéo de acidos no trato promove a queda do pH
local, resultando na inibicdo do desenvolvimento de bactérias nocivas e também
reduzindo a capacidade de fixagdo de bactérias patogénicas na mucosa intestinal,
manter as mucinas protetoras do intestino, selecionar organismos benéficos e/ou
atuar contra patdgenos. Além disso, devem aumentar tanto a fermentagéo acida
quanto a absorcédo de nutrientes (PICKLER; SANTIN; DA SILVA, 2011). Entre as
alternativas aos antibidticos estdo os prebidticos, ingredientes que néo sofrem a
agao de enzimas, sais e acidos produzidos pelo organismo (AZEVEDO et al., 2016),
e que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento
ou a atividade de algumas bactérias (FERKET, 2004; OLIVEIRA; MORAES,

2007). Eles podem ser componentes dos ingredientes da dieta ou adicionados a ela
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por meio de fontes exdgenas concentradas (SILVA; NORNBERG, 2003). Por fim,
prebioticos podem inibir a multiplicacdo de patogenos, adsorvendo-os e eliminando
do trato gastrointestinal, garantindo beneficios adicionais a saude do hospedeiro
(CECHIM et al., 2013).

2.2.1 B —~GLUCANA (BG)

A classe das glucanas engloba todos os polimeros de glicose,
apresentando diversas variagdes entre cada um deles, uma delas sendo a diferenca
entre isbmeros a ou B (PEREIRA, 2013). Segundo GARCIA (2008) quase 75% do
peso seco da parede celular das leveduras € composto por polissacarideos, sendo
que essa parede é constituida por um complexo de (1-3)-B-D-Glucana, (1-6)-8-D-
Glucana, quitina, entre outros.

De acordo com GOODRIDGE; WOLF; UNDERHILL (2009) e
GARCIA (2008) os estudos sobre os efeitos imunomodulatérios, em sua maioria,
utilizam B 1,3/1,6-Glucana, extraido da parede celular de fungos, leveduras e de
algumas espécies de bactérias e algas. Esses polissacarideos apresentam diversas
propriedades que conferem caracteristicas como imunomodulatéria, antimicrobiana,
antiviral e antiparasitaria (WASSER; WEIS, 1999; PARK, et al., 2003). Devido ao seu
modo de acdo, a utilizacdo de B-Glucana é considerada uma alternativa para
estimulacédo da defesa especifica e ndo especifica na criacdo dos peixes (BILLER,
2008).

Trabalhos que trataram da inclusdao de B-Glucana na alimentacéo de
tilapia-do-Nilo mostraram resultados em relagdo ao indice de transformacao dos
linfocitos, a contagem total de linfocitos e a porcentagem de fagocitagao, indicando
que o B-Glucana pode ser utilizado como imunoestimulante na espécie (EL-BOSHY
et al., 2010; AMPHAN et al., 2019; PILARSKI et al., 2017), além de estimular a
absorcao de nutrientes no intestino e, consequentemente, aumento da atividade das
enzimas digestivas (LIRANCO et al., 2013). Resultados positivos também foram
observados em outras espécies, por exemplo, Matrinxd (Brycon amazonicus)
exposta a dieta suplementada com [(-Glucana apresentaram um aumento na
atividade dos leucocitos, de neutrofilos e monocitos (MONTOYA et al., 2017).
Tambaqui (Colossoma macropomum) exposto a Aeromonas hydrophila e

suplementados com B-glucana apresentaram melhora na resposta inata em periodo
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de infeccado (CHAGAS et al., 2013).

As respostas positivas no sistema imune promovidas pelas B-
Glucanas parecem ocorrer em condicbes de desafio para os peixes, como por
exemplo, em o uso de 1,3 B -Glucana tem se mostrado eficaz na imunoestimulagao
e diminuicdo da mortalidade por patdogenos oportunistas como Aeromonas
hydrophila (FALCON, 2007; BILLER, 2008), Streptococcus agalactiae (REIS, 2020) e
Francisella orientalis (QUISPE, 2022), influenciando na reducdo da taxa de
mortalidade. O resultado positivo do uso do aditivo também pode ser encontrado
quando utilizado no sistema de cultivo em tanque rede, onde 2000 mg de
suplemento/kg de ragéo incrementa a taxa de crescimento de tilapias-do-Nilo criadas
nesse tipo de sistema (GARCIA, 2008). Resultados em tilapia-do-Nilo submetidas a
estresse fisico e agudo, por meio de oscilagbes de temperatura (20°C para
30°C/30°C para 20°C/20°C para 30°C) e onde os mesmos animais foram
acondicionados em sacos plasticos e agitados por 5 minutos devolvidos para seus
respectivos tanques, obtiveram um maior numero de leucdcitos e linfocitos quando
adicionado o imunomodulador na ragcdo (FERNANDES et al., 2022).

2.2.2 MANANOLIGOSSACARIDEO (MOS)

Um dos oligossacarideos mais pesquisados com agao prebidtica € o
mananoligossacarideo (MOS), derivado da parede celular de leveduras
Saccharomyces cerevisiae (SOUSA, 2010), onde sdo encontradas manoses, alfa-D-
manana, que promovem ligagdes com o envoltério bacteriano de microrganismos
patogénicos, impedindo a ligacdo dos mesmos com o epitélio intestinal e com outras
bactérias impossibilitando a formagao de colénia (SCHWARZ et al., 2011; CECHIM
et al, 2013).

Ele € um prebidtico que possui na sua composi¢ao quimica cerca de
40% de B-Glucanas, 40% de a-mananos, 28% de proteinas, 7% de lipideos, 3% de
substancias inorganicas e 2% de hexosaminas e quitina (SAKABE, 2011). Seu
meétodo de agdo consiste na elevada afinidade por se ligar as lectinas, presentes nas
fimbrias Tipo 1, encontradas na superficie de bactérias patogénicas, permitindo que
os MOS, se liguem a uma ampla variedade de microrganismos de forma competitiva,
bloqueando a colonizagédo destes patdgenos no trato digestério (HEINRICHS et al.,
2003; DIAZ; BRANCO, 2019).
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Os beneficios dos MOS sao baseados em propriedades que incluem
a modificagdo da flora intestinal, a modulagdo do sistema imune (OLIVEIRA;
MORAES, 2007), a integridade da mucosa intestinal e da saude dos peixes,
resultando em melhor ganho econémico (SCHWARZ et al, 2011).

Segundo o trabalho de CECHIM et al. (2013) que testaram a
inclusdo 0,2; 0,4 e 0,8% de MOS na ragdo e uma ragao sem MOS (controle) de
tilapia-do-Nilo, houve um maior consumo de racdo (P<0,05) nos peixes
suplementados com 0,4% quando comparados ao grupo controle. Aos 30 dias de
experimento, peixes alimentados com 0,4% de MOS na dieta apresentaram maior
altura das vilosidades intestinais. No entanto, os parametros de desempenho nao
foram afetados pela adigao de MOS a dieta.

PEREIRA (2019) realizou um trabalho com pacu (Piaractus
mesopotamicus), onde os tratamentos foram: Mananoligossacarideo (MOS): 0,2%
de incluséo; beta-Glucana: 0,2% de inclusdo; MOS/ Glucana: 0,1% MOS + 0,1%
beta-Glucana de inclusdo e dieta controle por um periodo de 46 dias. A autora
descobriu que apenas o consumo de ragdo demonstrou resultado significativo nos
tratamentos de [B-Glucana e MOS/ B-Glucana, que apresentaram um menor
consumo em comparacao aos tratamentos MOS e controle. As demais variaveis
analisadas como o peso final, ganho de peso, conversdo alimentar e taxa de
crescimento especifico ndo demostraram diferengas significativas.

RISSI (2014) por sua vez realizou um estudo com tilapia-do-Nilo (O.
niloticus) com a inclusdo de 2, 4, 8, 10 e 15 g kg™ de MOS na dieta e uma dieta sem
inclusdo de MOS (controle) por 45 dias. Como resultado os grupos alimentados com
o prebidtico ndo apresentaram melhora significativa em relagdo ao grupo controle
nas variaveis imunoldgicas, hematoldgicas e digestibilidade de proteina. A incluséo,
entretanto, de 2, 4 e 8 g kg de MOS na dieta melhorou os valores de ganho de
pesos dos animais, sendo que 4 e 8 g kg'1 apresentaram os melhores resultados

(130,88 e 113,98 g respectivamente)
2.3 ANALISES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM PEIXES

O hemograma ¢é utilizado para avaliar as células que estdo em
circulacdo de forma qualitativa e quantitativa (STAEHLER et al., 2021). Os
parametros hematologicos estdo entre os indicadores mais importantes da saude
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dos peixes, e alteragdes na proporcéo de ceélulas sanguineas podem ser indicativas
de uma doenga ou exposi¢cao a produtos quimicos (PEDRO et al., 2005), além de
poder indicar estresse nas diversas etapas da producéo, como captura, exposi¢cao
ao ar, etapa de anestesia, entre outras (GROFF; ZINKL, 1999). As técnicas de coleta
e analises usadas em mamiferos podem também ser aplicadas em peixes, no
entanto com algumas modificagdes (ISHIKAWA et al., 2008), ja que a presenca de
eritrocitos nucleados e trombdécitos em peixes pode causar dificuldade na
identificacdo das células sanguineas, principalmente na contagem de leucécitos
totais (PAIVA, et al., 2013)

Os eritrocitos, também chamados de hemacias ou globulos
vermelhos (RBC), desempenham a funcao de transporte dos gases oxigénio (O2) e
carbonico (CO,) e sao células com alto teor de acidos graxos poli-insaturados em
suas membranas (SANTO et al., 2014). A quantidade normal de eritrécitos pode
variar entre espécies de peixes e a sua diminuicdo em relacdo aos valores
considerados normais, pode indicar a existéncia de anemia provenientes do estresse
e evidenciar respostas a estimulos externos (MUNDIM, 2015). Segundo a autora o
hematocrito (Ht) corresponde ao volume ocupado pelos eritrocitos em uma
quantidade de sangue total, apresentando menor valor que em mamiferos e aves.
Normalmente é o indice do hemograma com menor coeficiente de variagao, ou seja,
€ considerado um bom indicador de efeitos para diferentes fatores ambientais a que
os peixes estdao submetidos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; CASTRO, 2009). A
hemoglobina (Hb), pigmento respiratério dos eritrécitos, tem por fungéo transportar o
O, e parte do CO;, no sangue (RANZANI et al. 2004). Ela apresenta diferengas ainda
em relagcdo a sua capacidade de tamponamento pelo sistema tampao protéico, onde
sua poténcia na regulacdo da acidez € quase seis vezes maior do que aquele das
outras proteinas piasmaticas (CARVALHO et al., 2009).

Valores médios de referéncia citados por TAVARES-DIAS et al.
(2009) para a Tilapia-do-Nilo proveniente de Joinville, Chapecd, Blumenau e
ltuporanga (SC), com peso variando de 79,0 a 850,0 g e comprimento de 15,5 a 33,0
cm, observaram uma contagem de eritrécitos (x10° pL™") minima de 1,120 e maxima
de 1,715. Outra pesquisa, realizada por RISSI (2014) com exemplares de peso
inicial de 127,3+4,79g, apresentou valores controle de RCB variando de 2,24 a 2,66.
A porcentagem (%) de hematocrito minima de 22,0 e maxima de 30,0 e o Volume
Corpuscular Médio (VCM) (fL) minimo de 144,2 e maximo de 248,2 9 também foram
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encontrados por TAVARES-DIAS et al. (2009). Tais valores foram consistentes com
um estudo realizado na Universidad de Caldas en Santagueda (Caldas, Colombia)
(HAHN-VON-HESSBERG; GRAJALES-QUINTERO; GUTIERREZ-JARAMILLO,
2011). O estudo comparativo de REGO BARROS et al. (2012) demonstra valores de
Hb (g/dL) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (g/dL) de
diversos autores, encontrando valores minimos de Hb 6,4 variando até 9,77 g/dL e
valores de CHCM minimo de 20,2 variando até 33,8 g/dL em tilapia-do-Nilo.

Dentre os demais componentes do sangue, o0s leucdcitos
representam importante papel na imunidade ndo especifica e seus valores podem
ser considerados como indicadores do estado de saude dos peixes (MISRA et al.,
2006; PAIVA et al.,, 2013). Eles sado as células responsaveis pela defesa do
organismo e utilizam as vias sanguineas para realizar o0 monitoramento de possiveis
infecgdes e ou injuria tecidual (ISHIKAWA; RANZANI-PAIVA; LOMBARDI, 2008).
Caracterizar os tipos de leucdcitos de espécies de peixes € de suma importancia
para o entendimento basico dessas células. Entre eles, os linfécitos ocorrem em
maior percentual na circulagdo dos peixes correspondendo a mais de 60% da
contagem diferencial de leucécitos (MONTANHA; PIMPAO, 2012). Segundo os
autores anteriores, neutréfilos também participam de respostas inflamatérias e
muitas vezes, neutrofilia relativa esta associada a linfopenia, sugerindo também uma
resposta de estresse em peixes, sendo essa a resposta mais comum as infecgoes
em peixes. Os mondcitos de peixes, por sua vez, sdo células fagociticas ativas que
participam das respostas inflamatérias agudas e estdo presente em menores
quantidades no esfregago sanguineo. A monocitose em peixes sugere resposta
inflamatdria, comumente associada a microorganismo infeccioso (PETRILLO, 2012).
Por fim os trombdcitos podem desempenhar fungao fagocitica, além da sua
habilidade de migrar para o foco inflamatério (SATAKE et al., 2009). Também podem
ser indicadores de estresse a relagao do percentual de linfécitos e neutrdéfilos, onde
em situagao de estresse ocorre aumento no numero de neutréfilos e redugdo no de
linfocitos, o que faz a relagdo N/L apresentar valores acima de um (DA SILVA et al.,
2018).

Os valores leucocitarios, mesmo dentro de uma mesma espécie,
como a tilapia-do-Nilo, podem possuir uma alta variagdo ao se comparar pesquisas
de diversos autores. Tal fendmeno aconteceu, por exemplo, no estudo comparativo

de Ishikawa et al. (2008). Essa amplitude também foi mencionada por Hrubec et al.
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(2000), indicando que os valores normais para tilapia-do-Nilo podem apresentar alto
desvio padrdo em relacdo as analises leucocitarias, podendo depender de diversos
fatores, alguns deles ainda desconhecidos sobre a biologia do animal. Respostas
individuais, inclusive o estresse da coleta, pode também ser uma variavel
(MERIGHE et al., 2004).

As caracteristicas bioquimicas do sangue estdo entre os mais
importantes parametros do meio interno dos peixes, onde as mudangas no perfil
bioquimico refletem mudangas no metabolismo e em processos celulares do
organismo (BORGES, 2005), resultados de interferéncia externa, como dieta,
ambiente de permanéncia, polui¢ao, entre outros (ANZOLIN, 2011).

A determinagdo da concentragdao de proteina total no plasma e de
suas fragdes € de grande importancia clinica, pois sua concentragao plasmatica é
responsavel pela pressao coloidosmaética desse liquido corporal e pode ser alterada
principalmente por mudangas no volume plasmatico, onde qualquer estresse que
induz tal desequilibrio pode levar a um aumento de proteina no plasma (MELO et al.,
2009). A concentragao total de proteina pode ser uma ferramenta util, tanto como
prova de uma nutricdo ineficiente evidenciada através diminuicdo da albumina
sérica, como um sinal de infec¢des sistémicas, tendo um aumento nas globulinas
circulantes (CRIVELENTI et al., 2011). Também segundo MELO (2009) a
concentracdo de albumina tem maior significado clinico do que proteina total; no
entanto, poucos estudos relacionados a peixes utilizam essa analise e, em sua
maioria, referem-se a proteina total. Ela € uma lipoproteina de alta densidade, e sua
sintese é influenciada pela nutricdo, balango hormonal, estado geral do figado e
estresse. Suas funcdes estao relacionadas com o transporte de substancias e com a
regulacdo e a manutencdo da pressao coloidosmoética sanguinea e fatores de
coagulagdo (SOUSA, 2016). As globulinas, por sua vez, incluem proteinas que
atuam no sistema imunoldgico, fatores de coagulagdo, enzimas e proteinas de
transporte. Eles sdo geralmente classificados como alfa, beta imunoglobulinas e sao
produzidas no figado (ZAMBRANO, 2021). Um experimento sobre a inclusdo de
Saccharomyces cerevisiae e MOS na dieta para tilapia-do-Nilo, proporcionou
aumento significativo nas proteinas totais séricas e globulinas dos peixes
suplementados com 2,0g kg"' de MOS em relacdo a dieta basal (ABU-ELALA;
MARZOUK; MOUSTAFA, 2013). O lactato € um produto final da glicolise anaerobica

que ocorre em tecidos hipdxicos (BAPTISTA, 2011). Ele difunde-se para fora dos
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eritrocitos e € transportado a outros tecidos que sao capazes de utiliza-lo na
producdo de energia. Um aumento nos parametros sanguineos relacionados aos
niveis de hemoglobina, lactato e glicose podem estar relacionados a adaptagdes
fisioloégicas ao estresse ou andxia, demonstrando a saude e situagao fisiolégica do
animal (MUNDIM, 2015). A concentracdo de lipideos plasmaticos em animais,
particularmente colesterol e triglicerideos, dependem do estado nutricional dos
mesmos, onde sao utilizados como fonte de energia para o metabolismo em
periodos de estresse, como restricado alimentar (FARIA et al., 2022). A fosfatase
alcalina é uma fosfomonohidrolase inespecifica, capaz de hidrolisar, em pH alcalino,
monoésteres e diésteres de fosfato, pirofosfato, bem como catalisar reacbes de
transfosforilagcdo alcalina (TEIXEIRA, 2013). Ela atua principalmente na
comunicagao das células epiteliais na porgao anterior do intestino e promove a
absorc¢ao e transporte de lipideos e carboidratos (PEREIRA, 2015).

O estudo dos niveis de glicose plasmatica em peixes tem sido objeto
de varios trabalhos, enfocando o efeito da temperatura, a permeabilidade da
membrana eritrocitaria a glicose e o nivel de estresse do animal (MEDEIROS et al.,
1999; SILVA, et al., 2012). E considerado um bom indicador para resposta ao
estresse, pois a avaliagdo pode ser realizada na criagdo, com medidores de glicose
portateis e de simples utilizagdo (BRANDAO; GOMES; CHAGAS, 2006).

Normalmente os estudos que envolvem a mensuragao da glicose
plasmatica utilizam como tratamentos probidticos e prebidticos e outros aditivos na
alimentagcao visando a diminuicdo do estresse dos peixes frente a desafios da
producao, como alta densidade ou hipdxia (SILVA et al., 2012; SOUZA et al, 2020.).
Outros estudos visam encontrar anestésicos alternativos para diminuicdo do
estresse (SIMOES; GOMES, 2009; MOREIRA et al., 2011). Essa variagdo pode ser
justificada pela diferenga de ambiente de cada animal, além de fatores climaticos, de
manejo e alimentares pré-analises, segundo RANZANI-PAIVA (2005). Da mesma
forma, pode variar a capacidade de retorno as condi¢cdes basais quando cessa o
estimulo estressor (MACHADO et al., 2009).

2.6 ANALISES HEPATOSSOMATICA

O figado é um o6rgdo multifuncional que € responsavel pelo

metabolismo de nutrientes e desintoxicagdo de compostos estranhos e prejudiciais
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ao peixe (FLORES-LOPES; MALABARBA, 2007). A atividade metabdlica implica na
utilizacdo de nutrientes obtidos a partir do alimento ingerido e de reservas
energéticas depositadas em diferentes partes do organismo. Portanto, € possivel
esperar que o peso do figado reflita este metabolismo (NAVARRO et al., 2006). O
valor do indice hepatossomatico esta relacionado ao melhor armazenamento de
reservas energéticas que sao oxidadas durante o processo de producdo de ATP
intracelular, que podem ser usadas em situagbes de estresse ou para otimizar a
reproducdo e manutencao (SIQUEIRA, 2022). Ele é calculado ap6s a pesagem do
peso do figado e a massa total do peixe (IHS= [100x (Peso do figado / Peso do
peixe)]) (NAVARRO et al., 2005; SANTOS et al., 2010). Alteracbes hepaticas podem
indicar contaminag¢ao do ambiente, segundo FLORES-LOPES; MALABARBA (2007),
além de estar muito relacionada a dieta ofertada e a variagcdo de hormdnios sexuais
dos animais, principalmente no periodo de reproduc¢do (PONTES et al., 2010).

O figado pode ser considerado um tecido hematopoiético
(CARDOSO et al., 2015) com menor papel no sistema de defesa, embora haja
evidéncias de sua participacdo na eliminagdo de antigenos (DALMO et al.,
1997), além da sua capacidade de armazenar grandes quantidades de lipidios
e glicogénio como reserva energética (GERMAM, KOZLOVSKAYA, 2001), onde a
reducao do indice hepatossomatico também pode estar associada a utilizacédo de
reservas energeticas, necessarios para a manutengdo da homeostasia
(TAVARES-DIAS et al., 2008).

Em um estudo de SARAGIOTTO e MASCIOLI (2009), onde se
avaliou o fornecimento da Saccharomyces cerevisiae como probiético em ragdes
para a tilapia-do-Nilo, durante o periodo de reversdo sexual, o indice
hepatossomatico foi menor nos alevinos alimentados com S. cerevisiae. (P <0,01).
Em alevinos foi pesquisado o efeito do Nucleo Homeopatico Homeopatila 100® na
integridade histolégica branquial, na sobrevivéncia, peso, comprimento final,
conversao alimentar aparente e indice hepatossomatico em alevinos de tilapia-do-
Nilo. Foi utilizado um tratamento controle (T1) com 20 mL de solugdo hidroalcdélica
(alcool 30° GL) a cada kg de racao e trés tratamentos com 20 mL/kg (T2), 40mL/kg
(T3) e 60 mL/kg (T4) do Nucleo Homeopatico Homeopatila 100®, em alevinos
machos revertidos. Como resultado, os alevinos que receberam 40 mL/kg de ragao
de Homeopatila 100® (T3) apresentaram maior sobrevivéncia e indice
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hepatossomatico menor do que os alevinos do grupo controle (T1). Foi relatado
entdo que possivelmente o aditivo permitiu uma menor inclusdo lipidica e da
infiltracdo de leucdcitos no figado dos alevinos tratados, proporcionando um menor
indice hepatossomatico (SIENA et al., 2010).

Considerando um fator ambiental, o estudo de MARENGONIET et
al. (2017) se objetivou avaliar formatos e areas de comedouros utilizados em
tanques-rede sobre o desempenho, homogeneidade dos lotes e indices corporais de
tilapia-do-Nilo. Como resultado os peixes submetidos aos tanques-rede sem
comedouros apresentaram menores indices viscerossomatico, hepatossomatico e
de gordura visceral (P<0,05). Foi considerado que o resultado dos peixes produzidos
nos tanques-rede isentos de comedouros, e que também apresentaram menor
desempenho zootécnico, possivelmente estejam relacionados com o desperdicio de

racao por falta do alimentador.
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4 HIPOTESE

A  suplementagdo  dietética de  prebidticos B-Glucana e
mananoligossacarideo, assim como a diferenca entre duas variedades
genéticas, beneficiara o crescimento e o desenvolvimento, assim como
promovera melhoria no perfil hematolégico e bioquimico sanguineo de
tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus), onde a variedade Tilamax apresentara
resultados superiores do que a linhagem cruzada, devido ao seu

melhoramento genético.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da adicdo de B-Glucana+ Mananoligossaracideo
(BG + MOS) em juvenis de duas linhagens genéticas de tilapia-do-Nilo (Oreochromis

niloticus).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da alimentagcdo com e sem a presencga BG + MOS sobre os
parametros zootécnicos de duas linhagens genéticas de tilapia-do-Nilo.

¢ Analisar o efeito da alimentagdo com e sem a presenca BG + MOS sobre os
parametros hematoldgicos de duas linhagens genéticas de tilapia-do-Nilo

o Aferir o efeito da alimentacdo com e sem a presenca BG + MOS sobre os
parametros bioquimico de duas linhagens genéticas de tilapia-do-Nilo

e Determinar o efeito da alimentacdo com e sem a presenga G + MOS sobre

os indices hepatossomaticos de duas linhagens genéticas de tilapia-do-Nilo
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6 ARTIGO A — EFEITO DE B-GLUCANA E MANANOLIGOSSACARIDEO NA
DIETA SOBRE OS PARAMETROS ZOOTECNICOS, HEMATOLOGICOS,
IMUNOLOGICO E BIOQUIMICOS DE DUAS LINHAGENS DE TILAPIA-DO-NILO

(Oreochromis niloticus)

EFFECT OF B-GLUCAN AND MANNANOLIGOSACCHARIDE IN THE DIET ON
ZOOTECHNICAL, HEMATOLOGICAL, IMMUNOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
PARAMETERS OF TWO STRAINS OF NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus)

O artigo seguird o modelo requerido pela revista Semina: Ciéncias Agrérias

Highlights

» Foi avaliada a adigdo de B-Glucana+ Mananoligossacarideo na ragéo de juvenis
de tilapia-do-Nilo

» Analises foram feitas para identificar diferengas fisiologicas e metabdlicas de duas
variedades de tilapia-do-Nilo

» Houve diferenga significativa para hemoglobina em relacdo as variedades
genéticas

» Houve diferenga significativa para triglicerideos em relagdo as variedades
genéticas

» Na inclusao testada o aditivo nao influenciou o desempenho e nao alterou o perfil
hematoldgico e bioquimico dos peixes, porém houve diferengas entre linhagens,

sugerindo a existéncia de caracteristicas diferenciais entre elas.

Resumo A crescente expansdo e a demanda cada vez maior pelo cultivo da tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) requerem uma maior intensificagdo da produgao e o
emprego de prebidticos como uma opgao viavel em substituicdo aos antibioticos.
Além disso, € fundamental considerar os programas de aprimoramento genético
visando a identificagcdo de exemplares com crescimento acelerado e com valor
genético superior em relagdo a caracteristicas de relevancia econémica, com o
intuito de otimizar a produgdo aquicola. O objetivo foi avaliar a influéncia de (-
Glucana+ Mananoligossacarideo (BG + MOS) adicionados na ragado sobre os
parametros zootécnicos, hematolégicos e bioquimicos sanguineos de duas

linhagens de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). O delineamento foi inteiramente
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casualizado em arranjo fatorial 2 x 2, com a nao incluséo e inclusdo de G + MOS
(Controle e 0,2%) e com dois grupos genéticos. Os animais utilizados foram
exemplares do programa de melhoramento genético da Tilamax (Grupo Comercial) e
animais provenientes de uma variedade teste (linhagem de origem sigilosa e
comercial, que estda sendo estudada no momento), que nao apresenta ligagéo
genética com a variedade Tilamax (Grupo %), com quatro repeticbes e seis peixes
por aquario, totalizando 96 peixes. O periodo experimental foi de 41 dias. Nenhuma
diferenca (P > 0,05) foi encontrada entre as linhagens e a suplementagcdo em
relagdo aos parametros zootécnicos e hematolégicos, com excecédo da hemoglobina,
que foi superior na linhagem % (8.08 g d L™") comparado com a Comercial (7.52 g d
L™") (P < 0,05). A contagem de linfécitos, neutréfilos, mondcitos e trombdcitos ndo
apresentaram diferengas (P >0,05) entre os aditivos e as linhagens, assim como as
concentracdes de proteina total, albumina, lactato, colesterol, fosfatase alcalina e
glicose plasmatica. Os triglicerideos apresentaram diferenca, entre as duas
genéticas, onde Comercial (344,75 mg d L ") foi superior ao % (254,88mg d L ™)
(P<0,05). Com isso conclui-se que na inclusado testada o aditivo ndo influenciou o
desempenho e nédo alterou o perfil hematoldgico e bioquimico dos peixes, porém
houve diferengas metabdlicas e fisiolégicas entre linhagens, o que sugere a
singularidade e as caracteristicas diferenciais entre elas, sendo essas possiveis

caracteristicas que podem ser utilizadas em programas de selecéo no futuro.

Palavras-chave: Aditivo nutricional, imunoestimulante, melhoramento genético,
prebidtico

Abstract The increasing expansion and increasing demand for the cultivation of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) require greater intensification of production and the
use of prebiotics as a viable option to replace antibiotics. In addition, it is essential to
consider genetic improvement programs aimed at identifying specimens with
accelerated growth and with superior genetic value in relation to economically
relevant traits, with the aim of optimizing aquaculture production. The objective was
to evaluate the influence of B-Glucan+ Mannanoligosaccharide (BG + MOS) added to
the diet on the zootechnical, hematological and blood biochemical parameters of two

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) strains. The design was completely randomized in
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a 2 x 2 factorial arrangement, with the exclusion and inclusion of BG + MOS (Control
and 0.2%) and with two genetic groups. The animals used were specimens from the
Tilamax genetic improvement program (Commercial Group) and animals from a test
variety (lineage of confidential and commercial origin, which is currently being
studied), which does not present a genetic link with the Tilamax variety (Group %),
with four replications and six fish per aquarium, totaling 96 fish. The experimental
period was 41 days. No difference (P > 0.05) was found between strains and
supplementation in terms of zootechnical and hematological parameters, with the
exception of hemoglobin, which was higher in strain % (8.08 g d L™") compared to
Commercial (7.52 g d L") (P < 0.05). Lymphocyte, neutrophil, monocyte and
thrombocyte counts did not differ (P >0.05) between additives and strains, as did total
protein, albumin, lactate, cholesterol, alkaline phosphatase and plasma glucose
concentrations. Triglycerides showed a difference between the two genetics, where
Commercial (344.75 mg d L ™) was higher than % (254.88 mg d L ") (P<0.05). With
this, it is concluded that in the tested inclusion, the additive did not influence the
performance and did not change the hematological and biochemical profile of the
fish, however, there were metabolic and physiological differences between strains,
which suggests the uniqueness and differential characteristics between them, these

being possible characteristics that can be used in selection programs in the future.
Key-words: Genetic improvement, immunostimulant, nutritional additive, prebiotic

INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a aquicultura vem ganhando cada vez mais espago no setor
de produgdo de proteina animal (Medeiros, 2022), principalmente pelos impactos
socioecondmicos e pelo crescente olhar sustentavel direcionado a producédo de
organismos aquaticos (Souza et al., 2022). Segundo o anuario da Organizagao das
Nacdes Unidas para Alimentagéo e Agricultura- FAO, a produgao aquicola, incluindo
animais aquaticos e as algas, atingiu um recorde de 122,6 milhdes de toneladas,
com destaque para a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), terceiro peixe mais
produzido do mundo, atras apenas de algumas espécies de carpa
(Ctenopharyngodon idellus e Hypophthalmichthys molitrix) (FAO, 2022). No Brasil,

entretanto, essa é a espécie de maior destaque em 2021, com uma producido de
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534.005 toneladas de tilapia, demonstrando um crescimento de 9,8% sobre o ano
anterior (Peixe Br, 2022).

Devido a rapida expansao e aumento da demanda, a intensificacdo da
producao torna-se necessaria (Lopes et al.,, 2022). Com isso, existe uma maior
necessidade de mao de obra, monitoramento da qualidade da agua, nutrigdo e
genética e um maior controle sanitario (Souza & Leite, 2016), o que, caso nao
ocorra, pode acarretar no surgimento de doencgas e alteragdes ambientais que
impactam na fisiologia e metabolismo dos peixes (Martins et al., 2015). Em relacao
a isso, a adicao de antibiéticos para controle quimico de doencas € uma questao de
crescente preocupacdo para a populagdo (Gomes, 2004), ja que seu uso
indiscriminado pode causar poluicdo do meio ambiente, acumulo de residuos na
carcacga dos peixes e resisténcia de microrganismos (Chagas et al., 2013).

Uma alternativa cada vez mais estudada e difundida ao uso de antibidticos é a
utilizacao de prebidticos (Carvalho et al., 2011), que vem apresentando resultados e
perspectivas promissoras (Sales et al., 2012). Com carater imunoestimulante, um
exemplo dessa categoria sao as glucanas (Ferreira et al.,, 2021), que séao
macromoléculas formadas por blocos de glicose unidos por meio de ligagdes B (1-3)
e B (1-6), normalmente encontrados nas células de leveduras e fungos (Chagas et
al., 2013). Elas possuem certo destaque na piscicultura por atuar na imunidade inata
do animal, aumentando a atividade de fagocitacdo e contribuindo na defesa contra
patdogenos (Paulsen et al., 2001; Gopalakannan & Arul, 2010). Outro componente
presente na parede celular de leveduras e fungos com acgado prebidtica € o
mananoligossacarideo (MOS). Ele promove ligagdes com o envoltorio bacteriano de
microrganismos patogénicos, o que impede a ligagdo com o epitélio intestinal e com
outras bactérias impossibilitando a formagdo de coldénia (Cechim et al, 2013;
Schwarz et al.,, 2010). Os estudos sobre MOS em dietas para peixes ainda sao
recentes e seus efeitos sobre o sistema imune, portanto, devem ser levados em
consideracao (Sousa, 2010).

Outro ponto a ser considerado para a otimizagdo de uma produgao aquicola,
em especial da tilapia-do-Nilo, sdo programas de melhoramento genético, pois visam
a identificacdo de animais com crescimento acelerado e com valor genético superior
para caracteristicas de importancia econémica (Porto et al., 2015). Segundo os
autores citados, o conhecimento dessas caracteristicas de interesse pode fornecer

informagdes importantes para a definicdo de critérios de sele¢ao em programas de
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melhoramento genético de peixes. As caracteristicas relacionadas ao crescimento,
por exemplo, sdo as de maior relevancia econdmica em programas de
melhoramento de tilapias (Porto et al., 2015), porém atributos como um
melhoramente para peixes com metabolismo mais acelerado e que sofram menos
com estresse também podem ser relevantes ao considerar um crescimento gradual
da produgdo ano a ano, porém ainda exitem poucos programas com o objetivo de
desenvolver variedades com maior tolerancia ao estresse (José, 2021).

O objetivo do presente trabalho, portanto, foi avaliar a influéncia da adicéo de
BG + MOS sobre os parametros zootécnicos, hematoldgicos, bioquimicos e o indice

hepatossomatico de juvenis de duas linhagens genéticas de tilapia-do-Nilo.

MATERIAL E METODOS

VARIEDADES E ACASALAMENTOS

Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (Aprovacdo CEUA n°
040.2021) e pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Maringa (Aprovacdo CEUA n° 5121251021).

Os animais utilizados foram exemplares de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) pertencentes ao programa de melhoramento genético da Tilamax, na
Estacdo de Piscicultura UEM/CODAPAR localizada no distrito de Floriano e animais
provenientes de uma variedade teste (linhagem de origem sigilosa e comercial, que
estda sendo estudada no momento), que nado apresenta ligagdo genética com a
variedade Tilamax. Os acasalamentos para obtencdo de animais puros
(Denominados nesse trabalho de variedade Comercial) foram realizados entre
peixes apenas da variedade Tilamax da 122 geragdo de melhoramento genético da
Estacdo de Piscicultura UEM/CODAPAR, onde os alevinos foram retirados do pool
comercial, ou seja, animais que seriam comercializados pela piscicultura. Por outro
lado, um acasalamento dirigido foi realizado com 4 machos 1/2 Tilamax - 1/2
variedade teste e 4 fémeas Tilamax, sendo obtido através dele a segunda variedade
utilizada no trabalho, denominada trés quartos (3/4). Assim, foram obtidos dois
grupos genéticos: um grupo Comercial (individuos Tilamax) e um grupo % (Meio

sangue teste x Tilamax).
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PREPARACAO DAS RACOES EXPERIMENTAIS

Foi utilizada uma ragdo comercial para juvenis de tilapia-do-Nilo (46% de PB,
8% de Extrato Etéreo, 3% de Matéria Fibrosa e 14% de Matéria Mineral). O aditivo
foi adicionado a racdo diluindo-o em agua destilada, sendo posteriormente
homogeneizada e distribuida uniformemente na ragdo. Para garantir a fixagdo do
mesmo, 40 ml de aditivo aglutinante contendo carboximetilcelulose, metilparabeno e
propilparabeno (Veiculo Universal Vansil, Descalvado, SP, Brasil) para ragdo foram
adicionados, sendo distribuido de maneira uniforme. A incorporagao de G + MOS
foi realizada na dosagem de 2 g por quilo de ragéo (0,2%). O tratamento controle

nao incluiu o aditivo.
FASE EXPERIMENTAL

Um total de 96 peixes foram transportados para o laboratério do Nucleo de
Estudo e Pesquisa em Aquicultura e Genética (NEPAG) da Universidade Estadual
de Londrina (UEL) em sacos plasticos contendo 2/3 do volume preenchido com agua
e 1/3 com oxigénio.

Ao chegarem ao laboratdrio, os sacos contendo os peixes foram aclimatados a
temperatura da agua dos aquarios em sistema estatico (16 aquarios de 40L) por 20
minutos, sendo posteriormente liberados. A temperatura foi mantida constante com o
uso de aquecedor de ambiente. A renovagdo de 50% da agua dos aquarios
utilizando agua desclorada e avaliagao dos parametros de qualidade da agua foram
realizadas diariamente. Os peixes foram aclimatados as condigbes experimentais
por um periodo de 30 dias antes de iniciarem o experimento. Passado esse periodo,
foram anestesiados com Benzocaina 0,1 g L™ (0,1 g mL™ de &lcool 96° em 10 L de
agua), imobilizados com toalhas umidas, para reduzir o estresse, e foram pesados,
medidos (comprimento) e distribuidos novamente nos aquarios.

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x
2, com a inclusao e nao inclusdo de B-Glucana + Mananoligossacarideo (Controle e
0,2%) e dois grupos genéticos (Comercial e %). Foram utilizadas quatro repetigdes,
com seis peixes por aquario e 24 peixes por grupo, totalizando 96 juvenis com peso

inicial médio de 31,161£5,73 g. O periodo experimental foi de 41 dias, sendo
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alimentados manualmente duas vezes por dia (10:00h e 15:00h) até aparente
saciedade. Os parametros temperatura (°C), pH e oxigénio dissolvido (OD) (mg/L)
foram mensurados diariamente. Os niveis de amonia foram mensurados trés vezes
por semana. Essas analises foram realizadas com aparelho multipardmetro (Hanna
Instruments, Barueri, SP, Brasil), pHmetro (pH meter Akso, Sao Leopoldo, RS,
Brazil) e kit comercial para ensaio colorimétrico (Labcon Test Aménia Tdxica Agua
Doce, Alcon Pet, Camboriu, SC, Brasil). Os parametros de temperatura (23,1°C a
28,5°C), pH (6,4 a 7,7), oxigénio dissolvido (3,01 a 6,18 mg/L) e amdbnia (0,00 a 2,00

mg/L) se mantiveram dentro das exigéncias minimas para o conforto da espécie.
ANALISES ZOOTECNICAS

Ao final do periodo experimental, e apds jejum de 15 horas, foram realizadas
biometrias de todos os 96 peixes no experimento. Para minimizar o estresse durante
as medicdes e a necessidade de procedimentos subsequentes, os peixes foram
anestesiados com Benzocaina 0,1 g L™ (0,1 g mL™" de alcool 96° em 10 L de agua)
e, a seguir, imobilizados com toalhas umidas. Foram mensurados: peso final (g),
comprimento total (cm) e comprimento padrdo (cm). Com base nestes dados foram

calculados:

e Ganho em peso total: [peso final — peso inicial]
e Taxa de crescimento especifico: [(Ln peso final (g) — Ln peso inicial
(9))/periodo experimental em dia] x 100]

 Fator de condicdo: [(peso total (g)/ comprimento padrdo (cm)®) x 100]

Todos os parametros zootécnicos foram estimados com base nas metodologias
descritas por Jami et al. (2019), Munir et al. (2016) e Nagata et al. (2010).

Apos a anestesia, coleta dos dados de desempenho e de sangue, todos os
peixes foram abatidos por meio de seccdo medular. Apés comprovada a morte foi
feito uma incisao ventral nos animais, onde de cada exemplar foi obtido o peso do
figado, utilizado para o calculo do indice hepatossomatico: [100x (Peso do figado /
Peso do peixe)]

ANALISE HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA DO SANGUE
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Para as analises relacionadas ao hemograma, foram utilizados um total de trés
peixes por aquario, onde foram coletados 800-900 yL de sangue da veia caudal em
microtubos plasticos de 2 mL. Para isso foram utilizadas seringas de 3 mL
umedecidas com EDTA como anticoagulante para a preservagado das amostras.
Cada coleta foi realizada apds a anestesia com Benzocaina 0,1 g L™ (0,1 g mL™" de
alcool 96° em 10 L de agua). As analises foram feitas em parceria com o Laboratério
de Patologia Clinica Veterinaria, localizado no Hospital Veterinario da UEL. A
concentracdo de hemoglobina total (Hb g d L") foi realizada pelo método de
cianometahemoglobina. A contagem de eritrécitos (RBC pL ) foi realizada através
da técnica Natt-Herrick e a feita através da Camara de Neubauer. A contagem
diferencial de leucdcitos e trombdcitos foi realizada em Iaminas coradas pela técnica
de pandtico rapido. Para o calculo de hematdcrito (Ht em %) foi utilizado a técnica de
microhematdcrito. Todas os métodos mencionados anteriormente seguiram a
metodologia descrita por Hrubec et al (2000) e Thrall (2007). A determinagdo dos
indices hematimétricos MCV (volume corpuscular médio), MCHC (concentracao de
hemoglobina corpuscular média) e MCH (hemoglobina corpuscular média), foi
seguido as metodologias descritas por Ranzani-Paiva et al. (2013).

Para as analises bioquimicas também foram utilizados trés peixes por aquario,
diferentes daqueles destinados as analises de hemograma. Neles, também foram
coletados 800-900uL de sangue da veia caudal em microtubos plasticos de 1,5 mL,
porém nas seringas nao foi utilizado EDTA. O sangue foi separado para que fosse
dessorado naturalmente e apds 4 horas os microtubos foram colocados em
centrifuga para total separagao (10 min a 3000 x g). Logo apds esse processo foi
pipetado 200 pL de soro em copos de amostras para que o material fosse analisado
no Sistema de Bioquimica Integrada Dimension EXL 200 — Siemens Healthineers,
uma plataforma integrada de bioquimica e imunoensaio. Os parametros analisados
foram as concentragdes séricas de proteinas totais, albumina, lactato, triglicérides,
colesterol e fostatase alcalina. Para essas analises, reagentes de Dimension®
Clinical Chemistry System (Siemens, Newark, NJ, EUA) foram utilizados, com
excegao da albumina que utilizou o reagente colorimétrico da marca Gold Analisa®
(Carlos Prates, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os valores de globulinas foram obtidos
pela subtracdo entre proteinas totais e albumina.
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GLICOSE PLASMATICA

A concentragao de glicose plasmatica foi mensurada com tira teste, com o uso
de glicosimetro portatil FreeStyle Optium Neo (Abbott, Maidenhead, BRK, Inglaterra).
Para essa analise foram utilizados os mesmos animais destinados para as analises
bioquimicas, ou seja, trés peixes por aquario, onde o sangue da seringa foi colocado
na tira teste antes de ser colocado nos microtubos. Toda a metodologia aplicada foi

seguida conforme as recomendacgdes do fabricante.
ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia usando o programa R studio
(versédo 3.1.4). As diferencas entre as médias foram testadas pelo teste de Tukey
com nivel de significancia de P<0,05.
RESULTADOS

ANALISES ZOOTECNICAS

Nao houve diferenca (P>0,05) dos parametros zootécnicos entre linhagens

genéticas ou entre a inclusdo e nao inclusao de prebioticos na racéo (Tabela 1).

Tabela 1 Efeitos da PG + MOS e da variedade genética sobre parametros
zootécnicos e indice hepatossomatico (média + desvio padrao) em juvenis de tilapia-
do-Nilo

Comprimento Total inicial Média P valor trat

Tratamento (cm)

Comercial 3/4
0 11,26+1,06 11,63+0,71 11,45 0 581
0,2% 11,40+0,78 11,31+0,76 11,35 ’
Média 11,33 11,47
P valor linhagem 0,405
Tratamento*Linhagem 0,185

Comprimento Padrao Média P valor trat
Inicial (cm)

Tratamento Comercial 3/4
0 9,42+0,78 9,66+0,61 9,54 0,096
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0,2% 9,28+0,72 9,33+0,65 9,30
Média 9,35 9,49
P valor linhagem 0,307
Tratamento*Linhagem 0,517
Peso Final (g) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 89,12+19,62 99,10+23,61 94,11 0.942
0,2% 94,57+28,04 92,96+19,29 93,76 ’
Média 91,84 96,03
P valor linhagem 0,373
Tratamento*Linhagem 0,219
Comprimento Total Final Média P valor trat
Tratamento (cm)
Comercial 3/4
0 15,9911,54 16,58+1,32 16,29 0855
0,2% 16,44+1,36 16,2311,25 16,34 ’
Média 16,21 16,41
P valor linhagem 0,491
Tratamento*Linhagem 0,154
Comprimento Padrao Final Média P valor trat
(cm)
Tratamento Comercial 3/4
0 13,43+1,32 13,94+1,22 13,68 0795
0,2% 13,7311,30 13,51£1,13 13,62 ’
Média 13,58 13,72
P valor linhagem 0,573
Tratamento*Linhagem 0,158
Ganho de Peso Total (g) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 58,10+14,73 64,28+21,31 61,19 0.743
0,2% 64,87+27,91 60,35%£18,07 62,61 ’
Média 61,48 62,32
P valor linhagem 0,847
Tratamento*Linhagem 0,217
Fator de condicdo CT (%) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 2,2040,58 2,1210,14 2,16 0338
0,2% 2,07+0,15 2,151£0,12 2,11 ’
Média 2,14 2,13
P valor linhagem 0,915
Tratamento*Linhagem 0,288
Fator de condicao CP (%) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 3,72+1,03 3,63+0,46 3,68 0.845
0,2% 3,57+0,23 3,74+0,26 3,66 ’
Média 3,65 3,69
P valor linhagem 0,757
Tratamento*Linhagem 0,276
Taxa de crescimento Média P valor trat
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especifico (% g)

Tratamento Comercial 3/4
0 2,64+0,34 2,59+0,52 2,61 0.308
0,2% 2,86+0,87 2,62+0,59 2,74 ’
Média 2,75 2,60
P valor linhagem 0,244
Tratamento*Linhagem 0,439

indice hepatossomatico Média P valor trat

(%)

Tratamento Comercial 3/4
0 2,45+0,48 2,36+0,79 2,41 0932
0,2% 2,48+0,72 2,35+0,97 2,42 ’
Média 2,47 2,36
P valor linhagem 0,472
Tratamento*Linhagem 0,913

Concentragdes de B-Glucana+MOS: 0 (Controle), 0,2% (Beta-Glucana+MOS). Linhagem
Comercial (Tilamax), % (Meio sangue x Tilamax).

PERFIL HEMATOLOGICO, PARAMETROS IMUNOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Nenhuma diferenga (p > 0,05) foi encontrada entre as linhagens genéticas

alimentadas ou ndo com BG + MOS em relagdo as analises de RBC, HT, HCM,

CHCM e VCM. Por outro lado, foi encontrado diferenca (P<0,05) nos valores de

hemoglobina (Hb g dL™') em relacdo a variedade genética, onde o grupo %

apresentou valor superior ao grupo comercial (Tabela 2).

Tabela 2 Perfil hematoldgico (média + desvio padrao) de duas variedades genéticas

de tilapia-do-Nilo alimentadas com e sem G + MOS

RBC (x10° uL™) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 2.031£0.79 2.3410.58 2.19 0.987
0,2% 2.14+0.77 2.1510.51 2.14 '
Média 2.08 2.26
P valor linhagem 0.402
Tratamento*Linhagem 0.465

Hb (g dL™) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 7.43+0.90 8.13+0.44 7.78 0.096
0,2% 7.61+0.75 8.01+£0.67 7.78 ’
Média 7.52B 8.08 A
P valor linhagem 0.0119*
Tratamento*Linhagem 0.4870
Ht (%) Média P valor trat

Tratamento Comercial 3/4
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0 30.67+9.87 33.92+6.46 32.29

0,2% 33.0848.68  33.444.07 33.24 0.687
Média 31.88 33.71
P valor linhagem 0.416
Tratamento*Linhagem 0.541
HCM (g dL™") Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 41.71+16.44  36.3719.63 39.04 0.985
0,2% 39.55+14.36 38.53+10.70 39.11 '
Média 40.63 37.30
P valor linhagem 0.404
Tratamento*Linhagem 0.589
VCM (fL) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 158.04123.13 147.48+13.42 152.76 0.229
0,2% 160.57+21.27 160.61+£27.50 160.59 '
Média 159.30 153.10
P valor linhagem 0.383
Tratamento*Linhagem 0.416
CHCM (g dL™) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 24.99+6.06 24.15+4.83 24.57 0.769
0,2% 24.1616.42 24.01+2.98 24.10 '
Média 24.58 24.09
P valor linhagem 0.748
Tratamento*Linhagem 0.831

Concentracdes de B-Glucana+MOS: 0 (Controle), 0,2% (Beta-Glucana+MOS). Linhagem:
Comercial (Tilamax), % (Meio sangue x Tilamax). RBC: Eritrécitos; Hb: Hmoglobina; Ht:
Hematdcrito; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; VCM: Volume Corpuscular Médio;
CHCM: Concentragdao da hemoglobina corpuscular média. Letras maiusculas indicam
diferenca significativa (P < 0.05) entre tratamentos.

A contagem de linfocitos, neutrofilos, mondcitos, trombdcitos e a relagéo
neutrodfilo/linfocito ndo apresentaram diferencas entre a as ragdes € nem para a
linhagem genética (P> 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 Contagem diferencial de leucécitos (média + desvio padrao) de juvenis de

tilapia-do-Nilo alimentadas com e sem G + MOS provenientes de duas variedades

genéticas
Linfécito (%) Média P valor
trat
Tratamento Comercial 3/4
0 64.92+25.26 66.33+20.88 65.63 0.467
0,2% 74.42417.33 65.11+23.91 70.43 '
Média 69.67 65.81

P valor linhagem 0.593
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Tratamento*Linhagem 0.420
Neutréfilo (%) Média P valor
trat
Tratamento Comercial 3/4
0 33.10+£24.80 25.751£17.46 29.09 0,582
0,2% 20+£14.89 30.11+£24.29 24 '
Média 26 27.62
P valor linhagem 0.468
Tratamento*Linhagem 0.275
Monécito (%) Média P valor
trat
Tratamento Comercial 3/4
0 1.811.14 3.4312.64 2.47 0.830
0,2% 2.254+1.28 2.67+0.03 2.43 '
Média 2 3.08
P valor linhagem 0.518
Tratamento*Linhagem 0.857
Trombécito (%) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 13.17+£ 12.92 11+ 6.38 12.08 0.964
0,2% 11.64£9.96 12.33+£7.92 11.95 '
Média 12.43 11.57
P valor linhagem 0.768
Tratamento*Linhagem 0.630
Neutréfico/Linfécito (%) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 0.79+1.08 0.52+0.46 0.657 0.449
0,2% 0.29+0.27 0.73+0.85 0.482 '
Média 0.618 0.614
P valor linhagem 0.791
Tratamento*Linhagem 0.125

Concentragdes de B-Glucana+MOS: 0 (Controle), 0,2% (Beta-Glucana+MOS). Linhagem:
Comercial (Tilamax), % (Meio sangue x Tilamax).

Os parametros bioquimicos da proteina total, albumina, lactato, colesterol,
fosfatase alcalina e globulina ndo apresentaram diferencas (P>0,05) para o aditivo
ou para as variedades genéticas. Seguindo o padrao anterior, os valores de glicose
plasmatica também ndo apresentaram efeito. Somente os triglicerideos
apresentaram diferenca (P<0,05), especificamente entre as duas variedades
genéticas testadas, onde o grupo comercial apresentou um valor superior ao grupo
3/4 (Tabela 4).

Tabela 4 Parametros bioquimicos sanguineos e glicose plasmatica (média *+ desvio

padrao) de juvenis de duas variedades de tilapia-do-Nilo alimentadas com e sem 3G
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+ MOS
Proteina Total (mg dL ™) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 3,20+0,28 3,2810,45 3,24 0.203
0,2% 3,20+0,41 3,02+0,19 3,11 ’
Média 3,20 3,15
P valor linhagem 0,591
Tratamento*Linhagem 0,203
Albumina (mg dL ) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 0,49+0,19 0,48+0,11 0,48 0.940
0,2% 0,53+0,30 0,43+0,09 0,48 ’
Média 0,51 0,45
P valor linhagem 0,334
Tratamento*Linhagem 0,502
Lactato (mg dL ) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 2,8311,02 2,64+0,96 2,73 0582
0,2% 2,8410,96 2,94+1,02 2,89 ’
Média 2,83 2,79
P valor linhagem 0,884
Tratamento*Linhagem 0,622
Triglicerideos (mg dL ) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 320,83+149,95 267,58+108,30 294,21 0.769
0,2% 368,67£174,17 242,17+70,79 305,42 ’
Média 344,75 A 254,88 B
P valor linhagem 0,027*
Tratamento*Linhagem 0,341
Colesterol (mg dL ™) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 112,50£23,61 114,00+£15,55 113,25 0475
0,2% 111,00£19,27 108,00+11,45 109,50 ’
Média 111,75 111,00
P valor linhagem 0,886
Tratamento*Linhagem 0,668
Fosfatase Alcalina (mg dL ™) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 26,5816,67 23,67+3,77 25,13 0573
0,2% 25,08+7,56 23,33+2,99 24,21 ’
Média 25,83 23,50
P valor linhagem 0,155
Tratamento*Linhagem 0,719
Glicose (mg dL ) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 48,561£12,65 45,63+13,52 47,09 0 364
0,2% 44,06+£16,61 51,06+£18,38 47,56 ’
Média 46,31 48,34
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P valor linhagem 0,824
Tratamento*Linhagem 0,113
Globulinas (mg dL ) Média P valor trat
Tratamento Comercial 3/4
0 2.71+0.18 2.8+0.39 2.75
0,2% 2.68+0.19 2.58+0.11 2.63 0.0958
Média 2.69 2.69
P valor linhagem 1.0000
Tratamento*Linhagem 0.2186

Concentragdes de (-Glucana+MOS: 0 (Controle), 0,2% (Beta-Glucana+MOS). Linhagem:
Comercial (Tilamax), % (Meio sangue x Tilamax). Letras maiusculas indicam diferenca
significativa (P < 0.05) entre tratamentos.

DISCUSSAO

Nesta sec¢ao, discutiremos os principais resultados obtidos neste estudo e sua
implicacdo para a area da piscicultura e seu crescente desenvolvimento. Os
resultados foram analisados e interpretados com o objetivo de responder as
hipéteses de pesquisa e atender aos objetivos estabelecidos no inicio do estudo.

Em relagdo ao nivel de estresse dos animais e as condi¢des em que 0s animais
foram conduzidos, diferencas nos resultados ndo eram esperados para parametros
zootécnicos, uma vez que as condi¢cdes laboratoriais mantiveram o conforto durante
o0 periodo experimental, de acordo com os parametros de agua e temperatura
citados anteriormente. Isso pode ser observado ao analisar os resultados de fator de
condicao encontrados nesse trabalho, que refletem as informagdes sobre o estado
fisiolégico em relagdo ao bem-estar do animal (Geraldo, 2016) e permite ainda,
comparagdes entre populagcdes que vivem em diferentes condicbes alimentares,
climaticas e de densidade (Araujo et al., 2010). Assim, ao nao haver diferenca entre
os tratamentos e linhagens observa-se que todos estavam nas mesmas condicoes,
considerando que ndo houve desafios durante a pesquisa (hipoxia, variagcoes
ambientais bruscas, presencga de patdgenos, deficiéncia nutricional).

Nesse sentido, Garcia (2008) avaliando um promotor de crescimento com 25%
de MOS e 30% de B-glucana para juvenis de tilapia mantidos em laboratorio com
todos os parametros controlados, observou que o suplemento, independente dos
niveis oferecidos, nao influenciou os parametros zootécnicos, assim como no
trabalho de Garcia e Moraes (2011) com suplementacédo alimentar com MOS e (-

Glucana (BG) para tilapias-do-Nilo criadas em tanques-rede, onde os resultados
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permitiram concluir que a adigdo de suplemento até o nivel de 20% na racdo nao
alterou a taxa de crescimento.

O indice hepatossomatico também n&o apresentou diferenca entre dietas e
variedades genéticas, assim como em outros trabalhos que utilizaram ingredientes
alternativos e/ou prebidticos na dieta (Santos et al., 2007; Junior et al., 2010), com
destaque para aqueles que utilizaram B -Glucana e/ou MOS na dieta de tilapia-do-
Nilo (Schwarz et al., 2010; Carvalho et al., 2011). Em contrapartida um estudo de
Satiro (2021) utilizando juvenis de tilapia alimentados com dietas isoproteicas (28%
PD) e isoenergeticas (3130 kcal kg™') contendo dois niveis de carboidratos (CHO-L
270 e CHO-H 620 g kg™) e quatro niveis de BG (0, 1, 3 e 6 g kg™'), encontrou que
quando houve a inclusao do BG o desempenho dos peixes alimentados com ambos
CHOs se potencializou, onde ela foi capaz de atuar na redugcdo do indice
hepatossomatico, lipidio muscular, enzimas glicoliticas e enzimas lipogénicas.

Em relagédo ao perfil hematoldgico dos peixes, assim como em outros trabalhos
que utilizaram prebiéticos como o Flavofeed® (Fabregat, 2006), MOS e alga marinha
Kappaphycus alvarezii (Oshiro, 2015) e BG (Souza et al, 2020), o presente trabalho
nao apresentou diferenca entre RBC, HT, HCM, CHCM e VCM. Houve, porém, a
excecgao da hemoglobina, que apresentou efeito para a linhagem. Segundo Silveira
(2009), em seu estudo sobre fatores estressantes em peixes, um aumento na
hemoglobina pode ser causada por uma fonte de estresse de natureza respiratéria,
talvez até no momento do manuseio e manejo durante o abate, acarretando no
aumento da dopamina. Ela aumentara os niveis de adrenalina e noradrenalina e a
elevacdo da concentracdo de hemoglobina no sangue e de glicose no plasma,
reduzindo a concentragao de glicogénio no figado e nos musculos. Considerando
que nao houve diferenga na glicose e nem no indice hepatossomatico, a afirmacéao
pode ndo se adequar completamente a esse trabalho.

Além de transportar oxigénio, a hemoglobina também participa do processo de
transporte de nutrientes e recolhe as substéncias secretadas pelas células,
conduzindo-as para vias de eliminagdo branquial e renal (Mombach et al., 2015;
Talpur et al. 2014). O aumento nos valores de hemoglobina, também ja foram
relatados em peixes como bacalhau-do-Atlantico (Gadus morhua) (Petersen &
Gamperl, 2011), Truta-Arco-iris (lai et al., 2006) e Curimata (Prochilodus nigricans)
(Val et al., 2015) submetidos a hipodxia.

Segundo Schorer (2008) em seu estudo sobre a utilizagdo da BG sobre o
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desempenho produtivo, indicadores de estresse, perfil hematoldgico e sobrevivéncia
do pacu (Piaractus mesopotamicus), somente aos 45 dias houve aumento na
concentracdo de hemoglobina para o tratamento 0,3% em relagéo ao grupo controle,
porém durante quase todo o periodo experimental esse parametro ndo havia sido
alterado.

Ja no estudo de Mombach (2015) sobre novos prebioéticos na nutricdo de tilapia-
do-Nilo, durante 60 dias com adicdode 2,5e 5g kg'1 de ORANPre, LINPre e Actigen
® (Prebidtico comercial), na avaliacgio dos pardmetros hematoldgicos, a
hemoglobina do sangue nao foi influenciada significativamente pelos prebioticos e
seus respectivos niveis de inclusao.

Os valores hematoldgicos encontrados no presente trabalho (RBC, Ht, Hb, HCM,
VCM e CHCM), portanto, foram similares ao encontrado por estudos recentes com
tilapias (Telli et al., 2014; Quezada-Rodriguez & Fajer-Avila, 2017; Suphoronski et
al., 2019), permanecendo, dessa forma, dentro dos valores considerados normais
para a espécie. A contagem de hemacias e o hematdcrito quando decrescem séo
indicativos de anemia e de agravamento do estado de saude do peixe (Dallagnol et
al., 2014), demonstrando que tais fatores ndo ocorreram durante o experimento.
Destaca-se por fim que as oscilagdes dos valores hematolégicos em peixes sao
influenciadas por fatores abidticos como a temperatura, oxigénio dissolvido,
salinidade e pH, assim como por estresse, ciclo sazonal e fatores endégenos como a
especie, sexo, estadio de maturacdo gonadal, estado nutricional e doencas
(Ranzani-Paiva, 1991). Durante o experimento, os parametros da agua estiveram na
faixa de conforto da espécie, ndao sendo esperada uma influéncia de fatores
abidticos.

Uma pesquisa avaliando os efeitos de niveis graduais de BG na dieta (0, 0,05,
0,10, 0,20 e 0,40 %) no desempenho de crescimento, parametros hematoldgicos de
Trachinotus ovatus indicou aumentos significativos nos glébulos vermelhos (na dieta
com 0,20% de B-Glucana), nos leucdcitos totais (na dieta com 0,05-0,20% de BG),
na contagem de linfocitos e mondcitos em peixes alimentados com 0,10%-0,40% de
BG. Em suma foi encontrado que niveis 6timos de PG para parametros
hematoldgicos com base na contagem de linfocitos, foi estimado em 0,120% (Do
Huu et al., 2016). Outro estudo utilizando extrato de leveduras na dieta de tilapia-do-
Nilo, com seis niveis (0, 10, 20, 40, 60, 80 g kg') de uma fonte de nucleotideos

(NuPro®) demonstrou que dentre as variaveis hematoldgicas analisadas, a
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contagem de trombdcitos, leucocitos e mondcitos aumentaram linearmente (P<0,05)
(Berto, 2013).

Por fim, em relagcdo aos parametros bioquimicos analisados no trabalho, a
glicose plasmatica em peixes € comumente analisada como indicador indireto de
estresse nos peixes, mas sua resposta é extremamente complexa e seu uso como
indicador depende, entre outros fatores, do agente estressor (Cavero et al., 2004;
Hurvitz et al., 1997). Cavero (2004) encontrou que os niveis de glicose foram altos
ao inicio de seu experimento, quando os peixes foram submetidos a praticas de
rotina de biometria, reduzindo-se a medida que os peixes foram se aclimatando as
condigbdes experimentais. Um aumento do estresse e inflamagéo causa um aumento
na producao de globulinas, alterando a concentragcéo de proteina plasmatica total
Esse aumento possui grande importadncia para o mecanismo de defesa (Barbuio,
2013). No presente trabalho n&o foram evidenciadas diferencas estatisticas na
glicose, proteina total, albumina e globulinas e na grande parte de paréametros
bioquimicos, ja que ambos estavam em condi¢gdes experimentais similares.

Os ftriglicerideos, unicos dados que apresentaram diferenca nos parametros
bioquimicos, sdo considerados indicadores do estado nutricional dos animais
(Garcia-Rodriguez et al., 1987). Eles sdo a reserva lipidica mais prontamente
disponivel durante as fases iniciais de reducédo de oferta de alimento e por serem
insoluveis em agua, podem ser estocados em grande quantidade no tecido adiposo
do animal (Cadorin et al., 2020). Segundo os autores citados anteriormente, o
aumento na circulagéo de triglicerideos e glicose no plasma tem a probabilidade de
ser um indicativo tanto do aumento na deposicao lipidica corporal, como também da
diminuicdo do catabolismo lipidico. Heath (1995) afirmou que a mobilizacdo de
colesterol e triglicerideos no sangue depende de lipoproteinas, que sdo produzidas
pelo figado e que em uma disfungdo hepatica, a biossintese de transportadores
pode ficar comprometida, alterando seus niveis plasmaticos, podendo evidenciar
uma condicao fisiolégica caracterizada por alta mobilizagao energética. Em futuras
pesquisas sugere-se fazer uma analise de indice de gordura visceral para que se
possa analisar uma tendéncia de maior acumulo de reservas energéticas e
mobilizagdo de gordura ser mais intensa para a linhagem Comercial do que na %a.

Considerando que o efeito ocorreu apenas na linhagem, onde as diferencgas
observadas nos ftriglicerideos mostraram maiores valores para a variedade

Comercial (344,75 mg d L") em comparagdo com a variedade % (254,88 mg d L)
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demonstrando um possivel efeito genético nessa variagdo. Uma hipdtese que pode
ser proposta, além da diferenga genética relacionada a mobilizagdo energética, seria
a diferenca na acao da enzima lipase lipoproteica entre as duas variedades. Essa
enzima possui a capacidade de realizar a hidrolise dos triglicerideos e os
diglicerideos em acidos graxos e monoglicerideos, diminuindo a quantidade de
triglicerideos plasmaticos (Schiavo et al., 2003). Outra hipétese a ser considerada €
que existem diferengas entre as linhagens em relagdo a acao da enzima lipase
hormonios-sensivel, que promove a lipdlise, por hidrélise dos triglicerideos
armazenados, e liberacdo de acido graxo livre no plasma. A atividade da enzima
lipase lipoproteica e a lipase hormdnios- sensivel ndo foram mensuradas, razao pela
qual ndo se pode ter certeza dessa afirmacéao, sendo assim, futuras pesquisas seréao

necessarias para esclarecer essa hipotese.

Conclusao

Com isso conclui-se que na inclusdo testada o aditivo nao influenciou o
desempenho e ndo alterou o perfil hematolégico e bioquimico dos peixes, porém
houve diferengas metabdlicas e fisioldgicas entre variedades genéticas, onde a
variedade % apresentou maior concentragdo de hemoglobina e menores
concentracbes de ftriglicerideos que a linhagem Comercial, o que sugere a

singularidade e as caracteristicas diferenciais entre elas.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o presente trabalho conclui-se que o aditivo B-Glucana+
Mananoligossacarideo (BG + MOS) n&o alterou os parédmetros dos peixes em
nenhuma das analises, principalmente por ndo ter havido a acéo de algum desafio
como hipoxia, desafio bacteriano, etc. Do ponto de vista genético houve diferengas
entre as variedades em alguns parametros, demonstrando a singularidade e as
caracteristicas diferenciais entre elas, assim a pesquisa pode auxiliar na tomada de
decisao sobre a selegao de individuos para melhoramento genético no futuro.

Para que os efeitos do aditivo sejam evidenciados, recomenda-se
que outros estudos deverdao ser realizados testando BG + MOS em diferentes
sistemas de cultivo, com desafios fisicos e/ou imunoldgicos. Sugere-se também o
teste em diferentes fases de crescimento, pensando principalmente na maturagao
sexual, que é um periodo de maior estresse entre individuos. Em relacido as
linhagens recomenda-se fazer algum trabalho analisando também a acao da enzima
lipase lipoproteica e lipase horménio-sensivel para responder e expandir 0s
resultados em relagdo aos triglicerideos, assim como o cortisol para melhor
entendimento de como o estresse pode afetar os parametros analisados. Em relagao
a questao de mobilizacdo energética entre as linhagens sugere-se, por fim, uma

analise de indice de gordura visceral em pesquisas futuras.



