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INTRODUCAO GERAL

A intensificacdo da producgédo nos cultivos de peixes tem gerado um aumento na
produtividade. Diante dessa situacéo, visando a otimizagdo dos sistemas de criagéo de
peixes e a busca pela méaxima eficiéncia alimentar, piscicultores tem feito o uso de
promotores de crescimento com a possibilidade de controlar agentes patogénicos e
beneficiar o incrementeo dos indices zootécnicos.

Com a producdo em densidades de estocagem elevadas visando minimizar o
estresse e promover alta produtividade, sdo empregados aditivos sintéticos. Porém, a
aplicabilidade indisciplinada pode acarretar elevado custo, bem como produzir efeitos
indesejaveis nos ambientes aquaticos, como acumulo de residuos quimicos na dgua ou
tornando os patdgenos resistentes a antimicrobianos (HARIKRISHNAN et al., 20114a;
CATALAN et al., 2012).

Os aditivos sintéticos alimentares podem ser incorporados a ragdo tanto no
momento do processamento como por técnicas como microencapsulacédo e spray drier,
sendo classificados como ingredientes ndo nutritivos introduzidos na dieta, que
influenciam o desempenho dos peixes e/ou a qualidade do produto final (BARROWS,
2000). Além disso, possuem diversas finalidades, como complementacdo de nutrientes,
palatabilizantes, conservantes, quimioterapicos, imunoestimulantes, antioxidantes,
probidticos e prebidticos. Assim, o uso de aditivos alimentares como promotores de
crescimento tem sido uma alternativa para aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes
dietéticos para peixes, além de minimizar as perdas e aumentar a produtividade (NRC,
2011).

Devido as restric@es a aditivos sintéticos, agéncias internacionais sugerem seu uso

de forma restrititiva para fins terapéuticos. Em funcdo disso, com a finalidade de
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promog&o de crescimento em peixes, a aplicacdo de aditivos naturais de origem vegetal
como os 6leos essenciais (OE) tem sido um grande potencial para serem utilizados na
aquicultura devido aos seus efeitos benéficos para producdo animal, como melhorias na
digestibilidade e absor¢do dos nutrientes, além dos diversos mecanismos de acao
antimicrobiana, antioxidante, imunomoduladores e imune estimulante (SANTOS et al.,
2009; HARIKRISHNAN et al., 2011a; PUTRA et al., 2013; SACCOL et al., 2013).

O ¢leo essencial de manjericdo Ocimum basilicum (OEOB) na dieta de peixes
como em carpa comum, tambacu e tilapia do Nilo, tem demonstrado beneficios no
desempenho, acdo antimicrobiana, anestésico e antioxidantes, como descrito em
estudos anteriores (AMIRKHANI e FIROUZBAKHSH, 2015; SNOUSSI et al., 2016;
LIMMA-NETTO et al., 2017; DE SOUZA et al., 2019b).

O uso do gengibre em p6 ou na forma de extrato ja foi demonstrado como eficaz
na suplementacéo de dietas para peixes (NYA e AUSTIN, 2009; TALPUR et al., 2013).
Nesse sentido, efeitos semelhantes no desempenho, no sistema imunologico e
fisiolégico também foram encontrados com o uso do Gleo essencial de Zingiber
Officinale (OEZO) (BRUM et al., 2017).

Em 2018, o valor de producdo do pescado em cativeiro no Brasil foi de quase 05
bilhdes de reais, sendo o Nordeste responsavel por 39,8% desse valor. Apesar do pais
possuir um grande potencial para a producdo de grande diversidade de espécies, a
tilapia é a mais cultivada, com 55,4% do volume de producéo o que faz do pais o quinto
maior produtor de tilapia do mundo (IBGE, 2019). A tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) nativa da Africa, mas introduzido em varios paises subtropicais e tropicais
como o Brasil, € considerado uns dos peixes de dgua doce mais cultivados no mundo.
Isso se deve as suas altas taxas de crescimento, adaptabilidade a diversas condigdes

ambientais e alimentacdo onivora (EL-SAYED, 2006; LIMA et al., 2011).
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Entretanto, espécies nativas como o tambaqui (Colossoma macropomum), peixe
nativo da regido Amazoénica e de fécil adapatacdo ao cultivo em vérias regides do
Brasil, tem se monstrado uma boa alternativa para a piscicultura. Em 2018 foi
produzido cerca de 110 mil toneladas de pescado sendo que toda a producdo foi
absorvida principalmente pelas regifes Norte e Nordeste do pais (IBGE, 2018 e
ETENE, 2019). O sucesso dessa espécie se deve a caracteristicas como boa conversao
alimentar, rapido crescimento e fécil aceitacdo a dietas comerciais (GOULDING &
CARVALHO, 1982; ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005).

Outra espécie, o pirarucu (Arapaima gigas) também demonstra ser importante

para aquicultura brasileira. Ele tem despertado o interesse comercial, devido a
caracteristicas como rusticidade, carne saborosa, boa conversdo alimentar e ganho de
peso e adaptacdo a dietas comerciais (MARINHO et al., 2013; MALHEIROS et al.,
2016). Apesar da producéo em cativeiro do pirarucu ainda ser pequena diante da demanda
do mercado, em 2018 foi produzido aproximadamente 02 ton. desse pescado, sendo que
sua producdo vem aumentando a partir do dominio das técnicas de reproducdo genética e
alimentacédo (IBGE, 2018; Panorama da Aquicultura, 2017).

Dentre as principais preocupacfes do agronegécio destacamos o aumento da
produtividade, melhoria na quantidade e qualidade do produto final, diminuicdo no
tempo de abate e minimizacdo dos impactos ambientais da producdo. De acordo com
isso, a utilizacdo de aditivos alimentares pode ser uma alternativa para aumentar a
produtividade dos animais cultivados (IWASHITA et al., 2014). Desta forma, o presente
estudo tem por objetivo avaliar desempenho zootécnico e a salde do tambaqui e da
tilapia do Nilo alimentados com OE de Zingiber Officinale, e pirarucu alimentados com

OE de Ocimum Basilicum.
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REVISAO DE LITERATURA

Oleos essenciais

Os dleos essenciais (OE) sdo compostos aromaticos volateis (metabdlicos
secundarios) que podem ser extraidos de partes de plantas, como raizes, sementes, flores,
frutos, ou de plantas inteiras. Os métodos de extracdo podem ser obtidos por diversos
processos, como extracdao e compressdo, uso de didxido de carbono liquido ou micro-
ondas e pelo processo de destilacdo (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

A qualidade dos OE é diretamente dependente das condi¢cdes climaticas, da
duracéo do dia, irradiacdo solar, temperatura, fornecimento da dgua e épocas de colheita
(DE SOUZA et al., 20194, b). Séo formados por complexas misturas naturais e, em geral,
contem de 20 a 60 compostos em diferentes concentracdes, sendo considerados
lipofilicos. Eles conseguem penetrar a barreira celular e a membrana citoplasmatica,
rompendo a estrutura de diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e
fosfolipidios (BAKKALI et al., 2008). Seus componentes geralmente incluem compostos
como alcaloides, aldeidos, cetonas, quinonas, lectinas, fendis, terpenoides, dentre outros
(HARIKRISHNAN et al., 2011).

A utilizacao de fitoterapicos obtidos de plantas medicinais e extratos vegetais é
uma préatica antiga exercida a milhares de anos e sendo usada para a prevencdo e
tratamento de diversas doencas. Sua origem foi no Egito Antigo, sendo difundida mais
tarde na China, india e Grécia (SOUZA et al., 2007). Atualmente, a aplicabilidade dos
OE pode ser verificada em diversos segmentos comerciais, como: perfumes, cosméticos,
produtos sanitarios, odontoldgicos, conservantes, solventes industriais, remédios,

aromaterapia, etc (BURT, 2004).
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Diversas séo as pesquisas realizadas testando diferentes aditivos naturais, vegetais

e herbais na dieta para peixes, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Estudos envolvendo a utilizacdo de 6leos essenciais como promotores de

crescimento, anestésico, toxicidade e sanidade em peixes.

Oleo essencial Espécie de Principais resultados Autores
peixe
Lippia alba Jundia Diminuicdo da peroxidacdo lipidica, aumento | Saccol et al.
(Rhamdia das reservas de glicogénio e lactato e agéo (2013)
quelen) antioxidante
Til4pia do Nilo | Melhorias na taxa de conversdo alimentar e no | De Souza et
(Oreochromis fator de condicdo, aumento da atividade da al. (2019a)
niloticus) lisozima plamatica e diminuigédo dos niveis de
globulina plasmatica
Citrus Jundia Melhorias nos parametros de crescimento, Lopes et al.
aurantium (Rhamdia bioguimicos e antioxidantes (2018)
quelen)
Aloysia triphylla Jundia Melhorias no peso corporal, ganho de peso e Zeppenfeld
(Rhamdia taxa de crescimento especifico et al. (2015)
quelen)
Cymbopogon Jundia Melhorias na deposicao de proteina e na Rampelotto
flexuosus (Rhamdia produtividade da carcaca et al. (2018)
quelen)
Ocimum Tilépia hibrida Melhorias na digestibilidade da proteina e El-Dakar et
basilicum (O. niloticus x energia, crescimento e eficiéncia alimentar al. (2008)
0. aureus)
Tilapia do Nilo Melhorias no desempenho de crescimento, De Souza et
(Oreochromis aumento das variaveis hematoldgicas e al. (2019b)
niloticus) atividades das enzimas intestinais
Origanum Bagre do canal | Aumento do ganho de peso, fator de condicdo | Zheng et al.
heracleoticum (Ictalurus corporal, atividade antioxidante, melhora na (2009)
punctatus) conversao alimentar e reducdo na mortalidade
por Aeromonas hydrophila
Citrus limon Tilapia Melhorias em parametros imune inespecifico e | Baba et al.
mocambicana desempenho de crescimento e diminuicdo da (2016)
(Oreochromis taxa de mortalidade
mossambicus)
Salvia officinalis | Truta arco-iris Melhorias na conversdo alimentar, Sénmez et
Mentha spicata | (Oncorhynchus sobrevivéncia, crescimento e atividade al. (2014)
Thymus vulgaris mykiss) enzimatica

Como visto, apesar de existirem diversos estudos com a incluséo de OE na dieta
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para melhorar a producédo de peixes, a diversidade de resultados pode estar associada a
varios aspectos como: a heterogeneidade dos OE, variedade da planta, método de extracao
do OE, tempo e condicOes de experimentacao, nivel de inclusdo, composi¢do nutricional
das dietas, fase de desenvolvimento do peixe, dentre outros fatores (GOVINDARAJAN

e CONNELL, 1983; BEVILAQUA et al., 2007).

Mecanismo de acao

Os possiveis mecanismos de acdo apresentados nos diversos estudos com a
utilizacdo dos fitoaditivos no organismo dos peixes sdo alteragdes na microbiota
intestinal, estimulos na digestdo através do aumento da digestibilidade, absorcdo de
nutrientes, aumento na resisténcia ao estresse, inibi¢do do desenvolvimento de patdgenos,
além de efeitos imunomoduladores e antimicrobianos (HARIKRISHNAN et al., 2011a;

CAMPAGNOLO et al., 2013).

- Microbiota intestinal:

Os efeitos dos fitoaditivos no que diz respeito a microbiota intestinal compreende
a reducdo da capacidade dos micro-organismos patogénicos a camada do epitélio
intestinal e a sua parte hidrofdbica, relacionando a afinidade dos lipidios da membrana
plasmatica das bactérias, o que ira interferir na permeabilidade da membrana (DORMAN

e DEANS, 2000).

- Imunomoduladores:

Os imunoestimulantes sdo responsaveis por ativar os mecanismos de defesa do
sistema imunoldgico (inata e adaptativa), tornando o animal mais resistente contra as
doencas (ANDERSON, 1992).

Os parametros hematologicos séo indicativos de estresse ou doenga para peixes,
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por isso sao frequentemente sugeridos, principalmente alteracfes nos niveis de globulos
vermelhos, hematdcrito, hemoglobina e eritrocitos sdo indices importantes para detec¢do
do estado de satde dos 6rgdos (TEWARY e PATRA, 2011).

Os leucdcitos sdo responsaveis pela fungdo fagocitica na regulagdo do sistema
imune e pela lisozima. A fagocitose € um dos mediadores da imunidade inata contra
diversos patogenos (bactérias, virus e parasitas) (HARIKRISHNAN et al., 2011b).

Segundo Awad e Awaad (2017), comentam que o0 uso de plantas e seus derivados
quando suplementados na dieta de peixes podem melhorar ou suprimir o sistema
imunoldgico, ainda assim, diversos estudos comprovam que a dieta auxilia no
fortalecimento do sistema imunoldgico e melhora na resisténcia a doencas.

Os componentes ativos presentem nos extratos, podem atuar blogueando ou
inibindo o crescimento de patdgenos nas células, diminuindo a replicacdo do patdgeno e
estimulando o sistema imunolégivo (inato) (CITARASSU, 2010).

Sivaran et al. (2004), relataram melhorias significativas nos parametros
imnunoldgicos (atividade fagocitaria, atividade bactericida, relacdo albumina/globulina,
leucdcitos e sobrevivéncia de juvenis de garoupa (Epinephelus tauvina) desafiado por
Vibrio harveyi usando Ocimum sanctum (tulasi), Withania somnifera (ginseng indiano) e
Myristica fragrans (noz-moscada). No caso dos estudos de Yin et al. (2006) foi observado
uma maior atividade da lisozima em tildpia-do-nilo quando suplementadas com os
extratos de Astragalus radix (astragalus) e Scutellaria radix (skullcaps).

A suplementacdo com Allium sativum elevou o nimero de eritrocitos, leucdcitos,
hemoglobina, hematdcrito, atividade fagocitica, lisozima, atividade anti-protease e
bactericida, indicando uma melhora na imunidade e tornando mais resistente ao V. Harvey
(TALPUR e IKHWANUDDIN, 2012).

Tawwab et al. (2015), utilizando o grédo de café em dietas (0,5; 1,0; 2,5%) para
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carpas, mostraram um decréscimo no desempenho, porém mostrou um aumento na
resposta imune.

Resultados semelhantes relacionados ao aumento da resposta imune de peixes
contra doencgas podem ser encontrados nos estudos de Dugenci et al. (2003), Harikrishnan
et al. (2009), Aly e Mohamed (2010), Ahmad et al. (2011), Bilen et al. (2011), Guz et al.

(2011), Baba et al. (2016), Altunoglu et al. (2017).

- Antimicrobianos:

A acdo bactericida de alguns principios ativos de 6leos essenciais se da através da
alteracdo da permeabilidade da membrana celular decorrente da caracteristica hidrofobica
dos Oleos essenciais. Esses principios ativos agem realizando a desestruturacdo das
membranas celular e mitocondrial das bactérias, tornando-as permeaveis e causando
danos tais como, as proteinas de membrana e perda de ions e metabdlitos celulares
(LAMBERT et al., 2001).

Em piscicultura, os principais agentes causadores de enfermidades séo as bactérias
do tipo, Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnare,
causando altas taxas de mortalidade e deixando 0s peixes susceptiveis a Vvarios

organismos patogénicos (fungos, parasitas, virus, bactérias) (FIGUEIREDO et al., 2006).

- Promotores de crescimento:

Abdel-Latif e Khalil (2014), relatam que os efeitos de promocéao de crescimento
obtidos por alguns dleos essenciais poderiam estar relacionados ao seu aroma, tornando
um aperitivo e aumento o consumo instintivo, resultando em efeitos positivos no ganho
de peso. Ainda assim, 0s compostos bioativos que estdo presente nas plantas liberam

enzimas digestivas que possibilitam na adicdo do consumo e absorcdo de nutrientes



24
(RADHAKRISHNAN et al., 2015).

Shalaby et al. (2006), testando diferentes niveis (1%, 2%, 3% e 4%) de extrato de
alho, observaram que os juvenis de tilapia alimentandos com a dieta a 3% obtiveram um
peso maior, se comparado ao grupo controle. Ressaltando o efeito positivo quando
submetidos a dietas com extrato de alho (Allium sativum). Resultados semelhantes na
melhoria do desempenho podem ser visto nos estudos de Sivaran et al. (2004), aumento
do SGR e ganho de peso em garoupas, Guz et al. (2011).

No entanto, estudos comprovaram o efeito adverso contendo algum tipo de
fitoaditivo suplementado na dieta sobre o crescimento de peixes (CAMPAGNOLO et al.,
2013, SACCOL et al., 2013, TAWWARB et al., 2015, SUTILLI et al., 2016, RIBEIRO et

al., 2016).

Oleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum)

O manjericdo (Ocimum basilicum), pertence ao género Ocimum e a familia
Lamiaceae. Possui ampla utilizacdo quando utilizado na forma de folhas frescas e secas
como especiarias, em bebidas, sorvetes, perfumaria e em produtos odontoldgicos. Quando
extraidos e transformados em OE sdo usados como aditivos em alimentos e produtos
farmacéuticos, cosméticos e industriais (TELCI et al., 2006). Além de ser considerado
como fonte de compostos aromaticos, ja& demonstrou apresentar diversas atividades
bioldgicas em peixes, tais como: antibactericida, antifungica, antioxidante, repelente e
anestésica (STARLIPER et al., 2015; LIMMA-NETO et al., 2017; DE SOUZA et al.,
2019a; b).

Alguns cultivares de Ocimum sp. apresentam em sua composicao quimica
constituintes como, eugenol, metileugenol, chavicol, estragol, metilcinamato e linalol,

mas também podem ser encontrados limoneno, canfora, 1,8-cineol, linalol e geraniol
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(LABRA et al., 2004). De Souza et al. (2019b), estudando a acdo do OEOB, observaram

que um dos componentes quimicos encontrados em sua composi¢éo foi o linalol, que foi
responsavel por contribuir na melhoria do desempenho de crescimento em juvenis de
tildpia. Nesse sentido, o linalol possui particularidades de acdo anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antioxidante, sendo bastante utilizado em industrias alimenticia e
introduzidos em cosméticos (BLANK et al., 2007; SILVEIRA et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2013). Outros estudos prévios com a utilizacdo do extrato de O. basilicum na dieta
também relataram efeitos positivos no desempenho de carpa comum (Cyprinus carpio),
dourada (Sparus aurata) e tilapia do Nilo (AMIRKHANI e FIROUZBAKHSH, 2015;

EL-DAKAR et al., 2008; 2015).

Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale)

O gengibre (Zingiber officinale) é uma planta da familia Zingiberaceae, originado
no sudeste Asiatico e introduzida em todas as partes do mundo. Pode ser comercializado
na forma in natura (rizomas) ou através de produtos derivados, tais como: conserva,
cristalizado, seco, p6, OE e resina (MAGALHAES et al., 1997; SHUKLA e SINGH,
2007).

O OEZO pode ser extraido da raiz, sendo aplicado nas industrias alimenticia
(aromatizantes e condimentos), de cosméticos (fragrancia e antioxidante) e farmacéutica
(antibacteriana, antitumoral e anti-inflamatoéria) (SHUKLA e SINGH, 2007; DABAGUE
etal., 2011). Nos seus constituintes pode-se encontrar: alcaloides, flavonoides, polifenais,
saponinas, esteroides e taninos (SHIRIN e PRAKASH, 2010)

De acordo com Immanuel et al. (2009), o extrato de gengibre adicionado na dieta
de juvenis de tildpia mocambicana (O. mossambicus) aumentou o ganho de peso e a taxa

de crescimento especifico. Resultados similares foram encontrados por Nya e Austin
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(2009), Talpur et al. (2013) e Hassanin et al. (2014) com truta arco-iris, robalo asiatico
(Lates calcarifer) e tilapia do Nilo, respectivamente. Nestes estudos, o gengibre
adicinado in natura na dieta causou um aumento no crescimento, no ganho de peso e na

conversdo alimentar dos peixes.

Pirarucu (Arapaima gigas)

O pirarucu é um peixe nativo da Bacia Amazobnica, pertencente a familia
Arapaimidae, sendo considerada uma espécie promissora para criacdo em cativeiro. Por
ser um dos maiores peixes de agua doce do mundo é conhecido como gigante da
Amazobnia, podendo alcangar 3 m de comprimento (MARINHO et al., 2013;
MALHEIROS et al., 2016).

Ele destaca-se por suas caracteristicas de desempenho, rusticidade, taxa de
crescimento elevado e alto valor de mercado. Sua respiracdo aérea com a sua bexiga
natatoria vascularizada, pode permitir o seu cultivo em ambientes que apresentam
concentragdes baixas de oxigénio dissolvido. Possui habito alimentar carnivoro e facil
adaptacdo a dietas artificiais (PEREIRA-FILHO e ROUBACH, 2010; NUNEZ et al.,

2011).

Tambaqui (Colossoma macropomum)

O tambaqui, membro da familia Serassalmidae, € a segunda espécie mais
cultivada no Brasil (28,1%), sendo encontrada no rio Xingu - Para, e em paises da
América Central (GOMES et al., 2010; SOARES et al., 2016; BRASIL, 2017).
Adicionalmente, é o segundo maior peixe de escama da América do Sul, podendo chegar
a1 m de comprimento e pesar cerca de 30 kg, ficando atrés apenas do pirarucu (ARAUJO-
LIMA e GOULDING, 1998).

Devido ao seu potencial para a piscicultura, seu cultivo é amplamente explorado
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por possuir caracteristicas como: rapido crescimento, facil ajuste ao cativeiro, habito
alimentar onivoro, boa aceitacdo de dieta artificial, carne saborosa e rusticidade
(ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005). Os tambaquis em sua fase inical (larval) possuem
uma alimentacdo natural de zooplancton (cladoceros e copépodes), quando adultos

apresenta uma dieta rica em sementes e frutas (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1997).

Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tildpia do Nilo, pertencente a familia Cichlidae (Perciformes), é uma das
espécies de agua doce mais cultivada e comercializada no mundo, representando boa parte
da producédo da piscicultura brasileira (BORGUETTI et al., 2003; FRACALOSSI et al.,
2012; VALLADAO et al., 2016).

Sua crescente producdo deve-se a algumas caracteristicas como: precocidade,
rapido crescimento, tolerancia as condi¢cdes ambientais adversas como baixo nivel de
oxigénio na agua e altas temperaturas e resisténcia as doencas e ao estresse. Também
possui boa aceitacdo pelo mercado consumidor devido a carne branca, textura firme e
auséncia de espinhos intramusculares (KUBITZA, 2000; VILA NOVA et al., 2005;

EL-SAYED, 2006; LIMA et al., 2011).
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O oleo essencial de Ocimum basilicum melhora o desempenho do
crescimento e ndo altera as variaveis bioquimicas relacionadas ao

estresse no pirarucu (Arapaima gigas)*
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O oleo essencial de Ocimum basilicum melhora o desempenho do crescimento e ndo

altera as variaveis bioquimicas relacionadas ao estresse no pirarucu (Arapaima

gigas)

RESUMO

Dietas suplementadas com oleo essencial de manjericdo Ocimum basilicum (OEOB)
podem melhorar o crescimento dos peixes. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar
o0 efeito da OEOB na dieta sobre o desempenho de crescimento e varidveis plasmaticas
de juvenis de pirarucu (Arapaima gigas) submetidos a condicdes estressantes (densidade
de estocagem de 7,56 kg m= por tanque e espaco limitado). Quatro dietas (em triplicata)
foram avaliadas com concentracdes crescentes de OEOB (0,0 controle; 0,5; 1,0; e 2,0 mL
kg de dieta™*) durante 48 dias. O linalool foi o principal constituinte do OEOB (54,19%).
A adicéo de 2,0 mL de OEOB kg de dieta* melhorou peso final, ganho de peso, taxa de
crescimento especifico, fator de condicdo e conversdo alimentar aparente; também
diminuiu os niveis plasmaticos de ureia e aumentou os niveis de albumina plasmatica e
proteinas totais. Os niveis plasmaticos de glicose, cortisol e &cido Urico ndo foram
influenciados pela adicdo de OEOB na dieta dos peixes. Em concluséo, a adicéo de 2,0
mL de OEOB kg de dieta™ é recomendada para juvenis de pirarucu, devido ao melhor
desempenho de crescimento, e esta suplementacdo ndo comprometeu a homeostase da

criacdo de peixes em uma densidade de estocagem muito alta.

Palavras-chave: promotor de crescimento, linalool, resposta metabdlica, proteina total
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Essential oil from Ocimum basilicum improves growth performance and does not

alter biochemical variables related to stress in pirarucu (Arapaima gigas)

ABSTRACT
Diet supplementation with essential oil from sweet basil Ocimum basilicum (EOOB) can
increase fish growth. So, this study aimed to evaluate the effect of EOOB in the diet on
growth performance and plasmatic variables of pirarucu juveniles (Arapaima gigas)
submitted to stressful condition (stocking density of 7.56 kg m~ per tank and limited
space). Four diets (in triplicates) were evaluated with increasing levels of EOOB (0.0
control; 0.5; 1.0; and 2.0 mL kg diet™") over 48 days. Linalool was the major constituent
of EOOB (54.19 %). The addition of 2.0 mL EOOB kg diet"! improved final weight,
weight gain, specific growth rate, condition factor and feed conversion ratio; it also,
decreased plasma urea levels and increased plasma albumin and total proteins levels.
Plasma glucose, cortisol, and acid uric levels were not influenced by the addition of
EOOB the fish diet. In conclusion, the addition of 2.0 mL EOOB kg diet™! is
recommended for pirarucu juveniles, due to improved growth performance, and this
supplementation did not compromise the homeostasis of fish rearing in a very high

stocking density.

Key words: growth promoter, linalool, metabolic response, total protein
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INTRODUCAO

Pirarucu (Arapaima gigas) é uma das maiores especies de peixes de agua doce da
Bacia Amazonica, e uma espécie promissora para o cultivo em fazendas de peixes. 1sso é
devido a alta comercializacdo de seu filé, bem como sua alta taxa de crescimento,
rusticidade e adaptacdo a alimentacdo artificial (DE ANDRADE et al., 2007;
DRUMOND et al., 2010). Além disso, pirarucu € um respirador de ar obrigatério
(BALDISSEROTTO et al., 2008), o que pode facilitar sua existéncia em ambientes com
baixa disponibilidade de oxigénio.

O estresse pode ser causado por praticas agricolas comuns, como alimentacéo,
manejo e densidade de estocagem (BARCELLOS et al., 2003; 2004; SENA et al., 2016).
Os aquicultores tendem a aumentar a densidade de estocagemcomo estratégia para
aumentar a producéo de peixes em piscicultura intensiva (LEMOS et al., 2018).

A densidade populacional é um fator bioldgico importante na aquicultura porque
influencia sobrevivéncia, crescimento, saude e custos de producdo (COPATTI et al.,
2008). Além disso, alta densidade de estocagem é comumente associada a um aumento
na concentracdo de compostos nitrogenados na agua, o que pode prejudicar a qualidade
da agua e o desenvolvimento de peixes e causar estresse (LEMOS et al., 2018). Em estudo
anterior, a analise econémica realizada por De Oliveira et al. (2012) indicaram que a
aquicultura de pirarucu em gaiolas com densidades moderadas (0,26 kg m™) e sem
limitacdes de espaco mostraram melhores indices zootécnicos. Da mesma forma, Cavero
et al. (2003) verificaram que densidades populacionais de 0,15, 0,20 ou 0,25 kg m3
podem ser utilizadas para pirarucu criados em ambientes confinados. Uma alta densidade
populacional (1,00 kg m™®) induziu estresse respostas no pirarucu, e a magnitude do
estresse causado pela intensificacdo foi ainda maior do que o causado pelo transporte

(BRANDAO et al., 2006). No entanto, esses autores realizaram pesquisa com juvenis de
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pirarucu em torno de 10 ou 100 g, sem limitagOes de espaco.

No presente estudo, juvenis de pirarucu foram criados com uma densidade de
estocagem muito alta (7,56 kg m™ por tanque) e espago limitado (0,5 m®), o que pode ser
considerado estressante para os peixes (BARCELLOS et al., 2004). Em um estudo
anterior, Souza et al. (2015) avaliaram o efeito do 6leo essencial de Lippia alba como
aditivo alimentar em jundids (Rhamdia quelen) submetidos a uma densidade de
estocagem muito alta de 10,6 kg m~3e espaco limitado, e indicaram o uso de 0,25 mL de
6leo essencial de L. alba kg dieta™ para esta espécie foi eficaz. Além disso, uma dieta
adequada pode melhorar a resposta dos animais aquaticos a condicdes estressantes de
cultivo (ZHENG et al., 2009). Com a crescente demanda por pirarucu superando as
operacdes atuais, € necessaria a determinacdo de uma dieta adequada que contribua para
seu crescimento e saude.

Adicionalmente, a suplementacéo dietética com 0Oleos essenciais pode melhorar o
desempenho de crescimento dos peixes (BABA et al., 2016; NGUGI et al., 2017; DE
SOUZA et al., 2019a). Em um estudo recente, De Souza et al. (2019b) descobriu que o
6leo essencial de manjericdo Ocimum basilicum (OEOB) (2 mL kg dieta™) é um
promotor de crescimento da tilapia do Nilo. 1sso pode ser devido a presenca do linalol
como principal composto quimico (53,35%) estudado por De Souza et al. (2019b), porque
o linalol é conhecido por ter mecanismos de acdo antioxidantes, antimicrobianos, anti-
inflamatdrios e digestivos-estimulantes (MOGHADDAM et al., 2011; HELDWEIN et
al., 2014; DE SOUZA et al., 2017). Por outro lado, uma dieta com éleos essenciais de L.
alba (55,25% de linalol) e Ocimum americanum (33,54% de linalol) ndo alterou o
crescimento de jundia ou Sciaenops ocellatus, respectivamente (SACCOL et al., 2013;
SUTILI et al., 2016).

O manjericdo (O. basilicum Lamiaceae) € uma das ervas aromaticas mais



44

cultivadas no mundo. E rico em antioxidantes naturais, como flavondides (quercetina,
kaempferol, rutina), &cidos fenodlicos (acido p-cumarico, acido cafeico, &cido caférico),
esterdides e vitaminas (A, C, E, K) (MUSTAFA e USMAN, 2011), que poderm contribuir
para o crescimento e a salde dos peixes. O OEOB demonstrou ser eficaz na aquicultura
como antioxidante (LEE et al., 2005), antimicrobiano (MOGHADDAM et al., 2011; DE
SOUZA et al., 2018a) e agente anestésico (LIMMA-NETO et al., 2016; LIMMA-NETO
et al., 2017). No entanto, ndo ha estudos prévios que comprovem a eficicia da adicdo do
OEOB a dieta do pirarucu.

Assim, a luz do seu potencial, 0 OEOB pode ser uma alternativa para melhorar o
crescimento do pirarucu criado em densidades de lotacdo estocagem muito altas e espaco
limitado em ambientes artificiais. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
do OEOB em uma dieta comercial sobre o desempenho de crescimento e variaveis

plasmaticas relacionadas a satde em juvenis de pirarucu criados em ambientes artificiais.

MATERIAIS E METODOS

OLEO ESSENCIAL DE OCIMUM BASILICUM

O OEOB foi extraido de folhas frescas de O. basilicum cultivadas em Trés Passos,
Rio Grande do Sul, Brasil, coletadas em agosto de 2016. A hidrodestilacdo das folhas
frescas ocorreu de acordo com as diretrizes estabelecidas por Farmacopeia Europeia
(2007). A determinacdo dos compostos quimicos nos 6leos essenciais foi realizada por
cromatografia gasosa/espectrometria de massa, segundo De Souza et al. (2017). O
rendimento foi calculado como p/p (%); e o0s constituintes quimicos (Tabela 1) foram
identificados comparando os espectros de massa com uma biblioteca espectral de massa

(NIST 2008). A analise GC-MS foi realizada usando um cromatografo a gas Agilent-
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6890 acoplado a um detector seletivo de massa Agilent 5973, utilizando o gas hélio como

transportador gasoso. Utilizou-se a coluna capilar HP5-MS (Hewlett Packard, 5%

fenilmetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm, espessura do filme: 0,25 um) e 70 eV de energia de

ionizagdo. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia,

Brasil (nimero 71/2017).

Tabela 1. Composicao quimica de dleo essencial de Ocimum basilicum determinado via
GC-MS. IRC: Indice de retencéo calculado; IRL: indice de retencéo da literatura (NIST,

2008; ADAMS, 2009).

Composto quimico IRC IRL g/kg
B-Mirceno 990 985 59

Eucaliptol 1031 1031 49,1
[-trans-ocimeno 1048 1048 8,0

Linalol 1099 1101 5419
Canfora 1142 1146 8,6

(-)-Acetato de bornil 1285 1284 145
p-Eugenol 1356 1356 49,6
B-Elemene 1386 1394 05,4
a-bergamotene 1437 1436 52,4
Germacreno D 1455 1453 10,7
a-amorfeno 1483 1490 24,5
d-Guaieno (a-bulnesene) 1507 1505 20,8
y-Cadineno 1515 1514 26,0
T-Cadinol 1640 1640 32,4
Total identificado 850,2

ANIMAIS

Juvenis de pirarucu foram adquiridos da Piscicultura AguaVale (Itubera, Bahia,

Brasil) e acondicionados no Laboratério de Nutricdo e Comportamento de Peixes da
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Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Para tanto,
Juvenis de pirarucu (945,40 + 18,06 g; 54,60 + 0,30 cm, n = 4 por tanque; densidade
populacional de 7,56 kg m™ por tanque) foram alojados em 12 tanques de 500 L (0,5 m®)
configurados em sistema de recirculagéo contendo filtros quimicos e bioldgicos e aeracao
continua. Os animais foram alimentados com dieta comercial para peixes (400g kg* de
proteina bruta, 9% de extrato etéreo, 13,40 MJ kg* de energia digestivel e 14-16 mm;
Pratigi Alimentos Company®, Castro Alves, Bahia, Brasil). Antes do experimento, 0s

animais foram submetidos a jejum por 24 h.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e trés repeticdes. Diferentes concentracdes de OEOB (0,0 [controle], 0,5, 1,0
ou 2,0 mL de OEOB kg dieta ™) foram adicionadas pelo método de pulverizacéo a dieta
comercial (Pratigi Alimentos Empresa ©). Assim, o OEOB foi diluido com alcool de
cereais 1:7,5 (OEOB: alcool) e a solucdo foi manualmente pulverizada. Posteriormente o
alimento foi seco a temperatura ambiente por 24 h e mantido sob refrigeracao (-20 °C)
até o uso, seguindo a metodologia sugerida por Dairiki et al. (2013). Os grupos (0,0, 0,5,
1,0 e 2,0), com a mesma densidade de estocagem inicial descrita acima (7,56 kg m™3),
foram alimentados até a saciedade aparente nas trés refeicdes (9:00 a.m., 12:30 p.m. e
5:00 p.m.) por 48 dias. Essa densidade de producdo foi baseada em estudo anterior
(PEDROSA et al., 2018), que considerou 6,0 kg m™ como alta densidade. O consumo de
racdo foi medido a cada trés dias e a biometria foi realizada a cada 15 dias, pesando todos
0S peixes em cada tanque.

As variaveis fisico-quimicas da agua, incluindo pH (6,31 + 0,41) (medidor de pH

Hanna, - HI 98130), temperatura (26,92 £ 1,03 °C) e oxigénio dissolvido (7,24 + 0,79 mg
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L1 O2) (oximetro Politerm-POL 60) foram monitorados diariamente e amdnia total (0,91
+ 0,72 mg L N-NHs3), nitrito (0,66 + 0,21 mg L *N-NO) e alcalinidade (24,89 + 12,75
mg Lt CaCOs) (kit Alfatecnoquimica, Floriandpolis, SC) foram monitorados duas vezes
por semana. A fim de remover o excesso de fezes e outras sujeiras, 0s tanques eram limpos

por sifonagem diaria.

DESEMPENHO DE CRESCIMENTO

Apos 48 dias, as seguintes varidveis de desempenho dos animais foram analisadas
ao final do experimento: peso final (g), comprimento final (cm), ganho de peso (GP) (g)
= peso corporal final - peso corporal inicial; taxa de crescimento especifico (SGR) (% por
dia) = 100 * (peso final - peso inicial) / dias de experiéncia; conversdo alimentar (FCR)
= consumo / ganho de peso consumido; fator de condi¢do (CF) (g cm™ * 100) = 100 *
(peso final / comprimento final®); e sobrevivéncia (SR) (%) = ((ntimero final de peixes) /

numero inicial de peixes) * 100)).

COLETA E ANALISE DE AMOSTRAS

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a jejum de 24 h e, em
seguida, foi coletado sangue de todos os peixes. O sangue (2,0 mL por peixe) foi retirado
da veia caudal com o auxilio de seringas pré-heparinizadas (heparina sédica 5.000 I.U.
mL™). O sangue foi centrifugado a 10000 x g durante 5 min (4 ° C) e o plasma foi
cuidadosamente retirado. As amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a -20 ° C.

O kit cortisol S (BioMérieux, Franca) foi utilizado para a determinacdo dos niveis
plasmaticos de cortisol (ng mL™) no equipamento mini-VIDAS® a partir do ensaio
fluorescente ligado a enzima. O volume de plasma utilizado foi de 200 pL. Ambos 0s

analisadores foram limpos, calibrados e operados de acordo com as instrucbes do
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fabricante. Os valores de medicdo do kit Vidas cortisol S variaram de 2 a 650 ng mL ™.
A repetibilidade, a reprodutibilidade inter-run e a reprodutibilidade inter-lote foram
calculadas de acordo com Tholen et al. (2004). Os valores observados de preciséo total,
dependentes da concentracdo sérica, variaram de um valor de 7,42 a 12,98 para o
coeficiente de variancia (%). O coeficiente de variacdo para os peixes variou de 8,68% a
13,59%, e o limite de detecgdo do ensaio foi de 2 ng mL ™.

Os niveis de glicose no plasma (mg dL™*) foram determinados enzimaticamente
usando glicose oxidase/glicose peroxidase de acordo com o protocolo de Sena et al.
(2016). As determinacdes da ureia plasmatica (mg dL™?), albumina (g L), proteinas
totais (g L) e &cido Grico (mg dL 1) foram realizadas com Kits comerciais (kits Labtest®;
Vista Alegre, MG, Brasil) em um analisador bioquimico semi-automatico (Doles®,

modelo D-250).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados s@o expressos como meédia + erro padrdo da média (S.E.M.), com
tanques como unidades estatisticas. O teste de Levene foi realizado para avaliar a
homogeneidade das variancias dos dados. Os dados mostrando variancias homogéneas
foram comparados usando analise de variancia one-way (ANOVA) (p <0,05). Os efeitos
do OEOB no desempenho de crescimento e variaveis bioquimicas foram avaliados com
base na regressdo linear. Além disso, diferencas significativas entre os tratamentos foram

determinadas pelos testes post-hoc de Tukey (p <0,05).

RESULTADOS
Um efeito linear (p <0,05) foi observado entre OEOB e peso final (y = 1385,304

43,504x, R? = 0,75), GP (y = 437,990 + 43,888, R2= 0,89), SGR (y = 0,784 + 0,069x,
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R? = 0,98), CF (y = 0,184 + 0,027, R? = 0,94) e FCR (y = 1,940 - 0,223x, R? = 0,90).

Portanto, de acordo com o efeito linear, os pirarucus alimentados com 2,0 mL de OEOB
kg dieta aumentaram peso, GP, TCE e FC finais e diminuiram CAA (Tabela 2). Além
disso, a inclusdo de 2,0 mL de OEOB kg de dieta aumentou GP e diminuiu CAA
significativamente em comparacdo com o grupo controle (0,0 mL OEOB kg dieta '; p

<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho (média + erro padréo) de juvenis de pirarucu alimentados com

dietas contendo diferentes concentragdes de OEOB.

Variaveis OEOB (mL/kg) P
0.0 0.5 1.0 2.0

Peso inicial 955,00+14,42 944,10+22,49 936,10+7,72 951,00+11,17 NS
Peso final 1401,25+26,35 1406,00+59,28  1398,50+19,90 1515,00+5,07 NS

GP 446,25+23,86°  461,90+38,16®°  462,40+12,75®  564,00+12,94* 0,037
CF 61,00+1,13 61,80+0,88 60,70+0.67 61,60+0,68 NS
TCE 0,79+0,04° 0,82+0,08% 0,84+0,02% 0,97+0,03° 0,025
FC 0,19+0,01 0,19+0,02 0,21+0,01 0,24+0,01 NS
CAA 1,93+0,04° 1,78+0,12% 1,81+0,08%* 1,46+0,11° 0,029

Consumo 3433,26+114,72  3240,03+287,28 3225,59+261,70 3278,12+173,17 NS

GP = ganho de peso. CP = comprimento final. TCE = taxa de crescimento especifico, é
expresso em % por dia. FC = fator de condicéo, é expresso em g cm™ *100. CAA =
conversao alimentar aparente. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos (teste de Tukey, p <0,05; n = 3 tanques por tratamento). NS = ndo

significativo.

As condicdes experimentais ndo influenciaram a sobrevivéncia, uma vez que ndo
houve mortalidade durante o periodo experimental para o grupo controle ou tratamento.
Outro efeito linear (p <0,05) foi observado entre OEOB e niveis de albumina (y = 0,630
+0,049x%, R? = 0,82), proteinas totais (y = 3,058 + 0,179x, R? = 0,74) e ureia do plasma

(y = 7,744 - 0,713x, R? = 0,86). Assim, de acordo com o efeito linear, um aumento na
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concentracdo de OEOB na dieta diminuiu proporcionalmente os niveis plasmaticos de
ureia e aumentou os niveis de albumina plasmética e proteinas totais em juvenis (Tabela
3).

Além disso, juvenis alimentados com 2,0 mL OEOB kg dieta* apresentaram
albumina plasmatica significativamente maior do que aqueles com 0,0 (grupo controle)
ou 1,0 mL OEOB kg dieta® e proteinas totais do que aqueles recebendo outras
concentracdes de OEOB na dieta (p <0,05). Os niveis plasmaticos de glicose, cortisol e

acido urico ndo foram influenciados pela adicdo do OEOB a dieta do pirarucu (Tabela 3).

Tabela 3. Varidveis bioguimicas plasmaticas (média + erro padrdo) de pirarucu
alimentados com dietas contendo diferentes concentrac6es do 6leo essencial de Ocimum
basilicum (OEOB).

Variaveis OEOB (mL/kg) P
0.0 0.5 1.0 2.0

Cortisol 42,70+3,73 53,03+4,04 46,69+3,75 4582+3,92 NS
Ureia 8,01+0,94  7,12+0,81  6,90+0,64  6,45+0,02 NS
Albumina 0,64+0,02° 0,66+0,04® 0,65+0,03° 0,74+0,02% 0,045
Glicose 46,64+1,68 52,11+242 46,56+3,02 52,73+2,99 NS
Proteinas totais ~ 3,12+0,03°  3,13+0,05° 3,11%0,11° 3,48+0,06% 0,009
Acido Grico 0,15£0,01  0,17+0,02  0,17+0,02  0,16+0,02 NS

O cortisol € expresso em ng mL™, a ureia, a glicose e o acido Urico sio expresos em mg
dL? e a albumina e proteinas totais sdo expressas em g L. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica entre os tratamentos (teste de Tukey, p <0,05; n = 3 tanques por

tratamento). NS = ndo significativo.

DISCUSSAO
O presente estudo mostrou que a suplementacdo dietética de OEOB (2,0 mL kg
dietal) exerceu um efeito positivo sobre o desempenho de crescimento (peso final, GP,

SGR, FC e CAA) em pirarucus. Em nosso estudo, o ganho de peso dos pirarucus ocorreu
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dentro da faixa esperada para juvenis, com peso inicial acima de 500 g (GANDRA et al.,
2007; PEDROSA et al., 2018). O efeito de promoc&o do crescimento dos éleos essenciais
pode ser atribuido ao seu sabor aromatico distinto, que os torna fortes estimulantes de
apetite, que causam o aumento da ingestdo voluntéaria de racdo e resulta em melhor ganho
de peso (ABDEL - LATIF E KHALIL, 2014). Segundo El-Dakar et al. (2015), os
ingredientes olfativos de O. basilicum poderiam aumentar o crescimento dos peixes
através de sua capacidade de atuar como promotores de alimentacéo.

Alem disso, postulou-se que o mecanismo atribuido ao efeito do 6leo essencial €
um intensificador de digestibilidade, que equilibra a microbiota intestinal (ZHENG et al.,
2009; REVERTER et al., 2014). A consequéncia poderia ser aumentar o consumo de
alimentos e melhor utilizacdo e absorcdo de nutrientes (RADHAKRISHNAN et al.,
2015), o que poderia melhorar o desempenho do crescimento. Outro modelo que poderia
explicar o modo de acdo dos compostos de 0leo essencial para promover o crescimento
poderia ser o forte efeito antibacteriano. Nesse sentido, De Souza et al. (2018) mostraram
que o OEOB apresentou efeito inibitdrio sobre Aeromonas spp.

Estudos anteriores relataram resultados semelhantes nos quais uma dieta com
extrato de O. basilicum foi um promotor de crescimento para carpas comuns (Cyprinus
carpio) (400 mg kg?) (AMIRKHANI e FROUZBAKHSH, 2015) e dourada (Sparus
aurata) (20 g kg!) (EL-DAKAR et al., 2015). A suplementagdo com folhas secas de O.
basilicum melhorou a taxa de crescimento em tilapia hibrida (20 g kg) (Oreochromis
niloticus X Oreochromis aureus) (EL-DAKAR et al., 2008) e o OEOB foi efetivo na
concentracdo de 2,0 mL kg dieta* para melhorar o desempenho do crescimento em tilapia
do Nilo (DE SOUZA et al.,, 2019b). No presente estudo, o linalol foi o principal
constituinte do OEOB (54,19%) e o linalol (ou uma interacdo dos diferentes componentes

do OEOB com o linalol) pode ter atuado como promotor de crescimento (DE SOUZA et



52

al., 2019a). O linalol é conhecido por ter mecanismos de acdo antioxidantes,
antimicrobianos, anti-inflamatérios e estimuladores da digestdao (MOGHADDAM et al.,
2011; HELDWEIN et al., 2014; DE SOUZA et al., 2017). Da mesma forma, um maior
desempenho de crescimento foi encontrado em tilapias do Nilo alimentadas com 2,0 mL
de dleo essencial de L. alba kg dieta* ou 2,0 mL OEOB kg dieta™*; o linalol foi o principal
composto (81,64 e 53,35%, respectivamente) encontrado nesses componentes (DE
SOUZA et al., 2019a; 2019b).

Além disso, a taxa de crescimento especifico de O. mossambicus também foi
maior quando alimentada com extrato lipidico de gengibre (Zingiber officinale)
(IMMANUEL et al., 2009). O gengibre é uma fonte rica de 6leo volatil, e o linalol & um
de seus constituintes mais importante (SHAKYA, 2015). No entanto, a adigéo dietética
de outros 6leos essenciais contendo linalol como composto principal ndo afetou o
crescimento de outros peixes (SACCOL et al., 2013; SUTILI et al., 2016).

Nesse sentido, verificou-se que a adicdo dietética de OEOB possivelmente nao
alterou o metabolismo no pirarucu, pois os niveis plasmaticos de glicose e cortisol ndo
foram afetados (LEMOS et al., 2018). O cortisol plasmatico € um modulador de varios
processos fisioldégicos que aumentam em resposta ao estresse (LEMOS et al., 2018). Uma
elevacdo nos niveis plasmaticos de cortisol induz respostas fisioldgicas secundarias,
como o aumento dos niveis plasmaticos de glicose (PANKHURST, 2011). Além disso,
os valores encontrados no presente estudo para niveis plasmaticos de cortisol e glicose
estdo proximos ou ligeiramente acima dos valores basais encontrados em estudos
anteriores com pirarucus ndo-estressados (BRANDAO et al., 2006; GOMES, 2007).
Portanto, esses resultados nos permitem afirmar que a adicdo de OEOB ao pirarucu nao
prejudicou a homeostase dos peixes durante os 48 dias de criagdo em uma densidade

populacional muito alta.
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Resultados semelhantes foram registrados em juvenis de pirarucu submetidos a
diferentes estratégias de alimentacdo (PEDROSA et al., 2018). O linalol tem propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes (HELDWEIN et al., 2014), mas o0 mecanismo exato do
efeito do linalol e/ou OEOB no cortisol plasmético ndo foi estabelecido. Assim, Souza et
al. (2015) descobriram que jundias que foram alimentados com dietas suplementadas com
6leo essencial de L. alba (55,25% de linalol) também ndo apresentaram niveis alterados
de cortisol e glicose no plasma. Da mesma forma, a tilapia do Nilo alimentada com 1,0
ou 2,0 mL de 6leo essencial de L. alba kg dieta™ (81,64% de linalol) ndo apresentou
alteracbes metabdlicas (DE SOUZA et al., 2019a). No entanto, a tilapia do Nilo que
recebeu dietas suplementadas com 1,0 mL OEOB kg dieta® (53,35% de linalol) reduziu
os niveis plasmaticos de glicose e experimentou beneficios no crescimento, enzimas
intestinais, lisozima e variaveis hematologicas (DE SOUZA et al., 2019Db).

Por outro lado, as proteinas plasmaticas totais e os niveis de albumina foram
elevados em peixes que receberam uma dieta com 2,0 mL OEOB kg dieta*. Os niveis
plasmaticos de proteinas totais sdo resultado da sintese e degradacdo do nitrogénio de
todo o corpo. Em alguns casos, niveis mais altos de proteina plasmatica podem indicar
um melhor estado nutricional desses peixes (HIGUCHI et al., 2011), que promove a
deposicéo de proteina. Por exemplo, concentracdes elevadas de proteinas totais no plasma
estavam relacionadas com o desempenho de crescimento e a utilizacdo de proteina na
truta arco-iris (RUMSEY et al., 1994). Da mesma forma, estudos anteriores descobriram
um aumento nos niveis de proteinas totais com o uso de 6leos essenciais ou extratos
vegetais em dietas de peixes (DUGENCI et al., 2003; GULEC et al., 2013; EL-DAKAR
etal., 2015; DE SOUZA et al., 2019b). Além disso, a importancia metabolica da albumina
plasmatica é limitada, e o aumento dos niveis plasméaticos de albumina pode ser

considerado uma resposta imune inespecifica em peixes (AMIRKHANI e
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FIROUZBAKHSH, 2015; REVERTER et al., 2014). Em adicdo, os valores encontrados
no presente estudo para os niveis de albumina plasmética e proteinas totais estdo proximos
aos valores basais encontrados em estudos anteriores (TAVARES-DIAS et al., 2007,
HOSHINO et al., 2017) em pirarucu. Finalmente, a mobilizag&o de proteina induzida por
estresse pode causar um aumento na quantidade de amonia excretada pelos peixes e,
consequentemente, elevacdo nos niveis plasmaticos de acido Urico e ureia (BARCELLOS
etal., 2003). No entanto, isso ndo foi verificado no presente estudo. Os niveis plasmaticos
de ureia diminuiram com o aumento na concentracdo de OEOB na dieta de juvenis de
pirarucu, e seus niveis permaneceram dentro dos valores descritos como normais para
pirarucu por Tavares-Dias et al. (2007). Além disso, a producdo de uréia nao reflete a
desaminacdo oxidativa direta dos aminoacidos e, consequentemente, nao reflete o

aumento do custo metabolico (WOOD et al., 2017).

CONCLUSAO
A suplementacéo de 2,0 mL OEOB kg dieta™ é a concentragio mais indicada para
juvenis de pirarucu criados com uma densidade de estocagem muito alta (7,56 kg m™),
pois melhorou o desempenho do crescimento, garantiu a saude e ndo causou alteracdes

relacionadas ao estresse no perfil metabdlico.
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Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale) na dieta de juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum)
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Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale) na dieta de juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum)

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar o potencial do 6leo essencial de gengibre
(Zingiber officinale) (OEZO) no desempenho e nos parametros hematoldgicos,
bioquimicos e histoldgicos de juvenis de tambaqui. Os peixes foram distribuidos
aleatoriamente em 20 tanques (15 peixes/tanque), em cinco tratamentos contendo
diferentes concentracdes de OEZO (0,0 (controle); 0,50; 1,0; 1,5 e; 2,0 mL OEZO kg
dieta, por 60 dias. O principal composto quimico foi zingibereno (31,80%). OEZO
adicionado a dieta ndo melhorou a performance de crescimento. Os tratamentos com as
maiores concentracdes de OEZO reduziram os niveis de albumina, alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase plasmaticos e aumentaram os niveis de
leucdcitos, hemoglobina, plaquetas, glicose sanguinea e colesterol plasmatico. O grupo
controle apresentou os maiores valores para altura e largura de vilosidades intestinais e
células caliciformes. A area de hepatdcitos foi maior nos peixes suplementados com os
maiores niveis de OEZO na dieta e 0 numero de hepatocitos foi maior nos peixes que
receberam entre 0,5 e 1,5 mL OEZO kg dieta. Conclui-se que a adi¢do de 0,5 mL OEZO
kg dieta® é uma alternativa vidvel e promissora como aditivo alimentar, pois nio

comprometeu o crescimento e melhorou o estado geral de satde dos juvenis de tambaqui.

Palavras-chave: aditivo alimentar, hepatdcitos, leucocitos, vilosidades intestinais,
zingibereno.
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Essential oil of ginger (Zingiber officinale) in the tambaqui juveniles (Colossoma
macropomum) diet

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the potential of essential oil of ginger (Zingiber
officinale) EOZO in growth performance and in hematological, biochemical and
histological parameters of tambaqui juveniles. The fish were randomly distributed in 20
tanks (15 fish / tank), in five treatments containing different concentrations of EOZO (0.0
(control); 0.50; 1.0; 1.5 and; 2.0 mL EOZO kg diet™, for 60 days. The main chemical
compound was zingiberene (31.80%). EOZO added to the diet did not improve growth
performance. Treatments with the highest levels of EOZO reduced the plasma albumin,
alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase levels and increased leukocytes,
hemoglobin, platelets numbers, blood glucose and plasma cholesterol levels. The control
group had the highest values of height and width of intestinal villi and goblet cells. The
hepatocytes area was higher in fish supplemented with the highest levels of OEZO in the
diet and the number of hepatocytes was higher in fish that received between 0.5 and 1.5
mL EOZO kg diet. It is concluded that the addition of 0.5 mL OEZO kg diet is a viable
and promising alternative as a food additive, as it did not compromise growth and

improved the general health status of tambaqui juveniles.

Key words: food additive, hepatocytes, leukocytes, intestinal villi, zingibereno.
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INTRODUCAO

Dentre os principais objetivos da aquicultura estd a melhoria no desempenho e
salde dos peixes, 0 que pode ser alcangado com o uso de aditivos alimentares em suas
dietas (APINES-AMAR et al., 2012; HAGHIGHI et al., 2018). A aplicagéo de aditivos
naturais de origem vegetal como os 6leos essenciais tem ganho destaque, uma vez que
eles apresentam beneficios para crescimento, digestibilidade e absor¢do dos nutrientes,
além dos diversos mecanismos de a¢do antimicrobiana, antioxidante, imunomoduladora
e imunoestimulante ja registradas em peixes (NYA e AUSTIN, 2009; ZHENG et al.,
2009; HARIKRISHNAN et al., 2011; SHEIKHZADEH et al., 2011; BABA et al., 2016;
VALLADAO et al., 2017; LOPES et al., 2018).

Neste sentido, 0 uso de gengibre (Zingiber officinale) pode apresentar beneficios
quando adicionado a dieta animal. O gengibre pertence a familia Zingiberaceae e é
originario do Sudeste da Asia, tendo sido amplamente difundido em todo o mundo
(BRUM et al., 2017) devido aos seus beneficios a saude humana. Tradicionalmente é
utilizado na medicina popular em casos de perda de apetite, indigestdo, inflamacéo, tosse,
dor e nausea, além de ter acdo como antioxidante, anti-inflamatéria, imunomoduladora,
hepatoprotetora e analgésica (CARRASCO et al., 2009; OMOYA e AKHARAIYI, 2011).

Estudos prévios tém registrado beneficios no uso de gengibre em dietas para
peixes. O extrato de gengibre adicionado a dieta proporcionou um aumento no ganho de
peso e na taxa de crescimento especifico de juvenis de tildpia mossambicana
(Oreochromis mossambicus) (IMMANUEL et al., 2009). Ja a adicdo do gengibre in
natura na dieta de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), robalo asiatico (Lates
calcarifer) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) demonstraram resultados
promissores para 0 ganho de peso e satide (NYA e AUSTIN, 2009; TALPUR et al., 2013;

HASSANIN et al., 2014). A suplementacdo do 0Oleo essencial de gengibre Z. officinale
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(OEZO) na dieta contribuiu com a melhoria no crescimento, na resposta imune e no
metabolismo de juvenis de til&pia do Nilo (BRUM et al., 2017; 2018).

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie nativa da Bacia da
Amazonia amplamente cultivada em sistemas intensivos em diferentes regides do Brasil.
Seu cultivo é facilitado devido ao seu habito alimentar onivoro, rapido crescimento, boa
conversdo alimentar e rusticidade, além de ser apreciada pelos consumidores locais por
sua carne saborosa (ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005; DIAS et al., 2015). No Brasil, é
a segunda espécie mais cultivada (19,7%), cuja producéo foi de 102.30 toneladas em 2018
(IBGE, 2018). Em adicdo, embora ja existam estudos que avaliaram o uso de gengibre
em po ou in natura na dieta dm peixes (NYA e AUSTIN, 2009; TALPUR et al., 2013;
HASSANIN et al., 2014), ndo existem estudos que tenham avaliado o potencial da
utilizacdo de OEZO na dieta de tambaqui. Desta forma, o presente estudo avaliou 0s
efeitos da dieta contendo diferentes concentracdes de OEZO em relacdo ao crescimento,
parametros bioquimicos e hematoldgicos e alteragcdes morfologicas intestinais e hepaticas

em juvenis de tambaqui.

MATERIAL E METODOS

Oleo essencial de Zingiber officinale

A planta foi cultivada de forma convencional, e 0 OEZO usado neste estudo foi
obtido da empresa (LASZLO, Belo Horizonte, Brasil) (Tabela 1), extraido pelos métodos
destilacdo por arraste a vapor da raiz da planta, conforme preconiza a British
Pharmacopoeia (2007). O método de analise do OEZO foi através de cromatografia
gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massa 5975C (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) realizado pelo Laboratério de Quimica

Instrumental da Universidade Federal de Minas Gerais, usando um cromatégrafo a gas
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Agilent 7820A acoplado ao detector de ionizagdo em chama (Agilent Technologies) e
coluna capilar HP-5 (30 m x 0,32mm x 0,25um; Agilent Technologies). O He foi utilizado
como gas de arraste (1 mL min) e a amostras injetadas (1 uL) através do auto injetor na
razdo de split (1:5), mantido a 220 °C. A coluna cromatografica a 60 °C (0 min) foi
aquecida a uma taxa de 3 °C min! até atingir 200 °C, a qual foi mantida por 30 min
adicionais (ALMEIDA et al., 2016). A identificacdo dos constituintes foi realizada pela

comparacao dos indices de retengdo com os dados do NIST (2008).

Tabela 1. Composicao quimica de dleo essencial de Zingiber officinale determinado via

cromatografia gasosa de alta resolucdo (NIST, 2008).

Composto quimico %

a-thujeno 0,2
a-pineno 2,5
Canfeno 8,3
Sabineno 0,4
Octenal 0,4
Mirceno 1,3
Careno 0,4
a-terpineno 0,3
p-cimeno 0,1
Limoneno 7,6
1,8-cineol 1,5
Acetato de geranil 0,9
B-cariofileno 0,5
Germacreno D 1,8

Ar-curcumeno 12,4
a-muuroleno 1,2

Zingibereno 31,8
a-farneseno 7,7

B-bisaboleno 3,7
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B-sesquifelandreno 13,0

Total identificado 96,0

Localizagéo, animais e condicGes experimentais

A experimentacdo foi realizada na Estacdo de Aquicultura da Escola Agricola de
Jundiai da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), Distrito de Macaiba,
RN, Brasil. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFRN (protocolo 052/2018 — certificado n°: 129.052/2018).

Os animais foram adquiridos de uma larvicultura comercial (Aquicultura Lawrence
— Brejinho, RN, Brasil). Os juvenis de tambaqui (peso inicial de 24,16 + 0,13 g) foram
aclimatados e mantidos sob observacao por uma semana. Posteriormente, foram pesados
e distribuidos aleatoriamente (15 peixes tanque™), sendo estocados em 20 tanques
circulares com capacidade para 500 L de 4gua em sistema de recirculagdo, com aeragéo
e filtros mecanico e biolégico por um periodo experimental de 60 dias.

Os parametros de qualidade de agua para oxigénio dissolvido (5,51 £ 0,11 mg O>
L) e temperatura (25,9 + 0,15 °C) foram monitorados diariamente com o auxilio de um
oximetro (Instrutherm MO — 900, Séo Paulo, SP, Brasil), ja os parametros referentes a
pH (6,82 + 0,05), aménia total (0,61 + 0,12 mg N-NHs L) e nitrito (0,80 + 0,14 mg N-
NO; L), foram mensurados duas vezes por semana através de reagdes colorimétricas de

kit comercial (Alcon Ltda — Camboriu, SC, Brasil).

Dietas experimentais e desempenho zootécnico
As dietas experimentais (36,00% de proteina bruta e 4700 k cal?® de energia
digestivel) foram elaboradas no Laboratério de Nutricdo Animal da UFRN, adaptando os

valores requeridos para tilapia do Nilo (NRC, 2011), contendo diferentes concentracdes

do OEZO (0,50; 1,0; 1,5e 2,0 mL Kg_l), além do grupo controle, sem adi¢do de OEZO
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na dieta (Tabela 2). A quantidade de ingredientes foi a mesma em todos os tratamentos e

a diferenca ocorreu pela adicdo de OEZO de acordo com cada tratamento.

Tabela 2. Composi¢édo das dietas experimentais fornecida aos juvenis de tambaqui.

Ingredientes %

Farelo de soja (45%)* 50,30
Milho moido* 25,40
Farinha de peixe (55%)* 9,70
Farinha de trigo* 10,00
Fosfato bicalcico® 2,55
Oleo de soja? 0,83
Premix!” 0,50
Sal® 0,50
Vitamina C? 0,20
BHT! 0,02

Ingredientes: Farelo de soja, Milho moido, Farinha de peixe, Farinha de trigo, Fosfato bicélcico, Premix,
Vitamina C e BHT: Guaraves Alimentos, Guarabira, PB, Brasil. 2Oleo de soja: Bunge Alimentos S/A,
Brasilia, DF, Brasil. *Sal: Refinaria de Sal S/A, Sao Paulo, SP, Brasil.

“Niveis de garantia (por kg): vit. A, 450.000 Ul kg?; vit. D3, 2.885.000 Ul kg%; vit. E, 1.000,00 Ul kg*;
vit. K3, 1.250 mg kg*; vit. B1, 100,00 mg kg*; vit. B2, 300,00 mg kg%; vit. B6, 150,01 mg kg*; vit. B12,
750,00 pg kg*; Ac. Nicotinico, 1750 mg kg™; Ac. Pantoténico, 600,00 mg kg™; Biotina, 5,00 mg kg; Ac.
Folico, 75,00 mg kg?; Colina, 8.700, 17 mg kg*; Metionina, 32,99 g kg*; Fitase, 66.650,00 FYT kg*;
Ferro, 1.666,00 mg kg™; Cobre, 333,32 mg kg*; Zinco, 2.166,71 mg kg'; Manganés, 2.116,58 mg kg*;
Sadio, 50,66 mg kg; Selénio, 12,50 mg kg; lodo, 33,33 mg kg*; Célcio, 213,67 g kg™.

Para a confeccdo das dietas, os ingredientes foram moidos (placa de matriz de
moedor de carne 0,8 mm), pesados, misturados e 0 OEZO foi adicionado juntamente com
0 0Oleo de soja. Entdo, os ingredientes foram homogeneizados, umedecidos (25% de dgua
p/p) e peletizados em uma maquina elétrica experimental (Skymsen PSEE - 10, Brusque,
SC, Brasil). Em seguida, os alimentos foram secos a temperatura ambiente (25,0 °C) por
48 h. Quando secos, os pellets foram fracionados em didmetros compativeis com o
tamanho da boca do peixe e, em seguida, foram armazenadas em recipientes plasticos
protegidos da luz e mantidas sob refrigeracdo (4 °C) até a sua utilizacdo. As dietas

experimentais foram fornecidas até a saciedade aparente, em trés refei¢des diarias (08:00,
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12:00 e 16:00 h). E a avaliagdo do consumo de cada unidade experimental foi mensurado
a cada trés dias, pela diferenca do peso das ragdes contida nos recipientes para cada

unidade experimental.

Avaliagéo de crescimento

Ao final do periodo experimental, os peixes ficaram em jejum por 24 h. O peso
(balanca digital Prix 3 —Toledo, precisao de 0,01 g, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil)
e 0 comprimento total (CT, cm) dos animais de todas as unidades experimentais foram
mensurados para calculo dos seguintes parametros de desempenho produtivo:

e ganho de peso (GP, g) = PF (g) — PI (g); em que PF e PI sdo peso final e peso

inicial, respectivamente;

e taxa de crescimento especifico (TCE, % dia™) = 100 x (In p — In PI)/t (dias), em

que PF, Pl e t s@o peso final, peso inicial e tempo, respectivamente;

e conversdo alimentar aparente (CAA) = RC (g)/GP; em que RC E GP s&o racao

consumida e ganho de peso, respectivamente;

e indice hepatossomatico (HIS), %) = 100 x (peso do figado (g)/peso corporal (9);

e fator de condicdo (FC, g cm®) = 100 x (peso corporal (g)/comprimento corporal

(cm))®;

e taxa de sobrevivéncia (SOB, %) = [(n® final peixes x 100)/n° peixes inicial].

Coleta de amostras

Para realizacdo das andises de sangue, seis peixes de cada tanque (n= 24 peixes
tratamento™t), foram anestesiados com solucéo de eugenol (50 mg L!) para coleta de 2 mL
de sangue por puncio venocaudal. Desta forma, foram utilizados 3 peixes tanque™ para

analises hematoldgicas e de glicose e outros 3 peixes/tanque para coleta de sangue para
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obtencdo do plasma. Outros 2 peixes tanque™ foram eutanasiados com solugéo de eugenol

(200 mg L) para as coletas de figado e intestino destinados a analises histoldgicas.

Anélises sanguineas e plasméticas

A glicose (mg dL*) foi mensurada por meio de fitas de reagente através de um
glicosimetro digital (G-Tech Free 1, Duque de Caxias, RJ, Brasil), imediatamente apds a
coleta de sangue.

A andlise do hematdcrito foi realizada por centrifugacdo capilar de acordo com
Goldenfarb et al. (1971). Os tubos capilares heparinizados foram preenchidos com
amostra de sangue, fechados com um material apropriado e centrifugados em 12.000x g
por 5 min (Wiener lab. Counter 19, S&o Paulo, SP, Brasil). A leitura foi feita numa escala
padronizada. O indice de hemoglobina foi determinado de acordo com Collier (1944).
Foram adicionados 10 pL de sangue a 2 mL de solucéo de Drabkin, homogeneizados em
vortex e a leitura no espectrofotémetro foi realizada a 540 nm. Foi realizada a contagem
de eritrécitos em camara de Neubauer em microscépio optico com aumento de 400x. Os
valores dos indices hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo meédia de hemoglobina corpuscular (CHCM)
foram determinados a partir do numero de eritrocitos, indice de hemoglobina e
hematocrito (WINTROBE, 1934). Plaquetas e leucdcitos foram analisados através do
principio da impedancia volumétrica (método Coulter) (BACALL, 2009).

O sangue destinado para obtencédo de plasma foi centrifugado em 10.000x g por 10
min (4 °C) (Fanem® Excelsa® Il modelo 206-BL, Sdo Paulo, SP, Brasil). Em seguida, o
material foi armazenado e refrigerado (- 20 °C). Para determinacdo das andlises
bioquimicas plasmaticas foi utilizado um analisador semiautomatizado bioquimico

(Bioclin, Mindray BA-88A, Belo Horizonte, MG, Brasil). O plasma obtido foi destinado
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as determinacdes de triglicerideos (mg dL™), proteinas totais (g dL ), albumina (g L),
colesterol (mg dL?), AST (Aspartato Aminotransferase) (U mL™) e ALT (Alanina
Aminotransferase) (U mL™) pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando Kits

comerciais da Bioclin® (COPLEY, 1941).

Analise histoldgica do intestino e figado

Foram coletados 2 cm tanto de figado, quanto de intestino (porcéo anterior e
posterior). Os tecidos foram fixados em formalina 10% (24 h) e, posteriormente, foram
conservadas em alcool 70% até a realizacdo das anélises. As amostras passaram pelo
procedimento histologico com banhos de série crescentes de alcool para desidratacéo, e
diafanizadas em série de xilol. Posteriormente forma incluidas em blocos de parafina, e
em seguida foram realizados os cortes por meio de um microtomo com cortes transversais
(5 um), sendo fixados em laminas e submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina (HE) e
acido periodico e reativo de Schiff (PAS) (PROPHET et al., 1992).

Os cortes histologicos foram avaliados quanto as caracteristicas morfologicas,
sendo o material fotografado pelo programa de software Axo Vision Le® 4.8.2 a partir
de microscopio bioldgico binocular Axio Scope AL(ZEISS, Jodo Pessoa, PB, Brasil) com
uso de camera para microscopio AxionCam ICc 3 (ZEISS). Foram ponderadas dez
microfotografias por repeticdo, totalizando 200 microfotografias por tratamento, tanto
para as amostras do intestino, quanto do figado. A analise e quantificacdo das amostras
microfotagrafadas ocorreu através do programa Motic Images Plus 3.0.

As amostras de intestino foram microfotografadas com ampliacdo de 20x e 40x
para medir as seguintes variaveis: altura e largura (um) das vilosidades e espessura do
epitélio (um) (SCHWARZ et al., 2011). A altura foi obtida do apice da base de cada

vilosidade, o comprimento através da medida do perimetro de cada vilosidade, a largura
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da vilosidade regido mediana (em linha reta) e a espessura do epitélio foi obtida a partir
de uma das extremidades da regido mediana. Para a analise de quantificagdo foi realizada
por meio de um desenho de grade de Mers modificada, com um conjunto sistematico de
janelas aleatdrias de area, formando pontos equidistantes e linhas paralelas (HOWARD e
REED). A medida da variavel foi expressa pela média do nimero de células apresentadas
dentro dos pontos contados no campo (histologico) da area quadrada determinada,
calculando-se a quantidade de pontos necessarios para um erro padrao relativo.

As amostras de figado foram microfotografadas com ampliacdo de 20x e 40x para
quantificar as seguintes variaveis: numero, area (um) (medida da superficie do
hepatocito) e perimetro dos hepatocitos (um) (soma de todos os lados) (GUNDERSEN,

1977). A analise de quantificacdo ocorreu similarmente a analise histologia de intestino.

Analises estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e
quatro repeticdes. Os resultados sdo expressos como média *= erro padrdo. A
homocedasticidade das variancias foi verificada através do teste de Levene. Realizou-se
uma analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey. Em
seguida, os efeitos do OEZO em relacdo as varidveis foram avaliados de acordo com a

regressdo polinomial. O nivel minimo de significancia foi 5% (P < 0,05).

RESULTADOS

Desempenho de crescimento
Foi verificado efeito linear negativo para peso final (y = 91,786 — (3,178x); R?=
0,95); GP (y = 67,610 — (3,220x); R?=0,95); CT (y = 174,478 — (-3,192x); R>=0,70) e

TCE (y = 2,226 — (0,066x); R? = 0,92) e efeito linear positivo para IHS (y = 1,942 +
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(0,090x); R?=0,89). Peso inicial, CAA, FC e sobrevivéncia ndo apresentaram regressiao

linear ou quadratica, nem diferenca significativa (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho de juvenis de tambaqui alimentados com dietas contendo

diferentes concentracOes de 6leo essencial de Zingiber officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg dieta™)
0,0 0,5 1,0 1,5 2.0

Peso Inicial 23,97+0,27 24,34+0,33 24,48+0,34 24,14+0,22 24,18+0,36
Peso Final* 91,91+2,53 90,30+1,50 88,66+4,98 86,11+3,36 86,06+3,94

GP* 67,94+2,45 65,97+1,18 64,18+1,61 61,97+3,18 61,89+3,95
CT* 174,07+2,01 174,88+1,26 168,74+3,06 170,42+2,81 168,32+1,50
TCE* 2,24+0,04 2,19+0,01 2,14+0,04 2,12+0,05 2,11+0,08
FC 1,75+0,07 1,69+0,05 1,84+0,02 1,74+0,07 1,81+0,13
Consumo 1347,33+57,88 1247,23+39,29 1319,90+77,97 1219,08+30,33 1190,58+66,60
CAA 1,32+0,01 1,29+0,03 1,38+0,03 1,35+0,03 1,28+0,02
IHS* 1,96+0,12 1,99+0,07 1,99+0,07 2,08+0,08 2,14+0,06
SOB 100+0,00 98,33+1,67 100+0,00 98,33+1,67 100+0,00

Peso inicial, Peso final, GP (ganho de peso) e CAA (conversdo alimentar aparente) sdo expressos
em g, CT (comprimento total) é expresso em cm, TCE (taxa de crescimento especifico) é expresso
em % dia™, FC (fator de condic&o) é expresso em g cm™ e IHS (indice hepatossomatico) e Sob
(sobrevivéncia) sdo expressos em %. Os dados sdo apresentados como meédia + erro padrdo (n =
4 tangues por tratamento). Nao ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de Tukey,
p > 0,05). * Indica regressao linear.
Variaveis hematologicas

Para as variaveis hematoldgicas, foi verificado efeito linear positivo para
leucécitos (y = 190,992 + 3,504x; R? = 0,72); hemoglobina (y = 11,736 + 0,278x; R?=
0,74) e plaquetas (y = 25,354 + 3,150x; R?= 0,71). Para hemacias, hematocrito e indices

hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) nao ocorreu regressao linear ou quadratica, nem

diferenca significativa (Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis hematologicas de juvenis de tambaqui alimentados com dietas

contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de Zingiber officinale (OEZO).
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Variaveis OEZO (mL kg dieta™)
0,0 0,5 1,0 15 2,0

Hct 28,33+0,70 25,98+0,54 28,01+0,68 28,18+0,78 28,27+0,70
Hemacias 1,69+0,04 1,56+0,03 1,71+0,03 1,71+0,05 1,72+0,05
Hg* 11,87%0,24 11,71+0,16 11,93%0,22 12,28+0,29 12,28+0,24
VCM 168,15£1,18 166,38+1,38 164,09+1,18 166,80+1,47 165,05+1,51
HCM 71,64+1,10 74,09+1,03 69,98+0,88 72,60+1,03 72,16+1,30
CHCM 42,87+0,43 44,69+0,62 42,68+0,47 43,60+0,53 43,76x0,62

Leucdcitos* 193,04+2,92 190,68+2,39 193,98+2,62 195,28+3,06 199,50+4,15
Plaquetas*  23,67+2,61 29,58+3,73 28,10+3,29 29,67+4,47 31,50+4,32

Leucdcitos é expresso em x10%/uL, Hemécias € expresso em x10°%uL, Hg (hemoglobina) e CHCM
(concentracdo de hemoglobina corpuscular média) séo expressos em g dL, Hct (hematdcrito) é
expresso em %, Plaquetas é expresso em pL, VCM (volume corpuscular médio) é expresso em
fL. e HCM (hemoglobina corpuscular médio) é expresso em pg. Os dados sdo apresentados como
média + erro padrdo (n = 12 peixes por tratamento). Ndo ocorreu diferenca estatistica entre os
tratamentos (teste de Tukey, p > 0,05). * Indica regresséo linear.

Variaveis Bioquimicas

Foi observado efeito linear positivo para glicose sanguinea (y = 92,888 + 5,730x;
R? = 0,77) e colesterol plasmatico (y = 90,834 + 0,716x; R?= 0,78), enquanto que para
albumina (y = 1,198 — (0,068x); R>=0,89), ALT (y = 3,534 — (0,314x); R?=0,80) e AST
plasmaticos (y = 173,346 — (15,772x); R? = 0,88) ocorreu efeito linear negativo. Para
triglicerideos plasmaticos e proteinas totais ndo ocorreu regressdo linear ou quadratica,

nem diferenca significativa (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis bioquimicas de juvenis de tambaqui alimentados com dietas

contendo diferentes concentrac@es de 6leo essencial de Zingiber officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg dieta™)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Albumina* 1,18+0,06 1,19+0,07 1,12+0,07 1,11+0,06 1,05+0,05

Colesterol*  90,72+2,70 91,62+1,94 91,15+3,14 91,88+1,49 92,38+2,38
Prot totais 3,75+0,11 3,87+0,09 3,83+0,12 3,74+0,07 3,80+0,08
Triglicérides 208,06+6,53 225,50+11,04 212,69+10,16 195,79+10,17 212,73+7,00
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ALT* 3,58+0,40 3,43+0,37 3,14+0,47 2,90+0,37 3,06+0,23
AST* 178,54+21,47 159,31+15,19 154,80+25,34 152,91+16,90 142,31+1491
Glicose* 93,76+6,92 97,25+4,98 95,83+3,60 99,08+2,74 107,17+3,50

Albumina e Prot totais (Proteinas totais) si0 expresso em g dL!, ALT (Alanina aminotransferase)
e AST (Aspartato aminotransferase) s&o expressos em U L, Colesterol, Triglicérides e Glicose
sd0 expressos em mg dL. Glicose é variavel sanguinea e as demais variaveis séo plasmaticas.
Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo (n = 12 peixes por tratamento). Nao ocorreu
diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de Tukey, p > 0,05). * Indica regresséo linear.

Histomorfometria das vilosidades intestinais
A andlise histoldgica do intestino, foram observadas em todos os tratamentos
presenca de pinocitose e células caliciformes formando o epitélio simples e fibras

musculares lisas. Igualmente, a estrutura das vilosidades e microvilosidades intestinais é

exibida de forma bem organizada e compactada, sem sinal de danos (Figura 1).

Figura 1. SeccOes histologicas transversais das vilosidades intestinais de juvenis de
tambaqui alimentados com dietas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de
Zingiber officinale (OEZO), coradas em HE e PAS. Em mL kg dieta*: A: 0,0 (controle);
B: 0,5; C: 1,0; D: 1,5 e; E: 2,0. Aumento: 40x. Quadrado indica microvilosidades; traco
indica células caliciformes; seta indica epitélio simples colunar (célula absortiva), fibras
musculares lisas e borda em escova; circulo indica interior das vilosidades e; retangulo
indica camada muscular da mucosa, camada submucosa e enterdcitos. n = 8 peixes por

tratamento.

Foi verificado regressdo linear negativa em relacéo a altura das vilosidades (y =
161,186 - (7,934X); R? = 0,78) e nimero de células caliciformes (y = 83,520 - (9,373x); R?

=0,86). Para espessura do epitélio ocorreu regressao quadratica (y = 28,776 - (4,534x) +
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(2,062x?); R? = 0,98) (Tabela 6).

Tabela 6. Histomorfometria das vilosidades intestinais de juvenis de tambaqui
alimentados com dietas contendo diferentes concentracfes de 6leo essencial de Zingiber
officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg deita™)

0,0 0,5 1,0 15 2,0
AV* 160,54+9,84  161,33+5,66  149,80+4,42  146,44+667  148,15+3,37
LV 62,3243,90  52,55+1,54 56,36+1,89  54,86x1,81  55,08+1,61
EP** 28,86+1,96  26,88+2,70 26,23+0,94  26,85+1,49  27,84+144
CcC* 80,81+8,19  81,54+10,96  73,79+7,81  72,90+9,08  61,70+4,15

AV (altura das vilosidades), LV (largura das vilosidades) e EP (espessura do epitélio) sdo
expressos em pum, CC = N° de células caliciformes. Os dados sdo apresentados como média +
erro padrdo (n = 8 peixes por tratamento). * Indica regressdo linear. ** Indica regressao
quadratica.

Histomorfometria das células hepaticas

Em todos os tratamentos, as células hepaticas foram caracterizadas por corddes
lineares, com capilares sinusoides irradiando para veias centrais, com diversos formatos
(hexagonal e redondo com nucleo acentuado, periférico) (Figura 2). No tratamento 1,5
mL OEZO kg dieta™* foi possivel observar aparecimento de alguns vactolos no interior
dos hepatdcitos, inimeros hepatocitos (binucleados) e alguns hepatdcitos com necrose
(Figura 2D). Para o tratamento 2,0 mL OEZO kg dieta, ocorreram alteragGes
morfoldgicas como maior presenca de vacuolos no interior dos hepatdcitos e muitos

hepatocitos com necrose (Figura 2E).
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alimentados com dietas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de Zingiber
officinale (OEZO), coradas em HE e PAS. Em mL kg dieta: A: 0,0 (controle); B: 0,5;
C:1,0; D: 1,5 e; E: 2,0. Aumento: 40x. Estrela indica congestdo sanguinea; seta indica
capilares sinusoides; traco retilineo indica vesiculas no interior dos hepatécitos; quadrado
indica hepatdcitos binucleados e; asterisco indicam necrose de hepatécitos. n = 8 peixes
por tratamento.

A éarea do hepatocito dos peixes do grupo controle foi menor estatisticamente em
comparacdo aos peixes dos demais tratamentos (p < 0,005). Foi verificada regressdo
linear positiva para area do hepatécito (y = 109,070 + (13,038x); R = 0,672). O niimero
dos hepatdcitos demonstrou regressdo quadratica (y = 74,281 + (17,132x) - (9,603x?); R?
=0,85), com os maiores valores sendo encontrados nos peixes que receberam entre 0,5 e
1,5 mL OEZO kg dieta™*. Para perimetro do hepatdcito ndo ocorreu regressdo linear ou

quadratica, nem diferenca significativa (Tabela 7).

Tabela 7. Histomorfometria das células hepéticas de juvenis de tambaqui alimentados
com dietas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de Zingiber officinale

(OEZO).
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Variaveis OEZO (mL kg dieta™)

0,0 0,5 1,0 15 2,0
NH** 73,78+3,81 82,39+3,41 78,98+5,19 80,20+3,85 69,69+5,69
AH* 100,84+6,20°  123,08+3,41° 124,73+3,81% 133,79+3,70° 128,08+2,36°
PH 44,75+1,17 43,83+0,77 44,67+0,99 46,59+1,42 44,61+0,75

AH (Area do hepatdcito) e PH (Perimetro do hepatdcito) sio expressos em pm. NH = nimero de
hepatdcitos. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo (n = 8 peixes por tratamento).
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica entre os tratamentos (teste de
Tukey, p <0,05). * Indica regressao linear. ** Indica regressao quadratica.

DISCUSSAO

O gengibre suplementado na dieta é conhecido por seu beneficio para o estado
fisiolégico e de sanidade dos peixes devido ao seu efeito antioxidante (MAHMOUND et
al., 2019; NYADJEU et al., 2020). O gengibre € uma substancia antioxidante que impede
os radicais livres e a peroxidacéo lipidica devido aos seus compostos fendlicos, como o
zingibereno (KIM et al., 2007), componenete quimico predominante no corrente estudo
(31,80%). Assim, o zingibereno (isolado ou conjuntamente com outros componentes
minoritarios) poderia contribuir para o fortalecimento imunolégico e a manutencdo do
estado fisioldgico dos peixes (NYADJEU et al., 2020), os quais poderiam beneficiar a
performance de crescimento dos juvenis.

Os dados de desempenho zootécnico apontam que as maiores concentracdes de
OEZO na dieta reduziram o crescimento dos juvenis de tambaqui, 0 que poderia indicar
que a energia que seria usada para o crescimento foi desviada para outra finalidade.
Apesar disso, peixes alimentados com 0,5 mL OEZO kg dieta® apresentaram uma
performance de crescimento similar aquela verificada para os peixes do grupo controle.

Embora OEZO néo tenha contribuido para o crescimento dos juvenis de tambaqui
no presente estudo, os valores de leucdcitos, hemoglobina e plaquetas mostraram

tendéncias crescentes & medida em que foi aumentada a concentracdo de OEZO na dieta,
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0 que pode indicar uma contribuicdo para a defesa imunolégica dos peixes (TALPUR et
al., 2013; NYA e AUSTIN et al., 2009; MOHAMMADI et al., 2020). Em geral, 0s
leucdcitos estdo relacionados a uma melhora no sistema imunolégico, contribuindo para
resolucdo de respostas inflamatérias (VALLEJOS-VIDAL et al., 2016). Este aumento na
contagem de leucdcitos a partir da suplementacdo do gengibre na dieta também foi
relatado em estudos prévios com robalo asiatico (TALPUR et al., 2013), truta arco-iris
(NYA e AUSTIN et al., 2009), esturjdo branco (Huso huso) (GHOLIPOUR KANANI et
al., 2013), tilapia do Nilo (BRUM e al., 2017) e carpa comum (MOHAMMADI et al.,
2020). Desta forma, a suplementacdo com OEZO na dieta pode ser eficaz em estimular
0s leucacitos, o que contribuiria com o aprimoramento da imunidade inespecifica ou inata
e, consequentemente, com a reducgédo da producédo de células inflamatdrias (KUMAR et
al., 2007; APINES-AMAR et al., 2012; ZADMAJID ¢ MOHAMMADI, 2017,
MOHAMMADI et al., 2020).

Talpur et al. (2013) comentaram que o gengibre em pé quando suplementado na
dieta de robalo asiatico (10 g kg™) melhorou a imunidade inespecifica e reduziu a
mortalidade ap6s o desafio contra Vibrio harveyi. Similarmente ao corrente estudo,
Dugenci et al. (2003) verificaram que 0 uso de extrato aquoso de raizes de gengibre em
po (1,0%) desencadeou uma resposta imune ndo especifica em trutas arco-iris. Em adicao,
0 aumento dos niveis de plaquetas (ou tromboticos) também contribuiu com a imunidade
dos peixes, pois sdo células multifuncionais que vao participar do processo de coagulagédo
e auxiliar nos mecanismos de defesa (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2011; RANZANI-
PAIVA et al., 2013).

Além de leucadcitos e plaguetas, os niveis plasmaticos de albumina também séo
indicadores do estado de imunidade dos peixes (HOSEINI e YOUSEFI, 2018). Embora

peixes que receberam entre 1,5 e 2,0 mL OEZO kg dieta™ aumentaram os niveis de
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leucdcitos e plaquetas, um efeito compensatdrio pode ter ocorrido em relagdo ao seu
estado imunolégico, uma vez que nestes tratamentos, de forma geral, ocorreu uma
reducdo nos niveis plasmaticos de albumina.

As proteinas totais do plasma, quando em altas concentrac@es, sdo relacionadas a
uma melhora da resposta imune especifica, além de contribuir para o aprimoramento dos
elementos humorais do soro (HAGHIGHI e ROHANI, 2013) e melhora na presséo
osmotica do sangue (MELO et al., 2009; BRUM et al., 2018). No presente estudo, valores
mais elevados de proteinas totais plasmaticas ocorreram nos tambaquis alimentados com
dietas contendo entre 0,5 e 1,0 mL OEZO kg?. O aumento dos niveis de albumina
plasmaética sdo indicativos de uma maior resposta imune néo especifica (POURMOGHIM
et al., 2015). No corrente estudo, peixes alimentados com 0,0 ou 0,5 mL OEZO kg dieta’
! apresentaram os valores mais altos para esta variavel.

O aumento da sintese de hemoglobina € um mecanismo que visa atender
efetivamente a demanda de oxigénio aos tecidos (WELLS, 2009). Assim, uma elevacédo
nos niveis de hemoglobina pode resultar em maior oferta de oxigénio para o organismo.
Este resultado coincide com as investigac6es de Talpur et al. (2013), em que 0s niveis de
hemoglobina foram maiores nos juvenis de robalo asiatico que receberam gengibre em
sua dieta, demonstrando um efeito benéfico a satde dos peixes. De acordo com 0S N0ss0s
resultados, houve uma inter-relacdo com os valores de hemoglobina e glicose sanguinea,
indicando que maiores concentracbes de OEZO na dieta podem ter contribuido para
aumentar a energia e melhorar a capacidade de transporte de O2, 0 que embora ndo tenha
sido refletido em ganho de crescimento, pode ter contribuido para melhora do bem-estar
animal. Ainda assim, a elevacdo dos niveis de glicose sanguinea também pode ser
resultante da caracteristica termogénica do gengibre, o que pode ocasionar no aumento

da secrecdo das catecolaminas e, consequentemente, da glicogendlise no figado
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(PLANTENGA et al., 2006; MARIANO et al., 2011). Em estudo com tildpia do Nilo,

Antache et al. (2014) também verificaram um maior nivel de glicose sanguinea em peixes
alimentados com gengibre em po.

A ac¢do das enzimas AST e ALT plasmaéticas podem ser aumentadas em respostas
a alguma alteracdo do metabolismo dos nutrientes, sendo tais enzimas consideradas
indicativos de um possivel efeito prejudicial ao tecido hepéatico (ZADMAJID e
MOHAMMADI, 2017; ZARGAR et al., 2019). De acordo com os resultados do presente
estudo, as atividades das enzimas AST e ALT do plasma diminuiram com o0 aumento das
concentragdes de OEZO na dieta de tambaqui, o que é um indicativo de auséncia de danos
ao figado (BRUM et al., 2018). Resultados semelhantes foram descritos por Jahanjoo et
al. (2018), em que os niveis de AST e ALT diminuiram em sobaity sea bream
(Sparidentex hasta) suplementados com uma mistura de alho e gengibre, indicando uma
melhora na saude hepatica.

Em uma avaliacao integrativa no corrente estudo, a reducao dos niveis de ALT e
AST plasmaticos, juntamente com a reducdo do nimero de hepatocitos verificada nos
peixes que receberam as concentracdes mais altas de OEZO na dieta (1,5 ou 2,0 mL kg
dietal), poderia representar um efeito compensatério ao aumento da éarea de células
hepaticas e da hepatodistrofia difusa (hipertrofia, congestdo e esteatose de hepatdcitos)
verificada nos peixes submetidos a estas dietas. I1sso demonstra que a suplementacdo do
OEZO na dieta ndo gerou danos mais severos as células hepaticas, conforme evidenciado
pela diminuicdo dos niveis das enzimas ALT e AST do plasma e pelo nimero de
hepatocitos. Entretanto, o que pode ter ocorrido no parénquima hepatico destes peixes foi
um maior grau de vacuolizacdo, ocasionando acumulo de lipidios nos hepatocitos
(BOLLA et al., 2011).

Em adicdo, os niveis de colesterol plasmatico no presente estudo tiveram um
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aumento com a elevacao das concentra¢es de OEZO adicionadas a dieta de tambaqui. O
colesterol ¢ indicativo de estado nutricional e disfuncdo no metabolismo de lipidios e
lipoproteinas no figado (WAGNER et al., 2004). Porém, compostos comumente presentes
no gengibre como a saponina, sdo capazes de reverter os efeitos da hiperlipidemia
(TALPUR et al., 2013), demonstrando que o leve aumento dos niveis de colesterol
plasmatico verificado no corrente estudo para os peixes alimentados com as maiores
concentracdes de OEZO na dieta ndo devem ter comprometido a sua salde.

Finalmente, os juvenis de tambaqui que receberam as maiores concentracdes de
OEZO na dieta apresentaram uma redugdo na altura das vilosidades intestinais
relacionada a uma reducgé@o no namero de células caliciformes. A reducéo do tamanho das
vilosidades intestinais pode desencadear uma reducdo na absor¢do dos nutrientes
(VALLADAO et al., 2017), pois pode reduzir a integridade da mucosa intestinal e
proporcionar menor area de contato das celulas absortivas para 0s nutrientes
(CARVALHO et al., 2011; ADEOYE et al., 2016). As células caliciformes, por sua vez,
sdo responsaveis por produzir um muco com a finalidade de protecdo dos enterdcitos
(MCCAULEY et al., 2015), além de possibilitar o transporte de macromoléculas através
da membrana, conferindo protecéo e lubrificacio do epitélio (DIAZ et al., 2008; INAMI

et al., 2009).

CONCLUSAO

O OEZO tem potencial para a melhoria da saude de juvenis de tambaqui devido
ao seu efeito estimulador nos niveis sanguineos de leucécitos, hemoglobina e plaquetas,
além de redutor de niveis de ALT e AST plasmaticos e nimero de hepatécitos. Contudo,
como concentragdes de OEZO acima de 1,0 mL kg dieta? podem comprometer a

performance de crescimento dos juvenis, uma concentracdo de 0,5 mL OEZO kg dieta™
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é a mais indicada para contribuir com a salde de tambaqui, sem prejuizo ao seu
crescimento e sem causar danos hepéticos ou reducdo das vilosidades intestinais. Além
disso, novos estudos que avaliam outros parametros como enzimais digestivas e
indicadores de estresse oxidativo séo requeridos para uma melhor compreenséo da acao

dos compostos bioativos de OEZO no desenvolvimento de juvenis de tambaqui.
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EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE GENGIBRE (Zingiber officinale) NA
DIETA DE JUVENIS DE TILAPIA DO NILO

RESUMO
Oleos essenciais como aditivos alimentares sdo uma alternativa para aumentar a
eficiéncia de nutrientes na dieta de peixes, sendo assim, avaliou-se o efeito do 6leo
essencial de Zingiber officinale (OEZO) como aditivo nutricional para juvenis de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus). Foram utilizados 12 peixes por repeticao, distribuidos
em 20 tanques por 60 dias. As concentracdes de OEZO utilizadas foram: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5
e; 2,0 mL kg dieta®. O zingibereno foi o principal constituinte do OEZO (33,20%). A
suplementacdo de 0,5 mL OEZO kg dieta® melhorou peso final, ganho de peso, indice
hepatossomatico e taxa de converséo alimentar. Foi verificado aumento linear positivo
para leucocitos, hemécias, hematdcrito e plaquetas. O grupo controle apresentou niveis
de colesterol plasmatico superiores ao grupo que recebeu 2,0 mL OEZO kg dieta™. A
altura das vilosidades intestinais dos peixes alimentados com 0,5 mL OEZO kg dieta™ foi
superior aos que receberam 2,0 mL OEZO kg dieta*. Para as células do figado, a area e
0 perimetro do hepatécito do grupo controle foram maiores do que dos demais
tratamentos. O ndmero de hepatocitos do grupo controle foi inferior ao verificado nos
juvenis que receberam 2,0 mL OEZO kg dieta®. Conclui-se que a suplementacéo de 0,5
mL OEZO kg dieta™ como aditivo alimentar é indicada para juvenis de tilapia do Nilo,
uma vez que demonstrou beneficios para desempenho de crescimento e varidveis

hematoldgicas.

Palavras-chave: Aditivo alimentar, crescimento, epitélio intestinal, hepatdcitos,

leucdcitos, zingibereno.
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EFFECT OF THE ESSENTIAL OIL OF GINGER (Zingiber officinale) ON THE
NILE TILAPIA YOUTH DIET

ABSTRACT

Essential oils as food additives are an alternative to increase the efficiency of nutrients in
the diet of fish. Thus, the effect of the essential oil of Zingiber officinale (EOZO) as a
nutritional additive for juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) was evaluated.
Twelve fish were used per repetition, distributed in 20 tanks for 60 days. The EOZO
concentrations used were: 0.0; 0.5; 1.0; 1.5 ¢; 2.0 mL kg* diet. Zingiberene was the main
constituent of EOZO (33.20%). Supplementation of 0.5 mL EOZO kg diet™ improved
final weight, weight gain, hepatosomatic index and feed conversion rate. There was a
positive linear increase for leukocytes, erythrocytes, hematocrit and platelets. The control
group had plasma cholesterol levels higher than the group that received 2.0 mL EOZO kg
diet?. Intestinal villi of fish fed 0.5 mL EOZO kg diet™ were higher than those that
received 2.0 mL EOZO kg diet™. For liver cells, the hepatocyte area and perimeter of the
control group were larger than other treatments. The number of hepatocytes in the control
group was lower than that observed in juveniles who received 2.0 mL EOZO kg diet™. It
is concluded that the supplementation of 0.5 mL EOZO kg diet? is indicated as a food
additive for juvenile Nile tilapia due ther benefits in growth performance and

hematological variables.

Key words: Food additive, growth, intestinal epithelium, hepatocytes, white blood cells,

zingiberene.
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INTRODUCAO

A nutricdo é um item fundamental na producdo intensiva de peixes, sendo
dependente de fatores como a disponibilidade de dietas e o custo do investimento. Aliado
a isso, o estado nutricional desempenha um fator crucial no bem estar e imunidade dos
peixes (De SOUZA et al., 2020; SHOKR e MOHAME, 2019). Neste sentido, 0 numero
de aditivos alimentares naturais utilizados na nutricdo de peixes a fim de melhorar néo
somente o desempenho, mas também a salde destes animais, tem recebido cada vez mais
atencdo dos piscicultores (TONSY et al., 2011; HASSANIN et al., 2014).

A tendéncia na reducdo do uso de aditivos sintéticos (antibidticos e
quimioterapicos), devido a desvantagens como contaminacdo ambiental e alteragcdo das
defesas imunoldgicas, resultaram na busca por aditivos naturais de origem vegetal como
0s Oleos essenciais, 0s quais podem melhorar desempenho em crescimento, eficiéncia

alimentar, digestibilidade e absorcédo dos nutrientes nos peixes (SHALABY et al., 2003;

TALPUR et al.,, 2013; HASSANIN et al., 2014). Oleos essenciais sd0 compostos

aromaticos volateis lipofilicos e geralmente odoriferos produzidos a partir de parte de
plantas (flores, sementes, raizes, frutos, folhas, ramos, casca, ervas) ou plantas inteiras,
atuando como metabdlicos secundarios (BERALDO et al., 2013, ANDRADE et al., 2014,
MAZZARINO et al., 2015). Além disso, também podem apresentar vantagens por suas
acOes antimicrobianas, antioxidantes, imunomoduladoras e imunoestimulantes
(TEIXEIRA etal., 2017; Da CUNHA et al., 2018; De SOUZA et al., 2019).

O gengibre (familia Zingiberaceae) € uma espécie herbacea e perene, com origem
em diversas regides da India e China (SINGH et al., 2005). O 6leo essencial de gengibre
Zingiber officinale (OEZO) pode ser extraido do rizoma, sendo amplamente aplicado nas
industrias alimenticia (aromatizantes e condimentos), de cosméticos (fragrancia e

antioxidante) e farmacéutica (antibacteriana, antitumoral e anti-inflamatoria). Estudos



97

prévios com extratos de gengibre demonstraram efeito imunoestimulante, atuando como
estimulante para o aumento na digestibilidade, influenciando as enzimas no processo
digestivo, melhorando o metabolismo proteico e lipidico, bem como 0 aumento na taxa
de crescimento, além de contribuir para véarios outros efeitos, tais como antioxidante,
antimicrobianos, farmacoldgicos em peixes (NYA e AUSTIN et al., 2009; APINES-
AMAR et al., 2012; TALPUR et al., 2013; HASSANIN et al., 2014; SHAKYA et al.,
2015; ABBASI-GHADIKOLAEI et al., 2017). Desta maneira, embora existam estudos
prévios com o uso gengibre (in natura, extrato ou em pd) na dieta de peixes (TALPUR et
al.,, 2013; SUKUMARAN et al., 2016; ABBASI-GHADIKOLAEI et al., 2017,
AHMADIFAR et al., 2019; SHOKR e MOHAMED, 2019), estudos relatando OEZO e
seu potencial na dieta de tilapia do Nilo como promotor de crescimento e saude ainda séo
poucos conhecidos.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma das principais espécies de agua
doce produzidas na aquicultura mundial e no Brasil (FAO, 2018; ETENE, 2019).
Apresenta como vantagens caracteristicas como rusticidade, carne saborosa, boa
conversao alimentar e ganho de peso, aléem de boa aceitabilidade de dietas comerciais
(EL-SAYED, 2006).

Dado o potencial da OEZO como promotor de crescimento e bem-estar de peixes,
ele pode contribuir para melhorar o crescimento e a salde da tilapia do Nilo. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do OEZO em relacdo ao crescimento,

metabolismo, fisiologia e histologia intestinal e hepatica de juvenis de tilapia do Nilo.

MATERIAL E METODOS

Oleo essencial de Zingiber officinale (OEZO)

O OEZO usado no corrente estudo foi obtido da LASZLO-Aromaterapia Ltda
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(Belo Horizonte, MG, Brasil) (Tabela 1). O método de cultivo foi o convencional
utilizando somente os rizomas da planta e para obtencdo da extracdo do OEZO, foi
realizado pelo método hipercritico — CO,, conforme preconiza a British Pharmacopoeia
(2007). O método de analise do OEZO foi através de cromatografia gasosa de alta
resolucdo acoplada a espectrometria de massa 5975C (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) realizado pelo Laboratorio de Quimica Instrumental da Universidade Federal
de Minas Gerais, usando um cromatdgrafo a gas Agilent 7820A acoplado ao detector de
ionizacdo em chama (Agilent Technologies) e coluna capilar HP-5 (30 m x 0,32mm X
0,25um; Agilent Technologies). O He foi utilizado como gas de arraste (1 mL min') e a
amostras injetadas (1 pL) através do auto injetor na razao de split (1:5), mantido a 220
°C. A coluna cromatografica a 60 °C (0 min), foi aquecida a uma taxa de 3 °C min™ até
atingir 200 °C (mantida por 30 min) (ALMEIDA et al., 2016). A identificacdo dos
constituintes foi realizada pela comparacéo dos indices de reten¢do com os dados do NIST

(2008).

Tabela 1. Composicdo quimica de 6leo essencial de Zingiber officinale determinado via
cromatografia gasosa de alta resolucdo. IRL: indice de Retencdo de Literatura (NIST,
2008).

Composto quimico IRL Area (%)
a-pineno 971 0,9
Canfeno 978 2,8
Limoneno 1029 3,0
Hidrato de trans-Sabineno 1031 2,1
Ar-curcumeno 1487 14,1
Germacreno D 1492 4,5
Zingibereno 1502 33,2
a-farneseno 1514 9,4

B-bisaboleno 1518 6,3
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Sesquifelandreno 1529 15,8
Nao identificados - 7,9
Total 100

Localizagéo, animais e condicGes experimentais
O experimento foi conduzido na Estagdo de Aquicultura da Escola Agricola de
Jundiai (EAJ) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) (Distrito de
Macaiba, RN, Brasil). O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFRN (protocolo 052/2018 — certificado n°: 129.052/2018). Juvenis
de tilapia do Nilo (peso e comprimento inicial de 7,78 + 0,10 g e 5,6 £ 2,57 cm,
respectivamente) foram provenientes de uma larvicultura comercial (Aquicultura
Lawrence — Brejinho, RN, Brasil). Os peixes foram aclimatados e adaptados as condigdes
experimentais por uma semana. Em seguida, os peixes foram pesados e distribuidos em
tanques circulares de 250 L de a4gua (12 peixes/tanques) em sistema de recirculagdo, com
aeracdo constante e filtros mecénico e bioldgico, sendo alimentados com dietas
experimentais 03 trés vezes ao dia por um periodo de 60 dias.
Os parametros de qualidade de agua para oxigénio dissolvido (5,92 £ 0,11 mg O>
L) e temperatura (25,16 + 0,26 "C) da 4gua foram monitorados diariamente com o auxilio
de um medidor de oxigénio dissolvido digital portatil (Instrutherm MO — 900, S&o Paulo,
SP, Brasil), pH (7,2 + 0,06), amonia total (0,61 + 0,12 mg L™ N-NHs3), alcalinidade total
(12,16 + 0,08 mg L* CaCOs), dureza total (10,65 + 0,20 mg L™ CaCOs) e nitrito (0,54 +
0,17 mg L* N-NO,), foram realizados duas vezes por semana através de reacdes
colorimétricas de kit comercial Labcon Teste (Alcon Ltda — Camboriu, SC, Brasil). Os
parametros de qualidade de agua permaneceram estaveis durante a conducdo do

experimento.
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Dietas experimentais e desempenho de crescimento
As dietas peletizadas (36,50% de proteina bruta e 4750 k cal® de energia
digestivel) foram manufaturadas no Laboratério de Nutricdo Animal da UFRN, conforme

exigéncia para a espécie (NRC, 2011), contendo diferentes concentra¢cdes do OEZO

-1
(0,50; 1,0; 1,5 e 2,0 mL Kg ), além do grupo controle, sem adicdo de OEZO na dieta
(Tabela 2). Os ingredientes foram adquiridos de forma comercial e a quantidade de
ingredientes foi a mesma em todos os tratamentos e a diferenca ocorreu pela adigéo de

OEZO de acordo com cada tratamento.

Tabela 2. Composicédo das dietas experimentais fornecida aos juvenis de tilapia. AAC =

Analise aproximada da composicéo.

Ingredientes %
Farelo de soja (45%) 50,3052,00
Milho moido 25,40
Farinha de peixe (55%)* 9,70
Farinha de trigo 10,00
Fosfato bicalcico 2,55
Oleo de soja 0,83
Premix? 0,50
Sal 0,50
Vitamina C 0,20
BHT 0,02

Farinha de peixe: Jardim de Minas, Jardim A Mineira Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil.

2Niveis de garantia (por kg): vit. A, 450.000 Ul kg*; vit. D3, 2.885.000 Ul kg*; vit. E, 1.000,00 Ul kg*;
vit. K3, 1.250 mg kg; vit. B1, 100,00 mg kg*; vit. B2, 300,00 mg kg*; vit. B6, 150,01 mg kg™; vit. B12,
750,00 pg kg'*; Ac. Nicotinico, 1750 mg kg™; Ac. Pantoténico, 600,00 mg kg™; Biotina, 5,00 mg kg; Ac.
Folico, 75,00 mg kg; Colina, 8.700, 17 mg kg*; Metionina, 32,99 g kg*; Fitase, 66.650,00 FYT kg™;
Ferro, 1.666,00 mg kg™; Cobre, 333,32 mg kg*; Zinco, 2.166,71 mg kg*; Manganés, 2.116,58 mg kg*;
Sadio, 50,66 mg kg*; Selénio, 12,50 mg kg*; lodo, 33,33 mg kg*; Calcio, 213,67 g kg™;

Para a preparacdo das dietas os ingredientes foram pesados, misturados e 0 OEZO

foi adicionado juntamente com o O6leo de soja. Apds, os ingredientes foram
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homogeneizados, umedecidos (25% de &gua p/p) e peletizados (placa de matriz de 0,8
mm) em uma maquina elétrica experimental (Skymsen PSEE - 10, Brusque, SC, Brasil).
Em seguida, os alimentos foram secos & temperatura ambiente (25,0 °C) por 48 h e
fracionados para armazenamento em recipientes plasticos protegidos da luz e mantidos
sob refrigeracdo (4 °C) até a sua utilizacdo. As dietas experimentais foram fornecidas até
a saciedade aparente, em trés refeicdes diarias (08:00, 12:00 e 16:00 h). E a avaliacdo do
consumo de cada unidade experimental foi mensurado a cada trés dias, pela diferenca do

peso das racdes contida nos recipientes para cada unidade experimental.

Avaliacéo do crescimento
Um dia antes da biometria final, os peixes ficaram em jejum por 24 h. O peso
(balanca digital, TOLEDO, PRIX 3, S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil - com preciséo
de 0,01 g) e o comprimento total (CT, cm) dos animais de todas as unidades
experimentais foram mensurados para calculo dos parametros de desempenho
produtivo.
Foram calculadas as seguintes variaveis de desempenho:
e ganho de peso (GP, g) = PF (g) — PI (g); em que PF e PI sdo peso final e peso
inicial, respectivamente;
e taxa de crescimento especifico (TCE, % dia™) = 100 x (In p — In PI)/t (dias), em
que PF, Pl e t sdo peso final, peso inicial e tempo, respectivamente;
e conversdo alimentar aparente (CAA) = RC (g)/GP; em que RC E GP sdo racao
consumida e ganho de peso, respectivamente;
¢ indice hepatossomatico (HIS), %) = 100 x (peso do figado (g)/peso corporal ();

e fator de condicdo (FC, g cm™) = 100 x (peso corporal (g)/comprimento corporal

(cm))?;
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e taxa de sobrevivéncia (SOB, %) = [(n° final peixes x 100)/n° peixes inicial].

Coleta de amostras

Ao término do experimento (60 dias), os animais passaram por um jejum de 24 h. E
foram submetidos as coletas de sangue e material histolégico. Para as analises
hematoldgicas 6 peixes/caixa. Foram anestesiados com solugéo de eugenol (50 mg L?)
para coleta de 2 mL de sangue por puncdo venocaudal, sendo que trés amotras,
encaminhados para analises hematoldgicas e de glicose e outras trés destinadas a obtencao
do plasma. Outros dois peixes/caixa foram eutanasiados com solugéo de eugenol (200 mg

L1) para coleta de figado e intestino que foram direcionados para analises histoldgicas.

Analises sanguineas e plasmaticas

A glicose (mg dL™) foi mensurado por meio de fitas de reagente através de
aparelho de glicosimetro digital (G-Tech Free 1, Duque de Caxias, RJ, Brasil),
imediatamente apds a coleta de sangue.

A andlise do hematocrito foi realizada por centrifugacdo capilar de acordo com
Goldenfarb et al. (1971). Os tubos capilares heparinizados foram preenchidos com
amostra de sangue, fechados com um material apropriado e centrifugados a 12.000 x g por
5 min (Wiener la. Counter 19, Sdo Paulo, SP, Brasil). A leitura foi feita numa escala
padronizada. O indice de hemoglobina foi determinado de acordo com Collier (1944).
Foram adicionados 10 pL de sangue a 2 mL de solucdo de Drabkin, homogeneizados em
vortex e a leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 540 nm. Foi realizada a contagem
eritrocitos em camara de Neubauer em microscopio éptico com aumento de 400x. Os
valores dos indices hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina

corpuscular média (HCM) e concentragdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM)
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foram determinados a partir do numero de eritrocitos, indice de hemoglobina e
hematdcrito (WINTROBE, 1934). Plaquetas e globulos brancos foram analisadas através
do principio da impedancia volumétrica (método Coulter) (BACALL, 2009).

O sangue destinado para obtengédo de plasma foi centrifugado (Fanem® Excelsa®
Il modelo 206-BL, Séo Paulo, SP, Brasil) em 10.000 x g por 10 min (4 °C) (Fanem®
Excelsa® 11 modelo 206-BL, S&o Paulo, SP, Brasil). Em seguida, o material foi
armazenado e refrigerado (- 20 °C). Para determinacdo das andlises bioquimicas
plasmaticas foi utilizado um analisador semiautomatizado bioquimico (Bioclin, Mindray
BA-88A, Belo Horizonte, MG, Brasil). O plasma obtido foi destinado as determinacoes
de triglicerideos (mg dLt), proteinas totais (g dL™), albumina (g L), colesterol (mg dL-
1, AST (Aspartato Aminotransferase) (U mL™) e ALT (Alanina Aminotransferase) (U
mL™) pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando kits comerciais da Bioclin®

(COPLEY, 1941).

Analise histologica do intestino e figado

Foram coletados 2 cm de figado e 2 cm de intestino (porcao anterior e posterior)
que foram fixados em formalina 10% (24 h) e, posteriormente, conservadas em alcool
70%. Assim, as amostras passaram pelo procedimento histologico de desidratacdo em
série alcodlica crescente, diafanizacdo em serie de xildis, inclusdo em blocos de parafina.
Posteriormente o material foi cortado por meio de um micrétomo com cortes transversais
(5 um), sendo fixados em laminas e entdo submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina
(HE) e &cido periddico e reativo de Schiff (PAS) (PROPHET et al., 1992).

Os cortes histologicos foram avaliados quanto as caracteristicas morfolégicas,
sendo o material fotografado pelo programa de software Axo Vision Le® 4.8.2 a partir

de microscopio bioldgico binocular Axio Scope AL(ZEISS, Jodo Pessoa, PB, Brasil) com
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uso de camera para microscépio AxionCam ICc 3 (ZEISS). Foram ponderadas dez
microfotografias por repeticéo, totalizando 200 microfotografias por tratamento, tanto
para as amostras do intestino, quanto do figado. A andlise e quantificacdo das amostras
microfotagrafadas ocorreu através do programa Motic Images Plus 3.0.

As amostras de intestino foram microfotografadas com ampliagédo de 20x e 40x
para medir as seguintes variaveis: altura e largura (um) das vilosidades e espessura do
epitélio (um) (SCHWARZ et al., 2011). A altura foi obtida do &pice da base de cada
vilosidade, o comprimento através da medida do perimetro de cada vilosidade, a largura
da vilosidade regido mediana (em linha reta) e a espessura do epitélio foi obtida a partir
de uma das extremidades da regido mediana. Para a anélise de quantificacdo foi realizada
por meio de um desenho de grade de Mers modificada, com um conjunto sistematico de
janelas aleatdrias de area, formando pontos equidistantes e linhas paralelas (HOWARD e
REED). A medida da variavel foi expressa pela média do nimero de células apresentadas
dentro do pontos contados no campo (histologico) da area quadrada determinada,
calculando-se a quantidade de pontos necessarios para um erro padrao relativo.

As amostras de figado foram microfotografadas com ampliacdo de 20x e 40x para
quantificar as seguintes varidveis: numero, area (um) (medida da superficie do
hepatocito) e perimetro dos hepatocitos (um) (soma de todos os lados) (GUNDERSEN,

1977). A analise de quantificacdo ocorreu similarmente a analise histologia de intestino.

Analises estatistica
O delineamento experimental inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e
quatro repeticBes. Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo. A
homocedasticidade das variancias foi verificada através do teste de Levene. Realizou-se

uma analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey. Em
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seguida, os efeitos do OEZO em relacdo as variaveis foram avaliados de acordo com a

regressao polinomial. O nivel minimo de significancia foi 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Desempenho de crescimento

Foi verificado um efeito linear positivo entre OEZO adicionado a dieta de juvenis
de tilapia do Nilo e FC (y = 1,428 + (0,030x); R? = 0,84). Um efeito quadratico para
OEZO na dieta foi verificado para CT (y = 13,361 + (0,304x) - (0,037x%); R2=0,71) e
TCE (y = 2,315 + (0,182x) - (0,103x?); R? = 0,65) (Tabela 3).

Adicionalmente, os juvenis alimentados com 0,5 mL OEZO kg dieta™
apresentaram um aumento significativo no peso final em relacéo aos demais tratamentos
(p <0,042) e no ganho de peso comparado aos peixes do grupo controle ou alimentados
com 1,5 2,0 mL OEZO kg dieta™ (p < 0,035). Tilapias do Nilo que receberam uma dieta
com 0,5 mL OEZO kg dieta® apresentaram IHS significativamente maior do que o grupo
controle (p = 0,036). Além disso, os peixes alimentados com 0,5 mL kg de OEZO na
dieta apresentaram uma CAA significativamente inferior ao grupo controle e aos grupos
que receberam 1,5 e 2,0 mL OEZO kg dieta™ (p < 0,043). Peso inicial e sobrevivéncia

ndo apresentaram regressao linear ou quadratica, nem diferenca significativa (Tabela 3).

Tabela 3 - Desempenho de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo
diferentes concentracdes de Oleo essencial de Zingiber officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg dieta™)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Peso Inicial ~ 7,99+0,20 7,88+0,28 7,58+0,14 7,73+0,12 7,93+0,20
Peso Final 31,46+0,56° 33,83+0,60°  31,78+0,37°  30,91%0,34° 31,27+0,34
GP 23,48+0,60° 2595+0,70°  24,20+0,38%  23,18+0,39" 23,34+0,53%
CT** 13,30+0,34  13,32+0,39 13,15+0,60 12,81+0,24  12,98+0,22
FC* 1,43+0,10 1,45+0,12 1,44+0,18 1,48+0,08 1,49+0,10
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TCE** 2,2940,05  2,43+0,05 2,39+0,04 2,3120,04  2,29+0,06
Consumo 585,40+0,0 58540+0,0  58540+0,0  58540+0,0 585,40+0,0
CAA 2,080,050  1,88+0,05>  2,02#0,03®  2,11#0,03*  2,09+0,05®
IHS 1,23+0,25°  2,76+0,45%  1,89+0,22®  237+0,37®  2,39+0,31%
Sob 100,0+0,0  100,0+0,0 100,00,0 100,040,0  100,0+0,0

Peso inicial, Peso final, GP (ganho de peso) e CAA (conversdo alimentar aparente) sdo expressos
em g, CT (comprimento total) é expresso em cm, TCE (taxa de crescimento especifico) é expressa
em % dia™, FC (fator de condicio) é expresso em g cm™ e IHS (indice hepatossomatico) e Sob
(sobrevivéncia) sdo expressos em %. Os dados sdo apresentados como média + erro padréo (n =
4 tanques por tratamento). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos (teste de Tukey, p <0,05). * Indica regressao linear. ** Indica regressao quadratica.

Variaveis hematoldgicas

O aumento da concentracdo de OEZO na dieta causou efeito linear positivo para
leucdcitos (y = 157,324 + (15,342x), R? = 0,82), hemaceas (y = 1,294 + (0,163x); R? =
0,67), hematdcrito (y = 23,098 + (2,533x); R? = 0,68) e plaquetas (y = 57,771 + (24,906x);
R? = 0,80). Uma regressdo quadratica foi verificada para hemoglobina (y = 10,231 +
(2,322x) - (0,983x?); R? = 0,94) (Tabela 4).

Adicionalmente, valores para leucocitos foram significativamente menores no
grupo controle em relacdo a 2,0 mL OEZO kg dieta™® (p = 0,033). Os peixes alimentados
com 1,0 mL OEZO kg dieta® apresentaram hemaceas significativamente superior ao
grupo controle (p = 0,030). Os indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) néo

apresentaram regressao linear ou quadratica, nem diferenca significativa (Tabela 4).

Tabela 4 - Variaveis hematoldgicas de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas

contendo diferentes concentrac@es de 6leo essencial de Zingiber officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg dieta™)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Hct* 21,82+1,38 24,64+2,11 27,5311,46 27,42+£1,75 26,76+1,58
Hemacias* 1,22+0,08 1,38+0,13 1,59+0,11 1,57+0,10 1,53+0,09
Hg** 10,15+0,45 11,30+0,36 11,59+0,34 11,32+0,39 11,03+0,32
VCM 180,19+3,54 180,67+2,80 175,9545,71 188,14+11,28 175,38+3,97
HCM 86,26+5,90 90,06+10,55 76,74+6,06 85,33+14,24 73,8513,27
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CHCM 47,77+2,95 49,45+5,27 43,32+2,49 49,8049,64 42,45+2,30
Leucécitos* 154,47+9,99°  168,67+6,70*  177,31+7,99%  171,45+9,47% 191,43+7,44%
Plaguetas*  68,58+15,80 60,64+21,36 71,67+24,34 102,67+36,07 109,83+46,06

Leucdcitos é expresso em x10° uL?, Hemacias é expresso em x10° uL™, Hg (hemoglobina) e
CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média) sdo expressos em g dL™, Hct
(hematdcrito) é expresso em %, Plaquetas é expresso em pL, VCM (volume corpuscular médio)
é expresso em fL e HCM (hemoglobina corpuscular médio) é expresso em pg. Os dados sdo
apresentados como média * erro padrdo (n = 12 peixes por tratamento). Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de Tukey, p <0,05). * Indica
regressao linear. ** Indica regressao quadratica.

Variaveis bioquimicas

Foi verificada regressdo quadratica em relagdo as concentracfes de OEZO na dieta
para albumina (y = 1,379 - (0,122x) + (0,063x?); R? = 0,95) e AST (y = 513,960 +
(201,800x) - (97,751x%); R? = 0,80) (Tabela 5). O grupo controle apresentou niveis de
colesterol plasmatico significativamente superiores em relacdo ao grupo que recebeu 2,0
mL OEZO kg dieta? (p = 0,047). Glicose, triglicérides, proteinas totais e ALT ndo

apresentaram regressao linear ou quadratica, nem diferenca significativa (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis bioguimicas de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas

contendo diferentes concentrac@es de 6leo essencial de Zingiber officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg dieta™)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Glicose 63,67+5,82 62,42+6,93 61,08+7,32 50,75+4,75 60,75£3,72
Triglicérides  67,55+5,80 62,3315,38 67,27+4,50 73,00£7,02 61,3315,40
Colesterol 147,90+4,60? 133,25+6,49% 136,82+3,40®  139,42+6,41%  123,36+7,17"
Prot totais 3,26+0,10 3,07+0,11 3,13+0,10 3,25+0,10 2,97+0,09
Albumina** 1,38+0,08 1,33+0,10 1,33+0,10 1,33£0,08 1,39+0,07
ALT 4,75+0,53 4,25+1,03 5,25+1,22 6,44+1,14 5,30+0,93
AST** 510,33+96,92  588,45+101,69  645,70+127,68 561,78+62,93  539,42+90,59

Albumina e Prot totais (Proteinas totais) sdo expresso em g dL, ALT (Alanina aminotransferase)
e AST (Aspartato aminotransferase) sdo expressos em U L™, Colesterol, Triglicérides e Glicose
sdo expressos em mg dL%. Glicose é variavel sanguinea e as demais variaveis sdo plasmaticas.
Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo (n = 12 peixes por tratamento). Letras
diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos (teste de Tukey, p
<0,05). ** Indica regressdo quadrética.
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Histomorfometria das vilosidades intestinais

As analises histoldgicas do intestino delgado em todos os tratamentos revelaram
que é possivel identificar a estrutura das vilosidades e microvilosidades intestinais exibida
de forma bem organizada e compactada, sem sinal de danos. Em todos os tratamentos
também se verificou células compostas por células epiteliais cilindricas simples com
planuras estriadas simples, citoplasma de coloragdo eosinofila, enterdcitos, vacuolos,

borda em escova saudavel e presenca de células caliciformes (Figura 1).

Figura 1. SeccOes histologicas transversais das vilosidades intestinais de juvenis de

tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo diferentes concentracdes de dleo
essencial de Zingiber officinale, coradas em HE e PAS. Em mL kg dieta®: A: 0,0
(controle); B: 0,5; C: 1,0; D: 1,5 e; E: 2,0. Aumento: 40x. Traco retilineo indica
vilosidades; retangulo indica interior das vilosidades; asterisco indica enterdcitos; seta

indica borda em escova e; circulo indica células caliciformes. n = 8 peixes por tratamento.

Houve regress&o linear para largura das vilosidades (y = 64,758 - (5,686x); R? =
0,84) e espessura do epitélio (y =28,469 - (1,841x); R? = 0,80) em relagdo a concentragéo
de OEZO presente na dieta. Foi verificada regressdo quadratica em relagéo a concentracéo

de OEZO na dieta para altura das vilosidades intestinais (y = 142,510 + (47,050x) -
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(29,740x%); R? = 0,90). Em adicdo, a altura das vilosidades intestinais dos peixes
alimentados com 0,5 mL OEZO kg dieta* foram significativamente superiores aos que
receberam 2,0 mL OEZO kg dieta™ (p = 0,018). Nimero de células caliciformes ndo

apresentaram regressao linear ou quadratica, nem diferenca significativa (Tabela 6).

Tabela 6. Histomorfometria das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia do Nilo
alimentados com dietas contendo diferentes concentracfes de 6leo essencial de Zingiber
officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg dieta™)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
AV** 13558+7,85® 167,38+7,33* 157,10+12,07®  141,03+6,69®  120,68+10,28"
LV*  64,46+583  64,25+3,05 56,97+2,20 54,62+3,06 55,06+2,88
EP*  28,23+3,06  28,57+1,75 25,69+1,24 25,48+1,84 25,18+1,47

CcC 59,65+10,95 69,35+3,07 63,13+13,94 56,10+3,82 69,18+14,25

AV (altura das vilosidades), LV (largura das vilosidades) e EP (espessura do epitélio) sdo
expressos em pum, CC = N° de células caliciformes. Os dados sdo apresentados como média +
erro padrdo (n = 8 peixes por tratamento). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica entre os tratamentos (teste de Tukey, p <0,05). * Indica regressao linear. ** Indica
regressdo quadratica.

Histomorfometria das células hepaticas

Em todos os tratamentos, os hepatdcitos se apresentaram com nucleos redondos,
tamanhos variados e alguns binucleados, células poliédricas, com cromatina dispersa,
formacdo de nucléolos proeminentes (Figura 2 A). As células hepaticas das tilapias do
Nilo alimentadas com 0,5 mL OEZO kg dieta evidenciaram membranas celulares
descontinuas e regides em que o nucleo exibe picnose (Figura 2 B). Nos peixes
suplementados com 1,0 mL OEZO kg dieta™ verificou-se hepatdcitos com vactolos
citoplasmaticos arredondados, difusos e finos, além de hepatdcitos aumentados com a
presenca de nicleo deslocado para a periferia das células, além da presenca de alguns

hepatocitos com necrose (Figura 2 C). Nos peixes dos tratamentos 1,5 e 2,0 mL OEZO
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kg dieta® foi possivel observar alguns hepatocitos sem a presenca de vactiolos, necrose,

capilares sinusoides (Figura 2 D) e congestdo sanguinea (Figura 2 E).

Figura 2. Seccdes histoldgicas transversais de células hepaticas de juvenis de tilapia do

Nilo alimentados com dietas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de
Zingiber officinale, coradas em HE e PAS. A) 0,0 - Controle, B) 0,5 mL kg%, C) 1,0 mL
kg?, D) 1,5 mL kg, E) 2,0 mL kg. Aumento: 40x. Traco retilineo indica hepatocitos
binucleados; estrela indica presenca de ductos biliares; quadrado indica hepatdcitos com
nucleo picnético; seta indica vesiculas no interior dos hepatdcitos; circulo indica esteatose
hepatica e necrose de hepatdcitos; seta tracejada indicam capilares sinusoides e; asterisco

indica congestdo sanguinea. n = 8 peixes por tratamento.

Houve regresséo linear para nimero de hepatdcitos (y = 89,122 + (17,960x); R% =
0,78) a medida em que foi acrescentado OEZO na dieta. Ocorreu regressdo quadratica
para area (y = 127,460 - (90,796x) + (35,123x?); R? = 0,94) e perimetro do hepatocito (y
= 46,403 - (16,120x) + (5,997x%); R?=0,91). O nimero de hepatdcitos do grupo controle

foi significativamente inferior ao verificado nos juvenis que receberam 2,0 mL OEZO kg
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dieta? (p = 0,040). A area e o perimetro do hepatocito do grupo controle foram
significativamente maiores do que dos peixes dos outros tratamentos (p < 0,001 e < 0,023,

respectivamente) (Tabela 7).

Tabela 7. Histomorfometria das células hepaticas de juvenis de tilapia do Nilo
alimentados com dietas contendo diferentes concentragdes de 6leo essencial de Zingiber
officinale (OEZO).

Variaveis OEZO (mL kg dieta™)

0,0 0,5 1,0 1,5 2.0
NH*  79,68+8,47° 107,05+5,04® 111,90+12,08%®° 117,35+11,48® 11943+3,01°
AH™  130,97+7,65°  82,21+6,52° 76,58+4,65" 72,52+6,43" 84,44+4,36"

*K

PH 47,27+2,88% 38,08+1,74° 36,36+1,36" 37,37+2,09° 37,31+1,53"

AH (Area do hepatécito) e PH (Perimetro do hepatdcito) sdo expressos em pm. NH = nimero de
hepatdcitos. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo (n = 8 peixes por tratamento).
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de
Tukey, p <0,05). * Indica regressao linear. ** Indica regressao quadrética.

DISCUSSAO

No presente estudo, o melhor desempenho de crescimento foi verificado nos
peixes alimentados com 0,5 mL OEZO kg dieta®. Similarmente, estudos anteriores
relataram melhorias no ganho de peso e na conversdo alimentar aparente com dietas
suplementadas com gengibre em po6 para garoupa (Epinephelus tauvina) (400 mg kgl),
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (1,0 g kg, robalo asiatico (Lates calcarifer) (10
g kg?) e tilapia do Nilo (10 g kg?) (PUNITHA et al., 2008; NYA e AUSTIN, 2009;
TALPUR et al., 2013; HASSANIN et al., 2014).

O potencial de OEZO pode ser explicado pelos seus principais componentes
quimicos. No presente estudo, dentre os constituintes majoritarios do OEZO, destaca-se
0 zingibereno (33,2%) como principal composto quimico, corroborando com os achados

de Singh et al. (2005) (28,62%), Sacchetti et al. (2005) (23,9%) e Barceloux (2008) (27-
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30%). Assim, o0 zingibereno ou sua associagdo com outros compostos quimicos presentes
no OEZO pode ter contribuido para um efeito na promogdo de crescimento de juvenis de
tilapia do Nilo verificada no corrente estudo.

Os efeitos de promoc¢do de crescimento em alguns 6leos essenciais podem ser
devido ao seu aroma, resultando em maior consumo de alimento pelos peixes, com
consequente efeito positivo no ganho de peso (ABDEL-LATIF e KHALIL, 2014). Além
disso, os compostos bioativos presentes nas plantas podem modificar a morfologia trato
gastrointestinal (VALLADAO et al., 2017). Isto possibilita 0 aumento do consumo e
absorcdo de nutrientes, o que tende a ocasionar melhora no ganho de peso do animal
(FRANKIC et al., 2009; RADHAKRISHNAN et al., 2015).

No corrente estudo, a analise histomorfométrica do intestino mostrou que a altura
e a largura das vilosidades e a largura do epitélio das mucosas foram menores nos peixes
que receberam acima de 1,0 mL OEZO kg dieta?, o que deve ter reduzido a sua
capacidade de absorcdo de nutrientes e eletrolitos (BRANCO et al., 2010; MELLO et al.,
2013; ADEOYE et al., 2016). Contudo isso nédo foi verificado nos peixes suplementados
com 0,5 mL OEZO kg dieta?, os quais demonstram alta eficiéncia de absorcéo e tratos
intestinais saudaveis (MOHAMED et al., 2014). De acordo com Carvalho et al. (2011),
0 aumento do tamanho das vilosidades intestinais e espessura do epitélio se deve a uma
melhora na integridade da mucosa. Estudos prévios também verificaram alteracdes
causadoas por dietas com 0leos essenciais na histomorfometria intestinal. Valladéo et al.
(2017) verificaram que a suplementacdo do 6leo essencial de Melaleuca alternifélia (250
mg kg?) na dieta de tilapia do Nilo causou um aumento na altura das vilosidades
intestinais. Em jundia (Rhamdia quelen), a area epitelial apresentou um aumento no
numero de dobras intestinais nos peixes alimentados com dietas suplementadas com 1,0

e 2,0 mL de 6leo essencial de Aloysia triphylla kg dieta (ZEPPENFELD et al., 2015).
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O intestino desempenha funcdo na produtividade dos animais, atuando na digestao
e absorgdo de nutrientes, além de possuir funcdo no sistema imunoldégico (NICHOLSON
et al., 2012). Vallejos-Vidal et al. (2016) explicam que o uso de imunoestimulantes na
aquicultura tem possibilitado uma melhora na salde dos animais e em seu desempenho
produtivo. Desta forma, a melhora no crescimento dos peixes alimentados com 0,5 mL
OEZO kg dieta® também pode ser devido a eficacia do gengibre como agente
imunomodulador, melhorando a resposta imunoldgica dos peixes (NYA e AUSTIN,
2009). Tais efeitos decorrem da presenca dos compostos antioxidantes como polifendis,
flavonoides, taninos e saponinas, 0s quais podem ser encontrados no OEZO (SCALBERT
et al., 2005; TALPUR et al., 2013).

No presente estudo, a contagem de leucdcitos e plaquetas mostraram tendéncia
crescente com o aumento da concentracdo de OEZO na dieta, 0 que pode ter contribuido
com a melhora no sistema imunologico dos juvenis (RANZANI-PAIVA et al., 2013).
Similarmente, relatos de estudos prévios ja demonstraram que a acdo do gengibre em po
e do OEZO na dieta foram capazes de melhorar as respostas imunes inatas (ex. glébulos
brancos) em truta arco-iris, garoupa, robalo, carpa rohu (Labeo rohita), zebrafish (Danio
rerio) e carpa comum (Cyprinus carpio) (NYA e AUSTIN, 2009; APINES-AMAR et al.,
2012; TALPUR et al, 2013, SHAKYA, 2015; SUKUMARAN et al., 2016;
AHMADIFAR et al., 2019; MOHAMMADI et al., 2020).

Outra possivel contribuicdo da adicdo de OEZO na dieta de tilapias do Nilo para
0 corrente estudo esta relacionado ao aumento dos niveis de oxigénio, uma vez que houve
aumento dos valores de hemécias, hemoglobina e hematocrito, o que indica melhora no
transporte de oxigénio para os tecidos do corpo (TALPUR et al., 2013). Neste sentido,
Ferri-Lagneau et al. (2012) relataram que em peixes-zebra (Danio rerio) o gengibre in

natura aumentou os niveis de hemacias e hemoglobina, o que também foi relacionado
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com hematopoiese e um aumento no valor de hematécrito (MOHAMMADI et al., 2020).
Os efeitos vantajosos da suplementagdo de gengibre na elevacéo dos valores de variaveis
hematoldgicas também foram descritos em estudos anteriores com robalo, truta arco-iris,
esturjdo branco (Huso huso) e carpa comum (TALPUR et al., 2013; NYA e AUSTIN,
2009; GHOLIPOUR KANANI et al.,, 2014, MOHAMMADI et al., 2020). Em
consonancia a estes achados, 6leos essenciais de laranja (Citrus sinensis), casca do liméo
(Citrus limon), manjericdo (Ocimum gratissimum) e gengibre (Zingiber officinale)
suplementados na dieta melhoraram as varidveis hematoldgicas de tilapia do Nilo (ACAR
etal., 2015; BABA etal., 2016; BRUM et al., 2017).

No corrente estudo, a adicdo de OEZO na dieta de tilapia do Nilo também
contribuiu com a diminuigdo dos niveis de colesterol plasmatico. Uma reducao nestes
niveis pode prevenir patologias hepaticas, pois eles estdo associados ao estado nutricional
e alteracbes no metabolismo (lipidios e lipoproteinas) (WAGNER e CONGLETON,
2004; ZHAl et al., 2016). O OEZO pode inibir a elevacdo de colesterol plasmatico devido
a presenca de substancias com propriedades detergentes e emulsificantes, como as
saponinas (OTUNOLA et al., 2010; ZHAI et al., 2016). Similarmente, Brum et al. (2018)
verificaram que os niveis de colesterol plasmatico em tilapia do Nilo foram reduzidos
com adicdo de 0,5 e 1,5 mL de OEZO na dieta.

O figado é um 6rgao fundamental no metabolismo de nutrientes, onde alteracdes
histologicas podem indicador prejuizo na condi¢do nutricional (CABALLERO et al.,
2003). Tais alteracGes foram evidenciadas pelas analises histomorfométricas do presente
estudo nos peixes alimentados com 1,0 mL OEZO kg dieta™, o que poderia ser um indicio
de que o figado esta eliminando possiveis residuos produzidos (LEMES e BRACCINI,
2004). Contudo, as analises histoldgicas hepaticas dos peixes que receberam 1,5e 2,0 mL

OEZO kg dietal demonstraram reducdo de vactolos e necrose dos hepatdcitos,
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possivelmente resultando em nenhum prejuizo a estrutura destas células nos juvenis. Este
¢ um importante achado, pois quando Oleos essenciais sdo administrados nas
concentra¢des adequados, a satde dos peixes € melhorada. Do contrario, os efeitos podem
ser prejudiciais a saide e ao crescimento dos animais (BANDARANAYAKE, 2006).
Nas células hepaticas, em geral, quando a energia da dieta ultrapassa a capacidade
metabdlica celular, a célula desloca o seu nulcleo para a periferia, ocorrendo o
aparecimento de congestbes sanguineas e um quadro de esteatose hepatica
(CABALLERO et al., 2004; GAYAO et al., 2013). No presente estudo, isto foi verificado
nos peixes que receberam dietas com concentracdes acima de 1,0 mL OEZO kg™.
Inclusive, 0 numero de hepatocitos aumentou a medida em que foram aumentadas as
concentragdes de OEZO na dieta. Adicionalmente, embora os dados histologicos do
presente estudo tenham demonstrado alteragfes na morfologia do figado com as doses
acima de 1,0 mL OEZO kg dieta, como necrose e congestdo sanguinea, nds verificamos
que a area e o perimetro dos hepatocitos diminuiram em comparagédo ao grupo controle.
Em geral, a incorporacdo de OEZO na dieta ndo induziu danos severos a este 6rgao e nem
exerceu efeito adverso sobre a sobrevivéncia dos peixes, sendo que nos peixes
alimentados com 0,5 mL OEZO kg dieta® nenhuma alteracdo morfolégica danosa ao

figado foi encontrada.

CONCLUSAO
A suplementacdo de 0,5 mL OEZO kg dieta é indicada para alimentacdo de
juvenis de tilapia do Nilo, pois melhorou o desempenho de crescimento e os niveis de
leucécitos e demais varidveis hematoldgicas, sem comprometer o metabolismo e as

variaveis histomorfométricas intestinais e hepaticas.
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CONSIDERCOES FINAIS E IMPLICACOES

A suplementac&o de 2,0 mL OEOB kg dieta™ é a concentracdo mais indicada para
juvenis de pirarucu criados com uma densidade de estocagem muito alta (7,56 kg m™3),
pois melhorou o desempenho do crescimento, garantiu a salide e ndo causou alteracdes
relacionadas ao estresse no perfil metabolico.

A inclusdo de 0,5 mL OEZO kg dieta? é indicado tanto para os juvenis de
tambaqui, quanto para til&pia do Nilo. Este nivel apresentou melhora no desempenho de
crescimento, bem como nos niveis das variaveis hematoldgicas e bioquimica, além de
contribuir para variaveis histomorfométricas intestinais e hepaticas.

Os resultados gerados nesta tese sdo fundamentais para contribuir numa melhor
compreensdo da acdo dos OEOB e OEZO na dieta de peixes, visto que sdo encontrados
poucos estudos envolvendo propriamente o OE suplementado na dieta, bem como as
espécies envolvidas nessa pesquisa.

Por fim, destaca-se que sao necessarios novos estudos para entender melhor a acao
dos compostos bioativos presentes nos OEOB e OEZO no desenvolvimento dessas

espécies.



