UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
CAMPUS DOIS VIZINHOS
BACHARELADO EM ZOOTECNIA

NAYARA SANTINA VIEIRA

SEMENTE DE FENO GREGO (Trigonella foenum graecum) NA
ALIMENTACAO DE TILAPIA DO NILO: AVALIACAO IN VIVO DA
CAPACIDADE IMUNOESTIMULANTE E PROMOTORA DE
CRESCIMENTO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NO FILE

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

DOIS VIZINHOS
2019



NAYARA SANTINA VIEIRA

SEMENTE DE FENO GREGO (Trigonella foenum graecum) NA
ALIMENTACAO DE TILAPIA DO NILO: AVALIACAO IN VIVO DA
CAPACIDADE IMUNOESTIMULANTE E PROMOTORA DE
CRESCIMENTO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NO FILE

Trabalho de Conclusdo de Curso de
Graduacdo, apresentado ao Curso de
Bacharelado em Zootecnia, da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, campus Dois
Vizinhos, como requisito parcial para obtengéo
do titulo de ZOOTECNISTA.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Yuji Sado
Co-orientadora: Prof. Dr. Paula Fernandes
Montanher

DOIS VIZINHOS
2019



Ministério da Educacéo

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
Campus Dois Vizinhos r PR

Coordena(;e"io de Zootecnia UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

Curso de Zootecnia

TERMO DE APROVACAO
TCC

SEMENTE DE FENO GREGO (Trigonella foenum graecum) NA
ALIMENTACAO DE TILAPIA DO NILO: AVALIACAO IN VIVO DA
CAPACIDADE IMUNOESTIMULANTE E PROMOTORA DE
CRESCIMENTO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NO FILE

Autor: Nayara Santina Vieira
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Yuji Sado
Co-orientadora: Prof. Dr. Paula Fernandes

Montanher
TITULACAO: Zootecnista
APROVADO em 19 de junho de 2019.
Dr.: Sabrina Endo Takahashi Dr.: Paula Fernandes Montanher

Prof. Dr. Ricardo Yuji Sado
(Orientador)

“A Folha de Aprovagao assinada encontra-se na Coordenagao do Curso”.



A Deus, por ndo permitir que eu desistisse de mim quando ja
ndo enxergava motivos para continuar.
Aos meus pais, irmds e amigos que sempre estiveram ao meu

lado nos melhores e piores momentos.



AGRADECIMENTOS

A minha gratiddo a Deus, por estar sempre ao meu lado no decorrer de mais essa caminhada,
provendo toda ajuda necessaria tanto a nivel pessoal, quanto colocando em meu caminho 0s

amigos, professores, colegas e instrumentos, sem 0s quais nada seria possivel.

Ao meu orientador Ricardo, por me instruir durante os varios anos de orientacdo e me mostrar
que um parafuso mostra seu potencial quando é apertado. Gratiddo por sempre me cobrar,
afim de que eu me torno o melhor que posso ser. Foi nos momentos de desespero e confuséo

que tive a certeza de ter escolhido um bom orientador.

Sou grata a minha co-orientadora, Professora Paula, pela colaboragédo e contribui¢do para o

desenvolvimento deste trabalho. Sua paciéncia e amizade foram muito importantes pra mim.

Minha familia que sempre torceu por mim e entenderam que eu nao poderia passar as

festividades de fim de ano com eles por que este projeto era muito importante pra mim.

Aos colegas da UNEPE piscicultura pela ajuda durante e ap6s o periodo experimental.

Ao meu namorado Newton por ser meu parceiro fiel na realizacdo das atividades diarias
durante os fins de semana e nos feriados. Obrigada por seu esforco, seu carinho e seu
trabalho, mas mais do que isso, obrigada por me encorajar e me dar forgcas para vencer mais

esta fase.

Aos meus amigos, Thais, Leandro, Lucas, Josieli e Marcos que mesmo longe sempre me

deram forca e colaboraram para que eu ndo desistisse. Deus 0s recompense muito.

A todos que ndo citei, mas que contribuiram para a realizacdo de mais esta etapa, muito

obrigada.

A UTFPR-DV e todos seus servidores, obrigada por cada um que fazendo sua parte,

colaboraram para a realizagdo desse estudo.



O que prevemos raramente ocorre,
O que menos esperamos geralmente acontece.

Benjamim Disraeli



RESUMO

VIEIRA, Nayara Santina. Semente de feno grego (Trigonella foenum graecum) na
alimentacdo de tilapia do Nilo: avaliacdo in vivo da capacidade imunoestimulante e
promotora de crescimento e atividade antioxidante no filé. 47 f. TCC (Curso Bacharelado
em Zootecnia), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Dois Vizinhos, 2019.

A intensificacdo dos sistemas de producdo expde aos animais uma série de eventos
estressantes, com isso torna-se necessario o uso de produtos que aumentam a resisténcia do
organismo. Para diminuir o uso de produtos sintéticos fornecidos aos animais, muitos estudos
com fitoterapicos tem sido realizados, dentre eles o feno grego (Trigonella foenum graecum).
O feno grego € rico em polifendis, flavonoides, &cidos fendlicos, alcaloides e carotenoides,
apresentando resultados positivos como imunoestimulante, promotor de crescimento e com
efeito antioxidante. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da inclusdo de niveis
crescentes de feno grego na dieta de tilapia do Nilo sobre parametros imunoldgicos, de
desempenho e atividade antioxidante no filé. Este é um trabalho pioneiro no Brasil. Foram
trés tratamentos (0 %, 1 % e 2 % de inclusdo) e quatro repeticGes, em que juvenis de tilapias
foram pesados e medidos e posteriormente distribuidos aleatoriamente em caixas de
polietileno num sistema de recirculacdo. Foram alimentados por 45 dias com as dietas
experimentais. Apds o periodo experimental foi realizada a biometria de todos os animais,
bem como as analises hematologicas, imunoldgicas, de atividade antioxidante e de
desempenho. Os parametros de qualidade da &gua estiveram dentro dos ideais para a espécie.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando identificadas diferencas
significativas foram comparados pelo teste de média (a=0,05). Ndo houve efeito dos
tratamentos sobre os parametros hematoldgicos, imunolégicos e da atividade antioxidante no
file. No entanto, o desempenho foi influenciado (p<0,05) pelos tratamentos. Os peixes
alimentados com inclusdo de 1 % de feno grego apresentaram maior GP e CR, quando
comparados com o grupo controle. Os animais suplementados com feno grego apresentaram
melhores ICA quando comparados ao controle. Os resultados indicam que a incluséo de feno
grego na dieta de tilapias do Nilo ndo causam danos a saude do peixe, podendo ser fornecido
como aditivo alimentar para melhores resultados de desempenho zootécnico. Mais estudos
sd0 necessarios para determinacdo da dose ideal de inclusdo, bem como o tempo de
administragéo.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus. Sistema imune. Oxidagéo lipidica. Desempenho.



ABSTRACT

VIEIRA, Nayara Santina. Fenugreek (Trigonella foenum graecum) in Nile tilapia feeding:
in vivo evaluation of immunostimulating and growth promoting capacity and
antioxidant activity in fillet. 50 f. TCC (Curso Bacharelado em Zootecnia), Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Dois Vizinhos, 2019.

The intensification of production systems exposes animals to a series of stressful events,
which makes it necessary to use products that increase the resistance of the organism. To
reduce the use of synthetic products supplied to the animals, many studies with herbal
medicines have been carried out, among them the fenugreek (Trigonella foenum graecum).
The fenugreek is rich in polyphenols, flavonoids, phenolic acids, alkaloids and carotenoids,
presenting positive results as immunostimulant, growth promoter and antioxidant effect. The
objective of this work was to analyze the effect of the inclusion of increasing levels of
fenugreek on the diet of Nile tilapia on immune parameters, performance and antioxidant
activity in fillet. This is a pioneering work in Brazil. There were three treatments (0%, 1% and
2% inclusion of fenugreek) and four replications, in which tilapia juveniles were weighed and
measured and later distributed randomly in polyethylene boxes in a recirculation system. They
were fed for 45 days with the experimental diets. After the experimental period the biometry
of all the animals was carried out, as well as the hematological, immunological, antioxidant
activity and performance analyzes. The parameters of water quality were within the ideal for
the species. The data were submitted to analysis of variance and when significant differences
were identified were compared by the mean test (a = 0.05). There was no effect of the
treatments on hematological, immunological parameters and antioxidant activity in fillet.
However, performance was influenced (p <0.05) by treatments. Fish fed with 1% of
fenugreek presented higher GP and CR, when compared to the control group. Animals
supplemented with fenugreek presented better ICA when compared to control. The results
indicate that the inclusion of fenugreek in the diet of Nile tilapia does not cause damage to the
health of the fish and can be supplied as food additive for better results of zootechnical
performance. More studies are needed to determine the optimal dose of inclusion as well as
the time of administration.

Keywords: Tilapia of the Nile. Fenugreek. Antioxidant. Immunostimulant. Growth promoter.
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1 INTRODUCAO

Em 2018 o Brasil produziu mais de 722 mil toneladas de peixe, sendo que 55,4 %
deste montante foi de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), sendo superior a 2017, em que
esta espécie representava pouco mais de 51 % da producdo total (KUBITZA, 2015;
PEIXEBR, 2019). Esses numeros sdo resultados do esforco mdatuo entre produtores,
pesquisadores e gestores publicos, que trabalham em prol de animais com padrdo genético
internacional, nutricdo de qualidade e equilibrada e maior rigidez no controle e fiscalizacéo
das enfermidades (PEIXEBR, 2018).

Entre os fatores que podem acarretar disfuncbes nos peixes, estdo a ma qualidade da
agua; a nutricdo desequilibrada e alta densidade quando acima dos limites suportados pelas
espécies, podem provocar estresse cronico; levando ao aparecimento de surtos epizo6ticos,
ocasionando perda parcial ou total da producdo (AWAD et al, 2015; OBA; MARIANO;
SANTOS et al., 2009). Para atenuar os efeitos causados nos animais, sdo ministrados muitos
tipos de quimioterapicos, que embora ndo sejam proibidos, sua utilizagdo tem sido reduzida
por apelo da populacdo que tem optado por alimentos produzidos de forma mais ecoldgica e
com menor contaminacao residual (GUARDIOLA et al., 2017a).

Entre os quimioterapicos mais utilizadas na aquicultura, estdo a oxitetraciclina que ¢é
usada em subdosagens como promotora de crescimento; o sulfato de cobre no controle de
ectoparasitas; o verde de malaquita que é administrado para o controle de doencas fingicas e
o levamisol como imunoestimulante; todavia, o uso destes produtos sintéticos também podem
acarretar resisténcia nas bactérias e deixar residuos no produto final. (DONE; HALDEN,
2015, CABELLO et al., 2013; REDA et al., 2013; ANUTA et al., 2011).

Para conseguir resultados semelhantes aos que sdo alcancados pelos quimioterapicos,
porém sem que haja o risco associado ao uso dos desses produtos, muitos estudos tém
avaliado o efeito na salde e no desempenho animal apds a administracdo de fitoterapicos
como o limonete, o palmito, horteld, o alho e o feno grego (ADEL et al., 2015; DOS
SANTOS et al., 2017; ESTEBAN et al., 2014; GHEHDARIJANI et al., 2016; GUARDIOLA
et al., 2017b; ; JIAN; WU, 2003 OLAIYA; SOETAN, 2014; ; SANTOS; LUDKE; LIMA,
2009; THOMAS et al., 2011; VALLADAO, 2014).

O feno grego (Trigonella foenum graecum) é uma especiaria utilizada ha centenas de
anos na medicina tradicional humana como imunoestimulante e tratamento de lesdes,
abcessos, Ulceras, problemas digestivos e redutor do colesterol (HEUZE et al., 2018; WANI;

KUMAR, 2018). Muitos estudos tém sido realizados buscando elucidar os feitos dessa planta
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na saude e desenvolvimento de peixes, ratos e humanos. Dentre os resultados encontrados,
estdo o efeito imunoestimulante, efeito anti-inflamatério, atividade hipoglicémica, efeito
antioxidante e atividade promotora de crescimento (AWAD; AWAAD, 2017; BAHI et al.,
2017; BIN-HAFEEZ et al.,2003; GUARDIOLA et al, 2017a; 2017b; 2018a; 2018b;
GULTEPE et al., 2014; LIU; KAKANI; NAIR, 2012; KHALAF et al., 2008; SHALABY,
2004; SYEED et al., 2018; ZAKI et al., 2012).

A literatura brasileira com estudos sobre a administracdo de sementes de feno grego na
dieta de tilapias e seus efeitos sobre a imunidade, desempenho e atividade antioxidante no filé
é escassa, diante disso, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o potencial imunoestimulador,
promotor de crescimento e antioxidante das sementes de feno grego fornecidas na dieta de
tilapias do Nilo. Este € um estudo pioneiro no Brasil, pois até 0 momento ndo ha publicacdes
relativas a influéncia da administracdo de sementes de feno grego sobre as varidveis

estudadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

» Auvaliar o potencial da semente de feno grego como imunoestimulante sobre o

desempenho e varidveis hematoldgicas de tilapias do Nilo e atividade antioxidante
no file.

2.2 Especificos:

» Avaliar a influéncia da incluséo de feno grego sobre os parametros hematol6gicos
e imunoldgicos de tilapia do Nilo;

» Auvaliar a inclusdo de diferentes concentracfes de semente de feno grego na dieta
de tilapia do Nilo sobre o desempenho zootécnico

» Determinar o potencial antioxidante da semente de feno grego no filé de tilapia do
Nilo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aquicultura no brasil e no mundo

A humanidade enfrenta um grande desafio: aumentar a quantidade de alimento
produzido sem degradar as areas existentes, sendo crucial a adocdo de técnicas que causem
menores impactos ambientais (FAO, 2018). A Agenda 2030 da ONU e seus 17 Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel € um plano de acdo com metas para garantir melhor qualidade
de vidas as pessoas, assegurando-as uma vida prdspera e pacifica, assim como proteger o
planeta da degradacdo. Para que esses objetivos sejam alcancados, a agricultura é um ponto
fundamental, e neste quesito, a aquicultura estd diretamente ligada em particular aos ODS 2,
14 e 15 que tem como metas acabar com a fome, promover a agricultura sustentavel,
conservar 0S 0ceanos e recursos marinhos, e proteger todos os ecossistemas terrestres
(MUNDO, 2015).

Dentro da producdo de pescados, a atividade é dividida entre pesca e aquicultura,
sendo que esta Ultima € o cultivo de organismos aquaticos em ambientes confinados e
controlados, onde 0s mais comuns sdo 0s Viveiros escavados e tanques-rede (SCHULTER,;
VIEIRA FILHO, 2018). Estes sistemas sdo predominantemente semi-intensivos no Brasil
(PEIXEBR, 2018), e sdo um incremento para a piscicultura mundial, com os sistemas
intensivos e superintensivos, no entanto quando se faz uso de altas taxas de lotacdo 0s riscos
relacionados a doencas sdo maiores (LIMA et al., 2006). Dentre as espécies mais produzidas

nos sistemas semi-intensivos esta a tilapia do Nilo (O. niloticus).

3.2 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo O. niloticus (Linnaeus, 1758), (figura 1) pertence a familia Cichlidae.
Espécie de peixe nativo da Africa, e introduzidos em muitas regides tropicais, subtropicais e
regides temperadas do mundo durante a segunda metade do século XX (EL-SAYED, 2006;
BOASCARDIN, 2008).

Apresenta habito alimentar onivoro gque se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas
aquaticas, pequenos invertebrados, fauna béntica e detritos (FAO, 2019). E um dos peixes
mais produzidos no mundo, pois possui bom desempenho zootécnico considerando-se:
crescimento rapido, capacidade de se reproduzir em cativeiro e curto tempo de geracdo,

aceitacdo de alimentos artificiais imediatamente apds a absor¢do do saco vitelinico, alto
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rendimento de filé, rusticidade (tolera mudancas bruscas de temperatura, salinidade, baixo
oxigénio dissolvido, etc.), alta resisténcia ao estresse e doencas, principalmente tratando-se da
producdo em sistemas semi intensivo e intensivo (EL-SAYED, 2006; KUBITZA, 2015;
SCORVO FILHO et al., 2010).

Embora a tilapia apresente essa caracteristica de alta resisténcia e rusticidade, também
sofre com as alteracBes dos parametros fisico quimicos da agua e com o estresse inerente a
producdo que afetam diretamente seu sistema imunoldgico, levando a resultados néo
satisfatorios de producdo (EL-SAYED, 2006).

Figura 1 — llustrac&o representativa da tilapia do Nilo (O. niloticus)
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Fonte: FAO (http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oreochromis_niloticus/en)

3.2.1 Sistema Imune

O sistema imune dos peixes pode ser classificado em dois mecanismos de defesa: o
sistema imune inato (inespecifico) e o sistema imune adquirido (especifico). O sistema
imunologico inato € de importancia primordial no combate a infecgbes em peixes e possui
uma rapida resposta, enquanto a resposta imune adquirida dos peixes € lenta (até 12 semanas).
O sistema imunoldgico inato também é importante na ativacdo de uma resposta imune
adquirida (ALEXANDER; INGRAM, 1992; MAGNADOTTIR, 2006; ROMANO, 2012).

O sistema imunologico inato é composto por: barreiras fisicas (muco, escamas e pele),
sendo que o muco é a primeira barreira de defesa e rico em lisozima, um bactericida natural;

barreiras celulares (granulécitos, mondcitos, macrofagos, e células natural killer) que sao
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responsaveis pela eliminagdo dos patogenos; e barreiras humorais (sistema complemento,
sistema de coagulagdo, lactoferrina e transferrina, interferons, lisozima, interleucina)
(MAGNADOTTIR, 2006; SHEPHARD, 1994; ROMANO, 2012; URBINATI; ZANUZZO;
BILLER-TAKAHASHI, 2014).

Os leucdcitos sdo as células com muitas fungdes no organismos, as quais se destacam:
fagocitose durante a defesa contra parasitos (mondcitos, neutrofilos, basoéfilos, eosinofilos);
defesa organica (leucdcitos e trombdcitos); migracdo para o foco inflamatério (mondcitos); e
reconhecimento de antigenos e montagem da resposta imune (linfécitos) (URBINATI;
ZANUZZO; BILLER-TAKAHASHI, 2014; RANZANI-PAIVA et al., 2013).

A lisozima é uma enzima importante no combate a infeccdes, pois apresenta atividade
litica contra bactérias gram-positiva e gram-negativa, e esta presente no muco, tecidos
linfoides, plasma e outros fluidos do corpo (MAGNADOTTIR, 2006; PALAKSHA et al.,
2008; URIBE et al., 2011). A atividade desta enzima pode variar de acordo com fatores
edafoclimaticos, condi¢cdo animal (sexo e idade), grau de estresse e uso de substancias que
agem sobre 0 metabolismo animal (imunoestimulantes) (SAURABH; SAHOO, 2008).

As células imunol6gicas possuem receptores de reconhecimento padrdo que
interatuam com um padrdo de cada microrganismo, denominado de padrdo molecular
associado aos patdgenos, por isso, essa interacdo especifica torna possivel o reconhecimento
do patégeno e constitui o fator mais importante da resposta imune, pois estimula as células
imunoldgicas (KREUTZ; PIETRETTI; DI DOMENICO, 2017; PALTI, 2011).

As substancias que estimulam as fun¢fes imunolédgicas mediante aumento da atividade
fagociticas e bactericida, sdo denominadas imunoestimulantes (ZEPPENFELD; LOPES;
BALDISSEROTTO, 2017) e sdo amplamente utilizadas para obter melhores resultados de
desempenho.

Os imunoestimulantes podem ser de origem vegetal, animal, microbiana ou sintética,
porém todos sdo equiparados quanto ao fato de interagirem com 0s receptores de
reconhecimento padrdo presentes nas celulas do sistema imunologico, estimulando o sistema
imune inato e adquirido (KREUTZ; PIETRETTI; DI DOMENICO, 2017). Quando fornecido
em quantidades seguras, apresentam também melhora no crescimento e resisténcia contra
parasitos, assim, pode ser usado como agentes profilaticos e terapéuticos alternativos na
aquicultura (GHEHDARIJANI et al., 2016; REDA et al, 2013; SUBHASHINI;
THANGATHIRUPATHI; LAVANYA, 2011).

A otimizacdo dos mecanismos de defesa naturais dos peixes pode conferir aos animais

melhores resultados zootécnicos, devido a capacidade de minimizar os efeitos causados por



16

ataques de patdgenos oportunistas, diminuindo também os processos de oxidacdo lipidica
(ZEPPENFELD; LOPES; BALDISSEROTTO, 2017) e melhor qualidade organoléptica do
filé.

3.2.2 Oxidagdo lipidica

A oxidacdo lipidica da carne é responsavel pela piora da sua qualidade e de seus
subprodutos, pois provoca alteragdes nas propriedades organolépticas bem como altera o
valor nutricional, podendo ainda produzir compostos tdxicos, sendo a oxidacdo afetada por
fatores ante e post mortem, fazendo-se necessario atencdo a toda a cadeia produtiva
(JENSEN; LAURIDSEN; BERTELSEN, 1998).

O pescado por possuir em sua composicao alto teor de agua, elevado percentual de
gorduras insaturadas, e baixa quantidade de tecido conjuntivo, que combinado com o pH
proximo do neutro, torna a oxidagao lipidica mais acelerada (ANDRADE, 2006). A oxidagao
lipidica é responsavel pela producdo de radicais livres, sendo estes formados pelo ganho ou
perda de um elétron de um ndo radical, ocorrendo principalmente nas mitocéndrias
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HEKIMI; LAPOINTE; WEN, 2011). Os radicais livres
cujo elétron desemparelhado esta centrado nos atomos de oxigénio podem ser denominados
de ERO (Espécies Reativas de Oxigénio), presentes em todos os sistemas biologicos, e em
homeostasia, sdo essenciais para o funcionamento do organismo (LUSHCHAK, 2011), porém
guando em altas concentracdes podem trazer danos ao organismo, por meio da oxidacao de
lipidios, proteinas e DNA dificultando as funcBes fisiologicas (SACCOL; LLESUY;
PAVANATO, 2017; LUSHCHAK, 2014).

A fim de amenizar as implicacGes da toxicidade que o excesso de O, causa, 0S
organismos aerdbios desenvolveram um sistema de defesa antioxidante apto a manter as
EROs em niveis que ndo causem danos ao organismo (SACCOL; LLESUY; PAVANATO,
2017), no entanto quando esse sistema ndo é capaz de manter esse equilibrio, pode surgir o
estresse oxidativo, que é um dano macromolecular ndo fisiolégico causando a interrupgdo da
sinalizacdo detox (WELKER et al., 2013). O estresse oxidativo pode ocorrer em trés
situacOes: quando ha aumento na geracdo de ERO, quando o sistema de defesa antioxidante
ndo consegue manter as EROs em niveis ndo danosos ou quando o dano oxidativo é muito
alto e 0 organismo ndo é capaz de repara-lo (SACCOL,; LLESUY; PAVANATO, 2017).

Nos organismos aquaticos o estresse oxidativo pode ser induzido pelo estresse durante

0 manejo (manuseio, biometria, transporte, densidade) e surtos epizooticos, acarretando em
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resultados de desempenho insatisfatérios (LUSHCHAK, 2011; ZHU et al., 2008). O estresse
oxidativo pode ser diminuido por meio do uso de imunoestimulantes e também pela incluséo
de antioxidantes nas dietas.

Antioxidante € o nome dado as substancias que tem o potencial de impedir ou retardar
0 aparecimento de alteracGes oxidativas no alimento ou no organismo (ANVISA, 2014,
LUSHCHAK, 2014). Ja do ponto de vista quimico, sdo 0s compostos aromaticos, contendo
pelo menos uma hidroxila a qual pode ser sintético: como o butil-hidroxi-anisol (BHA), o
butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), ou naturais: como 0s
produzidos pelo corpo, sendo os mais conhecidos o superdxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase(GSH) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Os
antioxidantes naturais podem ainda sero de origem exdgena acrescentados a dieta como 0s
organosulfurados, fendlicos e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos
como nas plantas nutracéuticas (RAMALHO; JORGE, 2006; REYES-BECERRIL et al.,
2019).

Os antioxidantes podem atuar no organismo de quatro formas: inibindo a formacao
dos radicais livres; impedindo que os radicais quando ja formados atuem sobre os lipidios,
proteinas e DNA, evitando a formacdo de lesbes e perda da integridade celular; reparando as
lesbes causadas pelos radicais; ou ainda com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes,
pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em relacdo ao excesso de radicais livres
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Antioxidantes sintéticos (TBHQ, BH e BHA) sdo amplamente utilizados por serem
mais eficazes e mais baratos que os naturais, no entanto, a seguranca e a toxicidade
levantaram preocupacgdes importantes (SAEED et al., 2013). Neste sentido, muitas plantas e
seus extrativos tem sido utilizada para substituicdo dos antioxidantes sintéticos. As plantas
que sdo estudadas por apresentarem potencial antioxidante sdo ricas em compostos fendlicos,
carotenoides, tocoferoéis, (ECOTROPE, 2017; REYES-BECERRIL et al., 2019).

Os compostos fendlicos sdo substancias biotivas como os flavonoides (antocianinas,
flavonois, flavonas, etc.) e os nao flavonoides (acidos fendlicos, cumarinas, taninos, ligninas
etc.). Suas propriedades redox agem de diferentes formas: eliminando os radicais livres e as
EROs, inibindo enzimas oxidativas ou ainda pode agir através da interagdo com
biomembranas (SACCOL; PAVANATO, 2017; SOARES, 2002). Os carotenoides tém o
potencial de neutralizar as EROs, através da alteracdo da permeabilidade de bicamadas
lipidicas (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017). Os tocoferodis tém a capacidade de

doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres, interrompendo sua propagacao
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(RAMALHO; JORGE, 2006). Uma planta rica nestes compostos e promissor na alimentacéo

de peixes é o feno grego (T. foenum graecum)
3.3 Feno grego (Trigonella foenum graecum)

O feno grego T. foenum graecum (Linnaeus, 1758) é uma cultura anual, membro da
familia das leguminosas, género Trigonella, que tem seu nome derivado do grego antigo,

denotando 'trés angulos', provavelmente referente a forma triangular das flores (Figura 2).

Figura 2: llustracdo representativa do feno grego Trigonella foenum-graecum

L '\(A y -

Fonte: MEYER, 2019 (http://dico-sciences-animales.cirad.fr/)

E uma planta originaria da India e do norte da Africa, mas atualmente é cultivado
também no Egito, Marrocos, Argentina, Franca, China, Chile e nos Estados Unidos. Nas

regides semidridas da América do Norte é considerada uma cultura de nicho de alto
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rendimento (ACHARYA; THOMAS; BASU, 2008; HEUZE et al., 2018; SNEHLATA;
PAYAL, 2012).

E uma planta que pode chegar a 0,8 m de altura, que no inicio do verdo apresenta
flores brancas que se desenvolvem numa espécie de casca que abriga as sementes As folhas
verdes e sementes sdo amplamente usadas nos paises orientais na culinaria como tempero por
seus beneficios nutricionais e medicinais. Ha registros de seu consumo datados de 1.500 a.C.
(MANDHARE et al., 2016; WANI; KUMAR, 2018).

Muitos estudos tém sido realizados buscando elucidar os feitos dessa planta na saude e
desenvolvimento de peixes (AWAD et al., 2015; BAHI et al., 2017; GUARDIOLA et al.,
2017a; 2017b; 2018a; 2018b; PAUL et al., 2004; ROOHI et al., 2017); ratos (MOHAMAD et
al., 2004; BIN-HAFEEZ et al., 2003; HANNAN et al., 2003; KHOSLA; GUPTA; NAGPAL,
1995; VATS; GROVER; RATHI, 2002) e humanos (BOLSONNI et al., 2008;
KAVIARASAN; VIJAYALAKSHMI; ANURADHA, 2004; SUR et al., 2001; RAGHURAM
etal., 1994).

Dentre os estudos realizados, esta planta apresenta efeito antioxidante devido a sua
composicdo rica em polifendis, flavonoides, acidos fenolicos, cumarinas, saponinas (como
diosgenina e yamogenina), alcaloides (como trimetilamina, neurina, trigonelina, etc.), taninos,
carotenoides (CHATTERJEE; VARIYAR; SHARMA, 2009; DIXIT et al., 2005;
KAVIARASAN; VIJAYALAKSHMI; ANURADHA, 2004; KUMARI, SINHA, 2012,
GIRARDON et al., 1985; GUPTA; NAIR, 1999; NAIDU et al., 2011; RUBY et al., 2005;
SAXENA et al., 2011; SOWMYA; RAJYALAKSHMI, 1999; UEMURA et al., 2011).

Estudos in vivo em diversas espécies e in vitro avaliaram sementes germinadas,
extratos de sementes de feno grego e sementes in natura adicionadas na dieta e mostraram
gue ambos apresentam alto potencial antioxidante (BHANGER; BUKHARI; MEMON, 2008;
BHATIA et al., 2006; SAEED et al., 2013; KTARI et al., 2017; PASRICHA; GUPTA, 2014;
SUBHASHINI; THANGATHIRUPATHI, LAVANYA, 2011; SUBHASHINI;
THANGATHIRUPATHI; LAVANYA, 2011).

Em um estudo com Dourada (Sparus aurata) durante 8 semanas de alimentagcdo com
inclusdo de 0 %, 1 %, 5 % e 10 % de sementes de feno grego na dieta, foi observado atividade
antioxidante no muco (GUARDIOLA et al., 2018b). Ao administrar dietas com incluséo de 0
%, 2 % e 5 % de sementes de feno grego, Guardiola et al. (2017a), relataram elevada
atividade antioxidante no filé de dourada.

Antache et al. (2014) forneceram dietas com 0 % e 1 % feno grego para tilapias do

Nilo e observaram melhoras na imunidade e reducio da glicemia. GULTEPE et al. (2014)
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também forneceram sementes de feno grego na dieta de tilapias, com 1 % de incluséo e além
de observarem melhora nos indices sanguineos, também concluiram que o feno grego
aumenta a atividade da lisozima sérica. Em um estudo com robalos (Dicentrarchus labrax),
houve melhoras no status hematoldgico e imunoldgico apds a suplementacdo de feno grego
com inclusdo de 1 % na dieta (YILMAZ; ERGUN; CELIK, 2014).

Estudos realizados recentemente pela Universidade de Murcia (Espanha) em parceria
com a Universidade de Monastir (Tunisia) e com a Universidade de Porto (Portugal), tem
mostrado que a inclusdo de feno grego sozinho ou em combinacdo com os probioticos podem
aumentar o desempenho de crescimento, melhorar varios pardmetros imunes humorais,
aumentar a expressdo de genes imuno-relacionados e aumentar a capacidade antioxidante no
filé e no muco de douradas (AWAD et al., 2015; BAHI et al., 2017; GUARDIOLA et al.,
2017a; 2017b; 2018a; 2018b).

Syeed et al. (2018) forneceram 4 dietas contendo sementes de feno grego (0 %, 0,5 %,
1% e 1,5 %) para alevinos de Cyprinus carpio durante 8 semanas, e concluiram que a dieta
contendo 1 % de inclusdo apresentou maior efeito sobre o0 ganho de peso dos animais e a de 0
% menor efeito. Este mesmo efeito também foi evidenciado por Zaki et al. (2012), que
testaram a inclusdo (0 %, 1 % e 2 %) de diversas plantas medicinais na dieta de tilapia do
Nilo, entre elas, a semente de feno grego e farinha de broto de feno grego. Os resultados
mostram que a farinha de broto de feno grego (1 %) apresentou maiores valores de
desempenho de crescimento e de conversdo alimentar, seguida de sementes de feno grego (1
%), sendo superiores as demais plantas testadas e a dieta controle. Utilizando os mesmos
niveis de inclusdo Abdelhamid e Soliman, (2012), observaram que a adi¢do de 2 % aumentou
0 percentual de proteina na carcaca de tilapias do Nilo, assim como promoveu melhores
indices zootécnicos (crescimento, conversao alimentar, eficiéncia proteica, e utilizacdo de
energia).

De fato, a utilizacdo desta planta como suplemento na alimentacdo de peixes é
promissor e estudos para elucidar seus efeitos sobre a fisiologia de peixes, em especial a
tilapia do Nilo, importante espécie de peixe para aquicultura mundial e nacional sdo
relevantes e necessarios para o crescimento sustentavel dos sistemas de produgdo aquicolas.
Mesmo a tilapia sendo um animal resistente e rustico, quando submetida a excessivos
manejos, combinado com &gua de ma qualidade e alimentacdo ndo balanceada, pode
apresentar quadros de estresse oxidativo, assim como ataques de patdgenos. Para evitar que
haja prejuizos na producdo, o feno grego é uma alternativa para garantir o bom desempenho

dos animais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino e Pesquisa em Piscicultura da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, campus Dois Vizinhos — PR. Espécimes de
juvenis de tildpia do Nilo (O. niloticus) provenientes de piscicultura comercial, foram
transportados e mantidos nas instalagdes, onde o estudo foi desenvolvido.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana do Campus Dois Vizinhos (protocolo n°® 2018-
41).

4.2 Preparo das dietas

Sementes de feno grego (T. foenum graecum) foram compradas de um mercado local
em Curitiba (Brasil) e trituradas num moinho de facas no Laboratério de Sementes,
pertencente a Universidade Tecnol6gica Federal do Parana, campus Dois Vizinhos — PR. Foi
utilizada uma mistura de racdo comercial (Anhambi Alimentos® Itapejara do Oeste, PR),
suplementada com 1 % de semente de feno grego (T1); 2 % de semente de feno grego (T2) e a
dieta controle (TO) e extrusadas na UNEPE de piscicultura, o qual possui uma maquina
extrusora com capacidade de 40 kg/hora, acoplada com esteira rotativa com sistema de
aquecimento elétrico para secagem de ragao.

Apds extrusdo, as dietas experimentais foram analisadas para matéria seca (MS), proteina
bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra bruta (FB) e matéria mineral (MM) de acordo com 0s
métodos preconizados pela Association of Official Analytical Chemist.

A proteina bruta (N x 6,25) foi determinada pelo método Kjedahl, matéria seca
determinada em estufa a 105°C, a matéria mineral em forno mufla de 550-600°C. A fibra
bruta determinada pela digestdo acido/béasica e o extrato etéreo em extrator Ankon® (XT15)
(Tabela 1). A analise centesimal das dietas foi executada no Laboratorio de Bromatologia da
UTFPR, Campus Dois Vizinhos. Por fim, as dietas foram embaladas em recipientes plasticos

hermeticamente fechados e armazenadas (-20°C) até sua utilizag&o.



Tabela 1 — Composi¢do quimica das dietas fornecidas com base na matéria organica

Nivel de inclusdo de Feno grego
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Nutriente Ra?;éo 0% de Ra?éo 1% de Raf;éo 2% de Feno Grego
inclusao incluséo inclusao
% % % %

Proteina bruta 34,98 +0,51 35,02 £0,39 36,11 +0,59 29,03 £0,14
Energia bruta 10,74 0,37 10,95 £0,29 11,02 £0,10 16,83 £3,16
Fibra bruta 4,68 +0,70 5,47 0,40 5,26 +0,56 9,49 +0,56
Matéria seca 85,11 +0,14 90,37 +£0,11 89,56 +0,08 89,74 +0,15
Matéria mineral 9,64 + 0,07 9,36 +0,08 9,54 +0,17 3,22 0,03

4.3 Arranjo experimental

Os peixes foram sedados em solucdo de benzocaina (1:10.000), para posterior
pesagem e separacdo em grupos de dez exemplares distribuidos, em um delineamento
inteiramente casualizado, em 12 caixas circulares de polietileno de 250 L, sendo trés
tratamentos e quatro repeticdes. As caixas permaneceram conectadas a um sistema fechado de
recirculacdo de agua, com filtragem bioldgica, providos de aeracdo forcada e temperatura
controlada por meio de aquecedores. Os animais foram aclimatados por 7 dias antes do inicio
do experimento. Durante 45 dias as dietas experimentais foram fornecidas aos peixes duas
vezes ao dia (9h00m e 17h00m) até aparente saciedade e a quantidade distribuida para cada
caixa registrada.

Os parametros de qualidade da agua (pH, temperatura, amonia toxica e oxigénio
dissolvido) foram mensurados todos os dias sempre as 15h00m e estavam dentro dos valores
considerados ideais para a tilapia do Nilo, segundo El-Sayed (2006).

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos da qualidade de agua

02D pH Temperatura Amonia téxica
Parametros
Mg/L °C mg/L
Média 6,81 5,81 27,03 0,53

Desvio Padrao 1,35 0,70 1,04 0,26
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4.4 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos

Ao final do experimento (45 dias), os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas,
em seguida todos foram sedados (solucdo de benzocaina 1:10.000). O perfil hematoldgico dos
animais foi realizado por meio da punc¢éo do vaso caudal utilizando-se seringas pléasticas de 3

mL.

4.4.1 Estimativa da concentragdo de hemoglobina

Para realizacdo desta analise, foi adotado o método da cianometahemoglobina
(BLAXHALL,; DAISLEY, 1973), em que 0,01 mL (10uL) de sangue com EDTA foram
diluidos em 2,5mL de cianeto, apés 10 minutos a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por
15 minutos para sedimentacdo do nucleo dos eritrdcitos, em seguida 600 puL do sobrenadante
foram recolhidos para leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, no comprimento de onda

de 540 nm e os resultados expressos em g/100mL.

4.4.2 Valor do hematdcrito

Amostras sanguineas homogeneizadas com heparina foram introduzidas em capilares
para microhematocrito e uma das extremidades do capilar foi selada. Os capilares foram
centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm em centrifuga de microhematdcrito (GOLDEFARB
et al., 1971) e a avaliacdo feita com auxilio da tabela de microhematdcrito e expressa como

VOl eritrécitos /100 cm?®,

4.4.3 Contagem total de eritrocitos

Para a contagem de eritrocitos, aliquotas de sangue com EDTA foram diluidas em um
tubo de ensaio na proporg¢do 0,01 mL de sangue para 2,0 mL do diluente formol citrato. Apos
homogeneizacdo da solucdo a contagem foi feita em camara de Newbauer. Foram contados 0s
eritrocitos contidos nos 25 quadrados centrais dos dois lados da camara, calculado a média

das duas contagens e o resultado expresso em NuMeritrécitos/leuccitos/MMS.
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4.4.4 Variaveis hematimétricas: VCM, HCM, CHCM

As variaveis hematimétricas foram determinadas de acordo com Wintrobe (1934) através
dos seguintes célculos:

Volume corpuscular médio:

VCM (f-L) _ Hemato6critox 10

Eritrécitos

Hemoglobina corpuscular média:

Concentracao de Hemoglobina x 10

HCM (pg) =

Eritrécitos

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média:

Concentracio de hemoglobina x 100

CHCM (g/dL) =

Hematocrito

4.5 Avaliacéo de parametros imunologicos

A avaliacdo dos parametros imunolégicos dos peixes foi realizada por meio de pun¢édo
do vaso caudal utilizando-se seringas plasticas e agulhas descartaveis sem anticoagulantes, e
separados em dois tubos tipo eppendorf, um previamente umedecido com heparina e outro
com EDTA. Amostra de sangue com EDTA permaneceu em temperatura ambiente por 4
horas para posterior centrifugacdo (600 rpm por 10 minutos) e obtencdo do plasma, que apds
foi congelado para andlise de lisozima plasmatica.

4.5.1 Atividade respiratéria dos leucdcitos — burst oxidativo

O método consiste na determinagédo das espécies reativas de oxigénio produzidos no
burst oxidativo por ensaio colorimétrico baseado na reducéo do corante nitroblue tetrazolium
(NBT) que forma um precipitado de material insolivel com coloragdo azul escuro no interior
dos fagdcitos, denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990).Para dosagem do
precipitado 0,1 mL do sangue total com heparina foi adicionado a 0,1 mL de nitroblue
tetrazolium (NBT, Sigma, St Louis, MO, USA). A solucgédo foi homogeneizada e incubada por
30 minutos a 25°C. Apos incubagéo, 50 pL da suspensdo homogeneizada foram colocados em
um tubo de vidro com 1,0 mL de N, N-dimetil formamida (DMF, Sigma, St Louis, MO, USA)
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e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Em seguida foi realizado a leitura da absorbancia da
solugéo em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm.

4.5.2 Concentragdo de lisozima plasmatica

Utilizando o plasma dos peixes e por ensaio turbidimétrico, segundo Ellis (1990) e
adaptado por Abreu et al. (2009), foi realizada a concentracédo de lisozima plasmatica.

Antes de determinar a concentracdo de lisozima das amostras de plasma dos peixes,
foi realizada a curva padréo de calibracdo (Figura 1) pela quantificacdo das diferencas de
densidades opticas iniciais e finais (ADO) de diferentes concentragdes de lisozima padrdo
(Sigma L 6876). Para determinar a curva padrdo foram utilizadas diferentes concentracdes de
lisozima padrdo 10, 20, 30, 40, 50 60, 70, 80 pL para diferentes concentracdes de tampéao
fosfato de sddio (NaH2POas; 0,05M; pH 6,2) 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120 uL
respectivamente 200 pL, em suspensdo de 200 uL de Micrococcus lysodeikticus (10 mg de
bactéria diluida em 50 mL de tampdo fosfato de sddio), mensurados em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 450 nm. Um branco foi realizado contendo apenas tampédo fosfato
(600 pL). A partir da curva determinada, foram quantificadas as concentracdes de lisozima
nas diversas amostras utilizando a equagéo da reta e as respectivas ADO. Para tal, as amostras
sanguineas serdo centrifugadas (3000 rpm por 10 minutos) para obtencdo do plasma e

armazenadas a (-20°C) para posterior analise.

Figura 1 - Curva de calibragdo lisozima plasmatica e no muco
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As amostras de plasma foram submetidas ao tratamento térmico (banho maria a 56°C
por 30 minutos) para desnaturacdo e inativacdo das proteinas do sistema complemento, em
seguida foram adicionadas em uma cubeta de 1,0 mL e pipetado 150 pL de plasma ao qual foi
adicionado 150 pL de tampdo fosfato de sédio e em seguida incubada a 26°C por dois
minutos. Apos esse periodo, foi adicionado mais 300 pL da suspensdo de M. lysodeikticus
totalizando um volume final de 600 pL. A reducdo da densidade optica (ADO) em 450 nm foi

avaliada entre 0,5 e 5,0 minutos a 26°C. Os resultados expressos em pg/mL de plasma.

4.5.3 Concentragéo de lisozima no muco

Para a coleta do muco foi utilizado o protocolo proposto por Ross e Moldeus (1991).
Os peixes foram sedados com benzocaina e transferidos para embalagens plasticas contendo 5
mL de solu¢do contendo 100 mM de bicarbonato de amonia (NH4HCO3), pH 7,8 e
massageados durante um minuto.

O extrato com muco foi transferido para tubos tipo Falcon, e centrifugado (2730 rpm)
durante 15 minutos para a remoc¢do de escamas e outros materiais insolUveis, congelados a -
20°C e entdo liofilizados para posterior analise da concentracdo de lisozima do muco.

Para a determinagcdo da concentragdo de lisozima no muco, 0 extrato do muco
liofilizado foi ressuspenso em igual volume de tampédo fosfato e seguiu 0 mesmo

procedimento da analise realizada no plasma (item 4.6.2).

4.5.4 Proteina total plasmatica

Para a andlise da proteina plasmatica, foi utilizado o plasma dos capilares para
microhematdcrito ap6s a centrifugacdo. A concentracdo total de proteina plasmatica foi
determinada por meio de um refratdmetro portatil (WZ-301/Protein 0,0-12 g/dL) seguindo a
metodologia utilizada por Sado et al. (2008).

4.6 Atividade antioxidante no filé

Para a determinacéo da atividade antioxidante no filé de tilapias, foram coletados os filés
de trés peixes de cada unidade experimental. Para tal, as tilapias foram eutanasiadas com uma
dosagem alta de benzocaina. Em seguida as amostras foram congeladas (-20°C) para posterior

liofilizacdo (Modelo L101 - Liotop®) e moagem.



27

4.6.1 Preparo dos extratos dos filés

Para a preparacdo dos extratos foram utilizados aproximadamente 1,0000 + 0,0003 g
de amostra liofilizada e moida (peneira de 1 mm) e 10 mL de metanol. A mistura foi
homogeneizada em 25°C a 250 rpm por 30 minutos, utilizando um Shaker de bancada
(Incubadora Refrigerada Agitacdo Orbital Modelo 6430 Thoth®). Em seguida foram
centrifugados por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e armazenado
protegido da luz a -8°C até sua utilizacdo para determinacdo de sua capacidade antioxidante
pelo ensaio DPPH (eliminagdo de radicais livres) e seu teor de fendlicos totais.

4.6.2 Ensaio DPPH (eliminacdo de radicais livres)

O ensaio de atividade antioxidante utilizando o radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) se baseia na reducdo de um radical de coloracdo roxa (DPPH) em virtude da
acao antioxidante da amostra, até coloracdo amarela. A capacidade de eliminacédo foi medida
utilizando o método descrito por Brand-Williams, Cuvelier, Berset (1995) com modificaces
(MA et al., 2011).

Resumidamente, 25 pL dos extratos metandlicos dos filés foram adicionadas a 2 mL de
uma solugdo metanolica de DPPH (6.25x10° mol/L), em seguida a mistura foi deixada em
repouso a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 30 minutos. Apos esse periodo
foram realizadas as leituras de absorbéancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
517 nm. Solugbes metandlicas de concentragdes conhecidas de Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico) na faixa de 0-2000 pmol/L foram utilizados para a
curva de calibracédo (Figura 2).

Os resultados foram expressos em umol de Equivalente Trolox/g de amostra seca

(LmolET/gAS). As analises de cada extrato foram realizadas em duplicata.

4.6.3 Teor de fendlicos totais (TPC)

TPCs dos extratos de filé foram analisados utilizando o reagente Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965).
Para tal, 250 pL dos extratos metanolicos do filé foram adicionados a 250 pL do reagente

Folin-Ciocalteu (diluido em &gua destilada, 1:1 v/v), 500 pL de solucédo saturada de carbonato
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de sodio e 4 mL de agua destilada. Apds 25 minutos em repouso e protegido da luz, a mistura
foi centrifugada durante 10 minutos a 3000 rpm e a absorbancia foi lida num
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 725 nm. SolucBes metanolicas de
concentracdes conhecidas de acido galico na faixa de 0-260 mg/L foram utilizadas para a
curva de calibracdo (Figura 3).

Os resultados foram expressos como mg de Equivalentes de Acido Galico/g de amostra

seca (MgEAG/gAS). As analises de cada extrato foram realizadas em duplicata.

Figura 2 — Curva de calibracéo do ensaio DPPH (eliminacdo de radicais livres)
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4.7 Parametros indicadores de desempenho zootécnico

Os animais ainda sedados foram pesados e medidos. O desempenho dos juvenis de
tilapia do Nilo alimentados com as trés dietas foi avaliado considerando-se 0s seguintes
parametros NRC (2011):

e Ganho de peso (g)(GP):

GP = Pf — Pi

e Consumo de racdo (CR);

e Indice de conversdo alimentar:

ICA = CR
~ GP

e Taxa de crescimento especifico:

100x(Pf — Pi
Tcg = L00X(Pf— P

Onde: Pf=peso final (g); Pi=peso inicial (g); t=periodo experimental (dias).
4.8 Analise estatistica

A avaliagdo dos efeitos da inclusdo da semente de feno grego na dieta sobre os
parametros de desempenho, hematoldgicos, imunoldgicos e atividade antioxidante no filé de
juvenis de tilapia do Nilo foi realizada por meio de anéalise de variancia (ANOVA). Quando
identificadas diferencas significativas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros hematoldgicos e imunologicos

Os resultados das analises para os parametros hematologicos e imunoldgicos
apresentam-se sumarizados na tabela 3. N&o foi observado efeito (P> 0,05) nos parametros
hematoldgicos e imunoldgicos dos peixes submetidos aos diferentes tratamentos.

Tabela 3 - Pardmetros hematoldgicos e imunoldgicos de tilapias do Nilo (O. niloticus) suplementadas com
diferentes niveis de inclusdo de feno grego.

% de Feno grego /kg de dieta

Parametros
0% 1% 2% P - valor

Hematdocrito (%) 32,63 £7,18 30,69 +4,61 31,44 £5,29 0,6379
Hemoglobina (g/dL) 8,12 £1,59 7,57 £1,31 7,98 £1,38 0,5280
Eritrocitos (10%/uL) 3,25 10,31 3,14 0,42 2,94 +0,39 0,0764
VCM* (f-L) 104,01 £28,59 97,28 £15,24 109,55 28,30  0,3962
HCM** (pg/cel) 2484 +6,12 24,00 +2,74  27,78+7,04  0,1595
CHCM*** (g/dL) 25,52 +5,74 25,15 45,52 25,57 £3,59 0,9672
Burst Oxidativo (Abs) 0,75 0,14 0,79 £0,05 0,77 £0,03 0,4298
Proteina total (g/dL) 5,33 0,48 5,39 £0,56 5,26 £0,45 0,7600

Lisozima muco (ug/mL) 76,07 £103,20 48,35 +30,10 54,30 +41,98 0,4831
Lisozima plasma (ug/mL) 142,75 +94,82 169,58 +79,48 151,49 +95,26  0,7161

Analise de variancia com significancia ao nivel de 95 % (p<0,05)
*Volume corpuscular médio. **Hemoglobina corpuscular média. ***Concentragdo de hemoglobina corpuscular
média

5.2 Atividade antioxidante no filé

Os resultados das anélises do ensaio DPPH (eliminacédo de radicais livres) e de Teor de
fenolicos totais realizados em filés de tilapia do Nilo suplementadas com diferentes niveis de
feno grego séo apresentados na Tabela 4.

N&o foi observado efeito significativo (p>0,05) para os parametros avaliados nos filés

de tilapias do Nilo.



Tabela 4 - Potencial antioxidante em filés de tilapia do Nilo com inclusdo de diferentes niveis de feno grego.

31

Fendlicos Totais DPPH*
Amostras mg EAG/g AS umol ET/g AS
Filé 0 % 0,28 +0,02 12,44 +0,64
Filé 1 % 0,29 +0,03 12,04 +0,64
Eilé 2 % 0,28 +0,03 12,30 0,75
P - Valor 0,8890 0,3549

Anaélise de variancia com significancia ao nivel de 95 % (p<0,05)
*(1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

Os resultados das analises do ensaio DPPH (eliminacédo de radicais livres) e de Teor de

Fendlicos totais realizados nas dietas experimentais, bem como da mistura da racdo controle

antes da extrusao e de sementes de feno grego sé@o apresentados na Tabela 5.

N&o foi observado efeito significativo (p>0,05) para a analise de teor de fendlicos

totais avaliado nas amostras. Para a analise de DPPH, a Mistura da Racdo, Racdo 0% e Racéo

2% apresentaram maior (p<0,05) teor antioxidante quando comparadas a Racdo 1%.

Tabela 5 - Potencial antioxidante das dietas experimentais, mistura da racdo controle antes da extrusdo e de

sementes de feno grego*.

Fendlicos Totais DPPH
Amostras mg EAG/g AS pmol ET/g AS
Mistura Racéo 0,85 +0,20 12,53 £0,47 A
Racéo 0 % 0,78 0,001 11,98 +0,04 A
Racdo 1 % 0,76 0,04 10,20 +0,26 B
Racéo 2 % 0,67 0,07 12,27 +0,07 A
Feno Grego 0,69 +0,10 9,97 £0,07
P- Valor 0,4902 0,0356

Anaélise de variancia com significancia ao nivel de 95 % (p<0,05)
*A analise de variancia foi realizada apenas entre as dietas experimentais e a mistura da racéo.
Diferentes letras na mesma coluna denotam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)

5.3 Parametros indicadores de desempenho zootécnico

Os resultados encontrados para os parametros de desempenho sdo apresentados a

seguir. A andlise de variancia detectou efeito significativo dos tratamentos sobre os
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parametros ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e indice de conversdo alimentar
(ICA).

Os peixes alimentados com inclusdo de 1 % de feno grego apresentaram maior ganho
de peso (GP) e maior consumo de racdo (CR), quando comparados com o grupo controle. Ja
0s do grupo alimentados com ragéo de 2 % de inclusdo sdo estatisticamente iguais aos do
grupo controle (Gréfico 1, Gréfico 2).

Gréfico 1 Relagdo entre o ganho de peso (GP) e niveis de inclusdo (%) de feno grego. (P= 0,0135)
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Diferentes letras acima de cada coluna denotam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)

Gréfico 2 — Relagdo entre o consumo de ragdo (CR) e niveis de inclusdo (%) de feno. (P=0,0454)
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Diferentes letras acima de cada coluna denotam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Os animais suplementados com feno grego apresentaram melhores indices de

conversdo alimentar quando comparados ao grupo controle (Grafico 3).

Gréfico 3 — Relagdo entre o indice de conversdo alimentar (ICA) e niveis de inclusdo (%) de feno grego. (P=
0,0087)
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Diferentes letras acima de cada coluna denotam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)

Os resultados para TCE sdo apresentados no grafico 4. Ndo houve efeito dos

tratamentos para este parémetro.

Gréfico 4 — Relacdo entre a taxa de crescimento especifico (TCE) e niveis de inclusdo (%) de feno grego. (P=
0,0401)
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Diferentes letras acima de cada coluna denotam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)
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6 DISCUSSAO

Neste estudo os pardmetros hematoldgicos e imunolédgicos ndo foram afetados pela
inclusdo de diferentes niveis de feno grego, porém diferentes do resultados encontrados em
outros trabalhos internacionais, em que a inclusdo de 1 % de feno grego melhorou a
imunidade de tilapias do Nilo (ABDEL et al., 2009; ANTACHE et al., 2014; GULTEPE et
al., 2014; ZAKI et al., 2012), de robalos (YILMAZ et al., 2016) e de carpas (SYEED et al.,
2018).

Trabalhos conduzidos na Europa por Guardiola et al. (2017a; 2018a; 2018b) e por
Awad, Cerezuela, Esteban (2015) com inclusdes de 0 %, 1 %, 5 % e 10 % de feno grego na
dieta de douradas, concluiram que todas as doses de inclusdo apresentaram efeitos para a
atividade do burst respiratorio. J& o tratamento de 5 % de inclusdo apresentou melhores
resultados para atividade antiprotease e atividade do sistema complemento. A dose de 1 %
apresentou aumento no leucograma, j& a inclusdo de 10 % apresentou aumento na atividade
peroxidase e protease, bem como aumento no nivel de IgM, maior peso final, GP, TCE e
comprimento; e melhor ICA.

A principal funcdo do sistema imunoldgico € manter a salde e prevenir as lesdes
oriundas do estresse oxidativo que é causado pela producdo excessiva de EROs
(GUARDIOLA et al., 2017a). Neste estudo adigéo de feno grego ndo apresentou resultados de
atividade antioxidante no filé, entretanto, trabalhos mostram que a inclusdo de feno grego
isoladamente ou em combinacdo com cepas probidticas apresentou efeito antioxidante no
muco e musculo da dourada (GUARDIOLA et al., 2017a; GUARDIOLA et al., 2018b). Com
os resultados obtidos de DPPH e TPC do extrato de semente de feno grego, € possivel
perceber que esta planta possui alta atividade antioxidante, no entanto para que 0s compostos
atuem no organismo animal, é necessario que eles apresentem interacdo positiva entre 0s
compostos dos outros alimentos contidos na ra¢do, bem como os antioxidantes sintéticos que
sdo acrescidos na ragao comercial.

Os antioxidantes sintéticos podem apresentar acdo sinérgica, aditiva ou antagénica aos
antioxidantes naturais. (LU; FOO, 1999; SONAM; GULERIA, 2017). Essas possiveis
interacOes entre o feno grego e antioxidantes ainda ndo foram estudadas, sendo necessarios
mais estudos sobre a influéncia desses compostos. Outra explicacdo para os resultados obtidos
é em relacdo ao processo de extrusdo da racdo, pois 0S compostos antioxidantes ao serem
expostos a temperaturas elevadas, podem ser perdidos durante o processo (POKORNY:

SCHMIDT, 2001), desta forma, essa caracteristica pode explicar os resultados encontrados
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para as analises de DPPH, em que ra¢fes contendo 1% de feno grego foram inferiores ao
controle. Também é possivel que os efeitos antioxidantes gerados pelo feno grego, tenham
sido utilizados pelos animais para liberar toxinas e corpo, bem como melhorar a salde, e com
isso apresentaram melhores resultados de desemnho (MANDHARE et al., 2016).

Compostos naturais (derivados principalmente de leveduras e extratos de ervas, 0S
chamados fitobidticos) sdo capazes de modular a microbiota intestinal, favorecendo o
desenvolvimento de bactérias benéficas e inibindo microrganismos potencialmente
patogénicos. Desta forma, estudos sobre o efeito destes compostos tém sido realizados, pois
estas estratégias tém a vantagem de serem facilmente aplicaveis na fabrica de racdo em
grandes volumes de racdo e evitam grandes adaptacGes dos protocolos de producdo na
fazenda (COUTTEAU, 2010). Estudos com extratos de palmitos, gengibre e feno grego tem
sido realizados buscando identificar seus efeitos como potenciais imunoestimulantes,
promotores de crescimento e com propriedades antimicrobianas como alternativas eficazes
para produtos sintéticos (CEREZUELA et al., 2016; SUKUMARAN; PARK; GIRI, 2016),
pois os fitoterapicos sdo baratos, e seus compostos organicos Nao causam ameacga aos peixes
ou a saude humana (GUARDIOLA et al., 2017a).

Estudos com feno grego, mostram que as fibras mucilaginosas presentes nas sementes
aumentam a viscosidade do intestino, contribuindo na eficiéncia do muco como barreira
contra patdgenos que podem diminuir o desempenho animal (MADAR; SHOMER, 1990,
RAJU, et al., 2001). A atividade bactericida do feno grego foi avaliada com douradas na
Espanha. Os peixes que receberam suplementacdo de feno grego combinado com cepas
probidticas apontaram efeito inibitorio no crescimento de bactéria patogénica. (GUARDIOLA
et al., 2017b). Isso sugere que os animais que receberam as dietas suplementadas com feno
grego, tiveram sua microbiota intestinal alterada, em que a inibicdo do crescimento de
microrganismos patogénicos favoreceu a populacdo benéfica (bactérias acido laticas e
Bacillus spp), por consequéncia, melhora a absor¢do dos nutrientes, por isso apresentaram
melhor desempenho (SANG et al., 2011; SONG et al., 2014).

Os resultados encontrados neste estudo para GP estdo em concordancia com 0s
resultados obtidos no Egito, em que tilapias do Nilo foram alimentadas com inclusdo de 0 %,
1 % e 2 % de feno grego e apresentaram diferencgas significativas para GP com o tratamento
de 1 % de incluséo (ZAKI et al., 2012).
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Esses resultados podem ser atribuidos a eficiéncia conhecida das sementes de feno
grego em melhorar a digestdo de proteinas e absorcdo de gorduras (MANSOUR; EL
ADAWY, 1994). Esses resultados também foram evidenciados num estudo na india, em que
carpas suplementadas com sementes de feno grego apresentaram melhores resultados para GP
quando comparadas ao grupo controle (Syeed et al., 2018). Resultados semelhantes também
foram encontrados por Abdel, et al. (2009), Bahi et al. (2017), Paul et al. (2004), Yilmaz,
Ergln, Celik, (2016) e Zaki et al. (2012).

Entretanto estudos com inclusées de 0 %, 1 %, 5 % e 10 % de feno grego na dieta de
douradas mostraram que quanto maior a dose fornecida aos animais, melhor foram os
resultados de ganho de peso (AWAD; CEREZUELA; ESTEBAN, 2015), o que significa que
neste estudo foi utilizada uma subdosagem de inclusdo de feno grego, que embora baixa,
mostrou efeito sobre 0 GP. Com niveis de inclusdes maiores, também pode haver ganhos no
fornecimento de amino&cidos, vitaminas e minerais, ja que o feno grego € rico em lisina,
globulina, histidina, albumina e lecitina (MATHUR P, CHOUDHRY, 2009), bem como
quantidades consideraveis de vitamina A, Bi, B2, C, niacina, colina, biotina, tiamina,
riboflavina, &cido félico e acido nicotinico (SRINIVASAN, 2006; SHARMA, 1986; LEELA,
SHAFEEKH, 2008) e contém também em sua composicao célcio, ferro, zinco e enxofre (EL
NASRI; EL TINAY, 2007; JANI; UDIPI; GHUGRE, 2009).

O feno grego pode aumentar a secrecdo da bile e da lipase pancreética, que exercem
papel importante na digestdo e absor¢do de gordura (PLATEL; SRINIVASAN, 2000). O ICA
dos animais suplementados com feno grego na dieta foi melhor quando comparado ao
controle, corroborando com os resultados encontrados por Abdel et al. (2009) em que tilapias
do Nilo alimentadas com a incluséo de 0 %; 0,5 %; 1 % e 1,5 % de sementes de feno grego
apresentaram valores de conversdo alimentar de 2,46; 2,39; 1,90 e 1,94 respectivamente.
Resultados semelhantes foram verificados por Syeed et al. (2018) em que carpas alimentadas
com 0s mesmos niveis de inclusdo apresentaram valores de ICA de 1,60; 1,40; 1,0 e 1,20
respectivamente. Em estudo realizado por Zaki et al. (2012) a inclusdo de sementes de feno
grego na dieta de tilapia do Nilo apresentou resultados maiores de ICA do que os peixes
alimentados com farinha de broto de feno grego, porém menores do que 0s peixes do grupo
controle.

A taxa de crescimento especifico ndo apresentou diferencas significativas para este
estudo, no entanto estudos mostram que a inclusdo que feno grego em niveis de 0,5 % a 1,5 %
apresentam melhores resultados para TCE quando comparados ao controle (ABDEL et al.,
2009, BAHI et al., 2017; PAUL et al., 2004; SYEED et al., 2018; ZAKI et al., 2012).
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Os resultados para CR encontrados neste estudo sdo semelhantes aos publicados por
Abdel et al. (2009) em que tilapias do Nilo alimentadas com 1 % de feno grego na dieta
tiveram maior CR dos que os demais grupos. Syeed et al. (2018) alimentaram carpas com
niveis de 0 %, 0,5 %, 1 % e 1,5 % de feno grego, e obtiveram melhores resultados para CR
com os animais suplementados quando comparados ao grupo controle.

A melhora nos indices de desempenho se deve ao fato do feno grego possuir em sua
composicdo polifendis, flavonoides, acidos fenolicos, cumarinas, saponinas alcaloides,
taninos e carotenoides, que estimulam a sintese de acidos biliares e enzimas pancreaticas, bem
como favorecem a satde intestinal (FRANKIC et al., 2009; GURKAN et al., 2015; YLMAZ;
SEBAHATTIN; CELIK, 2012). Devido a melhora na salde intestinal, os peixes sdo menos
expostos as toxinas de origem microbioldgica, dessa forma, além de aumentar a resisténcia
dos animais, contribuem para melhor crescimento e a sobrevivéncia (FRANKIC et al., 2009).

Analisando os estudos realizados com a inclusdo de feno grego na dieta de tilapias e
outras espécies, esperava-se que as dietas fornecidas as tilapias apresentasse efeito
imunomodulador e efeito antioxidante, além dos demais resultados satisfatorios para
desempenho. No entanto, os resultados indicam que embora ndo tenham melhorado a salde
dos animais, o feno grego foi capaz de melhorar o desempenho. Os resultados distintos dos
demais trabalhos sdo oriundos de fatores que diferenciam os estudos, como condigdes
edafoclimaticas, categoria animal, tempo de administracdo, sistema de criacdo e até mesmo,

pela origem do feno grego ser desconhecida.
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7 CONCLUSAO

Embora ndo tenham apresentado diferencas significativas para melhoras na imunidade
e efeito antioxidante, os resultados indicam que a inclusdo de feno grego na dieta de tilapias
do Nilo ndo causam danos a saude do peixe, fato evidenciado pelos resultados hematoldgicos
e imunoldgicos, podendo ser fornecido como aditivo alimentar para melhores resultados de
desempenho zootécnico, principalmente quando o0s animais estiverem em ambientes néo
favoraveis ao bom desenvolvimento de suas funcBes basicas. Mais estudos sdo necessarios

para determinacéo da dose ideal de incluséo, bem como o tempo de administracéo.
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