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RESUMO

CECHIM, Flavio Endrigo. Caracteristicas morfolégicas do epitélio intestinal e
desempenho de tildpia do nilo Oreochromis niloticus suplementada com
mananoligossacarideo (mos). 2012. 55f. Dissertacdo (Producdo Animal) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Zootecnia, Universidade Tecnologica Federal do
Parana — Campus Dois Vizinhos, 2012.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da utilizacdo de niveis
crescentes do prebidtico mananoligossacarideo (MOS) em juvenis de tilapia do Nilo
sob os parametros de desempenho e morfologia intestinal. O estudo foi conduzindo
no lago da Usina Hidrelétrica de Salto Caxias, no rio Jacutinga, localizada no
municipio de Boa Vista da Aparecida, no estado do Parana, na area experimental da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste). Foram utilizados 20 juvenis
de tilapia-do-Nilo com peso inicial 12,62 g, em cada gaiola, totalizando 16 gaiolas de
0,25 m® cada. As gaiolas foram distribuidas em tanques-rede de 4 m* (quatro gaiolas
por tanque-rede) compondo um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos, 0,0; 0,2; 0,4 e 0,8% de inclusdo de MOS na dieta e quatro repeticées. A
alimentacao foi realizada quatro vezes ao dia, até a aparente saciedade, durante 60
dias. Ao final de 30 e 60 dias de cultivo foram realizadas biometrias para calculo dos
indices de desempenho e coleta de material para andlise histologica do intestino. Os
parametros de qualidade da agua se mantiveram dentro dos valores de referéncia
para a espécie. O consumo de racao aos dias de experimento foi maior (P<0,05) nos
peixes suplementados com 0,4% quando comparados ao grupo controle. Aos 30
dias de experimento, peixes alimentados com 0,4% de MOS na dieta apresentaram
maior (P<0,05) altura das vilosidades intestinais e, aos 60 dias, peixes alimentados
com a dieta controle apresentaram maior (P<0,05) altura das vilosidades intestinais.
No entanto os parametros de desempenho ndo foram significativamente afetados
pela adicdo de MOS a dieta. No presente trabalho, uso estratégico de prebioticos
durante o ciclo de producdo abre perspectivas promissoras na modulacdo das
caracteristicas morfolégicas do intestino, apesar de nao ter influenciado no
crescimento de juvenis de tilapia-do Nilo.

Palavras-chave: Prebiético. Tilapia do Nilo. Desempenho. Morfometria intestinal.



ABSTRATC

CECHIM, Flavio Endrigo. Morphological characteristics of the intestinal
epithelium and performance of nile tilapia Oreochromis niloticus supplemented
as mananolissacarideo (mos). 2012. 55 f. Dissertacdo (Producdo Animal) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Zootecnia, Universidade Tecnologica Federal do
Parana — Campus Dois Vizinhos, 2012.

The present study has as an objective to analyze the effect of using crescent levels
of prebiotic mananoligosaccharides (MOS) in Nile tilapia juveniles, according to the
parameters of performance and intestinal morphology. The study was done at Salto
Caxias hydroelectric plant lake, Jacutinga river, located in Boa Vista da Aparecida
city, state of Parana, experimental area of UNIOESTE — Universidade Estadual do
Oeste do Parana. An amount of 20 Nile tilapia juveniles were used, with 12,62 g
initial weight, in each cage, being 16 0,25-cubic-meter cages. The cages were
distributed in 4-cubic-meter tanks (four cages in each tank) generating a randomized
lineation, with four species of treatments, 0,0; 0,2; 0,4 and 0,8% of MOS inclusion in
diet and four repetitions. The feeding process happened four times a day, until
apparent satiety, for 60 days. After 30 and 60 days, biometry was done to calculate
performance levels and to analyze intestinal histology. The parameters of water
quality were kept within reference values for the species. The consumption of ration
during the experiment days was higher (P<0,050) for fish supplemented with 0,4%
when compared to the control group. After 30 days of the onset, fish fed with 0,4% of
MOS in their diet presented higher (P<0,05) intestinal villi and, after 60 days, fish fed
with control diet presented higher (P<0,05) intestinal villi. However, the parameters of
performance were not significantly affected by the addition of MOS to the diet. In the
present study, strategic use of prebiotics during the production cycle brings up
promising perspectives to modulate morphological features of the intestine, although
it did not influence the growth of Nile tilapia juveniles.

Keywords: Prebiotic. Nile tilapia. Performance. Intestinal morphology.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a piscicultura brasileira cresceu o equivalente a 60,2%, e a
producdo de tilapia-de-Nilo (Oreochromis niloticus) em apenas sete anos (2003-
2009), aumentou 105% (MPA, 2010). Segundo a FAO, 2010 o Brasil podera se
tornar um dos maiores produtores do mundo até 2030, fortalecendo a producéo
através da incorporacdo de parques aquicolas continentais, como 0s reservatorios
formados por barragem de hidrelétricas. A regido Sul do Brasil destaca-se no
cenario nacional como a maior produtora de tilapia-do-Nilo em sistemas intensivos
de producgéo (MPA, 2010).

A intensificacdo dos sistemas de producdo de peixes € acompanhada pelo
elevado adensamento populacional, diminuicdo da qualidade da agua que aliada a
outros fatores, como 0 manejo zootécnico inerente aos sistemas intensivos de
producdo, causa estresse aos animais, tornando-os susceptiveis a infeccdes
bacterianas, prejudicando o0 ganho de peso e o0 crescimento dos peixes
(TORRECILAS et al., 2007). Como estratégias para minimizar as perdas por
doencas bacterianas durante o ciclo de producdo, se faz o uso de drogas
antimicrobianas tanto para combater esses agentes infecciosos como para promover
o crescimento, sendo adicionados a racao ou diretamente na agua. Entretanto esta
pratica pode atuar selecionando bactérias resistentes e provocar o desequilibrio
bacteriano no intestino do animal. (YOUSEFIAN & AMIRI, 2009; BELEM-COSTA,;
CYRINO, 2006).

Contudo, tendo em vista a crescente preocupag¢do com a saude publica e a
adocado de Boas Praticas de Manejo (BPMs) durante o ciclo de producao (QUEIROZ
et al., 2006), os quimioterapicos estdo sendo substituidos por outros compostos
alternativos, como os prebidticos, devido a tendéncia do mercado consumidor a
produtos produzidos sem aditivos quimicos. Segundo Hisano et al. (2004) uma
alternativa interessante para diminuir a utilizacdo dos quimioterapicos sao 0s
prebidticos, que vem sendo amplamente investigados, ja que muitos dos prebibticos
constituem moléculas encontradas em organismos vivos como leveduras, de facil
extracdo e incorporacdo a dieta, alem de n&o causar impactos no ambiente
(MEURER, 2005).



Os prebidticos podem atuar auxiliando na multiplicacdo das bactérias
benéficas, assim como impedir a colonizacdo e infeccdo do epitélio intestinal pelas
bactérias patogénicas, pois apresentam a capacidade de adsorver esses micro-
organismos impedindo, a ligacdo destes com o epitélio intestinal. Desta forma
auxiliando na manutencdo da integridade tecidual, estimulando o aumento das
vilosidades e, consequentemente, contribuem para a melhor converséo alimentar e o
melhor desempenho dos peixes (LIRANCO, 2009).

O uso de prebiodticos na nutricdo de peixes vem aumentando cada vez mais
como alternativa ao uso de quimioterapicos como promotores de crescimento. Genc
et al. (2007) utilizaram prebidticos MOS em hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus
x O. aureus) e obtiveram resultados positivos quanto a altura de vilosidades
intestinais. Em robalo europeu (Dicentrarchus labrax), a inclusdo do prebiotico
promoveu o aumento significativo do crescimento (TORRECILAS et al., 2007).
Staykov et al. (2007) obtiveram resultados significativamente melhores em ganho de
peso e conversao alimentar com carpa (Cyprinus carpio L.) suplementadas com
MOS. Salze et al. (2007) desafiaram cobia (Rachycentron canadum) em ambientes
com diferentes concentracbes salinas, obtendo resultados melhores quanto a
sobrevivéncia e a altura de vilosidades com os animais que receberam o MOS.
Porém seu uso na nutricdo de peixes esta na fase inicial quando comparado as

espécies domésticas (aves e suinos).

1.1 Objetivos

Avaliar o efeito da suplementacdo de niveis crescentes do prebidtico
mananoligossacarideo (MOS) na dieta sobre indices de desempenho e morfologia
do epitélio intestinal de juvenis de tilapia do Nilo mantidos em tanques-rede.

Obter informacdes que auxiliem no entendimento dos mecanismos de acdo do

prebidtico na nutricdo de peixes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da piscicultura no Brasil

A piscicultura juntamente com a produgdo animal vem experimentando
avancos tecnologicos substanciais nas areas de melhoramento genético, manejo,
sanidade e nutricdo, pois se trata de uma atividade que torna-se a cada dia mais
importante como fonte de proteina para o consumo humano, fornecendo alimento
saudavel, sendo, portanto cada vez mais procurado pelo consumidor e
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (MPA, 2011).

Estima-se que a piscicultura teve inicio ha 2.500 anos, na China para o
consumo domeéstico, expandido-se para a Europa, € no século XX para o Japao,
sendo criados comercialmente. Porém, as pesquisas com nutricdo iniciaram-se
somente na década de 40 nos Estados Unidos da América (CASTAGNOLLI, 1992).

No Brasil, o primérdio da aquicultura deu se na década de 30, quando as
primeiras desovas de espécies nativas foram obtidas em cativeiro com sucesso
(SUSSEL, 2008).

Entretanto, a piscicultura como atividade econémica é mais recente, embora o
Brasil apresente um dos maiores potenciais hidricos do mundo para a aquicultura,
pois possui recursos hidricos abundantes e grande extenséo territorial, além de ter
grande parte do territorio localizado em ambiente tropical, onde as temperaturas sao
adequadas para a criacdo de varias espécies durante o ano todo (CASTAGNOLLI,
1992; NOGUEIRA, 2007).

Os primeiros estudos no Brasil com vistas aos aspectos nutricionais dos
peixes sao do ano de 1981, sendo os peixes cultivados em viveiros escavados e
alimentados com sobras de outras culturas agricolas (SUSSEL, 2008). Apenas na
década de 90 a nutricdo animal e a eficiéncia das racdes passaram a ser uma
preocupacdo dos pesquisadores, os quais utilizaram racdes de aves e de suinos.
Entretanto, estas ndo atendiam as exigéncias nutricionais da espécie de peixe em
questao, resultando em residuos na agua e rendimento insatisfatorio (SUSSEL,
2008).

Um passo importante para a criagdo de peixes foi dado quando a partir de

pesquisas foi desenvolvida a técnica para fabricar racdo peletizada, evitando as
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perdas de nutrientes na agua e a deterioragcdo. Os elementos da racdo séo
aglomerados em peletes, deste modo a peletizagcdo da racdo possibilitou a melhora
no desempenho dos animais, através da melhor ingestdo e da utilizacdo de energia
melhorada com este processo (ALVES, 2007). Entretanto a grande evolucéo ocorreu
com a extrusdo das racgdes, processo que possibilita a maior exposicdo dos
nutrientes & agéo digestiva, a melhor eficiéncia alimentar para os peixes e a menor
deterioracdo da qualidade da agua. Segundo Sussel (2008) apesar das grandes
melhoras no desempenho que as inovacfes proporcionaram, quando comparados a
aves ou suinos, os peixes ainda podem ser mais eficientes.

Contudo o Brasil é considerado a grande poténcia para o desenvolvimento da
piscicultura, devido o clima e o territorio favoravel.

Segundo MPA (2011) os reservatorios de usinas hidrelétricas (ANEEL) e
propriedades particulares no interior do pais, reservam 3,5 milhdes de hectares de
ldamina d’agua, que podem ser explorados para a piscicultura em tanque-rede.
Entretanto resperitando a resolucdo 357 de 2005 do CONAMA, que regulariza a
utilizacdo das aguas afim de preserva e evitar a escassez quantitativa e qualitativa.
A 4gua doce pode ser classificada como, especiais, classe 1, classe 2, classe 3 e 4,
onde as aguas estabelecidas na classe 2 podem ser utilizadas para a pesca e para a
aquicultura.

Acredita-se que com o crescimento de 10% ao ano a atividade aquicola
mundial e 0 aumento no consumo per capita de peixes nos paises da América
Latina, o Brasil seja em 2030 o maior produtor mundial (QUEIROZ et al., 2005; FAO,
2006; MPA, 2011).

2.2 Producdo de peixes em tanque-rede.

A aquicultura brasileira cresceu na ordem de 40% de 2008 a 2010, onde a
piscicultura representa 82,3% da producédo total da aquicultura continental. Este
crescimento deve se em grande parte ao aumento de incentivos de politicas publicas
(MPA, 2010). Entretanto, os aspectos geografico e biolégico é que possibilitam o
desenvolvimento do Brasil nesta area, pois com o clima favoravel e abundancia de

agua para a exploracéo, os investimentos necessarios SGo menores.



A criacdo de peixes em tanques-rede ou gaiolas cresce em diversos paises e
no Brasil este método pode ser uma alternativa para a utilizacdo de acudes, lagos e
repressas de hidrelétricas, pois se trata de um sistema intensivo de producdo com
baixo custo de implantacdo, simples manejo, alta e continua renovacao de agua, o
que mantém a qualidade da agua, removendo os dejetos e metabdlitos, possibilita o
adensamento e, portanto, uma producdo maior (CARVALHO et al., 2010;
MALLASEN et al., 2008; FURLANETO et al., 2006).

Diversas espécies de peixes nativos, tanto de agua doce como marinho,
possuem potencial para producdao em tanques-rede e apresentam bom desempenho
e produtividade, tais como tambaqui (Colossoma macropomum) (CHAGAS et al.,
2003; GOMES et al., 2004), garoupa verdadeira (Epinephelus marginatus)
(SANCHES et al., 2006), lambari (Astyanax bimaculatus) (Vilela; Hayashi, 2001),
matrinxa (Brycon amazonicus) (BRANDAO et al., 2005), pirarucu (CAVERO et al.,
2003) e surubim Pseudoplatystoma sp. (Burkert et al., 2008).

No entanto, entre as espécies exoéticas que se destacam no panorama
nacional esta a tilapia-do-Nilo, representando 39% do cultivo de peixes (O. niloticus),
principal peixe de agua doce cultivado, em escala mundial (FAO, 2012; KUBITZA et
al., 2012). No Brasil a regido Sul do pais é a maior produtora de tildpias, com
39,42%, principalmente devido a grande aceitacdo do mercado consumidor, as
caracteristicas rusticas da espécie, que permitem a adaptacdo a varios ambientes
diferentes, a facil obtencédo de alevinos (AYROZA et al., 2008).

Por esses motivos a tilapia é a espécie mais cultivada em tanques-rede no
pais (KUBITZA, 2007). Entretanto para que piscicultura intensiva em tanque-rede
seja economicamente rentavel, é necessario o planejamento e o desenvolvimento de
técnicas, tendo como base a producdo, a conservacao de recursos naturais e o
desenvolvimento social, pois apresenta maiores riscos em relagdo a piscicultura
tradicional (VALENTI, 2000; FURLANETO et al., 2006).

2.3 Tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

A producdo da piscicultura no Brasil atingiu 60,2% de crescimento apenas
entre 2007 e 2009. Isoladamente, a producgéo de tilapia aumentou 105% em apenas
sete anos, entre 2003-2009 no Brasil (MPA, 2011), demonstrando a viabilidade
econOmica da tilapicultura. (NOGUEIRA, 2007)



A tilapia-do-Nilo O. niloticus é nativa do continente africano e da Asia Menor,
predominantemente de aguas quentes (20 a 30°C) (SEBRAE, 2007). No Brasil a
primeira introducdo oficial da espécie aconteceu no ano de 1971 pelo DNOCS -
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) em projetos de
peixamento dos reservatorios publicos da Regido Nordeste, mas devido a falta de
dominio sobre as técnicas de producdo as taxas de éxito foram muito baixas
(NOGUEIRA, 2007).

Atualmente, o desenvolvimento e difusdo das técnicas de producdo, a
elaboracao de trabalhos de pesquisa, o surgimento da tecnologia de reversao sexual
permitiram que essa atividade comecasse a se estruturar e se desenvolver no Brasil.
A tilapia-do-Nilo é a espécie de peixe mais produzida em sistema intensivo, em
funcado da facil adaptacao as variadas condicdes de cultivo das diferentes regifes do
pais, do rapido crescimento (cerca de seis meses), boa conversdo alimentar,
capacidade de assimilar tanto proteina de origem vegetal quanto animal, resisténcia
as doencas e as condicbes ambientais inerentes aos sistemas intensivos de
producdo de peixes (manipulacdo, altas taxas de lotacdo e baixa qualidade da
agua). Além disso, sua carne apresenta caracteristicas organolépticas desejaveis,
tais como: sabor agradavel, baixo teor de gordura e de calorias, inexisténcia de
espinhos em "Y" intramusculares, o que facilita sua comercializacdo nos mercados
interno e externo (SCHWARZ et al., 2010; NOGUEIRA, 2007).

Nogueira (2007) relata que as primeiras informacdes sobre a tilapia, como
espécie promissora para a aquicultura ocidental, surgiram no inicio da década de 50,
com citacdes sobre a tilapicultura como um dos melhores negécios para piscicultores
e uma nova fonte para obtencédo de proteinas. Estes peixes podem ser criados em
sistemas, extensivos, semi-intensivos e intensivos. Sendo o intensivo mais utilizado
comumente em tanques-rede, que, em muitos casos, séo instalados nos lagos das
hidrelétricas os quais representam um grande potencial ainda pouco explorado para
estes fins (FAO, 2006; GARCIA, 2008). Entretanto, algumas situacbes podem
prejudicar o desempenho dos peixes, como os fatores estressantes, a agua,
poluicéo, luz, temperatura, manejo, qualidade da racéo e a densidade. Estes fatores
podem ser a porta para doencas (SEBRAE, 2007).

Segundo FAO (2006), os principais problemas em pisciculturas de tanques

rede estdo ligados as bactérias, parasitos, fungos e as técnicas empregadas no



controle destes agentes causadores de doencas, pois 0 controle ocorre através do
emprego de antibidticos. Alguns agentes patogénicos sdo comuns ao ambiente de
tanque-rede como as bactérias Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnare,
Streptoccocus iniae, parasitos, como Ichthyophthirus multifiliis, Trichodina, Argulus e
Lernaea e fungos, como Saprolegnia. Adicionalmente o adensamento promovido
pelo sistema intensivo de producdo potencializa os problemas, criando um ambiente
mais susceptivel para estes organismos se desenvolverem. Sendo assim, o
emprego de aditivos naturais, como os prebidticos, poderia ser uma alternativa de
baixo custo e sustentavelmente correta, para amenizar os problemas na piscicultura

potencializados pela criagcéo intensiva.

2.4 Prebidticos na nutricdo de peixes

A piscicultura, para acompanhar o mercado consumidor em plena expansao,
intensifica as criacdes para suprir a demanda. Sistemas intensivos de producéo sao
caracterizados pelo adensamento populacional, podendo chegar até 250 kg m™
(OZORIO et al., 2004; NOGUEIRA; RODRIGUES, 2007). Entretanto, a intensificagéo
da criacdo acarreta alguns problemas, que prejudicam o desempenho, pois ocasiona
a diminuicdo da qualidade da agua, que aliada a outros fatores, como o estresse
causado pelo manejo zootécnico, torna 0s animais susceptiveis a infeccoes
bacterianas e a ocorréncia de surtos epizoéticos com grande mortandade de peixes,
acarretando grandes prejuizos ao produtor, nesses casos, 0 Uuso da
antibioticoterapia € comum, entretanto esta pratica pode atuar selecionando
bactérias resistentes e provocar o desequilibrio da microbiota do intestino do animal
(GARCIA, 2008; YOUSEFIAN & AMIRI, 2009).

Este fato aumentou a preocupacdo com o uso de antibidticos, provocando a
proibicdo da administracdo em doses sub-terapéuticas na Europa, e a restricdo no
processo de regularizacdo da aplicacdo destes produtos nos EUA e outros paises.
Devido impacto dessas exigéncias politicas na aquicultura, surge o interesse em
desenvolver estratégias alternativas para controlar as doencas (GATLIN Il et al.,
2006), dentre elas a suplementacado alimentar estratégica.

Uma das estratégias para diminuir a utlizacdo deste quimico s&o o0s
prebioticos, que vem sendo amplamente investigados. Prebibticos sGo componentes

alimentares nao digeridos pelos sais e acidos produzidos pelo animal no processo
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de digestdo, mas fermentados por determinados microrganismos do trato
gastrintestinal, proporcionando beneficios ao hospedeiro com melhoras no
crescimento, digestao dos nutrientes, imunidade e resisténcia as doencas através da
estimulacdo seletiva da proliferacdo no trato digestorio (BURR; GATLIN, 2005;
GATLIN et al., 2006).

Os prebidticos podem ser componentes dos ingredientes da dieta ou
adicionados a ela por meio de fontes exdgenas concentradas (SILVA; NORNBERG,
2003). Os prebioticos incluem a lactulose, a inulina e diversos oligossacarideos
como fructoligossacarideos (FOS), transgalactoligossacarideos (TOS),
xilooligossacarideos (X0S9), galactooligossacarideos (GOS) e
mananoligossacarideos (MOS), que fornecem carboidratos as bactérias benéficas
do intestino, as quais sédo capazes de fermentar estes nutrientes e, portanto retirar a
energia para o seu desenvolvimento (SAAD, 2006). Adicionalmente, o prebidtico
pode inibir a multiplicacdo de patdégenos, adsorvendo-os e eliminando do trato
gastrointestinal, garantindo beneficios adicionais a saude do hospedeiro. No entanto
0s prebidtico ndo sdo a Unica alternativa para promover a melhora na salde dos
peixes. Probibticos e simbiontes caracterizam com uma boa op¢do bem como os
prebidtico.

Probiéticos sdo como micro organismos vivos que quando administrados em
doses adequadas conferem efeito benéfico a saude do hospedeiro, podendo
contribuir com o crescimento e com a resposta imune dos peixes, quando
adicionados a dieta. (FAO/OMS, 2001; KESARCODI-WATSON et al., 2008).

J4 os simbiontes resultam da combinacdo de culturas probidticas com
ingredientes prebioticos, possibilitando a sobrevivéncia de bactérias probibticas na
dieta e no trato gastrointestinal. Promovendo uma acdo conjunta entre probidticos e
prebiético (STEFE et al., 2008).

Dentre os prebidticos mais utilizados, o mananoligassacarideo (MOS) se
destaca no cenario da producdo animal e vem sendo amplamente investigado na

nutricdo de peixes.



2.5 Mananoligossacarideo.

O mananoligossacarideo (MOS) € um prebiético derivado da parede celular
da levedura Saccharomyces cerevisiae, onde sdo encontradas manoses, as quais
promovem ligacbes com o envoltério bacteriano de alguns microrganismos
patogénicos, impedindo a ligacdo dos mesmos com o epitélio intestinal e com outras
bactérias impossibilitando a formacgéo de colénia e contribuindo para a manutencéo
da integridade epitelial.

Schwarz et al. (2010) relatam que a adicdo de MOS na dieta de tilapias-do-
Nilo contribuiu para a melhoria da conversdao alimentar e Hisano et al. (2008)
obtiveram resultados sobre o ganho de peso e comprimento com camardes.
Carvalho et al., (2011); Sousa (2010); Hisano et al., (2008) Esudos demonstram o
aumento na altura do espessamento e da densidade das vilosidades intestinais,
devido a suplementacdo com MOS em tilapias do Nilo. Semelhante aos resultados
obtidos por larvas de cobia (R. canadum) por Salze et al. (2008), onde foram
observados menos vacuolos supranucleares nos enteroécitos.

Da mesma forma, Torrecillas et al. (2007) confirmaram em experimentos
conduzidos com robalo europeu (Dicentrarchus labrax) os efeitos positivos do MOS
(2 e 4% de inclusdo na dieta) melhorando o crescimento, e a digestibilidade. As
paredes celulares de leveduras, locais de extracdo do prebidtico, também sao
utilizadas como promotores de crescimento em tilapias-do-Nilo, em que leveduras
autolisadas proporcionaram ganho de peso maior em relacdo ao controle (Hisano et
al., 2007) e em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) o MOS promoveu resposta sob
o epitélio intestinal (STAYKOV et al., 2007a).

Da mesma forma Daniels et al. (2006) relataram bons resultados com a
suplementacdo de MOS a dieta de lagostas (Homarus gammarus). No entanto
Daniels et al. (2007) relataram em trabalho posterior que a adicdo em maiores
concentragdes causou danos ao epitélio intestinal dos animais. Portanto, evidencia-
se em alguns experimentos que a adicdo do prebidtico MOS pode né&o promover
efeitos significativos sobre o desempenho dos animais, como relatado por Grisdale-
Helland et al. (2008) com salmé&o do Atlantico (Salmo salar), Mansour et al. (2012)
com juvenis de Esturjao gigante (Huso huso) e bagre do canal (Ictalurus punctatus)
(WELKER et al., 2007).



Sendo assim, existe ainda uma lacuna a ser preenchida no que diz respeito ao
uso de prebidticos na nutricdo de peixes, como a necessidade de determinar um
protocolo de utilizacdo de suplementos alimentares, identificando a concentracdo e o
periodo correto de utilizagdo no organismo em questdo, pois a eficiéncia do
prebidtico pode variar de acordo com diversos fatores, tais como a idade do peixe, o
sistema de criagcdo, a composi¢cado da dieta e a condi¢do de estresse a que 0 peixe €
submetido (VOLPATTI et al., 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no lago da Usina Hidrelétrica de Salto Caxias, no
rio Jacutinga, localizada no municipio de Boa Vista da Aparecida, no estado do
Parana.

Foram utilizados quatro tanques rede, com 5 m® de volume, onde foram
alocados em cada um, quatro gaiolas experimentais de policloreto de vinila atdxico
de 0,25m® de volume com malha de 15 mm de abertura. Os tanques rede foram
posicionados nos pontos 1, 2, 3 e 4 localizados respectivamente nos Ponto 1 - X
254218.90; Y 7183223,51; Ponto 2 - X 254300,90; Y 7183111,70; Ponto 3 - X
254224,90; Y 7183057,00; Ponto 4 - X 254143,60; Y 7183168,10. Os juvenis de
tilapia-do-Nilo O. niloticus com peso inicial 12,62 g provenientes de piscicultura
comercial foram distribuidas nas 16 gaiolas experimentais.

Para isto, os espécimes foram pesados em balanca eletrbnica com precisao de
0,01g, medidos e separados em lotes homogéneos com 20 animais por tanque.
Antes do inicio do estudo, os peixes passaram por um processo de adaptacdo ao
ambiente e a alimentacéo padrdo sem a adi¢cdo de MOS, por 15 dias.

A distribuicdo nas gaiolas configurou um ensaio organizado em delineamento
de blocos ao acaso com quatro tratamentos: 0,0; 0,2; 0,4 e 0,8% de inclusdo de
mananoligossacarideo (MOS) na dieta (n=4). Os peixes foram alimentados por 60
dias nos meses de dezembro e janeiro, com quatro refeicbes diarias (08h00min;
11h30min; 14h30min e 18h00m) até aparente saciedade. As condicbes de
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade da agua foram monitorados

diariamente durante todo o periodo experimental.
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3.1 Dietas experimentais

Os ingredientes para a dietas experimentais foram doados pela Anhambi
Alimentos Ltda., localizada em Itapejara d’Oeste no estado do Parana — BR. A dieta
formulada apresentava composi¢cao basica com os niveis de garantia apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo Béasica das dietas experimentais utilizadas para o0s
tratamentos de juvenis de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

Niveis de garantia

umidade maxima 120 g/kg
proteina bruta (min): 320 g/kg
extrato etério (min) 40 g/kg
matéria fibrosa (max): 60 g/kg
matéria mineral (max): 130 g/kg

Premix vitaminico e mineral (por kg de racdo) calcio (min/max):14/34 g/kg, fosforo (min) 10 g/kg,
lisina 17 g/kg, metionina 6100 mg/kg, vitamina A (min) 15.000 Ul/kg, vitamina D3 (min): 3000 Ul/kg,
vitamina E (min): 180 mg/kg, vitamina K3 (min): 6,0 mg/kg, vitamina B1 (min): 18 mg/kg, vitamina B2
(min): 32 mg/kg vitamina B6 (min): 22 mg/kg, vitamina B12 (min): 40 mcg, vitamina C (min): 422
mg/kg, acido nicotinico 150 mg/kg, acido pantoténico 60 mg/kg, acido félico (min): 10 mg/kg, biotina
(min): 1,50 mg/kg, inositol (min): 238 mg/kg, ferro (min): 65 mg/kg, cobre (min): 10,40 mg/kg, zinco
(min): 130 mg/kg, manganés (min): 65 mg/kg, iodo (min): 1,30 mg/kg, selénio (min): 0,40 mg/kg,
cobalto(min): 0,35 mg/kg, sédio 2400 mg/kg, colina 350 mg/kg, antioxidante 200 mg/kg, aditivo
enzimético 125 mg/kg.

A dieta foi composta racdo comercial na forma de matéria prima farelada,
fornecida pela empresa Anhambi Alimentos Ltda, contendo 32% de proteina bruta,
atendendo as exigéncias nutricionais da espécie.

As dietas apresentavam milho moido, farinha de carne e ossos de bovino,
cloreto de sodio, cloreto de colina, farelo de soja, protenose, farelo de trigo, dl-
metionina, farinha de visceras, farelo de girassol, | - lisina, vitamina c, antioxidante,
premix vitaminico mineral, farinha de peixe, como composi¢do basica. As ragcdes
foram extrudadas posteriormente no Laboratorio de Processamento de Racdes do
Grupo de Estudos de Manejo em Aquicultura (GEMAQ) da Universidade Estadual do

Oeste do Parana, Campus de Toledo. Apds a extrusao, as dietas foram submetidas
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a secagem em estufa de ventilagdo forcada a temperatura de 55 °C por 24 horas,
posteriormente armazenadas em recipientes plasticos e mantidas sob refrigeracao

durante todo periodo experimental.

3.2 Avaliacédo dos parametros de desempenho

Aos 30 e aos 60 dias de experimento os peixes foram submetidos a um jejum
de 24h, sedados em gelo, pesados em balanca de precisdo e medidos com
paquimetro. Os indices de desempenho foram avaliados considerando-se o0s
seguintes parametros (BICUDO et al., 2009):

e Ganho de peso (9):

GP = Pf - Pi

Em que, Pi € o peso inicial e Pf é o peso final.

e Indice de converséo alimentar:

ICA = CA/IGP

Em que, CA é consumo alimentar e GP é ganho de peso.

e Taxa de crescimento especifico (% crescimento dia™):

TCE = 100x(InPf — InPi)
Dias
Em que InPi é o logaritmo normal do peso inicial e InPf o logaritmo

natural do peso final.

Ao final de cada periodo experimental (30 e 60 dias), dois peixes de cada
repeticdo foram amostrados aleatoriamente, sacrificados com gelo e agua 1:1 e,
individualmente, pesados em balanca de precisdo e medidos para coleta de

fragmentos do intestino para realizacéo da analise histologica.
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3.3 Avaliacéo Histoldgica do Epitélio Intestinal

O procedimento histolégico foi realizado no Laboratério de Controle Bioldgico
da UTFPR — Campus Dois Vizinhos. De tal modo, a coleta de material biolégico para
analise histologica foi realizado aos 30 e 60 dias de experimentacdo. Foram
avaliados dois exemplares de cada unidade experimental, totalizando oito
espécimes por tratamento.

Para avaliacdo histologica das estruturas, foi tomada a porcéo inicial do
intestino, trés centimetros a partir do piloro, seguindo a metodologia proposta por
Garcia (2008). Depois da retirada do fragmento do intestino, foi realizado o corte
longitudinal da porgdo amostrada e as extremidades presas em uma base de
cartolina retangular de modo a manter as vilosidades expostas.

Para o processamento foram retirados fragmentos da parte anterior do
intestino. Essas foram fixadas em Bouin (5 mL de formaldeido 5% + 25 mL de acido
acético glacial 5% + 75 mL de solucdo saturada de &cido picrico 5% aquoso) por 8
horas, lavadas em alcool 70% (3 x 15 minutos) e armazenadas em alcool 70% até o
processamento.

As amostras armazenadas em alcool 70% foram desidratadas em solucdes
alcoodlicas em concentracdes crescentes (alcool 80%: 10 minutos, alcool 90%: 10
minutos, alcool 95%: 10 minutos, &lcool 98%: 10 minutos e alcool 100%: 2 x 15
minutos), sendo posteriormente diafanizadas em Xilol (Xilol I: 20 minutos, Xilol II: 20
minutos, Xilol Ill: 10 minutos e Xilol-parafina: 30 minutos). Ap0s a completa
desidratacdo foi realizada a parafinizacdo (Parafina I: 180 minutos e Parafina Il: 15
minutos) e para o emblocamento em Parafina Histologica (Parafina Histoldgica/Cera
de abelha 4:1).

O material emblocado foi cortado em micrétomo rotativo, com cortes de 5 pm
de espessura. Estes foram montados em lamina de vidro para microscopia (3,0 x
10,0 cm) contendo albumina, sendo, posteriormente, assentados sobre chapa
guente para distensdo dos cortes. Na sequéncia, foram eliminados os residuos de
albumina e as laminas permaneceram sete dias em estufa a 35 °C, para secarem
completamente.

Os cortes foram corados pelo método H/E (Hematoxilina/Eosina), para isto foi
realizada a desparafinizagcéo (Xilol I: 10 minutos, Xilol II: 10 minutos, alcool 100% I: 2
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minutos, alcool 100% II: 2 minutos) e a reidratacdo destes (&lcool 90%: 2 minutos,
alcool 80%: 2 minutos, lavagem em &gua destilada corrente: 2 minutos). Para a
coloracdo, os cortes foram banhados em Hematoxilina (30 segundos), lavados em
agua corrente (10 minutos), banhados em Eosina (5 segundos) e novamente
lavados em agua destilada corrente (10 segundos). Estes ficaram em estufa a 35 °C
por dois dias, para secagem completa dos corantes, quando foram recobertos por
laminulas de vidro para microscopia (2,3 cm x 3,6 cm) e fixados com Balsamo do
Canada. Foram confeccionadas cinco laminas para cada peixe amostrado.

As laminas contendo os cortes foram pré-selecionadas em Microscépio de
Luz, sendo fotografadas com sistema para captura de imagem camera digital (DCM
camera digital para microscépio 130E 1,3 pixels, chip CMOS Software Scopephoto)
conectada a um microscopio de luz (EDUTEC 502 AC). De posse das imagens, foi
possivel determinar a altura das vilosidades (4pice das vilosidades até o inicio da
camada muscular), para isto foi utilizado o software de analise BEL Eurisko (Figura
1).

Figura 1. Fotomicrografia de corte histolégico da porcdo proximal do intestino de
juvenis de Tildpia-do-Nilo (O. niloticus) no aumento 40X em coloracdo HE. A-B:
medida da vilosidade, C: camada muscular.
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3.4 Andlises Estatisticas

Para atender as premissas da analise de variancia (ANOVA), todos os dados
passaram por uma analise exploratdria para avaliacdo da normalidade e
homogeneidade das variancias. Posteriormente, os resultados foram submetidos a
ANOVA e a analise de regressao para os parametros quantitativos. Para avaliacéo
de diferencas entre as médias foi realizado o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5% (a=0,05) (STEEL; TORRIE, 1980).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ambiente proporcionou condi¢cdes adequadas para o desenvolvimento da
tilapia do Nilo, ndo promovendo situacbes de estresse. O valor médio de
temperatura foi 30,4 + 0,75 °C, de oxigénio dissolvido 6,56 + 0,55 mg.L™, de pH 7,99
+ 0,69 e de condutividade elétrica 6,8 + 0,14 uS.cm™. Os parametros avaliados
mantiveram-se estaveis e dentro da faixa de conforto para a espécie (BOYD, 1990;
EL-SAYED, 2006).

4.1 Desempenho zootécnico

Aos 30 e aos 60 dias do periodo experimental os parametros de desempenho
nao foram significativamente alterados com a suplementacéo de niveis crescente de
MOS a racéo de tilapia-do-Nilo. (Tabela 02).

abela 2 Parametros de desempenho (x + DP) de tilapia-do-Nilo (O. niloticus),
suplementada com niveis crescentes de mananoligossacarideo (MOS) aos 30 e 60

dias de experimento.

30 dias

MOS 0,0% 0,2% 0,4% 0,8% P

GP(9) 16,500 + 0,61 16,742 + 2,32 18,549 + 0,88 18,681 + 1,36 0,1031
TCE(%) 2,7799 £ 0,24 2,9430 £ 0,17 2,9146 £ 0,24 3,0010 £ 0,17 0,5129
ICA 1,18425+0,05 1,29231+0,18 1,26068+0,11 1,26589+ 0,12  0,6305

60 dias
GP(g) 69,31+ 1,11 70,84 + 5,75 76,74 + 3,98 75,36 + 1,14 0,0664
TCE(%) 3,10+ 0,04 3,15+ 0,10 3,25+0,12 324+0,1 0,1496
ICA 1,49 + 0,08 1,68 +0,18 1,72 + 0,08 1,61 + 0,07 0,0761

Ganho de Peso (GP), Taxa de Crescimento Especifico (TCE), Indice de Converséo Alimentar (ICA).
Com peso médio inicial 12,62 g.

Resultados semelhantes foram observados em larvas e juvenis de tilapia-do-
Nilo suplementadas com aproximadamente 1,4% (MICHELATO et al., 2007), entre
0,34 e 1% (SCHWARZ et al., 2009) e 1% (SCHWARZ et al., 2010) de MOS. No
entanto, a suplementacdo com 3%, segundo Schwarz et al. (2010), prejudicou o

desempenho dos peixes.
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Samrongpan et al. (2009) observaram que a suplementacdo com niveis
crescentes de MOS nao influenciaram a conversdo alimentar, entretanto
influenciaram o ganho de peso. Resultado consoante ao obtido por Hisano et al.
(2007) com tilapias (O. niloticus) suplementadas com leveduras e derivados, em que
a adicdo com 1,3% e 1,59% de levedura autolisada proporcionou indices de
desempenho produtivos melhores que o controle, porém a suplementagcdo com
levedura intacta e sua parede celular ndo alterou o desempenho dos peixes, igual
resultado obtiveram Genc et al. (2007), onde hibrido de til4pia (Oreochromis niloticus
x O. aureus) frente ndo melhoram o desempenho com a inclusdo do MOS a dieta.

Corroborando com os resultados do presente trabalho, a suplementacao de
prebidtico (associagao de B-glucano e mananoligossacarideo) em tilapias-do-Nilo
criadas em tanque-rede, ndo afetou o ganho de peso e taxa de crescimento
especifico (GARCIA, 2008). Entretanto, em outro trabalho realizado, utilizando
suplementos a base de algas, onde h& presenca de polissacarideos ndo amilaceos
semelhantes aos oligossacarideos, ocorreu correlacdo positiva entre a adicdo do
suplemento e o ganho de peso (GARCIA, 2009).

Resultados que mostram a falta de resultados positivos sédo relatados em
outras espécies de peixes e de animais utilizados na aquicultura.

Como em peixes da espécie Sciaenops ocellatus ("red drum") suplementados
por oito semanas com MOS, ndo apresentaram melhora no ganho de peso, além de
apresentar menor sobrevivéncia (ZHOU et al., 2010), o mesmo foi observado em
dourada (Sparus aurata), suplementada com MOS mais farinha de peixe como fonte
proteica ou MOS mais a adicédo de farelo de soja substituindo parcialmente a farinha
de peixe (DIMITROGLOU et al., 2010b).

Em bagres do canal (I. puntactus), Peterson et al. (2010) relatam que o
prebiético ndo atuou positivamente sobre os parametros TCE e CA, resultados
similares aos obtidos por Refstie et al. (2010) utilizando parede celular de leveduras
e por Grisdale-Helland et al. (2008) utilizando B-Glucanos e MOS em salméo do
Atlantico (Salmo salar).

Outras espécies de peixes também se comportam da mesma forma que
observado no presente trabalho quando suplementados com o prebiotico MOS e

derivados.
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Hernandez et al. (2012) relatam que em juvenis de jundia (Rhamdia quelen)
tratados com acidos organicos extraidos da parede celular de levedura, por Mansour
et al. (2012), em que adicionaram MOS a racdo para juvenis de esturjao gigante
(Huso huso).

Peterson et al. (2012) utilizando bagres alimentados com dietas com e sem
MOS, no qual a ragéo foi extrudada em diferentes temperaturas, ndo apresentou
melhoras no desempenho, no entanto o grupo alimentado com MOS na dieta
processada em temperatura baixa, apresentou sobrevivéncia superior quando
desafiado pela bactéria Edwardsiella ictaluri em relacdo aos demais tratamentos.

Portanto, pode se infereir que a temperatura durante o processo de extrusao
pode influenciar na atividade do prebidtico.

Da mesma forma que outras espécies de peixes, a tildpia-do-Nilo também
pode nado ser influenciada pela adicdo de MOS a dieta, como observado por
Caspary, (1992), Fabregat, (2006) e Carvalho et al. (2011) quando utilizaram o
prebiotico (MOS) e por Medri et al. (2000) substituindo a soja da racéo por leveduras
de destilaria (Saccharomyces cerevisiae). Estes resultados podem ser justificados
por diversos fatores segundo os autores, como o curto periodo experimental, o
namero de repeticdes e a falta de desafios ou fatores estressantes, o que dificulta a
observacdo do efeito do prebiético sobre o animal ou o animal ndo chega a um
estagio que necessite do prebiodtico para se desenvolver.

No entanto, diversos autores relatam alteracdes positivas com a adicdo de
MOS a dietas de peixes e de outros animais. Maiores taxas de sobrevivéncia foram
relatadas em trutas arco-iris (O. mykiss) (STAYKOV et al.,2007a) e em cobia (R.
canidum) (SALZE et al., 2008) suplementados com MOS na dieta, assim como sobre
a biomassa total em truta (Salmo gairdneri irideus) e carpa comum (Cyprinus carpio)
(STAYKOQV et al. 2007b). Além de efeitos em peixes, Sang e Fotedar (2011) também
relataram a melhora na sobrevivéncia e biomassa total em invertebrados aquéticos
como a lagosta marron (Cherax tenuimanus), quando suplementadas com 0,2% e
0,4% de MOS.

Da mesma forma, Mazlum et al. (2011) utilizaram lagostas da espécie
Astacus leptodactylus e observaram melhora significativa no crescimento e

conversao alimentar nos animais suplementados com 0,3 % de MOS. Ainda, Daniels
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et al. (2010) também observaram resultados promissores em larvas de lagostas
(Homarus gammarus) alimentadas com uma dieta contendo Bacillus spp. e MOS.

Van Hai e Fotedar (2009) também relataram melhora no desempenho de
camardes (Penaeus latisulcatus) com a adicdo de MOS e Flemming (2005) relatou
resultados similares em frangos.

Diante dos diversos resultados descritos na literatura, ainda ha uma grande
incerteza frente as respostas proporcionadas pelos prebidticos e mais
especificamente, frente as respostas observadas na utilizacgo do MOS nas
diferentes espécies de animais aquaticos. Essas respostas podem ser de dificil
verificacdo, pois sé@o indicativos muito sutis e sensiveis, sofrendo interferéncias de
multiplos fatores, tais como o ambiente, nutricAo e biologia de cada espécie
estudada. Dessa forma, as respostas biolégicas nem sempre sao observadas e isso
pode estar relacionado a diversos fatores como o tipo de ingrediente da dieta, o nivel
de desafio, o estresse a que o animal estad submetido e ao periodo experimental
(OLIVEIRA et al., 2007; CARVALHO, 2011).

Portanto, quando as condicbes de sanidade e ambientais sdo boas, 0s
prebiéticos podem nado apresentar efetividade sobre o desempenho (LIMA et al.,
2003). Isto por que, segundo Loddi et al. (2000), nestes ambientes as condi¢cdes de
estresse sobre 0 animal € inexistente, o que pode interferir nos possiveis efeitos do
prebiodtico sobre o desempenho animal.

Neste contexto a tilapia-do-Nilo se destaca quando comparada a outras
espécies de peixes, pois apresenta caracteristicas tais como a rusticidade, a facil
adaptacdo a ambientes diversos e a dietas com os mais variados ingredientes, o que
pode dificultar a percepcao da acao do prebidtico. Desta forma, a alta capacidade de
resiliéncia a estressores que a espécie apresenta pode mascarar a atuacdo do
prebidtico sobre o desempenho.

Entretanto, em periodos experimenteis mais longos, as condi¢cdes ambientais
poderiam sofrer alteracdes, ou até mesmo o crescimento dos peixes poderia causar
situacOes de estresse, somado a competicdo pelo espaco no tanque-rede que
também aumentaria (capacidade suporte), possibilitando a atuacdo do prebidtico,
salientando que habitualmente as criacdes ocorrem em sistemas intensivos onde
esta situacdo é comum (HERNANDEZ et al., 2012).
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Durante o periodo experimental do presente trabalho esta situagcdo de
competicdo ndo foi promovida, pois 0s animais permaneceram nos tangques por um
curto periodo (60 dias), o que néo possibilitou o crescimento necessario para que a
capacidade suporte fossa atingida.

Outras varidveis podem ter influenciado a atuacdo do MOS sobre o
desempenho, tais como o processo de fabricacdo, pois segundo Silva e Noérnberg
(2003), a espessura da parede celular das leveduras é determinante para a atuacao
do mesmo, pois proporciona maior ou menor resisténcia a acdo das enzimas,
dificultando a degradacé&o dos componentes e impedindo a utilizagdo dos mesmos
pelo animal.

A producdo de muco pelas células da mucosa intestinal pode alterar a
digestdo e a absorcdo de nutrientes e desta forma, interferir no desempenho
zootécnico do animal segundo Silva e Noérnberg (2003), o MOS é um polissacarideo
ndo-amilaceo que pode estimular as células caliciformes intestinais, promovendo o
aumento na producdo de muco e de acidos no intestino, e desta forma aumentar a
viscosidade do bolo alimentar, diminuindo a velocidade de transito do mesmo, e,
consequentemente, diminuindo o consumo de ragdo pelo animal prejudicando o
desempenho.

Adicionalmente a producdo de muco pode ter dificultado também a acao das
enzimas, pois com o aumento da viscosidade, a interacdo das enzimas com O
alimento seria dificultado, prejudicando a digestibilidade e a absor¢cédo dos nutrientes
devido a menor interacdo enzimatica entre o alimento e as enzimas e dos alimentos
com os enterdcitos intestinais (HISANO et al., 2008).

Morschbacher (2009) destaca que o fato de nédo ser verificado diferencas
significativas entre os niveis de inclusdo de MOS pode ser considerado um resultado
positivo, pois muitas vezes estes produtos podem prejudicar a palatabilidade,
diminuindo o consumo pelo animal ou prejudicando o crescimento, devido a
presenca dos polissacarideos ndo-amilaceos.

Resultados positivos sobre o desempenho séo relatados por diversos autores
e podem ser entendidos e explicados devido aos componentes da parede celular
das leveduras como o MOS sobre 0s parametros zootécnicos.

Hisano et al. (2008) e Schwarz et al. (2010) justificam a melhora no

desempenho dos animais com base na menor taxa de passagem do bolo alimentar
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provocada pela adicdo do MOS a dieta, possibilitando melhor digestdo e absorcéo
dos nutrientes.

Além da menor taxa de passagem da dieta, a melhor utilizacdo da proteina
obtida pelos peixes pode estar relacionada ao fato do MOS possuir na sua
composicdo quimica proteinas e oligossacarideos. Estes compostos segundo Silva e
Nornberg, (2003), Garcia (2009) e Schwarz et al. (2010), poderiam ter contribuido
para maior eficiéncia proteica e para o controle da proliferacdo de bactérias
indesejaveis por meio da producédo de acidos graxos de cadeia curta que acidificam
o0 intestino e servem de alimento pelos enterdcitos induzindo a hipertrofia da mucosa
intestinal, aumento de seu peso e superficie, 0 que otimiza a digestao e a absorcao
dos nutrientes.

Portanto, a adicdo de MOS proporciona a melhora na saude dos peixes,
prevenindo e impedindo a colonizacdo do trato por bactérias patogénicas. Quando
as bactérias se ligam por meio das fimbrias tipo | a molécula de manose do MOS,
que € semelhante quimicamente ao sitio de ligagdo do enterdcito do epitélio
eliminando-as do animal, evitando a colonizacdo e mantendo a integridade das
vilosidades (MORAN, 2004; STAYKOV et al., 2005; STAYKOV et al.,, 2007) o que
permite a maior superficie livre e a maior absor¢édo de nutriente. Segundo Junqueira
e Carneiro (2005), a integridade e o tamanho da vilosidade intestinal possibilitam
maior absorcao dos nutrientes, resultando na melhoria do desempenho.

O uso de prebidticos na nutricdo de peixes enseja a producdo sustentavel
com o minimo de impacto ambiental e maior produtividade e desempenho dos
animais. Entretanto as pesquisas sob este aspecto encontram-se ainda em fase
inicial e o corpo de informacgdes existentes na literatura ainda € incipiente, visto que
resultados antagbnicos sao descritos em varias espécies de animais domésticos e

de peixes.

4.2 Consumo De Racgéao

Aos 30 e 60 dias do periodo experimental o consumo de racdo individual

(CRI) sofreu alteracéo significativa com a adicdo do prebiético MOS (figura 2 e 3).
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Peixes suplementados com 0,4% de MOS na dieta aos 60 dias, apresentaram maior
consumo de ragao (p<0,05) quando comparados aos peixes do tratamento controle.
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Figura 2. Consumo de racao individual (g) de Tilapias-do-Nilo (O. niloticus)
suplementadas com niveis crescentes de mananoligossacarideos aos 30 dias.

160

Consumo de ragio (g)
[y
[ o]
(=]

100
=-114.72x*+ 114.96x + 103.02
80 - R2=0.6407
P=0.0018
60 T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0.8
MOS %

Figura 3. Consumo de racao individual (g) em Tilapias-do-Nilo (O. niloticus)
suplementadas com niveis crescentes de mananoligossacarideos aos 60 dias.

Resultado similar obtiveram Hisano et al. (2007) em Tilapias-do-Nilo

alimentadas com ra¢des contendo 0,1, 0,2 e 0,3% de parede celular de leveduras.
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Ja Mansour et al. (2012) obtiveram aumento no consumo no grupo tratado com 0,4%
MOS, em juvenis de estrujao gigante (Huso huso). No entanto, Refstie et al. (2010)
também observaram efeito sobre o consumo de racdo em salméo do Atlantico
suplementados com MOS.

Sado, (2008) por sua vez, observou que a inclusdo de niveis crescentes de
MOS na dieta de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) ndo apresentou efeito
sobre o desempenho e, ainda, o consumo de ra¢édo diminuiu a medida que o0s niveis
de inclusdo do MOS aumentavam.

Apesar de diversos resultados contraditorios observados na literatura, o
aumento no desempenho de animais suplementados com prebidticos pode ser
relacionado ao aumento na producdo de muco e de acidos organicos a partir da
digestdo de oligossacarideos, o que beneficia o animal por meio do aumento da
viscosidade do bolo alimentar diminuindo a velocidade de passagem pelo intestino,
possibilitando a melhor digestdo e absor¢do dos nutrientes (HISANO et al. 2008;
HISANO et al. 2007; SILVA; NORNBERG, 2003).

Porém, esse aumento da viscosidade também pode ser prejudicial, ja que
pode dificultar a acdo das enzimas na digestdo de forma a impedir a interacao
enzima-substrato e a interacdo entre os nutrientes e a mucosa intestinal, agindo de
forma negativa no processo de saciedade, o que pode ocasionar comportamento de
hiperalimentacdo e consequente aumento no consumo de racdo (SILVA;
NORNBERG, 2003).

A adicdo de leveduras/oligossacarideos juntamente com a presenca de
aminoacidos e &cidos nucleicos na racdo podem estimular a alimentacdo dos
animais, por conferir maior atratividade e palatabilidade, quando comparados com
outros ingredientes das rac6es (PEREIRA-DA-SILVA; PEZZATO, 2000; HISANO et
al., 2007; GARCIA, 2009). Somado a isso, 0 aumento no consumo de racao também
pode ser estimulado pela reducdo dos niveis de glicose no plasma, o que retarda
ainda mais a sensacgéo de saciedade nos animais (RUTTER et al., 2002).

No contexto do presente trabalho, pode-se inferir que a suplementagéo de
0,4% de MOS na dieta aos 60 dias, pode ter tornado a racdo mais palatavel
estimulando o maior consumo de ragdo, a0 mesmo tempo em que 0S outros niveis
nao provocaram esta resposta da tilapia-do-Nilo. J& que o tratamento controle (sem

suplementacao) n&o diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (0,2% e 0,8%).
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Entretanto a adicéo de 0,8% aos 60 dias pode ter tornado a racdo menos atrativa e
palatdvel, por uma possivel superdosagem do prebidtico adicionado como

observado por Sado et al. (2008).

4.3 Altura Das Vilosidades

No presente trabalho foi observado efeito significativo da adicdo de MOS a
dieta sobre a morfologia intestinal. Aos 30 dias de experimento, a adicdo de 0,4%
promoveu maior (P<0,05) altura das vilosidades (436,984 + 66,82um), seguido do
controle (401,011 + 70,73 pm) que nao diferiu da adicdo de 0,8% (404,090 = 62,62
pum), resultados apresentados na figura 04. Entretanto, aos 60 dias de experimento
0s peixes alimentados com a dieta controle (sem inclusdo de MOS) apresentaram
maior altura de vilosidades (p<0,05) (436,300 + 87,02 um) em comparagao aos
demais tratamentos (Figura 05).
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Figura 4. Altura da vilosidade intestinal (x + DP) de juvenis de tilapia-do-Nilo (O.
niloticus) suplementada com niveis crescentes de mananoligossacarideo (MOS) por
30 dias. Diferentes letras sobre cada coluna denotam diferenca estatisitca pelo teste
de Tukey (p=0,05).
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Figura 5. Altura da vilosidade intestinal (x + DP) de juvenis de tilapia-do-Nilo (O.
niloticus) suplementada com niveis crescentes de mananoligossacarideo (MOS) por
60 dias. Diferentes letras sobre cada coluna denotam diferenca estatisitca pelo teste
de Tukey (p=0,05).

A suplementagdo de prebidticos na dieta de peixes e animais domeésticos
pode influenciar de forma significativa a morfologia e integridade das vilosidades
intestinais.

Em estudo com "red drum” (Sciaenops ocellatus) Zhou et al. (2010)
observaram o aumento significativo da altura das vilosidades com a adicdo de
mananoligossacarideo na dieta. Resultados semelhantes também foram observados
por Dimitroglou et al. (2010), em que peixes da espécie Diplodus sargus
suplementados com MOS apresentaram aumento significativo da altura das
vilosidades em 12% e a area de absorcdo em 26%. Da mesma forma, Carvalho et
al. (2011) verificaram que a suplementacdo dietética de Tildpias-do-Nilo com
probiotico ou prebidtico conferiu maior tamanho das vilosidades quando comparado
ao controle.

O aumento na altura das vilosidades pode ser causado pela melhora na
integridade da mucosa, possivelmente, pela inclusédo de MOS na dieta que atuou
melhorando a area de absorcdo das vilosidades da mucosa intestinal e diminuiu a
colonizagdo do epitélio por bactérias.

Da mesma forma que Carvalho et al. (2011) em estudo conduzido com
tilapias-do-Nilo e Van Hai e Fotedar (2009) em camardes (Penaeus latisulcatus)
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ressaltaram o aumento da superficie de absor¢cdo do intestino, quando utilizado o
MOS.

Aumento significativo da altura das vilosidades intestinais de peixes
suplementados com prebioticos foram observados em Tilapias-do-Nilo alimentadas
com parede celular de levedura (com alto conteddo em mananoligossacarideos e
nucleotideos) (HISANO et al. 2006), com prebidtico combinados com &cidos
organicos (CASPARY, 1992), ou produtos comerciais que possuem MOS em sua
composicado (FABREGAT, 2006). Ainda, Genc et al. (2007) utilizando MOS na dieta
(1,5% de inclusdo) em hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x O. Aureus)
também observaram aumento significativo no comprimento das vilosidades
intestinais, assim como Schwartz et al. (2009), também em Tilapias-do-Nilo.

No entanto, trabalhos que relatam a interacdo negativa do prebidtico com a
morfologia intestinal também sdo encontradas na literatura. Segundo Genc et al.
(2007) hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x O. Aureus) suplementados com
4,5% de MOS dietético apresentaram menor altura das vilosidades, o que denota
gue elevadas doses do prebiotico pode prejudicar a integridade e/ou o "turnover" das
células do epitélio intestinal.

Apesar de ndo terem sido realizadas no presente estudo, a andlise
morfologica do intestino com técnicas de microscopia eletrénica de transmisséo e de
varredura podem ser decisivas para determinar a influéncia do prebiético sobre a
densidade e integridade das vilosidades intestinais e crescimento dos peixes.

Daniels et al. (2010) utilizaram a microscopia eletrbnica e observaram o
aumento significativo do niumero e densidade de microvilosidades em larvas de
lagosta (H. gammarus) suplementados com MOS. O mesmo método também foi
utilizado por Dimitroglou et al. (2010), os quais observaram efeito positivo da
suplementacdo de MOS em dourada (S. aurata) sobre a ultraestrutura intestinal,
apesar de nao ter sido observado diferencas no desempenho.

A manutencdo da integridade epitelial promove protecdo e aumento no
comprimento das vilosidades o que pode ser relacionado com melhor capacidade de
absorcdo e aproveitamento dos nutrientes (DIMITROGLOU et al., 2010; SPRING,;
PRIVULESKU, 1998). Contudo, os beneficios da utilizacdo do prebidtico MOS séo
sutis e muitas vezes dificeis de detectar, podendo influenciar alguns parametros e
outros ndo (GARCIA, 2008).
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No referido trabalho as diferencas nas alturas das vilosidades intestinais
podem estar ligadas a agdo do MOS sob as bactérias patogénicas, o qual impede a
colonizacdo do epitélio intestinal, quando promovem a adsorcdo das mesma as
moléculas de manoses presentes no prebidtico, eliminando-as do trato.(FURLAN,
2005; NEWMANN, 1994).

Com a adsor¢ao das bactérias patogénicas, o epitélio pode ser colonizado por
bactérias benéficas, que também utilizam o prebiético como substrato e competem
com as patogénicas dificultando ainda mais a sua instalacdo, deixando as
vilosidades livres e potencializando o "turnover" celular, responsavel por manter o
tamanho, a capacidade digestiva e de absorcdo dos vilos do epitélio intestinal,
possibilitando a melhora no desempenho dos animais (PELICANO, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

Stefe et al. (2008) acrescentam, ainda, que as bactérias benéficas podem
digerir algumas fibras, produzindo acidos graxos de cadeia curta que estimulam a
crescimento da mucosa. Entretanto, quando o epitélio esta colonizado por bactérias
patogénicas o equilibrio do "turnover" € quebrado, podendo modificar a altura e a
integridade das vilosidades o que interferem diretamente na digestdo e na absor¢cao
dos nutrientes.

Os resultados apresentados nas Figuras 4 e 5 indicam o aumento da altura
das vilosidades, entretanto, ndo havendo correspondéncia com os parametros de
desempenho (Tabela 3), como o ganho de peso, taxa de crescimento especifico ou
com o indice de converséo alimentar.

A falta de correlacdo positiva entre a altura das vilosidades e o desempenho
pode ser justificado pela ineficiéncia na digestdo dos alimentos devido a provavel
presenca de muco no intestino, jA que Hisano et al. (2007) e Alberts (2009)
sustentam que a adicdo de MOS a dieta proporciona a maior producdo de muco
pelas células caliciformes quando utilizam esse oligossacarideo como substrato, e,
desta forma, dificultam a interagdo das enzimas com o bolo alimentar, diminuindo a
digestéao.

Outros fatores que podem ter influenciado nos resultados do presente estudo
podem estar relacionados com a densidade, a espessura e a integridade do epitélio.
Essas estruturas podem ser visualizadas e analisadas apenas com técnicas

especificas, como a microscopia eletrdnica, entretanto, esta analise ndo foi
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realizada. Dessa maneira, apesar do efeito significativo sobre a altura das
vilosidades com a adicdo de MOS a dieta, detalhes de ultraestrutura como a
integridade e a densidade das microvilosidades podem néo ter sido influenciadas
pela adicdo do prebiotico, desta forma, o desempenho dos peixes permaneceu
inalterado.

No presente trabalho, aos 30 dias de experimento, 0s peixes suplementados
com 0,4 % de MOS apresentaram maior (P<0,05) altura de vilosidades intestinais
gquando comparados aos demais tratamentos. Semelhantes resultados foram
observados por Genc et al. (2007), no qual hibridos de tilapia (O. niloticus x O.
aureus) suplementados com 1,5% de MOS apresentaram aumento significativo das
vilosidades intestinais, enquanto os animais suplementados com a maior dose, 4,5%
obtiveram menor comprimento das vilosidades.

Com a incluséo de 0,8% de MOS em dietas para Tilapias-do-Nilo por mais de
30 dias nao proporcionou aumento significativo das vilosidades, sendo que ha a
possibilidade dos niveis elevados do prebiodtico terem danificado a ultraestrutura do
epitélio intestinal. Ainda, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, a
suplementacdo do prebidtico por periodos mais longos (60 dias) podem causar a
diminuicdo na altura das vilosidades, visto que os peixes suplementados com MOS
apresentaram menor altura das vilosidades quando comparados ao controle, sem
suplementacao.

Dessa forma, fica clara a relevancia do uso da ultraestrutura como método
para avaliagdo dos efeitos da suplementacdo de prebidticos na nutricdo de peixes.
Ao exame ultraestrutural do epitélio intestinal é possivel observar detalhes, como a
integridade intestinal a densidade das microvilosidades e a espessura do epitélio,

fatores significativamente decisivos para a absorcao de nutrientes.
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5 CONCLUSOES

A adicdo de 0,4% de MOS a dieta de juvenis de Tilapia-do-Nilo pode
promover o aumento do consumo de ragdo e o aumento das vilosidades intestinais,
entretanto, sem influenciar o desempenho zootécnico dos peixes no periodo de 60
dias. Porém, salienta-se que no presente estudo realizado em tanques-rede a
suplementacdo com mananoligossacarideos por periodos mais extensos do que 30
dias, ndo proporcionou melhora do desempenho.

Da mesma forma, conclui-se que a adicdo de MOS na concentracéo de 0,4%
pode alterar a altura das vilosidades aos 30 dias, entretanto, sem interferir no
desempenho. Ja aos 60 dias o tratamento controle (0,0% MOS) apresentou as
maiores alturas, indicando que a utilizacdo de MOS por 60 dias ndo promoveu
alteracdes no epitélio intestinal de tilapias-do-Nilo.

Os resultados sugerem que mais estudos sejam realizados em ambientes
naturais, por periodos mais longos e adicionando maiores niveis do prebidtico, a fim
de verificar a atuacdo do prebidtico sobre o desempenho, e determinar o periodo
mais adequado para a administracdo do mesmo na tilapicultura, sem danificar o

epitélio intestinal e sem onerar os custos de criagao.
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Anexo

Anexo 1 : Tanques-rede situados no lago da usina em Boa Vista da Aparecida (A);
lote homogéneo de juvenis de O. niloticus utilizados em cada unidade experimental

(B); sedacéao (C) e pesagem dos peixes (D) para biometria.
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Anexo 2: Procedimento de coleta (A e B) e fixacdo (B e C) de fragmento da porcéo
cranial do intestino de juvenis de O. niloticus.
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