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RESUMO: Com o aumento da demanda mundial de pescado, a eficiéncia dos sistemas de producéo
aquicola é fundamental. O sistema de recirculacdo de agua (RAS) é uma alternativa viavel e
ecologicamente sustentavel a aquicultura tradicional, com reduzido impacto ambiental e reciclagem
de &gua através de tratamento de residuos. Fatores ligados a condigdo nutricional e & satde dos
animais reforcam a necessidade de investigar melhorias nas formulagfes das dietas. Neste sentido, 0
polen apicola é um aglomerado de polen das flores misturado com néctar e secre¢des glandulares
das abelhas, rico em aminoacidos essenciais e polissacarideos sollveis, além de ser uma excelente
fonte de flavondides, carotendides, compostos fendlicos, esterdis e minerais. Por sua capacidade de
fortalecer o sistema imunoldgico, acdo antioxidante e outros efeitos terapéuticos interessantes
como: antimicrobiano, antifingico, hepatoprotetor, quimiopreventivo e anti-inflamatério, este
aditivo é uma excelente alternativa para melhoria das dietas aquicolas. Diversos estudos tém sido
realizados com tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) avaliando diferentes aditivos alimentares,
mas sdo escassos 0s trabalhos que avaliam o efeito do pélen sobre o desempenho e parametros
intestinais e hepéaticos da espécie em RAS. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
inclusdo de niveis de polen apicola no desempenho zootécnico e histomorfometria hepato-intestinal
de alevinos de tilapia do Nilo. Foram utilizados 225 alevinos de tilapia (1,253 + 0,056 @),
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) em 15 tanques (30 L) mantidos
em sistema de recirculacdo de agua com trés tratamentos (niveis de inclusdao 0% ou controle, 1,5% e
2,5% de pdlen) e cinco repeticOes. As taxas de arragoamento foram definidas a partir das biometrias
semanais e realizado monitoramento peridédico dos pardmetros fisico-quimicos da agua. As
variaveis da qualidade da agua se mantiveram dentro do adequado para a espécie durante todo o
experimento. N&o houve diferenga significativa para os indices soméaticos e de desempenho
zootécnico nesse experimento. A inclusdo de pélen na alimentacdo de alevinos de tilapia do Nilo
ocasionou aumento linear na morfologia dos hepatdcitos (p=0,0098). Para as variaveis intestinais de
altura de vilosidades, observou-se aumento significativo linear (p<0,05) conforme aumentava a
inclusdo de polen, ja para largura e espessura, ndo houveram alteracOes significativas. Nos peixes
que receberam 2,5% de pdlen, o nimero de células caliciformes foi significativamente maior
(p<0,001) que o observado no grupo controle e no 1,5%. Recomenda-se a inclusdo de até 2,5% de
polen apicola em dietas aquicolas comerciais para alevinos de tilpia-do-Nilo.

Palavras-chave: Aditivo, Imunoestimulante, Nutrigdo animal, Tilapicultura.
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Abstract: With the increase in world demand for fish, the efficiency of aquaculture production
systems is fundamental. The recirculation aquaculture system (RAS) is a viable and ecologically
sustainable alternative to traditional aquaculture with low environmental impact and water recycling
through waste treatment. Factors related to nutritional status and animal health reinforce the need to
investigate improvements in diet formulations. In this sense, bee pollen is a cluster of flower pollen
mixed with nectar and glandular secretions of bees, rich in essential amino acids and soluble
polysaccharides, as well as being an excellent source of flavonoids, carotenoids, phenolic
compounds, sterols and minerals. For its ability to strengthen the immune system, antioxidant action
and other interesting therapeutic effects such as: antimicrobial, antifungal, hepatoprotective,
chemopreventive and anti-inflammatory, this additive is an excellent alternative for improving
aquaculture diets. Several studies have been carried out with Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
evaluating different feed additives, but there are few studies evaluating the effect of pollen on
performance and intestinal and hepatic parameters of the species in RAS. This work was carried out
with the objective of evaluating the inclusion of bee pollen levels on the zootechnical performance
and hepato-intestinal histomorphometry of Nile tilapia fingerlings. A total of 225 tilapia fingerlings
(1,253 £ 0,056 g) were distributed in a completely randomized design (DIC) in 15 tanks (30 L)
maintained in a RAS system with three treatments (0% inclusion levels or control, 1.5% and 2.5%
inclusion and five replicates. Feeding rates were defined from the weekly biometrics and periodic
monitoring of the physical-chemical water quality parameters. The water quality variables remained
within the appropriate range for the species throughout the experiment. There was no significant
difference for the somatic indexes and zootechnical parameters in this experiment. However, the
inclusion of pollen in Nile tilapia fingerlings showed a linear increase in hepatocyte morphology (p
= 0.0098). For the intestinal variables of villus height a significant linear increase was observed (p
<0.05) as the pollen inclusion increased, already for width and thickness, there were no significant
alterations. In fish that received 2.5%, the number of goblet cells was significantly higher (p
<0.001) than control group and 1.5%. It is recommended to include 2.5% bee pollen in commercial
aquaculture diets for Nile tilapia fingerlings.

Key words: Additive, Immunostimulant, Animal nutrition, Tilapia farming.
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1. CAPITULO I
REVISAO DE LITERATURA

1.1. AQUICULTURA MUNDIAL E BRASILEIRA

A atividade aquicola contribui cada vez mais para a produ¢do mundial de alimentos
com indices produtivos crescentes. Por ser a atividade agropecuaria que apresentou maior
crescimento nos ultimos anos, a aquicultura oferece potencial suficiente para suprir a
demanda crescente de proteinas de origem animal (FAO, 2018). Essa demanda justifica-se
também pela estagnacao da pesca, importante setor que abastece globalmente este marcado,
mas que desde a década de 90 vem sofrendo repetitivas quedas em producéo (FAO, 2014),
incentivando os produtores aquicolas a investirem cada vez mais na atividade, bem como,
na intensificacdo da mesma (MPA, 2015).

Segundo o IBGE (2015), o consumo de peixe por habitante/ano em nosso pais é de
14,4 kg, mantendo-se abaixo da média de consumo mundial (20 kg), mas acima do
recomendado pela FAO que séo 12 kg. Adicionalmente, de acordo com estimativas da FAO
(2016), o Brasil deverd dobrar sua produgdo aquicola (104%) até o ano de 2025, se
colocando a frente de paises como Argentina e México, que devem apresentar crescimento
de 53,9% e 54,2%, respectivamente.

A piscicultura do pais cresceu aproximadamente 8% no ano de 2017, alcangando
691,7 mil toneladas, ante 640,5 mil toneladas de peixes no ano de 2016. Ja no ano de 2018,
essa producdo aumentou para 722.560 toneladas de peixes, com crescimento de 4,5% em
relacdo ao ano anterior (PEIXEBR, 2019). A producdo de peixes nacional entre 0s anos

2014 e 2018 encontra-se nas Figura 1 abaixo:



Figura 1. Crescimento da piscicultura nacional entre os anos 2014 e 2018.

722,560 t

691.700 t

640.510 t

638.000 t

578.800t

2014 2015 2016 2017 2018

Fonte: PEIXEBR (2019). Disponivel em:
https://www.peixebr.com.br/Anuario2019/AnuarioPeixeBR2019.pdf? Acesso em 15 de fev. de 2019.
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De forma a suprir o aumento da demanda mundial de pescado, a eficiéncia dos

sistemas de producdo aquicola é fundamental. Paralelamente a isso, fatores ligados a

condigdo nutricional e a salde dos animais reforcam ainda mais a necessidade de investigar

melhorias nas formulacdes das dietas visando melhor aproveitamento dos nutrientes

oriundos desta, diminuindo assim os custos de produgédo (COSTA, 2015).
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1.1.1 SISTEMA DE RECIRCULACAO DE AGUA

Por ser um sistema com reduzido impacto ambiental (YOGEV et al., 2017) e
reciclagem de agua através de tratamento de residuos (MARTINS et al., 2010), o sistema
de recirculacdo de agua (do inglés Recirculating Aquaculture System ou RAS), é uma
alternativa ecologicamente sustentavel a aquicultura tradicional, se comparado a viveiros e
tanques-rede (YOGEV et al., 2017).

Os componentes basicos deste sistema incluem: a) tanques de cultivo que podem ser
circulares, ovais, retangulares ou octogonais, onde os animais séo alocados; b) decantadores
(particulas > 100 micra ou 0,1mm) ou filtros mecénicos (particulas entre 40 e 100 micra)
(KUBITZA, 2006) responsaveis pela remocdo do material suspenso ou particulado
(residuos de racdo, fezes e solidos) (KUBITZA, 2006; MARTINS et al., 2010) do meio; c)
biofiltros ou filtros bioldgicos, composta por substratos diversos que facilitem a fixacéo de
bactérias nitrificadoras, oxidando a aménia a nitrato (RIDHA e CRUZ, 2001; KUBITZA,
2006); d) sistema de aeracdo ou oxigenacdo (KUBITZA, 2006) com a funcdo melhorar os
niveis de oxigénio do meio e acelerando a decomposicdo do material organico e os
processos de nitrificacdo (KUBITZA, 2008); e) sistema de bombas e tubulagbes de
drenagem e retorno, esse sistema sera responsavel por fazer o retorno da agua tratada e
reoxigenada para os tanques de cultivo (KUBITZA, 2006) e f) unidade de quarentena que
deve estar fisicamente isolada do restante da producdo e ter seus componentes proprios
(tanques, filtros, biofiltros, aeracdo e equipamentos de bombeamento), possibilitando o
isolamento e a observacdo de animais recém adquiridos. Diversas adequacdes podem ser
implementadas nesse sistema, como automacdo da alimentacdo e do monitoramento da
qualidade de &gua, uso de oxigénio puro e de degasificadores, aplicacdo de luz ultravioleta
e/ou ozodnio para processos de desinfeccdo, ajuste automatico de pH, entre outras; isso
dependerd da necessidade exata de cada sistema de cultivo a ser implantado
(BREGNBALLE, 2015). Através de toda essa estrutura (Figura 2), esse sistema permite
maior controle dos parametros de qualidade da agua e da presenca de microrganismos
patogénicos, bem como, auxilia no melhor monitoramento no desempenho dos peixes
(TIMMONS e EBELING, 2007; TAL et al., 2009).
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Figura 2. Componentes basicos (verde) e adequacbes de enriquecimento (vermelho) de um
sistema RAS.

Fish tanks Mechanical filter Biofilter

Degasser
(Trickling filter)

—

UV disinfection Oxygen enrichment

Legenda: Adaptado de Bregnballe (2015).
Disponivel em: <http://www.fao.org/3/a-i4626e.pdf:> Acesso em: 10 de agosto de 2018.

O sistema RAS ainda permite a integracdo desse sistema a outros cultivos animais
(sistemas multitréficos; LANDER et al., 2013; WALLER et al., 2015; GRANADA et al.,
2016) ou vegetais (sistema aquapoOnico; PINHO et al., 2017), aprimorando a eficiéncia
produtiva com minimo impacto ao meio ambiente (ALl et al., 2010).

1.1.2 TILAPIA E FASE DE ALEVINAGEM

Alta aceitacdo comercial, rusticidade, hébito alimentar onivoro com conversdes
alimentares reduzidas (ocasionando relativos baixos custos de produc¢do) sdo alguns dos
atributos de sucesso no cultivo tilapias (POPMA e PHELPS 1998; EL-SAYED, 2006;
RESENDE, 2009). Esta espécie é originaria do continente africana e introduzida no Brasil
no ano de 1952 no estado de S&o Paulo objetivando, naquela época, mitigar a proliferacdo
em represas de algas e macrdfitas aquaticas (BOSCARDIN, 2008; OSTRENSKY et al.,
2008). Somente apds o0 ano de 2002 é que as tilapias tiveram expressivo aumento em seu

cultivo, passando a ser a mais produzida no Brasil.
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Ja no ano de 2004 a sua producdo alcancava 26% do total de producgdo de toda a
aquicultura nacional (BOSCARDIN, 2008) e no ano seguinte chegou a 67.850 toneladas de
acordo com o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(Ibama). Apds mais de uma década (ano 2015) estimou-se uma producdo de 219.329
toneladas de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (BRASIL, 2017).
Por fim, no ano de 2017, a tilapicultura representou 51,7% de toda a piscicultura do Brasil
totalizando 357.639 toneladas. Esses expressivos valores posicionam nosso pais no 4° lugar
na producdo de tilapia do mundo, de acordo com dados inéditos da Associacdo Brasileira
da Piscicultura (PEIXE BR, 2018).

Essa progressiva producdo se justifica pelas excelentes caracteristicas desses
animais em se adaptar a ambientes intensivos, bons indices reprodutivos e de crescimento,
além de se ajustarem aos diferentes sistemas de producdo (BEVERIDGE e MCANDREW,
2000; FITZSIMMONS et al., 2011). Outras vantagens para a criacdo de tilapias se
fundamentam no constante melhoramento genético de suas espécies, ampla toleréncia as
diversas condicdes fisico-quimicas da agua de cultivo, além de boa resisténcia as doencas e
ao estresse, mantendo sua saude (KUBITZA, 2011). Tilapias do género Oreochromis, com
destaque para a Oreochromis niloticus (tilapia-do-Nilo) por sua excelente/rapida taxa de
crescimento, adaptabilidade aos diferentes meios de cultivos e aceitagdo do mercado
consumidor tem sido escolha importante para cultivo nas condi¢@es do Brasil (BOSCOLO
etal., 2001; MEUER et al., 2002).

O cultivo das tilapias podem ser dividas em diversas fases, com destaques as fases
iniciais ou alevinagem, que € marcada por cultivo em altas densidades de estocagem e taxas
de mortalidade consideraveis (MARENGONI, 2006). Nessa fase, 0s peixes possuem um
sistema imunoldgico imaturo, dessa forma, sua resisténcia natural as enfermidades é restrita
(KIRKAN et al., 2003, YIN et al.,, 2008), tornando-os propicios principalmente a
enfermidades de origem bacteriana. Essas doencas bacterianas em constante ascenséo séo
responsaveis por acometer peixes de agua doce nos cultivos no Brasil (LEIRA et al., 2016),
sobretudo nas fases iniciais, agravando ainda mais esses indices de mortalidade. Dados
provenientes do Laboratério de Aquicultura (LAQ) da UDESC (comunicacdo pessoal)
observaram mortalidades acima de 70% em alguns lotes nessa fase, mesmo levando

consideracbes medidas profilaticas. Este fato evidencia ainda mais a necessidade de
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estratégias para a melhoria da satde dos animais, principalmente em periodos criticos como
0 pés-transporte.

Ainda nas fases iniciais de vida, 0s peixes possuem rapido desenvolvimento
corporeo no qual uma nutricdo adequada garantirda o aporte nutricional essencial para
certificar o seu crescimento (HAYASHI et al.,, 2002; FILIPETTO et al., 2005) e a
manutencdo da salde (KIM et al., 2003). No intestino desses animais, hd uma comunidade
microbiana composta por bactérias aerobicas e anaerdbicas facultativas e/ou obrigatdrias,
que colaboram para o desenvolvimento, metabolismo, sistema imunologico e resisténcia a
doencas (RAWLS et al., 2004; NAYAK, 2010). Esta microbiota complexa é responsavel
pela producdo de enzimas digestivas extracelulares (SAHA; RAY, 1998; BAIRAGI et al.,
2002; SAHA et al., 2006) que exerce importante papel no metabolismo e nutricdo dos
peixes (RAY et al., 2012). Embora trabalhos sobre essa funcionalidade da nutri¢do aquicola
sejam limitados, inimeros estudos comprovam que a composicdo da dieta desempenha
elevada influéncia na microbiota intestinal (RING@ et al., 1995; RINGd; BIRKBECK,
1999; RING@; OLSEN, 1999; RING@ et al., 2006a; RING@ et al., 2006b; NAYAK,
2010).

A capacidade digestiva, bem como, a eficiéncia alimentar em peixes é fortemente
influenciada pelas enzimas digestivas existentes (LEMIEUX et al., 1999). A amilase, por
exemplo, pode ter origem na dieta, de maneira enddgena ou ainda, ser produzida pelas
bactérias presentes no intestino dos animais e é crucial para a digestdo de carboidratos
(KROGDAHL et al., 2005; RAY et al. 2012). Nas tilapias, espécie tipica onivora, que
consome especialmente algas, plantas e fitoplancton e tem um extenso intestino composto
por uma mucosa dotada de vilosidades, o processo de absorcdo dos alimentos € aumentado
(LEENHOUWERS et al., 2008). Neste sentido, a utilizacdo de dietas devidamente
balanceadas com a adi¢do de aditivos alimentares pode ser uma estratégia interessante para
mitigar perdas nas etapas iniciais de vida e garantir melhorias nas fases subsequentes desses
animais (HAYASHI et al., 2002).
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1.1.3 DIETAS AQUICOLAS E USO DE ADITIVOS

As dietas aquicolas sdo responsaveis por pelo menos metade dos custos totais de
producdo dependendo do sistema de cultivo adotado (BOSCOLO et al., 2002). Isso se
justifica, entre outros, pelos animais serem mais exigentes em termos nutricionais que as
demais espécies domeésticas de producdo (IWASHITA et al. 2014). Além disso, conhecer
os fatores que podem vir a interferir no aproveitamento das ra¢6es nos diferentes sistemas
de producao aquicola também é preciso, ja que quanto melhor esse insumo for manejado e
balanceado, menores serdo os custos de producdo e, consequentemente, maiores 0s retornos
para o aquicultor (IWASHITA et al. 2014). Dessa forma, a escolha e o manejo de
ingredientes de qualidade e quantidade corretas, € um caminho para o sucesso da atividade,
ja que industrias do setor priorizam elevada eficiéncia, atrelada a diminuicdo de custos e
exceléncia no produto final (RIBEIRO et al. 2012).

A profissionalizagdo da atividade vinculada a intensificacdo da tilapicultura
alavancou a utilizacdo de alternativas nutricionais para essa espécie, principalmente por
questdes de mercado onde ha uma expansiva oportunidade de crescimento para a industria
de racdes (SCORVO FILHO et al., 2010). Sob outra perspectiva, a escassa disponibilidade
e qualidade de ingredientes em algumas regides & a principal preocupacdo dos
nutricionistas da area, ja que a maior parte destes € empregue na avicultura e suinocultura
(SINDIRACOES, 2011).

A inclusdo racional de aditivos nas dietas, também chamados alimentos funcionais
(RIBEIRO et al. 2012) pode ser uma alternativa para melhorar o desempenho, a saude e o
aproveitamento dos nutrientes pelos animais. Em novembro de 2004 no Diario Oficial da
Unido, foi publicada a Instrucdo Normativa n°® 13 que regulamenta a utilizacdo de aditivos
designados a alimentacdo animal (BRASIL, 2004). Essa instrucdo conceitua aditivos como
“substancias ou microrganismos adicionados intencionalmente, que normalmente ndo se
consomem como alimento, tenham ou ndo valor nutritivo, que afetem ou melhorem as
caracteristicas do alimento ou dos produtos animais”. A incorpora¢do da maioria dos
aditivos alimentares nas dietas aquicolas é feita em baixas concentragdes (IWASHITA et
al. 2014).



19

S0 escassas as informagBGes sobre os embasamentos tecnoldgicos em dietas
aquicolas (RESENDE, 2009) quando comparadas as demais espécies animais. Entretanto,
trabalhos com aditivos alimentares ja sdo realidade nas dietas aquicolas, entre eles a
utilizacdo de acidos organicos (DA SILVA et al, 2008; CARDOSO, 2016), fitase
(FURUYA et al., 2001; BOCK et al., 2007; KULMAR et al, 2011; MELO et al., 2012,) e
probiotico (GILDBERG et al., 1997; GRAM et al., 1999; NIKOSKELANEN et al., 2001;
CARVALHO et al., 2011; ALBUQUERQUE et al, 2013; MELLO et al., 2013) com
resultados promissores. Alguns trabalhos com resultados benéficos para a saude intestinal
(MELLO et al., 2013; CARVALHO et al., 2011) contribuiram para a melhoria do status

imunitario dos animais.

1.1.4 POLEN APICOLA — CARACTERIZACAO E USO NA NUTRICAO ANIMAL

A Instrucdo Normativa de n° 3 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2001) publicada em 19 de janeiro de 2001, em seu Anexo V traz
0 “Regulamento Técnico para fixa¢do de Identidade e Qualidade de Pdélen Apicola”. Neste
documento o polen é definido como: “o resultado da aglutinagdo do pdlen das flores,
efetuada pelas abelhas operarias, mediante néctar e suas substancias salivares, o qual é
recolhido no ingresso da colmeia”. Citam ainda que: “o podlen apicola desidratado € o
produto que passa por processo de desidratacdo, seguindo os procedimentos adequados de
tratamento, com temperatura inferior a 42°C, e com teor de umidade inferior a 4%”.

O polen apicola é composto basicamente de proteinas, lipidios, agucares, fibras, sais
minerais, aminoacidos e vitaminas (BRASIL, 2001). Neste sentido, os requisitos fisico-
quimicos de acordo com 0 MAPA para o pblen apicola desidratado sdo: umidade: maximo
4%; cinzas ou matéria mineral: maximo de 4% m/m, na base seca; lipidios: minimo de
1,8% m/m, na base seca; proteinas: minimo 8% m/m, na base seca; acucares totais: 14,5% a
55,0% m/m, na base seca; fibra bruta: minimo 2% m/m, na base seca; acidez livre: maximo
300 mEg/kg e pH: 4 a 6. Ainda em termos de nomenclatura, de acordo com outros autores
0 pélen € um aglomerado de pdlen das flores coletado de diversas fontes de plantas e
misturado com néctar e secre¢des glandulares hipofaringianas das abelhas (CARPES et al.,

2008). E um alimento rico em proteinas, bem como, aminoacidos essenciais como a lisina,
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triptofano, histidina, leucina, isoleucina, valina, entretanto, a prolina e &cido glutamico séo
0s mais abundantes (DIAS et al., 2013).

Concentragfes consideraveis de vitaminas A, C, D, K3 e do complexo B (DIAS et
al., 2013), minerais, enzimas e coenzimas, flavonoides, carotenoides, fitoesterois,
carboidratos e 6leos também fazem parte da rica composicao deste alimento (GOODMAN,
2003; ALMEIDA-MURADIM et al., 2005; BARRETO et al. 2006; MARCHINI et al.,
2006; ALMARAZ-ABARCA, 2007; XU et al., 2009, (FEAS et al., 2012). Compostos
principalmente por polissacarideos insolUveis, os carboidratos presentes no pélen estdo na
forma de amido, frutose, glucose e sacarose, ja sua fonte lipidica é composta especialmente
por acidos graxos, esterdis e hidrocarbonetos (BOGDANOV, 2004).

Por sua capacidade de fortalecer o sistema imunoldgico, acdo antioxidante
(GEYMAN, 1994, GOODMAN, 2003; ALMEIDA-MURADIM et al., 2005; ALMARAZ-
ABARCA, 2007) e outros efeitos terapéuticos interessantes como: antimicrobiano
(OZCAN et al. 2004; BASIM., et al., 2006), antiflngico, hepatoprotetor, quimiopreventivo
e anti-inflamatério (PASCOAL et al., 2014), este aditivo pode ser uma alternativa para
melhoria das dietas aquicolas. Além disso, suas proteinas e aminoacidos auxiliam no
crescimento e restauracdo dos tecidos animais (MODRO et al. 2007).

Arruda et al., (2017) analisaram 62 amostras comerciais de pdlen desidratado do
Brasil, sendo de 8 (oito) estados e do Distrito Federal, para pardmetros de qualidade
(umidade, cinzas, lipideos e proteinas). A maioria das amostras analisadas atenderam aos
limites estabelecidos pela Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2001) para os parametros de
cinzas (méx.) 4%, lipideos (min) 1,8% e proteinas (min.) 8%, exceto para o teor de
umidade das amostras excedeu o limite de 4% estabelecido pela legislacdo para amostras
desidratadas. Neste mesmo trabalho, as 8 amostras obtidas no estado de Santa Catarina,

continham a seguinte composic¢éo (Tabela 1):
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Tabela 1. Composic¢éo fisico-quimica de amostras de polen apicola coletado no estado de
Santa Catarina segundo Arruda (2017).

AMOSTRA UM (%) MM (%) LPD(%) PTN(%) FRUT (%) GLC (%)

sc o1 4,61+ 2,68 = 7,51 % 19,26 = 19,82 + 7,84
0,14 0,04 0,45 0,33 1,77 1,17

SC 02 4,34 + 2,61 9,51+ 20,34 15,82 + 6,11+
0,06 0,03 0,70 0,43 0,81 0,63

sC 03 341+ 2,68+ 7,78 + 20,42 + 17,51 + 6,50 +
0,14 0,02 0,18 0,15 2,12 0,95

SC 04 3,66 + 2,40 + 8,01+ 21,37+ 12,08 + 4,68 +
0,05 0,28 0,39 0,46 1,58 0,46

SC 05 4,50 = 252+ 9,17+ 19,73 + 16,71 + 6,53+
0,07 0,01 0,81 0,26 2,19 1,05

SC 06 4,44 + 2,70 = 7,97 19,88 + 11,86 + 5,72+
0,28 0,02 0,13 0,15 0,70 0,39

SC 07 4,19+ 2,44 + 5,09 + 27,01 + 14,32 + 5,39+
0,07 0,02 0,12 0,21 0,72 0,11

sC 08 4,41+ 3,16 £ 7,46 + 19,43 + 13,83+ 14,80 +
0,53 0,05 0,58 0,13 0,16 0,47

Legenda: UM = Umidade; MM = Matéria Mineral; PTN = Proteinas; FRUT = Frutose; GLC = Glicose.

Diversos estudos foram realizados com esse aditivo funcional em outras categorias
animais, principalmente aves (FARIA et al., 2008, RODRIGUES et al., 2018;
HENRIQUES et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; ARAUJO
et al., 2017). No entanto, poucos estudos foram realizados quanto ao seu uso em dietas
aquicolas. Adicionalmente, os trabalhos existentes na literatura remetem a estudos em
sistemas de cultivo abertos com a mesma espécie com excelentes resultados para
desempenho zootécnico, aspectos hematoldgicos e de fecundidade, seguem:

Abbass et al. (2012) avaliaram os efeitos do pélen e propolis sobre o desempenho, a
fecundidade e algumas variaveis hematoldgicas para funcGes hepaticas e renais de tilapias
do Nilo em sistema aberto com troca continua de agua. Os resultados indicaram que a
adicdo de 2,5% de prépolis ou pdlen na dieta melhorou a taxa de crescimento especifico,
ganho médio diario e a eficiéncia alimentar das tilapias. Os machos suplementados com
polen apicola apresentaram melhoras na qualidade do sémen, aumento do peso testicular e
do indice gonadosomatico. Ambos aditivos diminuiram a alanina aminotransferase sérica,
agindo como hepato-protetora e melhorando a satde dos animais.

Segundo El-Asely et al. (2014) no mesmo sistema de cultivo investigaram a agdo do

polen apicola em tilapias-do-Nilo infectadas experimentalmente (inje¢do intraperitoneal)
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por Aeromonas hydrophila sobre varidveis imunolégicas, hematoldgicas, bioquimicas e de
crescimento. O aditivo melhorou as variaveis zootécnicas como peso corporal,
comprimento, ganho diario médio, taxa de crescimento especifico e taxa de eficiéncia
alimentar. Além disso, afetou positivamente os aspectos imunoldgicos como atividade
fagocitaria, atividade bactericida do soro e ensaio de nitroazul de tetrazélio (NBT);
variaveis hematoldgicas, como hematdcritos, leucdcitos, nimero de neutréfilos, mondcitos
e linfocitos e influenciou também nas variaveis bioquimicas como proporcdes séricas de
proteinas totais, albumina e globulina. Esses estudos apresentaram resultados zootécnicos,
reprodutivos e hematoldgicos favoraveis (ABBASS et al., 2012; EL-ASELY et al., 2014)
ao incluir o pélen como aditivo alimentar nas dietas das tilapias.

Apesar de alguns trabalhos sobre inclusdo dietética de pélen ja terem sido realizados
com tilapias, este aditivo ainda ndo foi avaliado em sistemas intensivos fechados (RAS).
Além disso, é desconhecido seu efeito sobre pardmetros intestinais e hepaticos desses

animais.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

O objetivo do estudo é avaliar a inclusdo de pdlen nas dietas para alevinos de tilapia
nilotica, em RAS, e seus efeitos sobre o desempenho zootécnico, indices organossomaticos

e a histomorfometria hepato-intestinal desses animais.

1.2.2 Especificos

e Avaliar a inclusdo de poélen nas dietas de tilapia sobre o ganho de peso médio,
conversdo alimentar aparente, taxa de crescimento especifico, produtividade e
sobrevivéncia dos alevinos.

e Mensurar a inclusdo de poélen nas dietas de tildpia sobre os indices
organossomaticos (indice hepassomatico e viscerossomatico) e mensurar a area
média dos hepatocitos.

e Analisar o efeito da inclusdo de polen nas dietas de tilapia sobre histomorfométrica

das vilosidades intestinais e contagem de células caliciformes.
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1.3 HIPOTESE

O uso do polen como aditivo alimentar em dietas comerciais de alevinos de tilapias
do Nilo melhorard o desempenho zootécnico e os indices organossomaticos e promovera
alteragBes morfométricas benéficas na mucosa intestinal e na morfologia hepatica desses

animais.
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2. CAPITULO II
2.1. ARTIGO I

Titulo do Artigo: Pdlen afeta a histomorfometria hepato-intestinal de alevinos de

tilapia do Nilo

O manuscrito foi formatado segundo as normas da Revista Aquaculture.
QUALIS CAPES A2 na area de Zootecnia e Recursos Pesqueiros
Fator de impacto igual a 1,893.
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Resumo: Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a inclusdo de niveis de pélen
apicola no desempenho zootécnico e histomorfometria hepato-intestinal de alevinos de
tildpia do Nilo. Foram utilizados 225 alevinos de tildpia (1,253 + 0,056 g), distribuidos em
um delineamento inteiramente casualizado (DIC) em 15 tanques (30 L) mantidos em
sistema de recirculacdo de dgua com trés tratamentos (niveis de inclusdo 0% ou controle,
1,5% e 2,5% de pdlen) e cinco repeticbes. As taxas de arracoamento foram definidas a
partir das biometrias semanais e realizado monitoramento periodico dos parametros fisico-
quimicos da agua. As variaveis da qualidade da agua se mantiveram dentro do adequado
para a espécie durante todo o experimento. Ndo houve diferenca significativa para os
indices somaticos e de desempenho zootécnico nesse experimento. A inclusdo de pdlen na
alimentacdo de alevinos de tilapia do Nilo ocasionou aumento linear na morfologia dos
hepatocitos (p=0,0098). Para as variaveis intestinais de altura de vilosidades, observou-se
aumento significativo linear (p<0,05) conforme aumentava a inclusdo de polen, ja para
largura e espessura, ndo houveram alteracGes significativas. Nos peixes que receberam
2,5% de polen, o numero de células caliciformes foi significativamente maior (p<0,001)
que o observado no grupo controle e no 1,5%. Recomenda-se a inclusdo de até 2,5% de
polen apicola em dietas comerciais extrusadas para alevinos de tilapia-do-Nilo.

Palavras-chave: Aditivo, Imunoestimulante, Nutrigdo animal, Tilapicultura.

Abstract: This work was carried out with the objective of evaluating the inclusion of bee
pollen levels on the zootechnical performance and hepato-intestinal histomorphometry of
Nile tilapia fingerlings. A total of 225 tilapia fingerlings (1,253 + 0,056 g) were distributed
in a completely randomized design (DIC) in 15 tanks (30 L) maintained in a RAS system
with three treatments (0% inclusion levels or control, 1.5% and 2.5% inclusion) and five
replicates. Feeding rates were defined from the weekly biometrics and periodic monitoring
of the physical-chemical water quality parameters. The water quality variables remained
within the appropriate range for the species throughout the experiment. There was no
significant difference for the somatic indexes and zootechnical parameters in this
experiment. However, the inclusion of pollen in Nile tilapia fingerlings showed a linear
increase in hepatocyte morphology (p = 0.0098). For the intestinal variables of villus height
a significant linear increase was observed (p <0.05) as the pollen inclusion increased,
already for width and thickness, there were no significant alterations. In fish that received
2.5%, the number of goblet cells was significantly higher (p <0.001) than control group and
1.5%. It is recommended to include of up to 2.5% bee pollen in extruded commercial diets
for Nile tilapia fingerlings.

Key-words: Additive, Immunostimulant, Animal nutrition, Tilapia farming.
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1. Introducéo

A atividade aquicola contribui cada vez mais para a produ¢do mundial de alimentos
com indices produtivos crescentes (FAO, 2018), mas ainda existem inUmeros obstaculos no
sistema de producdo como um todo. A dependéncia de ingredientes dietéticos pouco
abundantes em algumas regiGes ou o baixo aproveitamento nutricional das ragcdes séo
alguns destes gargalos, 0 que onera ainda mais essa producao (Costa, 2015). Paralelamente,
a intensificacdo dos sistemas, buscando maior eficiéncia produtiva, bem como, sua relacéo
com a condicdo nutricional e de saide dos animais reforcam a necessidade de investigar
melhorias nas formulagdes das dietas aquicolas, visando o melhor aproveitamento dos
nutrientes oriundos desta.

Com base nisso, o uso de aditivos alimentares visa promover crescimento e
melhorar a salde dos animais (Brasil, 2004; Ribeiro et al., 2012). Neste contexto, o pblen
apicola é um aglomerado de pdlen das flores misturado com néctar e secre¢des glandulares
das abelhas (Carpes et al., 2008), rico em aminoacidos essenciais (Dias et al., 2013),
polissacarideos insoluveis, frutose, glucose, sacarose e componentes lipidicos (Bogdanov,
2004), além de ser uma excelente fonte de flavondides, carotendides, compostos fendlicos e
minerais (Féas et al., 2012). Por sua capacidade de fortalecer o sistema imunol6gico, conter
acdao antioxidante (Geyman, 1994, Goodman, 2003; Almeida-Muradim et al., 2005;
Almaraz-Abarca, 2007) e apresentar outros efeitos terapéuticos como antimicrobiano
(Basim et al., 2006), antifingico, hepatoprotetor, quimiopreventivo e anti-inflamatério
(Pascoal et al., 2014), este aditivo se apresenta como alternativa para melhoria das dietas
aquicolas.

Existem relevantes estudos com o uso deste aditivo para diversas categorias animais
como codornas japonesas (Faria et al., 2008), coelhos (Attia et al., 2011a; Attia et al.,
2011b; Zeedan et al., 2017), ratos (Selmanoglu et al., 2009; Hajkova et al., 2013), frangos
de corte (Rodrigues et al., 2018; Henriques et al., 2014; Nascimento et al., 2015; Oliveira et
al., 2015) e frango caipira (Araudjo et al., 2017). Além disso, o pélen ja foi testado em
peixes em sistemas abertos, normalmente com menores densidades de estocagem e maior
conforto ambiental aos animais (Abbass et al., 2012; El-Asely et al., 2014). No entanto, é

desconhecido seu efeito sobre os parametros intestinais e hepaticos de tilapias, ainda mais



117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

29

para sistemas intensivos com os sistemas de recirculacdo (RAS, na sua sigla em inglés).
Diante disso, 0 objetivo com o presente estudo foi avaliar se a incluséo de pélen nas races
de alevinos de tilapia nil6tica, linhagem GIFT, em RAS, afeta 0 desempenho zootécnico e a

histomorfometria intestinal e hepéatica desses animais.

2. Material e Métodos

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Aquicultura, do Centro
Universitario Barriga Verde (UNIBAVE) no municipio de Orleans - SC (Lat. 28°21'S;
Long.49°16°0). Foram utilizados alevinos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus,
linhagem GIFT) adquiridos da piscicultura comercial Sertdozinho, situada em Braco do
Norte - SC e transportados em sacos plasticos de transporte até o local do experimento. Sete
dias antes do inicio do periodo experimental esses animais ficaram alojados em um tanque
de volume util de 500 litros com forte aeracdo em temperatura de 28°C para aclimatacao e
adaptacdo ao meio de cultivo.

Por um periodo experimental de 26 dias, foram povoados em 15 unidades
experimentais (caixa plastica retangular - 30 L de volume util), 225 peixes com peso médio
inicial de 1,253 + 0,056 g. Distribuiu-se em cada uma delas 15 alevinos, totalizando 03
(trés) tratamentos com 05 (cinco) repeticdes por tratamento. Esses animais foram
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) e alimentados com ragéao
comercial extrusada (1 — 2,0 mm) contendo niveis de inclusdo de pélen apicola, sendo:
tratamento 0% (racdo comercial 40%PB e sem polen), tratamento 1,5% (racdo comercial
40%PB e 1,5% de inclusdo de pdlen) e tratamento 2,5% (racdo comercial 40%PB e 2,5%
de inclusdo de pdlen).

De acordo com dados do fabricante as caracteristicas nutricionais do polen
fornecido (porgdo de 1 kg) eram de 285,71 g/kg de proteina, 428,57 g/kg de carboidratos e
2.857 kcal de energia por porcdo (Marca Minamel®, icara, Santa Catarina, Brasil). Ja a
dieta comercial (BioBase®, Aguas Frias, Santa Catarina, Brasil), era composta pelos niveis
de garantia contidos na Tabela 1. Os animais foram alimentados trés vezes/dia (08h00min,
13h00min e 18h00min) com taxa de arragoamento inicial de 8% da biomassa/dia, corrigida
para 5% apds 15 dias e mantida até o término do experimento.
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Tabela 1. Niveis de garantia da dieta base utilizada para a inclusdo de pdlen apicola em
racOes comerciais extrusadas para alevinos de Tilapia-do-Nilo.

Nutriente Nivel de garantia
Proteina Bruta (Min.) 400,0 g/kg

Célcio (Min.) 40,0 g/kg

Célcio (Méx.) 50,0 g/kg

Fasforo (Min.) 15,0 g/kg

Extrato Etéreo (Min.) 40,0 g/kg

Matéria Fibrosa (Méx.) 60,0 g/kg

Matéria Mineral (Méx.) 150,0 g/kg
Umidade (Méx.) 120,0 g/kg
Vitamina C (Min.) 500,0 mg/kg

Fonte: BioBase®, Aguas Frias, Santa Catarina, Brasil.

As unidades experimentais foram dispostas em duas bancadas, conectadas a um
sistema de recirculacdo de agua e oxigenadas por pedras porosas (1x2cm) acopladas através
de um compressor de ar (SUNSUN® Hp-200 1,8l/min 2,5w P Aquarios 220v, China). Toda
a estrutura foi interligada sequencialmente a um sistema formado por um tanque circular
com volume atil de 500 litros (macrocosmo) que dispunha em sua saida um filtro
mecanico, seguido por uma caixa plastica circular de 150L (sistema de filtragem biol6gica)
e um tambor plastico de 120L acoplado a uma bomba submersa de 4000 L h-1 (ATMAN®
modelo PH4000, China), responsavel pela distribuicdo da &gua até as unidades
experimentais e seu posterior retorno por gravidade (Anexo A). Esse sistema de filtragem e
foi composto por um filtro mecanico (60um — malha tipo Perlon) e um filtro biol6gico de
material particulado (totalizando 0,05m3 de substrato composto por pedra de argila
expandida) de maneira a auxiliar no processo de nitrificacdo fornecendo superficie de
adesdo as bactérias nitrificantes do meio. A sifonagem dos residuos organicos suspensos
era feita a cada dois dias e a reposicdo da agua sifonada provinha da Companhia de &gua e
esgoto do municipio (SAMAE-Orleans/SC). Antes de sua utilizagdo, essa agua passava por
um armazenamento prévio em um recipiente de 500 litros, fortemente aerado por 02 (dois)
dias para retirada do cloro residual.

Foram monitorados diariamente (08h00min) os parametros de qualidade de &gua,
temperatura (termémetro de mercurio +0,1°C) e oxigénio dissolvido (oximetro ALFAKIT®

modelo AT-155, Alfakit, Florianépolis — SC, Brasil), duas vezes por semana o pH
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(SENSOGLASS SP1800®) e semanalmente coletaram-se amostras de 4gua (mantidas em
freezer -20°C) para posterior analise de aménia total, nitrito, nitrato, alcalinidade e
ortofosfato (Fotocolorimetro AT-100P, marca ALFAKIT®, Floriandpolis — SC, Brasil) no
Laboratorio de Aquicultura da UDESC (LAQ-UDESC) em Laguna — SC. Os niveis de
temperatura, oxigénio dissolvido e pH apresentaram médias e desvio padrdo de 26,19 +
2,65°C, 6,39 + 0,228 mg/L?! e 6,76 + 0,241 mg/L?, respectivamente. J4 amonia, nitrito,
nitrato, ortofosfato e alcalinidade apresentaram valores de 0,77 +0,120 mg/L™%, 0,05 + 0,014
mg/L?, 2,45 + 0,381 mg/Lt, 0,52 + 0,197 mg/L* e 48,00 + 5,656 mg/L™, respectivamente.

2.1 Andlises zootécnicas e indices organossomaticos

Apds 26 dias de experimento, todos os peixes foram capturados com puca dos
tanques experimentais, colocados em recipientes para anestesia com eugenol e, em seguida,
foram imobilizados manualmente (com auxilio de toalhas Umidas e luvas) para a realizacao
da biometria final. A partir dos dados foram realizadas as avaliacbes das variaveis
zootécnicas a partir das seguintes formulas: ganho de peso médio (GPM) = peso final (g) —
peso inicial (g); conversdo alimentar aparente (CA) = consumo de ragdo / ganho de peso;
taxa de crescimento especifico (TCE) = In peso final (g) - In peso inicial (g) / periodo
experimental x 100; produtividade (P) = biomassa final (g) /volume util tanque (L) e
sobrevivéncia (S) = nimero de animais mortos / total de peixes x 100.

Apo6s a biometria, foram eutanasiados de acordo com métodos aprovados segundo o
CONCEA (sedados com eugenol e ao ndo apresentarem nenhum movimento foram
imediatamente decapitados), em média 04 (quatro) animais por unidade experimental,
totalizando 20 animais por tratamento, para retirada do figado e das visceras. A partir das
coletas, os oOrgdos foram pesados e posteriormente, avaliaram-se 0s indices
viscerossomatico (IVS = peso das visceras (g) / peso final (g) x 100) e hepatossomatico
(IHS = peso do figado (g) / peso final (g) x 100). Posteriormente, esses orgaos foram
encaminhados ao Laboratério de Patologia Veterinaria do Centro Universitario Barriga

Verde (UNIBAVE) para os procedimentos histolégicos.
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2.2 Histomorfometria intestinal e hepética

Para as analises histomorfométricas foram coletadas duas fracdes da parte inicial do
intestino (proximal) de cada animal e para a analise hepatica, duas fragbes do figado do
mesmo. O processamento histoldgico dessas amostras foi realizado no Laboratério de
Patologia Veterinaria do Centro Universitario Barriga Verde (UNIBAVE), conforme
métodos de rotina de elaboracdo de laminas histoldgicas (Nunes e Cinsa, 2016).

Os fragmentos intestinais foram colocados em recipientes plasticos estéreis com
solucdo de Bouin, pré-identificados e apds fixadas por 24 horas foram novamente
identificados e conservados em formol 10% até a avaliacdo das caracteristicas
morfohistoldgicas de sua mucosa. Posteriormente, essas fragcdes intestinais passaram por
seccOes de 0,3 cm através de técnica de histologia, diafanizacdo e inclusdo em parafina
histoldgica, para posterior fracionamento em cortes de 3um de espessura em micrétomo
semiautomatico, de acordo com metodologia adaptada de Mello et al., (2013). Em seguida,
foram realizados cortes em sentido longitudinal, semisseriados e corados com hematoxilina
e eosina (HE) (Prophetet al., 1992) para mensuracGes das vilosidades intestinais e area
média dos hepatdcitos Outro conjunto de lIaminas do intestino foram coradas pelo método
de histoquimica Schiff, o PAS (do inglés, Periodic Acid-Schiff) (Tolosa et al., 1976) para a
contagem de células caliciformes. Apds esses procedimentos, as amostras foram observadas
através de microscopia de luz (microscopio Bioval L-2000? Sao Paulo — SP, Brasil). Com o
auxilio de uma camera acoplada ao microscopio, as imagens foram digitalizadas através do
software “TCapture” (Marca Laborana®, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil).

Finalizadas as digitalizacBes, foram realizadas as mensuracGes nas vilosidades
intestinais nas laminas intestinais coradas com HE (10x). Elas foram selecionadas por
critério de integridade, sendo, seis vilosidades por campo de captura de imagem e por
animal. As mensuraces realizadas foram adaptadas da metodologia de Mello et al. (2013),
sendo: i) altura de vilosidade (AV), ou seja, distancia do apice das vilosidades até o inicio
da camada muscular; ii) altura total das vilosidades (ATV), isto &, altura do apice das
vilosidades até o término da serosa; iii) largura das vilosidades (LV); e iv) espessura da
vilosidade (EV), conforme ilustrado na Figura 1. Estes valores correspondem a mensuragao

de 90 vilos por tratamento, totalizando 270 vilos.
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Figura 1. Mensuragdo das vilosidades (um) da porgéo proximal da parede intestinal de alevinos de tilapia-do-
Nilo.

Legenda: (linha vermelha) ATV - altura total das vilosidades; (linha amarela) AV - altura das vilosidades;
(linha preta) LV - largura das vilosidades; (linha azul) EV - espessura do epitélio das vilosidades. Colorag&o:
Hematoxilina-Eosina (HE), Objetiva: 10x.

Nas laminas intestinais coradas com PAS, foram realizadas as contagens do nimero
de células caliciformes (CC) de 06 vilosidades por campo de captura (40x). Foi considerada

cada célula caliciforme como uma unidade (Lima, 2014), conforme a Figura 2.

L %) = N Ol AR G

Figura 2. Contagem do nimero de células caliciformes (unidade) da porcéo proximal da parede intestinal de
alevinos de tilapia-do-Nilo.

Legenda: (setas vermelhas) — Cada seta representa uma célula caliciforme. Coloragdo: Periodic Acid-Schiff

(PAS). Objetiva: 40x.
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Em seguida, através do software “Image J” (National Institute for Health, Bethesda,
Maryland, Estados Unidos da América) realizou-se a mensuracdo de todas as variaveis
citadas acima. Ja para as laminas com tecido hepatico na coloracdo HE foi realizada a
captura e digitalizacdo aleatorias de 05 campos de imagem (40x) de cada animal. Em
seguida, realizou-se a mensuragédo da area de 20 hepatdcitos por imagem capturada (Figura
3), sendo 100 hepatdcitos por animal, 1.500 por tratamento e 4.500 no experimento todo.
Apds as mensuracOes, estimou-se a area media dos hepatocitos (AMH) por tratamento,

conforme metodologia adaptada de Tessaro et al., (2012).

'A ’. &) : "’- ;3 N —

Figura 3. Mensuragdo da area media dos hepatocitos (AMH/pm?) do figado de alevinos de tilapia-do-Nilo.
Legenda: (area circundada em amarelo) — Area do hepatécito. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE).
Objetiva: 40x.

2.3 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e quanto a homogeneidade de variancias pelo teste de Levene (Sokal e Rohlf,
1995). Quando ndo apresentaram normalidade, foram transformados pela equacéo = arcsen
V1) (Zar, 1984) e, uma vez cumpridos 0s pré-requisitos, ANOVA uma-via foi empregada
seguido pelo teste de Duncan (P<0,05) (Sampaio, 1998).
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3. Resultados

3.1 Parametros zootécnicos e indices organossomaticos

Os resultados de pardmetros zootécnicos e indices organossomaticos s&o
apresentados na Tabela 2. Os pardmetros de peso final (PF), ganho médio diario (GMD),
taxa de crescimento especifico (TCE), conversdo alimentar aparente (CA), produtividade
(P) e sobrevivéncia (S) nao apresentaram diferencas significativas entre os niveis de
incluséo de pdlen apicola (P>0,05) e foram observados valores médios de 3,464 + 0,347 g,
2,240 + 0,344 g, 0,089 + 0,010 g dia %, 1,641 + 0,218, 1,027 + 0,171 kg m= e 92,889 +
6,885 %, respectivamente.

Os indices somaticos IHS e IVS também ndo foram afetados pelos niveis de pdlen
nas dietas (P>0,05), apresentando valores médios de 2,973 + 0,850 % e 8,003 + 1,001 %,

respectivamente.

Tabela 2. Médias (+) de parametros zootécnicos e indices somaticos de alevinos de
Tilapias-do-Nilo apds 26 dias de alimentacdo com pélen apicola.
Nivel de pélen (%)

Parametros 0 (Controle) 15 2,5 p valor

Pi (g) 1,25 (+0,05) 1,19 (+0,15) 1,22 (+0,01) NS (P = 0,62)
Pf (9) 3,575 (x0,19) 3,18 (x0,43) 3,53 (x0,19) NS (P = 0,06)
GPM (g) 2,42 (+0,22) 1,99 (+0,45) 2,30 (+0,19) NS (P =0,12)
TCE (%/dia) 9,31 (+0,85) 8,42 (+1,45) 8,86 (+0,73) NS (P =0,43)
CA 1,55 (+0,11) 1,76 (+0,35) 1,60 (x0,03) NS (P = 0,30)
P (kg/m?) 1,08 (+0,14) 0,93 (+0,25) 1,05 (x0,04) NS (P =0,38)
S (%) 93,33 (+6,66) 90,66 (+8,94) 94,66 (+5,57) NS (P =0,67)
IHS (%) 2,99 (+0,19) 2,67 (+0,70) 3,24 (+1,33) NS (P = 0,61)
IVS (%) 7,41 (+0,58) 8,50 (+1,38) 8,08 (+0,69) NS (P =0,22)

Legenda: Pl = Peso Inicial; PF = Peso Final; GPM = Ganho de Peso Médio; TCE = Taxa de Crescimento
Especifico; CA = Convers&o Alimentar; P = Produtividade; S = Sobrevivéncia; IHS = indice
Hepatossomatico; IVS = Indice Viscerossomatico; DP = Desvio Padrio; g = grama; g/dia = grama por dia; kg
= quilograma por metro cubico; NS = N&o significativo.
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3.2 Anélise hepatica

A partir da analise da area dos hepatocitos dos diferentes tratamentos observou-se
um aumento linear na morfologia destes, por meio da mensuracdo da area média dos
hepatécitos em pum?> (AMH) (Figura 4). A AMH teve gradativo aumento conforme a
inclusdo de polen (P<0,001). Adicionalmente, os tratamentos 1,5% e 2,5% de incluséo

diferiram significativamente do controle (0% de inclusao).

250 - Area Média dos Hepatdcitos (um?) P =10,0098

162,462 a 168.436 a

3]

(]

o
1

135.776 b

—_
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1

Area Média dos Hepatocitos (um?)
n
]

(=]
|

0% 1,5% 2.5%
Niveis de polén

Figura 4. Area média dos hepatécitos (AMH/um?) de alevinos de Tilapias-do-Nilo ap6s 26 dias de
alimentacdo com e sem polen apicola.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

3.3 Analises intestinais - mensurac@es das vilosidades e contagem de células caliciformes

Para as variaveis intestinais ATV e AT houve influéncia positiva, ou seja, observou-
se aumento significativo linear (P<0,05) na altura das vilosidades intestinais conforme a
inclusdo de pdlen acrescia (Tabela 3). As demais variaveis (LV e EV) ndo sofreram

aumento significativo dos diferentes niveis de inclusdo (P>0.05).
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Tabela 3. Histomorfometria intestinal de alevinos de Til&pias-do-Nilo apds 26 dias de
alimentacdo com pdlen apicola.

Nivel de polen (%)
Parametros 0 (Controle) 15 2,5 p valor

ATV (um)  328,81°(£68,77)  341,57® (+49,05) 381,39°(+47,37)  (p =0,03)
AV (um) 278,63° (+61,50)  295,83% (+48,05) 329,11%(+41,34)  (p =0,03)
LV (um) 8581 (+12,53) 88,77 (x10,45) 84,82 (+12,47) NS (p = 0,64)
EV (um) 44,95 (+6,69) 46,10 (+5,73) 45,98 (+7,22) NS (p = 0,87)

Legenda: um = Micrémetro; ATV = Altura Total das Vilosidades; AT = Altura das Vilosidades; LV =
Largura das Vilosidades; EV = Espessura do epitélio das Vilosidades (EV); DP = Desvio Padrdo. NS = Nao
Significativo. Médias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Nos peixes que receberam 2,5% de inclusdo de polen na dieta, tiveram numero de
células caliciformes significativamente maior (P<0,001) que o observado no grupo controle
e o tratamento 1,5%. Esses valores podem ser vistos na Figura 5.

i 33 N° células caliciformes (un.)
é 30 - 24,02 a
= ys Y= A446x2- 111K +17.29
= =1 P<0,001

[#]

w 20 -

=

£ 15 - 10,60 b

[&]

<10 -

g

© 5

N=

Z 0 -

0% 1,5% 2,5%
Niveis de polen

Figura 5. Contagem do nimero de células caliciformes (CC) de alevinos de Tilapias-do-Nilo apds 26 dias de
alimentacéo com e sem polen apicola.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Adicionalmente, na Figura 6 podem ser observadas as varidveis estudadas neste
experimento de acordo com o nivel de inclusdo de pélen: areas médias dos hepatdcitos

(Fig. A, B e C), vilosidades intestinais (Fig. D, E e F) e a contagem de células caliciformes.
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Figura

sem pélen apicola.
Legenda: Fig. A (0% ou controle), B (1,5% inclusdo de pélen) e C (2,5% inclusdo de pélen) = Area média
dos hepatocitos (AMH/um?), Coloragdo: Hematoxilina-Eosina (HE), Objetiva: 40x; Fig. D (0% ou controle),
E (1,5% inclusédo de polen) e F (2,5% inclusdo de polen) = Vilosidades intestinais, Coloragdo: Hematoxilina-
Eosina (HE), Objetiva: 10x; Fig. G (0% ou controle), H (1,5% inclusdo de pdlen) e I (2,5% inclusdo de
polen) = Células caliciformes, Coloragdo: Periodic Acid-Schiff (PAS), Objetiva: 40x.

4. Discussao
4.1 Qualidade de agua

Os parametros de qualidade de agua ndo sofreram oscilagdes significativas ao longo

do periodo experimental. A temperatura, pH e oxigénio dissolvido se mantiveram dentro do
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esperado para a espécie (El Sayed, 2006). As médias dos compostos nitrogenados
encontrados sdo considerados normais e os demais valores (alcalinidade e ortofosfato)
também ficaram de acordo com o esperado para tilapias (EI Sayed, 2006). Ja que todas
essas variaveis se mantiveram dentro da faixa 6tima para a espécie, acredita-se que 0s
demais resultados foram influenciados diretamente pela alimentacdo fornecida, ou seja,

pela inclusdo de polen as dietas.

4.2 Analises zootécnicas e indices organossomaticos

Aditivos alimentares sdo importantes para a nutrigdo animal, pois auxiliam na
melhoria do desempenho, da saude e ainda, no aproveitamento dos nutrientes pelos animais
e a qualidade dos seus subprodutos (Brasil, 2004; Ribeiro et al., 2012). Diferentes aditivos
tém sido empregados para tildpias em diferentes fases com o intuito de proporcionar
principalmente melhores indices zootécnicos e de satde animal (Schwarz et al., 2010;
Schwarz et al., 2011; Abass et al. 2012; EI-Asely et al., 2014; Freccia et al., 2016).

Neste sentido, Abbass et al., (2012) avaliaram o poélen como aditivo alimentar no
desempenho zootécnico de tilapias do Nilo (~45 g) em sistema aberto com troca continua
de &gua. Os autores verificaram que a adicdo de 2,5% de propolis ou pélen na dieta
melhorou a taxa de crescimento especifico, 0 ganho médio diario e a eficiéncia alimentar
das tilapias. EI-Asely et al., (2014) também em sistema aberto ao investigarem a acdo do
pélen em tildpias-do-Nilo infectadas experimentalmente por Aeromonas hydrophila,
observaram melhoras nos parametros zootécnicos como peso corporal, comprimento, ganho
diario médio, taxa de crescimento especifico e taxa de eficiéncia alimentar. No presente
estudo ndo foram observadas melhoras no desempenho dos animais com a inclusdo do
polen, estas diferencas de resultados podem se justificar pelas diferencas entre pesos
iniciais (~45g e ~29g respectivamente, versus ~1,25g do presente estudo), acarretando em
diferentes curvas de crescimento. Além disso, a duracdo dos experimentos e as diferentes
formulacdes entre as ragcdes também podem ter contribuido para tais diferencas. Diferentes
estudos avaliando o desempenho zootécnico com outras categorias animais tais como

codornas (Faria et al., 2008), frangos de corte (Oliveira et al. 2015) e caipira (Aradjo et al.,
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2017) demonstraram que a inclusdo de polen ndo afetou negativamente a performance dos
animais.

Altas taxas de sobrevivéncia foram observadas no presente estudo em todos 0s
tratamentos (~92,8%). Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por
Freccia et al., (2016) que avalioufarinha de inseto em dietas de alevinos de tilapias (2,84 +
0,35 g) nas mesmas condi¢cbes experimentais que o presente estudo (RAS). El-Asely e
colaboradores (2014) verificaram que a suplementacdo com polen reduziu a mortalidade
das tilapias desafiadas por A. hydrophila. Provavelmente, essa protecdo € atribuida a
atividade antibacteriana, ao aumento das respostas imunes e efeitos antioxidantes do pdlen
produzidos por seus flavonoides (Pietta, 2000).

Apesar do pélen ter contribuido para alteracbes morfométricas benéficas na mucosa
intestinal e na morfologia hepatica (secdes 4.3 e 4.4), a adicdo deste ndo contribuiu para
melhora da conversdo alimentar aparente (CAA) dos animais. O mesmo foi observado com
outros aditivos alimentares como Bacillus subtilis e MOS (Carvalho et al., 2011), levedura
de Saccharomyces cerevisiae (Schwarz et al., 2016) e produto comercial a base de algas
(Garcia et al., 2009). Acredita-se que o fornecimento de dietas com inclusdo de pdlen por
um periodo maior possa acarretar em efeito mais proeminente em relacdo a CAA.

No presente estudo, ndo houve aumento ou diminuicdo significativa no IVS e IHS
nas tilapias suplementadas, corroborando com os demais indices zootécnicos que ndo
apresentaram oscilagdes. Schwarz et al., (2011), também n&do encontraram diferencas no
IHS de larvas de tilapia alimentadas com MOS. Por outro lado El-Asely et al., (2014),
verificaram um aumento significativo de IVS em juvenis de tilapia alimentadas com polen.
As caracteristicas intrinsecas de cada dieta (niveis de nutrientes e suas formulacdes)
certamente interferem nesses indices. Os resultados do presente estudo sdo satisfatorios,
uma vez que, ndo alteram a dinamica de reserva de nutrientes (IHS), bem como na

qualidade da carcaca indiretamente expressada pela IVS.

4.3 Analise hepatica

O parénquima hepatico é 80% constituido de células compostas por hepatdcitos

(Cavichiolo, 2009). Esses hepatdcitos estdo distribuidos em dois cord@es (arranjo cordonal)
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entre dois sinusOides e apresentam, em condi¢fes adequadas, um ou dois nucleos
arredondados e centralizados constituidos internamente por um ou mais nucléolos
proeminentes (Vicentini et al.,, 2005, Cavichiolo, 2009). Essas celulas hepaticas
normalmente se encontram lotadas de glicogénio ou gordura, no entanto, quando em
situacdo de subalimentacdo e/ou inanigdo, podem estar com menor volume e todo o 6rgdo
hepéatico com pigmentos cerdides amarelados (Roberts, 2012).

No presente estudo, a maioria parte dos hepatdcitos possuia aspectos normais com
nucleo unico em posicdo mais periférica e sem nucléolos visiveis (Figura 6). Houve
acréscimo significativo da area dos hepatdcitos nos tratamentos com inclusdo de 1,5% e
2,5% quando comparados ao controle. Neste sentido, a inclusdo de poélen refletiu no
aumento da area dos hepatocitos que se pode traduzir em um aumento no estoque de
nutrientes para essas células. Uma hipotese é que 0s aminoacidos essenciais presentes no
poélen (Campos et al., 2008), ap6s suprirem a exigéncia dos peixes para estes nutrientes,
poderiam ser metabolizados e acumular-se nas células hepaticas como reserva de energia na
forma de glicogénio e/ou lipideo (Wolf et al., 2015). Isto € comum quando 0s peixes
cultivados sao alimentados com dietas, por exemplo, com altos niveis de energia, sendo 0
figado (mais precisamente o citoplasma dos hepatécitos) o responsavel pela estocagem de
energia em excesso (Wolf et al., 2015) sendo este espécie/dieta dependente (Takashima e
Hibiya, 1995; Wolf et al., 2015). Neste sentido, a inclusdo dietética do polen apicola alterou
as células hepaticas aumentando suas reservas. Adicionalmente, Abbass et al. (2012) em
estudo com juvenis de tilapia nilética (~45g) alimentados com pdlen e prépolis sugerem
uma atividade protetora hepética proporcionada pela inclusdo desses aditivos as dietas,

além disso, também foi observado um efeito protetor adicional contra lesdes renais.

4.4 Analises intestinais - mensuracges nas vilosidades e contagem de células caliciformes

O desenvolvimento da mucosa do intestino € representado pelo aumento no nimero
de células epiteliais, como enterdcitos, células caliciformes e células enteroenddcrinas,
atrelado ao aumento na altura e densidade dos vilos epiteliais do intestino (Maiorka, 2002;
Mello et al., 2013). Mucosas mais integras dotadas de vilosidades maiores possuem melhor
capacidade absortiva de nutrientes oriundos da alimentagdo (Junqueira e Carneiro, 2004;



445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475

42

Garcia, 2008), refletindo no desempenho e saude dos peixes (Silva et al., 2010 e Jobling,
1995).

A analise histomorfométrica do intestino das tilapias no presente estudo (Tabela 4)
demonstrou que os peixes alimentados com dietas contendo polen apresentaram maior
altura das vilosidades (P<0.05) quando comparado aos peixes alimentados com a dieta
controle. Essas alteragdes positivas nos tratamentos com suplementacdo evidencia um
carater benéfico do pdlen sobre a morfometria da mucosa epitelial, que podem colaborar
para uma maior area de absorcdo e uma possivel maior retencdo de nutrientes, como
corroborado e observado nas células hepaticas do presente estudo. Todos esses efeitos
propiciam melhor condicdo homeostatica dos animais, atuando na sobrevivéncia (Mello et
al., 2013) em virtude do favorecimento da defesa do animal por meio de um maior nimero
de células caliciformes produtoras de muco excretando substancias antibacterianas (Noga,
1995).

A contagem de células caliciformes evidenciaram algumas ponderacGes relevantes,
observando que a fungdo primordial dessas células é a producdo de muco (Noga, 1995). O
muco, composto maiormente por glicoproteinas, € lotado de substancias anti-bacterianas
através da presenca de lisozimas e acidos graxos de baixo peso molecular (Noga, 1995) que
servem para protecdo e a lubrificacdo do revestimento intestinal (Junqueira e Carneiro,
2008). Sabe-se que a elevacdo da populacdo de células caliciformes intestinais de peixes,
bem como, seu incremento de producdo de muco, estdo associados a diversos fatores de
ordem nutricional ou ambiental, como exposicdo a agentes patogénicos (Noga, 1995;
Schwarz et al., 2010). Neste sentido, a adicdo de pélen no presente estudo contribuiu para o
aumento do numero de células caliciformes e, dessa forma, possivelmente também para a
producdo de muco incrementando a defesa intestinal contra a agressdo, por exemplo, de
microrganismos patogénicos.

Corroborando com o nosso estudo, diferentes aditivos alimentares tém demonstrado
resultados benéficos quanto a morfologia intestinal de peixes como tilapias (Schwarz et al.,
2011; Honorato et al., 2014) e lambaris-do-rabo-amarelo (Lima, 2014) e trazendo
beneficios a saude dos animais. A inclusdo do pélen ndo é diferente e sua suplementagéo
dietética em outros animais ja foram observados como frangos de corte (Wang et al., 2007),
coelhos (Attia et al., 2011a) e ratos (Hajkova et al., 2013). Estes autores atribuem as
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vitaminas, minerais e enzimas ou coenzimas existentes no pélen uma acdo na melhoria
digestiva dos alimentos (Wang et al., 2007; Xu et al., 2009; Attia et al., 2011a; Hajkova et
al., 2013).

Em suma, as diferencas significativas na histomorfometria intestinal e na
morfologia hepética das til&pias suplementadas com poélen (principalmente no T 2,5%),
podem ser atribuidas a acdo e beneficios multiplos, tais como, estimulador da saude
intestinal, aumento da area absortiva, bem como, aumento da defesa pelo incremento do
numero de células caliciformes produtoras de muco. Mesmo com diversos beneficios
demonstrados no presente trabalho, a suplementacdo dietética do poélen ndo refletiu em
melhoras no desempenho zootécnico. Certamente futuros estudos com maior tempo de
suplementacdo sdo necessarios para melhor elucidar esta questdo. Além disso, estudos
relacionados a viabilidade econdmica quanto a utilizacdo deste aditivo poderdo auxiliar na

melhor defini¢do dos niveis de suplementacdo em cultivos comerciais para fases jovens.

5. Concluséao

A inclusdo de até 2,5% de pdlen apicola em dietas aquicolas comerciais extrusadas
para alevinos de tilapia-do-Nilo impactou positivamente na histomorfometria hepato-
intestinal acarretando em aumento na altura das vilosidades intestinais e no nimero de
células caliciformes. Além disso, promoveu maior area de absorcdo e retencdo de nutrientes
como observado nas ceélulas hepaticas sem causar efeito deletério no desempenho

zootécnico dos animais.
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3.  CONSIDERACOES FINAIS

A inclusédo de ate 2,5% de polen apicola em dietas aquicolas comerciais extrusadas
para alevinos de tilapia-do-Nilo impactou positivamente na histomorfometria hepato-
intestinal acarretando em aumento na altura das vilosidades intestinais e no nimero de
células caliciformes. Além disso, promoveu maior area de absorcdo e retencéo de nutrientes
como observado nas células hepaticas sem causar efeito deletério no desempenho

zootécnico dos animais.

4. RECOMENDACOES E FUTURAS PESQUISAS

e Estudos com maior tempo de suplementacgdo de polen;

e Estudos em outras fases no cultivo das tilapias (por exemplo a pré-engorda, engorda
e para reprodutores);

e Estudos relacionados a viabilidade econdmica quanto & utilizagdo do pdlen apicola
em cultivos comerciais;

e Estudos deste aditivo em diferentes sistemas de produgdo, como por exemplo, em
sistemas de bioflocos.
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Figura 1. Esquema do dispositivo experimental.
Fonte: Autor.
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Figura 2. Pdlen apicola utilizado no experimento.

Fonte: Autor.

Figura 3. Biometria realizada no experimento. |
Fonte: Autor.
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Figura 4. Coleta e pesagem dos 0rgaos.
Fonte: Autor.

Figura 5. Preparo das amostras intestinais e hepaticas para analises histolégicas.
Fonte: Autor.
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Figura 6. Amostras mtestlnals e hepatlcas para analises histoldgicas.
Fonte: Autor.

'?Fﬂ’ i -l l‘- Vi u ‘;‘i \
Figura 7. Equipe de trabalho - UNIBAVE.
Fonte: Autor.



