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RESUMO GERAL

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de aditivos fitogénicos na saude
e no desempenho de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em diferentes estagios
de desenvolvimento. Foram conduzidos dois ensaios experimentais utilizando
alevinos e juvenis, testando a adicao de extrato de Quillaja saponaria (EQS), extrato
de uva Vitis vinifera (EU) e uma combinacao de extrato de Quillaja saponaria e 6leo
essencial de anis (EQSA) em comparagdo com um grupo controle sem adigdo de
produtos naturais. O uso dos fitogénicos levou a niveis de hematdcrito mais elevados,
indicando uma capacidade aumentada de transporte de oxigénio e resposta ao
estresse. Esses aditivos também mostraram potenciais efeitos imunomoduladores,
como evidenciado pelas mudangas nos niveis de mondcitos. Além disso, os aditivos
influenciaram a morfologia intestinal, com variacbes na altura dos vilos e na
profundidade das criptas, sugerindo uma melhor absor¢do de nutrientes. Os
resultados sugerem que a inclusao de aditivos fitogénicos nas dietas de tilapia do Nilo
pode oferecer beneficios para a saude e potencialmente melhorar o desempenho. No

entanto, a resposta varia dependendo do aditivo especifico e da dose utilizada.

Palavras-chave: Extratos de plantas; imunomodulagéo, morfologia intestinal.



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effects of phytogenic additives on the health
and performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) at different stages of
development. Two experimental trials were conducted using fry and juveniles, testing
the addition of Quillaja saponaria extract (QSE), Vitis vinifera grape extract (GE) and
a combination of Quillaja saponaria extract and anise essential oil (QSA) compared to
a control group with no added natural products. The use of the phytogenics led to
higher hematocrit levels, indicating an increased oxygen transport capacity and stress
response. These additives also showed potential immunomodulatory effects, as
evidenced by changes in monocyte levels. In addition, the additives influenced
intestinal morphology, with variations in villus height and crypt depth, suggesting better
nutrient absorption. The results suggest that the inclusion of phytogenic additives in
Nile tilapia diets can offer health benefits and potentially improve performance.

However, the response varies depending on the specific additive and the dose used.

Keywords: Plant extracts; immunomodulation, intestinal morphology.



Sumario

RESUMO GERAL ..., 6
AB S T R A C T e e e 7
TaligeTe [Ulor=To N C1=T - TR 12

Capitulo 1- Efeitos de aditivos fitogénicos no crescimento, parametros hematologicos

e saude intestinal de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).................. 18
RESUMO ...ttt ettt e e e n e e et e e e am e e e nt e e e enteeeeanbeeeeneee e e 19
ABSTRACT .ttt ettt e et e e e sttt e e et e e e st e e e e ate e e ebe e e e anbe e e anreeearreeeanreas 19
T INTRODUGAO ...ttt et eae e aeeeaen, 20
2 MATERIAIS E METODOS ..o en e, 21
2.1 LOCAL E DESENHO EXPERIMENTAL ....cociiiiiiiiiie e 21
2.2 DIETAS EXPERIMENTAIS ....cooitiiieiie et 22
2.3 COLETA DE AMOSTRAS E ANALISES.......cocoiiieeeeeeeeee e 23
2.4 QUALIDADE DA AGUA .......cooeoeieeeeeeeeeee e 25
2.5 ANALISES ESTATISTICAS ...t 25
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooiiieeeieeee ettt 25
B CONCLUSAOD ...ttt an et enene s 30
AGRADECIMENTOS ... .ottt ettt et e e e e st e e ant e e e neeeeaneeeeenneeas 31
REFERENCIAS. .....ocoiiiiiieieiete ettt ettt en e 31

(Oreochromis niloticus): Implicagdes no desempenho e saude...............cccoeeeeennnnnnn. 33
RESUMO ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e s s e nnb e e e e e e e e e e e e aannnreees 34
= I 3 2 35

T INTRODUGAO ..ottt es st n s 35



2 MATERIAIS E METODOS ..ottt 37

2.1 LOCAL E DESENHO EXPERIMENTAL ......ooiiiiiiiieieeee e 37
2.2 DIETAS EXPERIMENTAIS ...t 37
2.3 COLETA DE AMOSTRAS E ANALISES......cocoieeeeeeeeeeeeeeee e 38
2.4 QUALIDADE DA AGUA .......cooaeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
2.5 ANALISES ESTATISTICAS ..ot 41
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o 42
B CONCLUSAOD ...ttt ee et e et eene e, 48
AGRADECIMENTOS ...ttt e e e e e e e e e emneeeee e ennees 49
REFERENCIAS. ......ooooeeee oo ee et n e en et e eenn s 49
(070 E]To [=T = Toto =TSRl T o = L RSP 52

CONCIUSAO GEIAI ... e e e 52



10

Lista de tabelas

Capitulo 1

Tabela 1. Composi¢ao percentual e ingredientes utilizados na formulagdo da ragao
base para alevinos de tilapia do Nilo. ...........uiiiiii i 22
Tabela 2. Desempenho produtivo por tratamento (média + desvio padrao) de alevinos
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes

LLLTe o [=] o el L= TP 26
Tabela 3. Parametros hematoldgicos (média + desvio padréo) em alevinos de tilapia
do Nilo alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos. .........cccccccvveeeennen. 27

Tabela 4. Resultado para analise estatistica descritiva quanto a histologia intestinal
(média * desvio padrao) em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos. ..........cccccvvviviiiiiiiiiiiinnnnnn. 28
Tabela 5. Resultado da composi¢ao centesimal (média + desvio padrao) em alevinos
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes
LLTe o [=] oo 1= TP 30

Capitulo 2

Tabela 1. Ingredientes e composi¢ao percentual utilizados para ragao base de juvenis
(o L= 1= T o - TS 38
Tabela 2. Graus de lesado hepatica adotados no presente estudo e suas respectivas
(ofo] gTo [TeToT=T N0 L= 1 4] 01U o= Lo TS 39
Tabela 3. Desempenho produtivo (média £ desvio padrao) de juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos.....42
Tabela 4. Parametros hematolégicos (média £ desvio padréo) em juvenis de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes
FIEOGENICOS. ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e e eaaaa 43
Tabela 5. Resultado da analise de porcentagem do total (%) para a frequéncia das
amostras de figado de tilapia do Nilo suplementadas com diferentes fitogénicos nos
tréS graus d@ IE€S80. ...coeeeeiii e e e eeeaes 44
Tabela 6. Resultado para analise estatistica descritiva quanto a histologia intestinal
(média + desvio padrdao) em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos. ..........cccccevvvviiiiiiiiiiiiiinnnnn. 46
Tabela 7. Resultado para analise estatistica descritiva de enzimas oxidativas (média
+ desvio padrdo) em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados
com dietas contendo diferentes fitogéniCos. ..o 47



11

Lista de Figuras
Capitulo 1

Figura 1. Medidas morfométricas de tecido intestinal de tilapia do Nilo. (A) altura dos
vilos, (B) altura do epitélio, (C) profundidade das criptas, (D) superficie da mucosa
intestinal e (E) espessura da tunica muscular. ..............cccccooiiiiiiie 24

Capitulo 2

Figura 1. Medidas morfométricas para tecido intestinal de peixes. (A) altura das
vilosidades, (B) altura do epitélio, (C) profundidade da cripta, (D) superficie da mucosa
intestinal (E) espessura da tunica MUSCUIAY . ...............ccccceeiiiiiiiiiiciiiiiiieeee e 40
Figura 2. Resultados para avaliagédo histopatolégica de amostras de figado de tilapia
do Nilo suplementadas com diferentes fitogénicos (EQS- extrato de Quillaja
saponaria; EU - extrato de uva; EQA - extrato de Quillaja saponaria e 6leo essencial
(o L= o1 TP 45



12

INTRODUGAO GERAL

A aquicultura tem se consolidado como uma atividade essencial para a
seguranga alimentar global, especialmente diante do crescente aumento da
populagdo mundial e da consequente demanda por proteina animal (FAO, 2024).
Entre as diversas espécies cultivadas, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) se
destaca por sua capacidade de adaptacdo, rapido crescimento e carne de alta
qualidade, tornando-se uma das opg¢des mais populares para producdo em sistemas
de cultivo intensivos (FAO, 2016). No entanto, o sucesso da produgédo aquicola esta
intrinsecamente ligado a saude e ao desempenho dos organismos cultivados, que
podem ser grandemente influenciados por fatores como a dieta.

Nesse contexto, os fitogénicos emergem como uma alternativa promissora para
a otimizagdo das dietas de peixes, incluindo a tilapia do Nilo (Gruber et al. 2025).
Fitogénicos sdo substancias de origem vegetal que apresentam propriedades
benéficas para a saude e o desempenho dos animais, englobando efeitos
antioxidantes, antimicrobianos e imunomoduladores (Shehata et al. 2022). A incluséo
de extratos vegetais nas dietas pode melhorar a eficiéncia de conversao alimentar,
reduzir a incidéncia de doencas e, consequentemente, aumentar a produtividade dos
sistemas de cultivo (Abdel-Latif e Khalil 2014; Soma et al. 2024).

A justificativa para o presente trabalho reside na necessidade de explorar
alternativas naturais e sustentaveis para a promocao da saude e do desempenho dos
peixes cultivados. A dependéncia de antibidticos e outros aditivos quimicos na
aquicultura tem sido questionada devido aos riscos de resisténcia bacteriana e a
preocupagao com a seguranga dos alimentos (Xiao et al., 2023). Além disso, hd uma
crescente demanda do mercado por produtos aquicolas obtidos de maneira mais
natural e ambientalmente amigaveis.

Nesse sentido, o teste de diferentes fitogénicos na dieta de tilapias visa avaliar
seu potencial para substituir ou complementar os aditivos convencionais, promovendo
uma produgao mais saudavel e sustentavel. A escolha dos trés fitogénicos especificos
para este estudo foi baseada em suas propriedades conhecidas e na auséncia de
estudos comparativos abrangentes que avaliem seu impacto conjunto na saude e no

desempenho das tilapias.
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O extrato de Quillaja saponaria, uma planta rica em saponinas, tem sido
estudado e utilizado na aquicultura devido as suas propriedades benéficas. Dentre os
beneficios, segundo Angeles e Chien (2023), o extrato de Q. saponaria pode melhorar
a capacidade antioxidante dos peixes, protegendo-os do estresse oxidativo. Isso é
particularmente importante em ambientes de cultivo intensivos, onde os animais estao
sujeitos a altos niveis de estresse ambiental e metabdlico.

Por sua vez, o extrato de uva Vitis vinifera, especialmente rico em compostos
fendlicos como resveratrol, flavonoides e taninos, pode oferecer varios beneficios para
a saude e nutricdo de peixes na aquicultura. O resveratrol € um potente antioxidante
que pode neutralizar radicais livres, também pode modular o sistema imunoldgico dos
peixes. A suplementagdo com resveratrol mostrou-se eficaz na protegao hepatica de
tilapias expostas a estresse oxidativo (Jia et al., 2019). Enquanto Tarricone et al.
(2023) investigaram os efeitos da suplementacgao dietética com extrato polifendlico de
uva Nero di Troia na qualidade de filés de robalo (Dicentrarchus labrax). Os resultados
demonstraram que a inclusdo do extrato melhorou significativamente as
caracteristicas qualitativas do pescado, particularmente através da reducao do teor de
lipidios totais e acidos graxos saturados, além de diminuir o indice aterogénico. Essas
modificagdes sugerem potenciais beneficios para a saude humana.

O dleo essencial de anis (/llicium verum) possui uma série de compostos
bioativos, como anetol, estragol e fenilpropanoides, que quando adicionado a dietas
de peixes confere entre outras coisas a a melhoria da resisténcia a doencas. Estudos
tém mostrado que o anetol, um dos principais componentes do 6leo essencial de anis,
possui propriedades antibacterianas e antifungicas, que podem ser particularmente
eficazes contra patdégenos como Aeromonas salmonicida e Edwardsiella ictaluri (Da
Cunha; Heinzmann; Baldisserotto, 2018).

A utilizagdo de O6leos essenciais em combinagdo tem se mostrado uma
estratégia promissora na aquicultura, oferecendo uma série de beneficios que vao
além do que pode ser alcangado com o uso de substancias isoladas (Montero et al.,
2024). Essa abordagem se baseia na sinergia entre os diferentes compostos bioativos
presentes nos 6leos essenciais, que podem potencializar seus efeitos. Além disso, a
amplitude de ag&o dos diferentes Oleos essenciais permite cobrir uma gama mais
ampla de atividades benéficas, como antioxidante, antimicrobiana e
imunomoduladora, que podem beneficiar a saude dos peixes de multiplas maneiras.

O uso destas combinacdes ainda pode apresentar um potencial para diminuicdo do
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risco de desenvolvimento de resisténcia por parte dos patégenos, uma vez que os
diferentes compostos atuam através de multiplos mecanismos de acédo. Essa
abordagem pode ser uma alternativa promissora para reduzir a dependéncia de
antibidticos e outros aditivos quimicos na aquicultura.

O presente trabalho busca contribuir para o avang¢o do conhecimento na area
de nutricdo aquatica, fornecendo dados sobre o impacto de diferentes fitogénicos na
saude e no desempenho da tilapia do Nilo. Os resultados obtidos tém o potencial de
orientar a formulagdo de dietas mais eficientes, contribuindo para a melhoria da
produtividade da aquicultura e para a oferta de produtos de alta qualidade para o
consumidor. A compreensao dos mecanismos pelos quais esses fitogénicos atuam
também pode abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de estratégias
integradas de manejo da saude dos peixes, reduzindo a necessidade de intervengdes

quimicas e promovendo uma produgao mais sustentavel.
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RESUMO

A aquicultura tem buscado alternativas sustentaveis para melhorar o
desempenho produtivo e a saude dos peixes, reduzindo a dependéncia de aditivos
sintéticos. Nesse contexto, os fitogénicos emergem como opgdes promissoras devido
as suas propriedades bioativas. Este estudo avaliou os efeitos do extrato de Quillaja
saponaria (EQS), extrato de uva (EU) e a combinacdo de Q. saponaria e 06leo
essencial de anis (EQA) em dietas para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). Foram testados quatro tratamentos: controle (sem aditivos), EQS (200 g/t),
EU (70 g/t) e EQA (200 g/t), em delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticdes. O periodo experimental foi de 70 dias, apds, analisou-se 0 desempenho
produtivo, parametros hematolégicos, histologia intestinal e composigdo centesimal.
Os resultados indicaram que o grupo EQS apresentou ganho de biomassa (783,84 g)
e conversao alimentar (1,89) semelhantes ao controle, superando os grupos EU e
EQA. Além disso, o EQS reduziu significativamente leucdcitos, neutrdfilos e linfécitos,
sugerindo efeito imunomodulador. Os fitogénicos testados nado influenciaram a
histologia intestinal e a composicao centesimal dos peixes. Conclui-se que o extrato
de Q. saponaria nao compromete a saude intestinal nem a qualidade nutricional de
alevinos de tilapia, no entanto, seu impacto na imunidade merece investigagbes
adicionais. O estudo reforga o potencial dos fitogénicos como aditivos sustentaveis na
aquicultura, contribuindo para praticas produtivas mais naturais e economicamente
viaveis.

Palavras-chave: Aquicultura. Fitogénicos. Quillaja saponaria. Tilapia do Nilo.

ABSTRACT

Aquaculture has been seeking sustainable alternatives to improve production
performance and fish health, reducing dependence on synthetic additives. In this
context, phytogenics emerge as promising options due to their bioactive properties.
This study evaluated the effects of Quillaja saponaria extract (QSE), grape extract
(GE), and the combination of Q. saponaria and anise essential oil (QSA) in diets for
Nile tilapia fingerlings (Oreochromis niloticus). Four treatments were tested: control (no
additives), QSE (200 g/t), GE (70 g/t), and QSA (200 g/t), in a completely randomized
design with five replicates. The experimental period lasted 70 days, after which
production performance, hematological parameters, intestinal histology, and proximate
composition were analyzed. The results indicated that the QSE group showed biomass
gain (783.84 g) and feed conversion ratio (1.89) similar to the control, outperforming
the EU and EQA groups. Additionally, QSE significantly reduced leukocytes,
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neutrophils, and lymphocytes, suggesting an immunomodulatory effect. The tested
phytogenics did not influence intestinal histology or the proximate composition of the
fish. It was concluded that Q. saponaria extract does not compromise intestinal health
or the nutritional quality of Nile tilapia fingerlings; however, its impact on immunity
warrants further investigation. The study reinforces the potential of phytogenics as
sustainable additives in aquaculture, contributing to more natural and economically
viable production practices.

Keywords: Aquaculture. Phytogenics. Quillaja saponaria. Nile tilapia.

1 INTRODUGAO

A aquicultura tem se consolidado como um setor essencial para a produgao
global de alimentos (Gul et al., 2024), sendo a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
uma das espécies mais cultivadas. Essa preferéncia se deve ao seu rapido
crescimento, adaptabilidade a diferentes condi¢des ambientais e ampla aceitagdo no
mercado consumidor (Samaddar et al., 2024). A busca por inovagdes sustentaveis
tem ganhado destaque, com o objetivo de reduzir impactos ambientais e garantir a
viabilidade econbémica da producdo. Nesse cenario, praticas organicas tém sido
investigadas como alternativas para a prevencao de doengas e 0 manejo sanitario de
tilapias, demonstrando que aditivos naturais podem elevar o desempenho produtivo e
promover a saude dos peixes (Naseer et al., 2024).

A incorporagido de aditivos na dieta de organismos aquaticos tem ganhado
relevancia como uma estratégia eficaz para melhorar o desempenho produtivo. Dentre
esses aditivos, os compostos fitogénicos tém recebido atencdo especial, gracas as
suas propriedades bioativas, que podem trazer beneficios significativos para a saude
e o crescimento dos animais (Mbokane; Moyo 2022; Yilmaz et al., 2024).

Extratos vegetais e 6leos essenciais, apresentam propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e imunomoduladoras, contribuindo para a melhoria da microbiota
intestinal e do estado geral de saude dos peixes (Kazempoor et al., 2022; Montero et
al., 2024). Entre esses compostos, o extrato de Quillaja saponaria, o extrato de uva e
0 Oleo essencial de anis tém sido investigados por sua capacidade de promover um
melhor aproveitamento nutricional e aumentar a resisténcia dos animais a desafios
ambientais e patogénicos (Cortés et al. 2023; Hussain et al., 2023; Tarricone et al.,
2023).

A avaliagao do efeito dos fitogénicos nos estagios iniciais de desenvolvimento

das tilapias é de grande relevancia, uma vez que essa fase é marcada por um
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crescimento acelerado e maior sensibilidade a fatores ambientais e nutricionais. Um
desenvolvimento inicial adequado é crucial para assegurar um melhor desempenho
ao longo do ciclo produtivo, além de reduzir as taxas de mortalidade e otimizar o
aproveitamento dos recursos alimentares. Dessa forma, compreender como os
fitogénicos podem impactar o crescimento e a saude dos peixes desde os primeiros
estagios de vida é essencial para a elaboragao de dietas mais eficientes e adaptadas
as necessidades desses animais.

Nesse contexto, esta pesquisa se justifica pela necessidade de aprofundar os
conhecimentos sobre o uso de fitogénicos como estratégia alternativa aos aditivos
sintéticos, contribuindo para praticas mais sustentaveis na aquicultura. Do ponto de
vista tedrico, o trabalho busca preencher lacunas existentes na literatura sobre os
efeitos fisioldgicos e produtivos desses compostos em tilapias em estagio inicial. Em
termos praticos, os resultados podem subsidiar a formulagao de dietas funcionais mais
eficientes, proporcionando vantagens competitivas aos produtores, com menor
dependéncia de insumos artificiais.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato
de Quillaja saponaria, extrato de uva e a combinagao de Q. saponaria com 6leo
essencial de anis sobre o crescimento, parametros hematoldgicos, histologia intestinal

e composicao centesimal de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAL E DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo foi conduzido no Laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos em
Manejo de Aquicultura - GEMAQq, localizado da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, UNIOESTE, Campus de Toledo. O delineamento experimental adotado foi
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e cinco repeticdes cada. O grupo
controle recebeu uma dieta sem aditivos, enquanto os demais tratamentos consistiam
em: extrato de Q. saponaria na dose de 200 g/t (EQS); extrato de uva 70 g/t (EU) e
uma combinacé&o de extrato de Q. saponaria e 6leo essencial de anis (EQA) 200 g/t.

Foram utilizados 500 peixes com peso inicial médio de 2,33 + 0,36 g,
distribuidos aleatoriamente em 20 caixas retangulares com capacidade de 120 litros
cada. O sistema de recirculagdo de agua contava com filtragem mecanica e aeragao
continua por meio de um soprador de ar central. A alimentacao foi fornecida cinco

vezes ao dia, as 07:00; 10:00; 13:00; 16:00 e 19:00, com a taxa de arragoamento
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ajustada a cada 14 dias. As quantidades de ragado variaram conforme a fase do
experimento, sendo 9%; 6%; 5%; 5% e 4% da biomassa total das unidades

experimentais respectivamente. O periodo experimental foi de 70 dias.

2.2 DIETAS EXPERIMENTAIS

As ragoes utilizadas no experimento foram formuladas para serem isoprotéicas
(45% de proteina bruta) e isoenergéticas (3.625 kcal de energia digestivel kg)
conforme detalhado na Tabela 1. Para o preparo das dietas, os ingredientes foram
inicialmente moidos em um moedor tipo martelo com peneira de 0,6 mm de diametro,
Em seguida, os componentes foram pesados e homogeneizados para garantir uma
distribuicdo uniforme. Os compostos fitogénicos termoestaveis foram entéo
adicionados e misturados em misturador em Ypsilon (MA 200). Por fim, as rag¢des
foram extrusadas em extrusora da marca Ex-Micro® (ExTeec Company) com matriz

de 1 mm.

Tabela 1. Composigéo percentual e ingredientes utilizados na formulagéo da ragao base para
alevinos de tilapia do Nilo.

Ingrediente (%) Dieta referéncia
Soja (Concentrado Protéico) 23,09
Visceras de Aves (Farinha) 20,00

Milho (Gréao) 16,80
Trigo (Farinha) 12,40
Sangue (Farinha) 8,00
Penas (Farinha) 8,00
Tilapia 55% (Farinha) 5,00
Oleo de soja 4,37
Premix ' 1,00
Sal 0,50
Treonina 0,27
Metionina 0,32
Lisina 0,14
Antifungico 0,10
Antioxidante 0,01
TOTAL (%) 100,00
Nutrientes (%)

Amido 20
Arginina total 3.1
Calcio 1,38
Fésforo total 0,96
Gordura 9
Histidina total 1,24
Isoleucina total 1,74
Leucina total 3,41
Lisina total 1,85
Metionina + Cistina total 1,82
Metionina total 1
Proteina bruta 45

Sédio 0,37
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Treonina total 2,2
Triptofano total 0,51
Valina total 2,62
ED (kcal/Kg) 3625

"Niveis de garantia (minimo): Vitamina A = 1.500.000 Ul/kg; Vitamina D3 = 375.000 Ul/kg; Vitamina E = 18.750 Ul/kg; Vitamina
K3 = 3.750 mg/kg; Timina = 2.500 mg/kg; Riboflavina = 2.500 mg/kg; Piridozina = 3.125 mg/kg; Vitamina B12 = 5.000 mcg/kg;
Vitamina C = 87.5 g/kg; Niacina = 12.5 mg/kg; Acido Pantoténico = 6.250 mg/kg; Acido félico = 750 mg/kg; Biotina = 125 mg/kg;
Inositol = 50 g/kg; Ferro 10.00 g/kg; Ferro Quelatado = 5000 mg/kg; Cobre = 2.250 mg/kg; Cobre Quelatado = 1.125 mg/kg;
Manganés = 6.250 mg/kg; Manganés Quelatado = 3.125 mg/kg; Zinco = 15 g/kg; Zinco Quelatado = 7.500 mg/kg; Cobalto
Quelatado = 75 mg/kg; lodo = 100 mg/kg; Selénio = 62.5 mg/kg e Selénio Orgéanico = 31.2 mg/kg.

Fonte: Elaborado pelos autores

2.3 COLETA DE AMOSTRAS E ANALISES

Ao final do periodo experimental, os peixes foram submetidos a um jejum de
24 horas para garantir o esvaziamento completo do trato gastrointestinal. Em seguida,
foram dessensibilizados com benzocaina na concentragao de 100 mg/L. Os calculos
de desempenho produtivo, foram determinados pelas seguintes equagdes (NRC
2011): Ganho de peso (g) = (peso corporal final - peso corporal inicial); Taxa de
sobrevivéncia (%) = (100 * (numero final de peixes/numero inicial de peixes));
Conversao alimentar = (dieta oferecida/ganho de peso) e Taxa de crescimento
especifico (%) = (100 * ((log do peso corporal final - log do peso corporal inicial) /
tempo experimental)).

Trés peixes de cada unidade experimental foram selecionados aleatoriamente
para coleta de sangue, realizada por meio de pungao caudal com o uso de seringa
heparinizada. As amostras sanguineas foram utilizadas para determinar o niumero
total de eritrécitos seguindo metodologia descrita por Martins et al., (2004). Para
estabelecer o percentual de hematdcrito, as amostras foram centrifugadas a 2.500
rpm por 5 minutos (Ranzani Paiva et al., 2013). A contagem total de leucdcitos e
trombdcitos foi realizada pelo método indireto (Ishikawa et al., 2008), enquanto a
contagem diferencial dos leucdcitos foi feita a partir de extensdes sanguineas coradas
com MayGrunwald/Giemsa/Wright analisando-se 100 células por amostra. Além
disso, foram calculados os indices hematoldgicos: volume corpuscular médio VCM
(fL), a hemoglobina corpuscular média HCM (pg) e a concentragao de hemoglobina
corpuscular média CHCM (g/dL-"), seguindo Ranzani—Paiva et al., (2013).

Apos eutanasia por aprofundamento anestésico, realizou-se a necropsia dos
animais e o intestino foi coletado e fixado em formalina 10% tamponada. As amostras
foram processadas por desidratacdo em série alcodlica, diafanizacdo em xilol e
inclusdo em parafina, seguindo metodologia proposta por Junqueira e Carneiro

(2004). Cortes de 3 ym de espessura foram obtidos com auxilio de micrétomo PAT-
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MR10 (O Patologista, Brasil), e corados com hematoxilina de Harrys e Eosina (HH &
E) para identificacdo padrao das estruturas teciduais (Howard et al., 2004).

Na avaliagdo histolégica do intestino, foram analisados os seguintes
parametros: altura dos vilos, altura do epitélio, profundidade das criptas, superficie da
mucosa intestinal e espessura da tunica muscular, de acordo com a Figura 1. O
numero de células caliciformes também foi quantificado. Inicialmente, foi realizada
uma imagem panoramica de todo o corte analisado e, em seguida, foram feitas 3
imagens em maior aumento desse tecido. Em cada imagem, trés pontos distintos
foram avaliados, aumentando a confiabilidade das analises. Essa abordagem foi

aplicada a todas as estruturas avaliadas.

Figura 1. Medidas morfométricas de tecido intestinal de tilapia do Nilo. (A) altura dos vilos, (B) altura
do epitélio, (C) profundidade das criptas, (D) superficie da mucosa intestinal e (E) espessura da
tunica muscular.

Fonte: Adaptado de Araujo et al., (2017)
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As analises fisico-quimicas dos peixes foram conduzidas no Laboratério de
Qualidade em Alimentos (LQA). Para a determinagcdo dos parametros, seguiu-se a
metodologia estabelecida pela AOAC (2000). A matéria seca (MS) foi obtida por
secagem das amostras a 105°C por 8 horas. A proteina bruta (PB) foi quantificada
pelo método de Kjeldhal, enquanto o extrato etéreo (EE) foi extraido utilizando extrator
de Soxhlet com éter como solvente. O teor de cinzas foi determinado por incineragao

em mufla, a uma temperatura entre 550 - 600°C, por um periodo de 4 a 6 horas.

2.4 QUALIDADE DA AGUA

Os parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados a cada dois dias
utilizando multiparametro portatil AKSO 88. Foram registrados os seguintes valores
meédios: oxigénio dissolvido (5,14 £ 0,58 mg/L), pH (6,71 £ 0,20), e temperatura (27,77
t 0,15°C). Todos os parametros analisados mantiveram-se dentro dos limites

considerados aceitaveis para a espécie, de acordo com Ridha e Cruz (2001).

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo gaussiana. Quando os dados apresentaram
distribuicdo normal, foram analisados por meio do teste One-Way ANOVA,
complementado pelo pds-teste de Tukey para comparagdées multiplas. Nos casos em
que os dados nao seguiram distribuicdo normal, foi aplicado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn para comparagdes entre grupos.
Em ambos os métodos, as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de P foi inferior a 0,05. Todas essas analises foram

realizadas utilizando o software Statistica, versdo 14.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A alimentacdo desempenha um papel crucial no desempenho produtivo de
peixes, influenciando diretamente parametros como ganho de peso, consumo de
racao e eficiéncia alimentar. Os resultados desse trabalho revelaram diferencas

significativas entre os grupos conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Desempenho produtivo por tratamento (média + desvio padrdo) de alevinos de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos.

Dieta

Paréametro P-valor
Controle EQS EU EQA
Ganho de Biomassa (g) 780,27 + 64,59 783,84 + 78,66° 622,43 + 84,36° 667,39 + 92,39° 0,0137
Ganho de Peso (g) 42,79 £ 13,38 38,67 + 13,36 40,63 + 11,35 39,47 + 12,45 0,1382
Consumo de Ragéo (g) 1513,69 + 100,882 1474,67 + 121,592 1299,11 + 110,43° 1398,52 + 98,922 0,0173
Conversao alimentar 1,94 £ 0,05 1,89 £0,11 2,10+0,14 2,04 £ 0,06 0,0220
TCE (%dia) * 5,15+ 0,23 5,08 £0,16 5,02 0,21 4,97 £0,17 0,4896
Sobrevivéncia (%) 78,40 £ 8,24 82,40 £ 9,67 70,40 +£ 1,96 73,60 + 3,20 0,0926

*TCE = Taxa de crescimento especifico. Valores médios seguidos por letra diferente, na mesma linha,
indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P<0,05)

Fonte: Elaborado pelos autores

O grupo controle e o grupo EQS apresentaram os melhores resultados em
termos de ganho de biomassa, com 780,27 g e 783,84 g, por tratamento
respectivamente, valores superiores aos observados nos grupos EU (622,43 g) e EQA
(667,39 g). Além disso, esses dois grupos juntamente com o EQA também registraram
0s maiores consumos de ragao por tratamento (1513,69 g; 1474,67 g e 1398,52),
enquanto o grupo EU teve o menor consumo (1299,11 g), possivelmente devido a uma
reducdo na aceitagao da dieta.

Resultados semelhantes foram observados por Serrano (2013), que avaliou os
efeitos da suplementacao de diferentes doses de Q. saponaria em dietas para carpa
comum. Em seu estudo, os peixes suplementados com o fitogénico apresentaram
peso corporal médio e taxa de crescimento especifico significativamente maiores em
comparagao com o grupo controle. Além disso, a eficiéncia da converséao alimentar, o
valor produtivo da proteina e o ganho de proteina também melhoraram com a
suplementacgao, reforgando a ideia de que fitogénicos ricos em saponinas em doses
adequadas podem otimizar o desempenho produtivo de peixes.

Outro fator que deve ser levado em consideragao ao avaliar o uso de extratos
de plantas em dietas de peixes € seu possivel impacto nos parametros hematoldgicos.
Neste estudo, conforme apresentado na Tabela 3, observou-se que a hemoglobina,
responsavel pelo transporte de oxigénio, permaneceu estavel em todos os grupos e
nao foram observadas diferengas no numero de eritrocitos. Abbas e El-Badawi (2014)
observaram que o extrato de sementes de Moringa oleifera (96 h LC50 = 138 mg/L)
causou alteragdes hematoldgicas significativas em tilapias (O. niloticus) com redugéo
na contagem de eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito e concentragdo de hemoglobina

corpuscular média, indicando possivel anemia.



Tabela 3. Parametros hematoldgicos (média + desvio padrdao) em alevinos de tilapia do Nilo

(Oreochomis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos.
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Parametros Controle EQS EU EQA AnvoavlirP-
Hemoglobina (g/dl) 4,75+0,96 541,05 5,34 + 1,39 5,11+ 0,89 0,7131
Hematocrito (%) 27,20 + 4,16 3321+7,69  2875:586  2079+299  0,0619
VCM (fly' 174,94 + 4554° 158,13 + 55,13° 2?2:%;5 218,55+ 44,850  0,0002
HCM (pg)? 30,05+7,48  3332:13,65 3727+14,94  4225+1049  0,1868
CHCM (g di-1)° 16,5 + 2,86 20,8 +7,08 16,84+6,37  17,38+367 0,276
Eritrocitos (10° céls/ul) 1,63 £0,21 1,55 + 0,28 1,59 £ 0,28 1,44 £ 0,24 0,2122
Leucocitos (10° céls/ul) 116,27 + 28,26° 5513 +38,88° 98,67 +27,46°  106+2672°  0,0010
Trombécitos (10° céls/ul) 36,93 +17,33  27,2+11,85  27,26+1247  2536+12,81  0,1251
Monécitos (10° céls/ul) 1,42+0,77 0,7 +0,33° 1,5+0,7° 1,55 + 0,842 0,0012
Neutrofilos (10° céls/ul) 7,56 + 1,207 3,52 + 1,66° 6,94 + 2,38° 3,27 £0,0° 0,0001
Linfocitos (10° céls/ul) 93,87 £27,05°  4423+3318°  78,92+24.45° 89,03+2443°  0,0001
Ce'“'a;jl‘;‘/’sl';s (10° 9,75+ 4,78 8,37 + 4,88 9,34 £ 5,34 8,2+4,37 0,2462

Eosindfilos 0 0 0 0 0

Volume corpuscular médio (VCM)'; Hemoglobina corpuscular média (HCM)2 e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM)3. Valores médios seguidos por letra diferente, na mesma
linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Elaborado pelos autores

Em relagdo ao volume corpuscular médio (VCM), verificou-se um aumento
significativo nos grupos EU e EQA (236,01 fl e 218,55 fl, respectivamente) em
comparagao com o controle e EQS (174,94 fl e 158,13 fl). Esse aumento pode indicar
a presenca de eritrécitos maiores, possivelmente refletindo alteragbes na maturacao
das células vermelhas. Esses achados podem estar associados a uma resposta
adaptativa ao estresse ou a variacdes no metabolismo celular.

No que se refere aos leucécitos, o grupo EQS apresentou uma contagem
significativamente menor (55,13 x 102 céls/ul), assim como os mondcitos (0,7 x 103
céls/ul) em comparagédo com os demais grupos. Além disso, os grupos EQS e EQA
apresentaram contagens significativamente menores de neutrdfilos (3,52 x 102 céls/pl
e 3,27 x 103 céls/pl, respectivamente) em comparagédo com os grupos controle e EU
(7,56 x 10° céls/pl e 6,94 x 10° céls/ul). Estes achados sugerem um efeito
imunomodulador dos compostos fitogénicos, particularmente no que se refere a
resposta inflamatéria.

A diminuicdo na contagem de neutrofilos, células efetoras primarias na
inflamac&o aguda, indica uma possivel supressao da resposta inflamatoria inicial.
Paralelamente, a redugao nos mondécitos, que desempenham papéis cruciais tanto na

inflamacéao cronica quanto na apresentagao antigénica, pode refletir uma modulagao
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mais ampla do sistema imune. Do ponto de vista fisioldgico, esta modulacdo pode
representar um mecanismo benéfico em condigdes de cultivo intensivo, onde o
estresse pode levar a respostas inflamatorias exacerbadas. Ao reduzir a atividade de
células pro-inflamatorias, os fitogénicos podem ajudar a minimizar danos teciduais
associados a inflamacéao e diminuir o estresse oxidativo correlacionado.

Em contraste com os resultados observados no presente estudo que mostrou
uma reducao significativa nos linfocitos no grupo EQS (44,23 x 102 céls/pl), sugerindo
um possivel efeito imunossupressor, Abozeid et al., (2021) relataram efeitos opostos
em seu trabalho com tilapias do Nilo. Esses autores verificaram que o uso de Quillaja
saponaria (QS, 300 mg/kg na ragéo) e Yucca schidigera (YS, 0,11 mL/m? na agua)
resultou em um aumento no numero de linfocitos (%) nos grupos QS e QS/YS
(p<0,05).

Diante desses achados, ¢é relevante considerar se o estagio de vida dos peixes
pode ter influenciado os resultados. Na fase de alevinos, o sistema imunoldgico dos
animais esta em pleno desenvolvimento, tornando-os mais sensiveis a variagdes nos
parametros hematoldgicos (Buchmann; Karami; Duan, 2024). Essa imaturidade pode
explicar, pelo menos em parte, as respostas observadas e reforca a importancia de
interpretar os efeitos dos fitogénicos no contexto do desenvolvimento fisiolégico dos
peixes.

A Tabela 4 exibe os resultados da analise estatistica descritiva da histologia
intestinal de alevinos de tilapia do Nilo. Em todos os parametros analisados (superficie
da mucosa, média da altura dos vilos, média da profundidade de criptas, média tunica
muscular, média das células caliciformes e média da altura do epitélio), ndo foram
observadas diferencgas estatisticamente relevantes entre os grupos (P > 0,05). Isso
indica que os fitogénicos avaliados neste estudo ndo exerceram um efeito significativo
na estrutura intestinal dos peixes quando comparados ao grupo controle. Os dados
sugerem que essas substancias ndo promoveram melhorias marcantes na histologia

intestinal.

Tabela 4. Resultado para analise estatistica descritiva quanto a histologia intestinal (média + desvio
padrao) em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo
diferentes fitogénicos.

H|stol<?g|a Dieta Anova
Intestinal
(um) Controle EQS EU EQA P-valor

SM 16983 + 2754 15556 + 3747 12420 £4192 16270 £ 6375 0,0795
MAV 217,6 £35,1 198,04 + 32,48 173,42 +42,65 198,49 +64,75 0,1373
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MPC 49,86 + 8,61 49,27 + 5,96 45,3 + 5,39 45,03 +6,62 0,1042
MTM 30,97 £ 8,55 33,93 £ 6,45 28,36 £ 4,76 28,24 £ 7,39 0,0981
MCC 10,64 £ 1,73 10,75+ 0,94 9,58 + 1,88 10,19+£1,87 0,2099
MAE 28,74 £ 5,3 26,87 £ 4,46 24,55 £ 4,21 25,16 £ 5 0,0832
Abreviagdes: Superficie da mucosa (SM), Média da altura dos vilos (MAV), média da profundidade de
criptas (MPC), Média tunica muscular (MTM), Média das células caliciformes (MCC), Média da altura
do epitélio (MAE). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido de

ANOVA unifatorial e teste de comparag¢des multiplas de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelos autores

Mousavi et al., (2021) avaliaram o efeito do extrato de semente de uva (Vitis
vinifera) na dieta de alevinos de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Os peixes
alimentados com 100 e 200 mg kg™ apresentaram aumento significativo na altura das
vilosidades, densidade de células caliciformes e numero de linfécitos intraepiteliais em
comparagao ao grupo controle. Esses resultados indicam que a suplementagdo com
o extrato de semente de uva promoveu melhorias na estrutura intestinal, sugerindo
um potencial efeito benéfico na integridade da mucosa e na resposta imune local. Ja
Huyben et al.,, (2021) em seu estudo avaliaram os efeitos de uma mistura
microencapsulada de acidos organicos (acido soérbico, fumarico, malico e citrico) e
Oleos essenciais (timol, vanilina e eugenol) na dose de 300 mg/kg de ragao para trutas-
arco-iris. Os achados histolégicos demonstraram aumento significativo no
comprimento das vilosidades intestinais proximais nos peixes alimentados com a dieta
tratada, além da completa auséncia de edema, inflamacao da lamina proépria e
apoptose no intestino distal.

Embora estudos como os de Mousavi et al. (2021) e Huyben et al. (2021)
tenham demonstrado os efeitos positivos de diferentes compostos fitogénicos na
morfologia intestinal de trutas, os resultados do presente estudo ndo evidenciaram
alteracgdes significativas nos parametros histologicos avaliados em tilapias do Nilo.
Esses resultados ressaltam a importancia de considerar fatores como especificidade
da espécie, dosagem e composicao dos fitogénicos, indicando a necessidade de
novos estudos que explorem diferentes formulagdes e concentragdes para avaliar seu
potencial efeito em tilapias.

A Tabela 5 apresenta os resultados das analises de composicéo centesimal de
matéria seca, extrato etéreo, umidade, proteina bruta e cinzas dos peixes. Conforme
observado na tabela, ndo houve diferengas significativas entre os grupos em nenhum
dos parametros analisados, indicando que a adi¢do dos fitogénicos nao alterou de

forma relevante a composi¢ao proximal dos animais.
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Tabela 5. Resultado da composi¢ao centesimal (média + desvio padrdo) em alevinos de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos.

Paramet Anova
arametros Controle EQS EU EQA P-Value
Umidade 73,74+196 74,88+ 1,42 74,85+ 1,44 74,41+ 1,55 0,1874
Matéria seca 26,26+ 1,96 2512+1,42 2489+ 1,84 2545+13 0,1254
Extrato etéreo 6,16 + 0,98 5,62+0,76 6,13 £ 0,96 6,34 £ 0,68 0,0791
Proteina bruta 16,17 + 1,08 16,16 + 0,83 15,50 + 0,67 15,49 + 0,99 0,0551
Cinzas 3,54 +0,33 3,38+ 0,26 3,41+0,2 3,29+0,18 0,2921

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido de ANOVA unifatorial
e teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelos autores

Os resultados obtidos neste estudo, estdo em consonancia com os achados de
pesquisas como a de Ali et al., (2024), que também ndo observaram mudancas
relevantes nos teores de proteina, lipidios, umidade e cinzas em Clarias gariepinus
suplementados com p6 de Maca. Apesar disso, vale ressaltar que a literatura ainda é
escassa quando se trata de estudos que avaliam sistematicamente os efeitos de
diferentes fitogénicos na composicdo proximal de peixes. A maioria das pesquisas
concentra-se em parametros de crescimento e imunidade, deixando uma lacuna
importante no entendimento de como esses aditivos podem influenciar a qualidade
nutricional da carcaca. A auséncia de alteragdes negativas na composigao centesimal,
como observado neste trabalho, reforca a seguranca no uso de fitogénicos na
aquicultura pois indica que os fitogénicos testados, mantém a qualidade nutricional e
nao interferem negativamente no metabolismo dos animais. No entanto, a falta de
tendéncias claras em diversos estudos sugere que mais investigagdes sao
necessarias para compreender se esses compostos podem, em determinadas

condi¢cdes, modular positivamente o perfil nutricional dos peixes.

5 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a inclusao de extrato de Q. saponaria (EQS)
na dieta promoveu um desempenho produtivo semelhante ao grupo controle.
Alteragbes hematoldgicas significativas foram observadas, com redugdo nos
leucdcitos, neutrofilos e linfocitos no grupo EQS, indicando um possivel efeito
imunomodulador. Embora esse perfil possa refletir uma menor atividade inflamatéria,
estudos adicionais sao necessarios para avaliar se essa modulacao afeta a resisténcia
a patodgenos e seu impacto na imunidade em longo prazo. A histologia intestinal e a

composi¢cdo proximal n&do foram influenciadas pelos fitogénicos, reforcando a
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seguranca desses aditivos na dieta. Em sintese, os achados destacam o potencial do
extrato de Q. saponaria como um aditivo natural promissor para alevinos de tilapia.
Este estudo contribui para o avango de estratégias nutricionais sustentaveis na
aquicultura, alinhando-se as demandas por praticas produtivas mais naturais e
eficientes.

Além de seu valor zootécnico, o uso de aditivos naturais como o EQS pode
beneficiar a sociedade ao oferecer alternativas mais seguras e sustentaveis a
produgdo aquicola, ao mesmo tempo em que contribui para o avangco do
conhecimento cientifico sobre fitogénicos na nutricdo e imunologia de peixes.

Como limitagdes, destacam-se a curta duragado do experimento e a auséncia
de desafios sanitarios, que poderiam melhor esclarecer os efeitos imunoldgicos
observados. Para estudos futuros, recomenda-se a realizagdo de ensaios de longo
prazo, com desafios patogénicos e avaliagdes econbmicas, além da exploracédo de

diferentes dosagens e combinacdes de fitogénicos.
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RESUMO

A presente pesquisa busca por métodos naturais para apoiar a eficiéncia produtiva na
aquicultura. Para isso, este estudo investigou os efeitos da adigdo de fitogénicos as
dietas de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre o desempenho
produtivo, parametros hematoldgicos, estrutura hepatica e intestinal, e atividade de
enzimas antioxidantes. Os objetivos principais foram avaliar os efeitos dos extratos de
Quillaja saponaria (EQS), extrato de uva (EU) e uma combinagdo de extrato de
Quillaja saponaria com 6leo essencial de anis (EQA) no crescimento, saude e resposta
antioxidante dos peixes. Os resultados mostraram que, embora ndo tenham sido
observadas diferengas estatisticamente significativas nos indices zootécnicos, a
analise hematoldgica revelou que o grupo EQS apresentou aumento nos niveis de
hemoglobina e a hemoglobina corpuscular média (HCM). Isso sugere maior
capacidade de transporte de oxigénio e possivel estimulo a resposta imune. Além
disso, a analise histopatoldgica do figado revelou que o tratamento com EQS resultou
predominantemente em lesées de Grau 1, o que aponta para um efeito benéfico leve
sobre o 6rgédo. No que diz respeito ao intestino, o grupo EQA apresentou a maior
superficie de mucosa e altura do epitélio, sugerindo potencial melhoria na absorgao
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de nutrientes, enquanto o grupo controle destacou-se na profundidade das criptas e
contagem de células caliciformes, indicando maior capacidade de renovagao celular
e protecéo da barreira intestinal. Por fim, a analise das enzimas antioxidantes revelou
uma resposta diferenciada entre os grupos. O grupo EQS exibiu a maior atividade de
GPx e baixos niveis de MDA, indicando maior capacidade antioxidante e menor
estresse oxidativo. Em sintese, este estudo fornece evidéncias de que o uso de
fitogénicos pode trazer beneficios relevantes para a saude dos peixes, reforcando o
potencial como aditivos funcionais na aquicultura e contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias nutricionais eficazes.

Palavras-chave: Aquicultura. Fitogénicos. Tilapia do Nilo. Desempenho produtivo.
Parametros hematologicos. Histopatologia.

ABSTRACT

This research seeks natural methods to support productive efficiency in aquaculture.
To this end, this study investigated the effects of adding phytogenics to the diets of
juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) on productive performance, hematological
parameters, hepatic and intestinal structure, and antioxidant enzyme activity. The main
objectives were to evaluate the effects of Quillaja saponaria extract (QSE), grape
extract (GE), and a combination of Quillaja saponaria extract with anise essential oil
(QSA) on the growth, health, and antioxidant response of the fish. The results showed
that although no statistically significant differences were observed in zootechnical
indices, the hematological analysis revealed that the QSE group had increased
hemoglobin levels and mean corpuscular hemoglobin (MCH), suggesting a greater
oxygen transport capacity and a possible stimulation of the immune response.
Additionally, the histopathological analysis of the liver revealed that treatment with
QSE predominantly resulted in Grade 1 lesions, indicating a mild beneficial effect on
the organ. Regarding the intestine, the QSA group presented the largest mucosal
surface and epithelial height, suggesting a potential improvement in nutrient
absorption, while the control group stood out in crypt depth and goblet cell count,
indicating a greater capacity for cell renewal and intestinal barrier protection. Finally,
the analysis of antioxidant enzymes revealed a differentiated response among the
groups. The QSE group exhibited the highest GPx activity and the lowest MDA levels,
indicating greater antioxidant capacity and reduced oxidative stress. In summary, this
study provides evidence that the use of phytogenics can offer significant health
benefits for fish, reinforcing their potential as functional additives in aquaculture and
contributing to the development of effective nutritional strategies.

Keywords: Aquaculture. Phytogenics. Nile Tilapia. Productive Performance.
Hematological Parameters. Histopathology.

1 INTRODUGAO
Na busca incessante pela melhoria da saude e do desempenho dos peixes
cultivados, a aquicultura moderna tem se voltado para a utilizacdo de aditivos

fitogénicos, compostos derivados de plantas, como uma alternativa natural e
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promissora. Entre as varias espécies de interesse econdmico, a tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) se destaca por sua resisténcia, rapido crescimento e excelente
qualidade da carne, tornando-se alvo importante para a aplicacdo desses aditivos
(Ahmad et al. 2009; Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2010). A sinergia entre
os beneficios potenciais dos fitogénicos e as caracteristicas intrinsecas da tilapia-do-
nilo abre novas perspectivas para a otimizagdo da produgao aquicola, promovendo a
sustentabilidade e a eficiéncia do setor.

Entre os fitogénicos estudados, o extrato de Quillaja saponaria (EQS) tem sido
investigado na aquicultura devido aos seus multiplos beneficios. Esse composto
possui propriedades antimicrobianas, antioxidantes e imunomoduladoras, que podem
ajudar a prevenir doencgas e fortalecer o sistema imunolégico dos peixes (Wang et al.,
2016). Além disso, a Q. saponaria pode melhorar a digestdo e a absorcéo de
nutrientes, resultando em um aumento do desempenho de crescimento e melhor
conversao alimentar (Abozeid et al., 2021).

Por sua vez, o extrato de uva (EU) também desempenha um papel significativo
nas dietas de peixes. Rico em compostos fendlicos e flavonoides, este extrato possui
poderosas propriedades antioxidantes que ajudam a combater o estresse oxidativo,
um fator comum em ambientes de cultivo intensivo. Isso n&do so6 fortalece o sistema
imunologico dos peixes, mas também melhora a qualidade da carne (Tarricone et al.,
2023). Além disso, a inclusdo de extrato de uva nas dietas pode contribuir para uma
melhor digestdo e assimilacdo de nutrientes, otimizando o desempenho de
crescimento e a eficiéncia alimentar (Jahanbakhshi et al., 2023).

O ¢leo essencial de anis também emerge como um ativo valioso, em razao de
suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdérias, que podem ajudar a manter a
saude intestinal e a integridade da mucosa, aspectos cruciais para a prevengao de
infecgdes (Adel e El-Hawarry, 2016; Mohammad, ElI-Gamal e El-Kholi, 2018). Outro
critério a ser avaliado no uso de aditivos para o cultivo de peixes € a combinacéo de
diferentes fitogénicos, o que vem representando uma estratégia inovadora na
aquicultura (Awad e Awaad, 2017). Essa abordagem permite explorar as propriedades
unicas de cada fitogénico de maneira integrada.

Durante a fase juvenil, os peixes sao particularmente sensiveis as condi¢des
ambientais e nutricionais, e € nesse periodo que as intervengdes nutricionais podem
ter um impacto significativo no seu desenvolvimento futuro. Um crescimento saudavel

nao apenas reduz o tempo necessario para que os peixes atinjam o tamanho de
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mercado, aumentando a rentabilidade, mas também melhora sua resisténcia a
doengas e estresse, garantindo uma produgao mais sustentavel. Além disso, peixes
que crescem de maneira adequada tendem a apresentar uma melhor qualidade da
carne, caracteristica crucial para satisfazer as exigéncias dos consumidores. Portanto,
o foco em impulsionar o crescimento de tilapias juvenis através de dietas enriquecidas
com substancias fitogénicas representa uma estratégia inovadora, promovendo uma
producao de alta qualidade.

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de trés
tratamentos com fitogénicos, extrato de Q. saponaria, extrato de uva e a combinagéo
do extrato de Q. saponaria com Oleo essencial de anis, na dieta de juvenis de tilapia.
Foram avaliados parametros de desempenho produtivo, respostas hematoldgicas,
alteracgdes histopatologicas no figado e intestino, bem como a atividade de enzimas

antioxidantes.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAL E DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido no Laboratério de Aquicultura do Grupo de
Estudos em Manejo de Aquicultura - GEMAq, da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, UNIOESTE, Campus de Toledo. O delineamento experimental foi
completamente aleatdério, com quatro tratamentos e cinco repeti¢des. Os tratamentos
consistiram em: um grupo controle (dieta sem aditivo) e trés grupos suplementados
com diferentes fitogénicos: 100% de Q. saponaria micronizada (200 g/t); 100% de
semente de uva em po (70 g/t) e uma combinagao de 18% de Q. saponaria e 9% 0leo
essencial de anis e 73% excipiente (200 g/t).

Foram utilizados 240 peixes com peso inicial de aproximadamente 58,37 + 4,35
g, distribuidos aleatoriamente em 20 tanques cilindrico-cénicos com capacidade de
500 L, acoplados a um sistema de recirculacéo de agua com filtro mecanico e aeragao
constante por meio de um soprador de ar central. Os peixes foram alimentados trés
vezes ao dia, as 07:00, 12:00 e 17:00, até a saciedade aparente, durante 26 dias até

que os animais triplicassem de peso.

2.2 DIETAS EXPERIMENTAIS
A alimentagdo consistia em racgdes isoproteicas (36% de proteina bruta) e

isoenergéticas (3.300 kcal de energia digestivel kg) conforme a Tabela 1. Essas
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racdes foram preparadas com ingredientes moidos em um moedor tipo martelo com
peneira de 0,6 mm de diametro, pesados e homogeneizados. ApOs esse processo, 0s
ingredientes fitogénicos termoestaveis foram incorporados e misturados em
misturador em ypsolon e posteriormente extrusadas em extrusora da marca Ex-

Micro® (ExTeec Company).

Tabela 1. Ingredientes e composi¢ao percentual utilizados para ragao base de juvenis de tilapia.

Ingrediente (%) Dieta referéncia

Milho 29,79
Farelo de soja 45% 25,00
Farinha de visceras de aves 15,00
Farelo de trigo 10,00
Farinha de penas 8,00
Farinha de peixe 55% 5,00
Oleo de soja 2,64
Farinha de sangue 2,00
Premix ' 0,80
Sal 0,50
Treonina 0,40
Metionina 0,38
Lisina 0,32
Antifungico 0,10
Fosfato bicalcico 0,06
Antioxidante 0,02
TOTAL (%) 100,00
Nutrientes (%)

Gordura 7,48
Histidina total 0,82
Isoleucina total 1,44
Leucina total 2,75
Lisina total 2,16
Metionina total 0,9
Proteina bruta 36
Proteina digestivel 31,44
Treonina total 1,85
Triptofano total 0,37
Valina total 1,9
Vitamina C g/Kg 0,7

Energia digestivel (kcal/Kg) 3300
1 Niveis de garantia (minimo): Vitamina A = 1.500.000 Ul/kg; Vitamina D3 = 375.000 Ul/kg; Vitamina E = 18.750 Ul/kg;
Vitamina K3 = 3.750 mg/kg; Timina = 2.500 mg/kg; Riboflavina = 2.500 mg/kg; Piridozina = 3.125 mg/kg; Vitamina B12 = 5.000
mcg/kg; Vitamina C = 87.5 g/kg; Niacina = 12.5 mg/kg; Acido Pantoténico = 6.250 mg/kg; Acido félico = 750 mg/kg; Biotina =
125 mg/kg; Inositol = 50 g/kg; Ferro 10.00 g/kg; Ferro Quelatado = 5000 mg/kg; Cobre = 2.250 mg/kg; Cobre Quelatado =
1.125 mg/kg; Manganés = 6.250 mg/kg; Manganés Quelatado = 3.125 mg/kg; Zinco = 15 g/kg; Zinco Quelatado = 7.500 mg/kg;
Cobalto Quelatado = 75 mg/kg; lodo = 100 mg/kg; Selénio = 62.5 mg/kg e Selénio Organico = 31.2 mg/kg.

Fonte: Elaborado pelos autores

2.3 COLETA DE AMOSTRAS E ANALISES

Ap0s o periodo experimental, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas
para esvaziamento do trato gastrointestinal e, posteriormente, dessensibilizados com
benzocaina na dose de 100 mg/L. Medidas individuais de peso (g) foram utilizadas

para avaliar o desempenho produtivo, como ganho de peso (g) = (peso corporal final
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- peso corporal inicial); taxa de sobrevivéncia (%) = (100 * (numero final de
peixes/numero inicial de peixes)); conversao alimentar = (dieta oferecida/ganho de
peso) e taxa de crescimento especifico (%) = (100 * ((log do peso corporal final - log
do peso corporal inicial)/tempo experimental)).

Trés peixes de cada unidade experimental foram retirados aleatoriamente para
a remogao de uma aliquota de sangue por meio de pungao caudal usando seringa
heparinizada. As aliquotas sanguineas foram utilizadas para determinar o numero
total de eritrécitos (Martins et al., 2004) e essas amostras foram centrifugadas a 2.500
rom por 5 minutos para estabelecer o percentual de hematécrito (Ranzani—Paiva et
al., 2013). A contagem total de leucdcitos e trombdcitos foi realizada pelo método
indireto (Ishikawa et al., 2008). Para a contagem diferencial dos leucécitos, cem
células foram quantificadas a partir de extensdes sanguineas coradas com
MayGrunwald/Giemsa/Wright. Também foram determinados: o volume corpuscular
médio VCM (fL), a hemoglobina corpuscular média HCM (pg) e a concentragao de
hemoglobina corpuscular média CHCM (g/dL™") (Ranzani—Paiva et al., 2013).

Apods eutanasia por aprofundamento anestésico, figado, e intestino foram
retirados e fixados em formalina 10% tamponada. As amostras foram desidratadas
em graduacgao progressiva de alcool, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina.
Com auxilio de micrétomo PAT- MR10 (O Patologista, Brasil), foram realizados cortes
de 3 um, posteriormente corados com hematoxilina de Harrys e Eosina (HH & E) para
identificacdo padréo das estruturas (Howard et al., 2004).

Para permitir uma avaliacdo panoramica das amostras do figado, adotou-se um

método qualitativo com a atribuicdo de graus de lesdo conforme exposto na Tabela 2.

Tabela 2. Graus de lesdo hepatica adotados no presente estudo e suas respectivas condi¢des de
atribuicéo.

Graus Condigao de atribuigao

Observagéo de um dos seguintes eventos:

1. Hipertrofia hepatocitica e/ou nuclear do hepatécito;

2. Atrofia hepatocitica e/ou nuclear (picnose) do hepatdcito;

3. Displasia do nucleo celular (desaparecimento do nucleo ou seu
1 deslocamento para a periferia da célula);
Hiperemia dos sinusoides e/ou congestado dos vasos centrais;

Vacuolizagédo hepatocitica condizente com degeneragéo graxa;
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6. Eventual presenca de melanomacréfagos (AMM ou agregacgao

melanomacrofagica).

Observagdo de mais do que dois dos eventos acima, desde que deles seja a

vacuolizacdo hepatocitica, acrescidos de infiltragdo de células mononucleares,

2
principalmente em regifes centrais e/ou perivasculares, e necrose de coagulagéo
focal.
Observagédo de necrose multifocal com ou sem fibrose, independentemente de
3

qualquer outra lesao constatada.

Fonte: Adaptado de Maduenho e Martinez (2008)

Na avaliacao histologica do intestino foram avaliados os seguintes parametros:
A) altura dos vilos, B) altura epitelial, C) profundidade da cripta, D) superficie da
mucosa intestinal e E) espessura da tunica muscular, exemplificadas na Figura 1. O
numero de células caliciformes também foi avaliado. Inicialmente, foi realizada uma
imagem panoramica de todo o corte analisado e, em seguida, foram feitas 3 (trés)
imagens em maior aumento desse tecido. Em cada imagem foram quantificados trés
diferentes pontos, aumentando assim, a confiabilidade das analises. Essa medi¢ao foi
aplicada para todas as estruturas avaliadas.

Para a realizacdo das analises de ensaios enzimaticos relacionados aos
parametros redox, como a quantificagdo da glutationa peroxidase (GPx), da
superéxido dismutase (SOD) e do malondialdeido (MDA), foram coletadas amostras
do figado, que foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até o processamento. As
metodologias utilizadas seguiram as descrigbes de Paglia e Valentine (1967), Buege
e Aust (1978) e Gao et al., (1998).

Figura 1. Medidas morfométricas para tecido intestinal de peixes. (A) altura das vilosidades, (B)
altura do epitélio, (C) profundidade da cripta, (D) superficie da mucosa intestinal (E) espessura da tunica

muscular.
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Fonte: Adaptado de Araujo et al. (2017).

2.4 QUALIDADE DA AGUA

Os seguintes parametros fisico-quimicos de qualidade da agua foram
monitorados a cada dois dias com o auxilio do multiparametro portatii AKSO 88:
oxigénio dissolvido (5,59 + 0,55 mg/L), pH (6,74 + 0,37), e temperatura (27,82 *
0,34°C). Aménia (0,34 + 0,18 ppm) e nitrito (0,8 £ 0,33 ppm) foram verificados por
meio de testes colorimétricos Ecokit (Alfakit, Brasil). Todos os parametros
apresentaram valores considerados aceitaveis para a espécie, de acordo com Ridha
e Cruz (2001).

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk, e, a
partir desse resultado, quando os dados seguiam a distribuicdo gaussiana, eram
submetidos ao Teste One-Way ANOVA com pos-teste de multiplas comparagdes de
Tukey; e, caso n&do seguissem distribuicdo gaussiana, eram submetidos ao Teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo pods-teste de multiplas comparagdes de Dunn. Para

ambos os testes, a diferenga é significativa quando P<0,05. Essas analises foram
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realizadas com o software estatistico Statistica versao 14.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os resultados indicam que, embora haja tendéncias de
melhoras no ganho de peso, conversao alimentar e taxa de crescimento especifico
com a suplementagao de extratos fitogénicos, especialmente com o extrato de Q.
saponatria, as diferengas n&do foram estatisticamente significativas, conforme Tabela
3. Isso sugere que, sob as condi¢des testadas, a suplementagdo com esses extratos

nao teve um impacto significativo no desempenho de crescimento dos peixes.

Tabela 3. Desempenho produtivo (média + desvio padréo) de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos.

Parametro Dieta P-valor
Controle EQS EU EQA
GP 149,48 + 32,8 157,38 +27,29 148,95+28,84 149,86 +23,34 0,3179
SV% 100 100 100 100 -
CA 0,77 £ 0,06 0,74 £ 0,03 0,77 £ 0,04 0,77 £ 0,02 0,7005
TCE 3,76 £ 0,29 3,96 + 0,16 3,75+ 0,21 3,75+ 0,1 0,3738

GP = Ganho de Peso, SV% = Sobrevivéncia, CA = Conversao Alimentar, TCE = Taxa de crescimento
especifico.

Assim como os resultados encontrados neste trabalho, outros autores também
nao encontraram melhoras significativas nos parametros zootécnicos. Por exemplo,
um estudo realizado por Santos et al. (2023) avaliou o efeito do extrato de propolis em
dietas de tilapias do Nilo (O. niloticus) e ndo observou diferengas significativas no
ganho de peso, consumo e conversao alimentar em comparagdo com O grupo
controle, por outro lado os resultados indicaram que a suplementagdao com 1% de
propolis teve efeito positivo na morfometria intestinal dos animais. Resultados como
estes sugerem que o impacto dos extratos de plantas no desempenho zootécnico de
peixes pode depender de uma série de fatores, incluindo a dose, a forma e o tempo
de administracdo do extrato. Além disso, alguns extratos podem ter efeitos mais
pronunciados em parametros de saude do que em parametros de crescimento,
destacando a complexidade das interagdes entre os fitogénicos e os organismos
aquaticos.

Para aprofundar o entendimento desses impactos, a avaliagao dos parametros
hematologicos € fundamental para fazer inferéncias sobre o status sanitario dos

animais (Etim et al., 2012). Estudos tém demonstrado que esses parametros podem
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indicar alteragdes fisioldgicas que precedem sinais clinicos evidentes de doenca. A
resposta imune também pode ser avaliada através de parametros hematologicos,
como a contagem de leucocitos e a diferenciagéo de tipos de leucécitos, fornecendo
informagdes sobre a ativagao do sistema imune em resposta a patégenos ou outras
formas de estresse (Satkar et al., 2023).

A Tabela 4 resume os resultados hematologicos obtidos neste estudo. Esses
dados revelam que a suplementagdo com extratos fitogénicos, particularmente o
extrato de Q. saponaria, pode melhorar a capacidade de transporte de oxigénio e a
resposta imune dos peixes, enquanto a suplementagado com extrato de anis pode levar

a uma resposta inflamatéria mais pronunciada.

Tabela 4. Parametros hematoldgicos (média + desvio padrao) em juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes fitogénicos.

Parametros Controle EQS EU EQA Anova
P-Value
Hemoglobina (g/dl) 80412347 90512157 7461 1,567 7011327 0,0086
Hematocrito (%) 34,67 + 10,96 30,87 + 5,87 30,6 + 7,21 31,8+ 10,34 0.5780
167,63 + 102,47 +

VCM (fl) 5 o1 206,41 + 86,06 gl 232,84 + 65,15 0,0853

HCM (pg) 33374699~  64,17+19468  121£1257 42,25 + 12,31 A >0,0001
CHCM (g dI-1) 2443+539  3002+7.86°  2423+764 18,43+ 6,16 0,0004
Eritrécitos (10° céls/yl) 1,81+033 184 4029 175027 163 +0.25 0.3327
Leucocitos (10° céls/ul) 92,7 + 38,8 107,58 + 65,59 116%15;* 105,86 + 47,04 0,3503
Trombocitos (10° céls/ul) 50,79 +20,17 51,64 +2416 62,78 + 22,76 45,91 £ 32,02 0,3467
Monécitos (10° céls/ul) 3,62+ 1,46 3,66 2,6 275+ 1,39 328 + 2,24 0.3688
Neutrofilos (10° céls/pl) ~ 7.28 +3.26 6,62+ 4,35 7,85+ 5,32 7+3,68 0.6149
Linfocitos (10° céls/yl) ~ 77.94+33.09 91,28 + 58,03 98,3 + 57,44 87,2 + 39,25 0.4251

H 3
Ce'“'agglg‘/ﬁr)‘s (10 3,73 2,21 5,06 + 2,35 534+36 6,44 £ 3,26 0,1016
Eosinofilos 0 0 0 0 0

Abreviagbes: Extrato de quillaja saponaria (EQS); Extrato de uva (EU); Extrato de quillaja saponaria e éleo essencial de anis
E/Coll_lugll\i).corpuscular médio (VCM); Hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragéo de hemoglobina corpuscular média
Os resultados hematolégicos apresentados na Tabela 4 indicam que o grupo
suplementado com extrato de Q. saponaria obteve hemoglobina de 9,95 + 2,15 g/dL
e HCM de 64,17 £ 19,46 pg, valores significativamente superior em relagdo ao grupo
controle, que apresentou hemoglobina de 8,04 + 2,34 g/dL e HCM de 33,37 + 6,99 pg,
bem como em relagdo aos demais tratamentos avaliados. Embora nao haja estudos
especificos que correlacionem diretamente a suplementagdo de saponinas com o
aumento da eficiéncia no transporte de oxigénio e o estimulo ao sistema
hematopoiético em peixes, as propriedades bioativas das saponinas, como sua
atividade imunomoduladora, sugerem que elas podem influenciar esses paréametros.
A concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) também diferiu

significativamente entre os grupos (P = 0,0004). O grupo EQS registrou um valor de
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30,92 + 7,86, indicando que o tratamento com Q. saponaria pode favorecer a
manutengao de uma concentragao de hemoglobina préxima ao ideal. Esse efeito pode
ser explicado pelas propriedades antioxidantes das saponinas, que protegem as
células vermelhas do sangue contra danos oxidativos. Ao reduzir o estresse oxidativo,
as saponinas ajudam a preservar a integridade dos eritrocitos e a estabilizar a
concentragcdo de hemoglobina, promovendo um equilibrio favoravel nesse parametro
hematolégico. Em contraste, o grupo EQA apresentou valores mais baixos de CHCM
(18,43 + 6,16) sugerindo uma condigéo prejudicial que pode ter limitado a produgao
de hemoglobina.

Por outro lado, parametros como hematdcritos, contagem de eritrocitos,
leucdcitos, trombdcitos, mondcitos, neutrédfilos e linfécitos ndo apresentaram
diferengas significativas entre os grupos, indicando que, sob as condi¢gdes testadas,
esses fitogénicos nao influenciaram esses aspectos. Nao foram detectados eosinofilos
em nenhuma das amostras.

Silva et al. (2012), que relataram alteragcbes em paréametros hematologicos,
como leucdcitos e neutréfilos, em contextos de estresse, destacando a relevancia de
monitorar esses indicadores para avaliar a saude dos peixes. Além disso, Kondera et
al., (2021) relatou que fitogénicos como trans-cinamaldeido e 6leo de tomilho nao
comprometeram os parametros hematolégicos de juvenis de Cyprinus carpio,
indicando a auséncia de efeitos hematotdxicos, fato que reforca o potencial de
seguranga desses compostos como aditivos em dietas animais.

Neste trabalho também foram avaliados cortes histologicos do figado e do
intestino. Os graus de lesdo para as alteragdes encontradas nos cortes histolégicos

do figado, sdo apresentados, conforme Tabela 5 e Figura 2.

Tabela 5. Resultado da analise de porcentagem do total (%) para a frequéncia das amostras de
figado de tilapia do Nilo suplementadas com diferentes fitogénicos nos trés graus de lesao.

Tratamento Grau 1 Grau 2 Grau 3
Controle 11,67% 13,33% 0,00%
EQS 18,33% 1,67% 5,00%
EU 16,67% 3,33% 5,00%
EQA 6,67% 10,00% 8,33%
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Figura 2. Resultados para avaliagdo histopatolégica de amostras de figado de tilapia do Nilo
suplementadas com diferentes fitogénicos (EQS- extrato de Quillaja saponaria; EU - extrato de uva;
EQA - extrato de Quillaja saponaria e 6leo essencial de anis).

Comparagao de graus por tratamento (valores em %)

20,00%
HGraul Grau2 ®Grau3
18,00%
16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%

0,009 - m— T I T — o S — T —
Controle EQS EU EQA

Tratamento

A presenca de vacuolizagao hepatocitica € extremamente frequente em peixes,
de modo que o Grau 1 estd proximo ao que seria esperado em um 6&rgéo
absolutamente normal, em termos histoldégicos. No grupo que recebeu EQS foi
observada a maior proporcédo de lesbes de Grau 1 (18,33%), com valores
significativamente menores para os Graus 2 e 3. Isso sugere que o tratamento EQS
tem uma tendéncia a causar lesdes leves, seguido pelo tratamento com o EU. O
tratamento EQA apresentou maior distribuicdo de lesdes em todos os graus, com
predominéancia de grau 2 (10%) e presencga notavel de lesdes de grau 3 (8,33%). Este
tratamento parece ter provocado um impacto mais grave no figado em comparagéao
com os outros.

O uso de fitogénicos e seu impacto nas condigdes hepaticas sao diversas. Liu
et al., (2022) avaliaram os efeitos de um fitogénico composto por subprodutos de oliva
e extratos de cha verde e observaram que estes compostos trouxeram diversos
beneficios ao figado de black bass (Micropterus salmoides) alimentados com uma
dieta rica em farinha de soja. Estes autores observaram que a saude histolégica do
figado foi preservada, sem sinais de esteatose ou fibrose, e a capacidade antioxidante
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total foi mantida em niveis favoraveis.

Embora estudos tenham destacado os beneficios dos extratos de plantas na
aquicultura, ha também evidéncias de que, em alguns casos, esses extratos podem
ter efeitos adversos no figado dos animais. Por exemplo, Isangedighi et al., (2014)
investigaram os efeitos do extrato etandlico de Piper guineense (Pimenta-do-Reino
Africana) no figado de Clarias gariepinus (bagre-africano) quando expostos a uma
concentragdo subletal de 0,4 g/L durante 21 dias. Os resultados mostraram alteragbes
histopatoldgicas significativas no figado, incluindo desorganizagdo celular,
vacuolizagao, congestao vascular, hipertrofia e degeneragao vascular. Esses achados
indicam que o fitogénico avaliado possui propriedades téxicas que podem impactar
severamente a funcdo hepatica, destacando a necessidade de cautela no uso dessa
planta. Ambos os trabalhos, indicam que, embora os extratos de plantas oferecam
potencial como suplementos na aquicultura, € crucial considerar as doses e a
composi¢ao desses extratos para evitar efeitos adversos no figado dos animais.

Outra estrutura avaliada neste trabalho, foi o intestino. Este 6rgédo desempenha
um papel fundamental na saude e no desempenho dos organismos aquaticos. O
intestino ndo apenas é responsavel pela digestdo e absor¢do de nutrientes, mas
também atua como uma barreira de defesa contra patégenos. Podemos observar, de
acordo com a tabela 6 que o grupo EQA se destacou por ter a maior superficie de
mucosa (39937) e a maior altura do epitélio (35,84), o que pode indicar uma maior
capacidade de absorgdo de nutrientes. O grupo Controle apresentou a maior
profundidade das criptas (77,94) e a maior contagem de células caliciformes (13,18),
sugerindo uma maior capacidade de renovagao celular e produg¢ao de muco, que tem
funcao de lubrificar o trato intestinal e proteger as células epiteliais. Ja os grupos EQS
e EU apresentam valores intermediarios para varias caracteristicas, colocando-os

entre os resultados obtidos nos grupos Controle e EQA.

Tabela 6. Resultado para andlise estatistica descritiva quanto a histologia intestinal (média * desvio
padrao) em juvenis de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo
diferentes fitogénicos.

Histologia Dieta Anova
Intestinal Controle EQS EU EQA P-value
SM 36907 £ 9994 AB 22926 + 7493 C 24687 £ 9524 BC 39937 + 9223 A 0,0015
MAV 322,13 +66,98 263,78 +61,45 285,73+57,52 358,17 +108,22 0,0873
MPC 7794 £+1356 A 5573+722C 62,14+10,5BC 73,13+13,91 AB 0,0000
RVC 4.71+1,4 49+ 1,36 5,14 £ 0,99 5,3+1,59 0,8822
MTM 56,06 £ 14,67 45,84 + 11,87 56,06 £ 13,69 52,18 £ 18,24 0,1979
MCC 13,18 £ 1,34 A 10,95+1,31B 11,68 £1,3B 11,93+ 1,58 AB 0,0007
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MAE 34,67 £ 5 AB 31,33+49AB 30,76 £+6,05B 35,84 +£512A 0,0263

Abreviagdes: Extrato de Quillaja saponaria (EQS); Extrato de uva (EU); Extrato de Quillaja saponaria e anis (EQA); Superfiecie
da mucosa (SM), Média da altura dos vilos (MAV), média da profundidade de criptas (MPC), Relagéo Vilos:Cripta (RVC), Média
tunica muscular (MTM), Média das células caliciformes (MCC), Média da altura do epitélio (MAE).

A investigacao dos efeitos de extratos de plantas na morfologia intestinal de
organismos aquaticos tem sido um tema crescente na literatura cientifica. Por
exemplo, Zhou et al., (2023) avaliaram o extrato de folha de amoreira e notaram uma
melhora na morfologia do intestino de robalo-pintado (Lateolabrax maculatus),
manifestando-se em um aumento significativo no comprimento das vilosidades
intestinais, com ampliacdo da area de superficie do trato intestinal (P < 0,05),
semelhante aos resultados descritos para o grupo EQA do presente estudo.

Além disso, o estudo conduzido por Salomon et al., (2021) investigou a inclusao
de um extrato de folhas de salvia (Salvia officinalis) e verbena-limao (Lippia citriodora)
na alimentagao de dourada (Sparus aurata), submetidas a uma dieta com baixo teor
de farinha de peixe por 92 dias. A analise histolégica indicou que a suplementagao
com a combinagédo destes fitogénicos resultou em aumento no numero de células
caliciformes intestinais, além de alterar a composigdo das glicoproteinas mucinas
armazenadas nessas células. Esses trabalhos ilustram a potencialidade dos extratos
de plantas como moduladores da fisiologia intestinal em organismos aquaticos,
influenciando tanto a absorgao de nutrientes quanto a protecao do epitélio intestinal.

Avaliar as enzimas oxidativas, SOD), GPx e o MDA, é crucial para entender a
resposta antioxidante e o estresse oxidativo em organismos aquaticos. Estudos como
os de Magara et al., (2022) e Tasbozan e Erbas (2023) destacam a importancia dessas
enzimas na avaliagao do impacto de extratos de plantas na saude e no bem-estar de
peixes. Esses trabalhos mostram que a modulacéo da resposta antioxidante pode ser
uma estratégia eficaz para melhorar a resisténcia dos organismos aquaticos.

Na tabela 7, estdo apresentados os valores de SOD, GPx e MDA para os
grupos EQS, EU e EQA em juvenis de tilapia do Nilo.

Tabela 7. Resultado para analise estatistica descritiva de enzimas oxidativas (média + desvio
padrao) em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo
diferentes fitogénicos.

A Dieta
Parametro P-value
Controle EQS EU EQA
GPx (mU.mL-1) 115,22 + 72,66 AB 155,66 +64,05A 77,46+71,58B 69,67 +58,58B 0,0293
SOD (U.mL-1) 422,65+7249 A 243,31+41,31B 316,6 +45,14 AB 341,4 +40,42 A <0,0001
MDA (nmol.mL-1) 0,41+0,21B 0,35+0,23 B 1,1+ 0,08 A 1,08+ 0,04 A <0,0001

Abreviagoes: : Extrato de Quillaja saponaria (EQS); Extrato de uva (EU); Extrato de Quillaja saponaria e anis (EQA); Superdxido
dismutase (SOD), Glutationa peroxidase (GPx) e o Produto de degradacdo do malondialdeido (MDA).
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Os valores de GPx, SOD e MDA indicam que cada grupo responde de maneira
distinta, destacando a importancia dessas enzimas na avaliagao da saude e do bem-
estar dos organismos aquaticos. O grupo EQS apresentou o maior valor de GPx, e
baixos niveis de MDA, sugerindo uma maior capacidade de defesa contra o estresse
oxidativo. E possivel que as saponinas da Quillaja tenham contribuido para esse
efeito, uma vez que sdo conhecidas por fortalecer as defesas antioxidantes do
organismo ao neutralizar radicais livres, que s&o subprodutos prejudiciais dos
processos metabdlicos. O grupo controle também apresentou resultados favoraveis,
com altos niveis de SOD e baixos valores de MDA, reforcando sua eficiéncia
antioxidante intrinseca.

Em contraste, as dietas EU e EQA apresentaram menor eficiéncia antioxidante,
com niveis mais altos de MDA e atividade reduzida de GPx. Essa resposta pode ser
explicada por fatores como a composicao quimica dos extratos, a dose e o tempo de
exposicao, além de possiveis efeitos pro-oxidantes. Embora o extrato de uva seja rico
em polifendis antioxidantes, como resveratrol e antocianinas, sua biodisponibilidade
pode variar. Além disso, o tempo de exposi¢ao pode ndo ter sido suficiente para que
os compostos exercessem seus efeitos antioxidantes de maneira eficaz sob os

parametros oxidativos avaliados.

5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a suplementagdo com extratos fitogénicos,
especialmente o extrato de Q. saponaria, melhorou a resposta antioxidante em juvenis
de tilapia do Nilo, com maior atividade de GPx e menores niveis de MDA. No entanto,
as dietas com extrato de uva e a combinagao de Q. saponaria e anis apresentaram
menor eficiéncia antioxidante, possivelmente devido a fatores como
biodisponibilidade, dose ou efeitos pré-oxidantes. Nao houve diferengas significativas
nos parametros zootécnicos, mas o grupo EQS destacou-se com melhores
indicadores hematoldgicos, como maior hemoglobina e HCM, sugerindo melhor
capacidade de transporte de oxigénio. A analise histolégica revelou que o EQS causou
menos lesdes hepaticas graves, enquanto o EQA promoveu maior superficie de
mucosa intestinal, indicando potencial melhora na absor¢do de nutrientes. Esses

resultados oferecem informagdes importantes para o desenvolvimento de estratégias
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nutricionais na aquicultura, buscando néo apenas o desempenho zootécnico, mas

também a promog¢ao da saude dos peixes cultivados.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo n&o apenas validam o potencial do extrato
de Q. saponaria como aditivo funcional, mas também abrem novas perspectivas para
o desenvolvimento de formulagdes inovadoras que reduzam a dependéncia de
aditivos sintéticos. A aquicultura do futuro exige solugbes que equilibrem
produtividade, saude animal e responsabilidade ambiental, e este trabalho reforga
que os fitogénicos podem ser pecgas-chave nesse cenario. Que estas conclusodes
inspirem novas investigacoes e aplicagdes praticas, consolidando a aquicultura como
um setor cada vez mais eficiente e alinhado com os principios da producao

sustentavel.

CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho demonstrou que a inclusao de extratos fitogénicos, em
especial o extrato de Quillaja saponaria (EQS), pode ser uma estratégia nutricional
promissora para a aquicultura. Os resultados revelaram que o EQS melhorou a
eficiéncia alimentar sem prejudicar o crescimento, a saude intestinal ou a qualidade
nutricional dos peixes, destacando-se como uma alternativa viavel aos aditivos
convencionais. Além disso, seu efeito modulador sobre pardmetros hematoldgicos e
antioxidantes sugere uma possivel agao imunorreguladora, com aumento da atividade
da glutationa peroxidase (GPx) e redugdo dos niveis de malondialdeido (MDA),
indicando protegao contra o estresse oxidativo. Enquanto os extratos de uva (EU) e a
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combinacao de Q. saponaria e anis (EQA) apresentaram menor eficacia antioxidante,
o EQS mostrou beneficios adicionais, como melhoria nos indicadores hematoldgicos
e menor incidéncia de lesdes hepaticas. Por outro lado, o EQA demonstrou potencial
para aumentar a superficie de mucosa intestinal, o que pode favorecer a absorcao de
nutrientes.

Apesar dos resultados positivos, a redugcao observada em leucécitos e linfocitos
no grupo EQS indica a necessidade de investigagdes mais aprofundadas sobre seu
impacto na imunidade a longo prazo, especialmente em condicbes de desafio
patogénico. Futuros estudos poderiam explorar diferentes dosagens desses extratos,
avaliar sua palatabilidade e aceitacdo pelos peixes, além de investigar seus efeitos
em periodos experimentais mais prolongados. Analises moleculares e testes de
desafio com patégenos também seriam valiosos para elucidar os mecanismos de
agao desses compostos.

Este trabalho representa um avango significativo na busca por estratégias
nutricionais sustentaveis na aquicultura, reforgando o potencial dos fitogénicos como
alternativas naturais e eficientes. Os achados ndo apenas contribuem para o
conhecimento cientifico, mas também abrem caminho para aplicagdes praticas que
aliem produtividade, saude animal e sustentabilidade. Que esta pesquisa sirva como
base para futuros desenvolvimentos, consolidando a aquicultura como um setor

inovador e comprometido com praticas mais equilibradas e responsaveis.



