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Suplementacao com selénio organico nas dietas de tilapias do Nilo

(Oreochromis niloticus)

RESUMO - O Selénio € um mineral constituinte de uma série de enzimas
antioxidantes que atuam protegendo as membranas celulares dos danos causados
pelo processo de oxidacdo. Sua deficiéncia ou excesso na dieta pode resultar em
depressao do crescimento e aumento da taxa de mortalidade. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito da suplementacdo da dieta em jovens de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com quatro niveis de selenometionina (0,25; 0,50; 1,0; e 1,5
mg Se/kg) e um grupo controle (0,0 mg Se/kg) no desempenho produtivo (ganho de
peso, conversao alimentar aparente, taxa de crescimento especifico e consumo de
racao), nos indices hepatossomatico e esplenossomatico, na histopatologia do figado,
no indice de parasitismo por monogenea e na hematologia. O consumo de ragao
aumentou proporcionalmente ao nivel de Se nas dietas. Os indices de desempenho
produtivo ndo apresentaram diferencas significativas, no entanto, as concentracdes
intermediarias (0,25 e 0,50 mg Se/kg) aumentaram o ganho de peso, diminuiram a
conversao alimentar e ndo apresentaram alteragdes significativas no estrutura morfo-
funcional do figado. @ Nao ocorreu diferenga significativa para as variaveis
hematoldgicas estudadas e para o indice de parasitismo por monogenea, porém,
observou-se que nos niveis de 0,50 e 1,0 mg Se/kg o nUmero de parasitos foi menor
em relacdo as demais concentracdes. Assim, pode-se concluir que a melhor

suplementagao esta entre os niveis de 0,25 e 0,50 mg Se/kg de racao.

Palavras-chave: micronutrientes, Oreochromis niloticus, selenometionina



Title — Selenium organic diet supplementation of Nile tilapia (Oreochromis

niloticus)

Abstract — Selenium is an important micronutrient for animals, essential for the
normal life processes. This mineral is a constituent of the enzyme antioxidant
glutathione peroxidase, of deiodinase and of thioredoxin reductase. The deficiency
or toxic levels in feed can be result in growth depression and mortality. The objective
of this study was to evaluate the selenomethionine effects for juveniles Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) on the growth performance (weight gain, index of alimentary
conversion, specific growth rate, diet consumption and index of alimentary
efficiency), hepatossomatic and esplenossomatic index, liver histopathology,
parasitism and haematology, submitted to four levels of selenium in feed (0.25, 0.50,
1.0, and 1.5 mg Se/kg diet) and control group (0.0 mg Se/kg). The results did not
show difference, however, the levels of 0.25 and 0.50 mg Se/kg improve the growth
performances evaluated and did not show liver histopathology damage. No
differences were observed in haematological parameters. The total count of
monogeneans reduced in the levels of 0.50 and 1.0 mg Se/kg of diet but without
differences due the elevated coefficient of variation. In conclusion the ideal

supplementation level was between 0.25 and 0.50 mg Se/kg.

Key Words: micronutrients, Oreochromis niloticus, selenomethionine



1. Introducao

A busca por nutrientes que permitam melhorar o aproveitamento de
carboidratos, aumentar o efeito poupador de proteina, reduzindo o teor protéico das
dietas, diminuir o estresse e aumentar a resisténcia a doencas é relevante no sentido
em que poderia diminuir o custo da producao, sem afetar o desempenho e minimizar
o impacto ambiental. No entanto, nem todos os elementos essenciais para nutricao
tém sido descritos em peixes, as informacdes nutricionais encontram-se
fragmentadas.

O Selénio (Se) é um mineral com propriedades antioxidantes naturais,
constituinte de uma séria de enzimas que tém papel fundamental no sistema
imunolégico e sua deficiéncia pode causar patologias bioquimicas, estruturais e
funcionais.

O Se aumenta a estabilidade oxidativa participando de varias funcdes
fisiolégicas como parte integrante das selenoproteinas. As glutationa-peroxidases
(GSH-Px) sao as selenoproteinas mais conhecidas, capazes de proteger as
membranas celulares dos danos causados pela oxidacdo, destruindo os perdxidos de
hidrogénio e os hidroperéxidos convertendo-os em formas menos reativas.

Outra selenoproteina de grande importancia fisiolégica é a deiodinase, que
converte o horménio tiroxina (T4) em triiodotironina (T3), forma mais ativa deste
horménio. O Se também é componente da tioredoxina redutase, enzima envolvida na
sintese se DNA, na defesa contra o estresse oxidativo e no reparo de proteinas.

As enzimas GSH-Px estdo envolvidas em eventos fisiolégicos, tais como:
diferenciacdo; transducdo de sinal e regulacdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias; e regulagao da sintese de leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas

responsaveis pela producao de reagdes inflamatérias.



O estresse oxidativo possui importante papel no desenvolvimento de muitas
doencgas degenerativas e a formacgao de radicais livres é considerada um mecanismo
patolégico-bioquimico envolvido na iniciagdo ou progressao de inimeras doengas.

O Se auxilia também na protecao contra a toxicidade de metais pesados como
0 cadmio e o mercurio. Atuando em conjunto com a vitamina E o Se provoca um
efeito aditivo na prevencdo da peroxidacdo dos lipideos da membrana e torna-se
essencial para evitar a distrofia muscular, a diatese exsudativa e auxiliar no controle
do “burst respiratorio”.

O organismo s6 é capaz de produzir enzimas antioxidantes quando ha um
aporte necessario de nutrientes na dieta, o que torna de extrema importancia
conhecer a concentragdo necessaria destes micronutrientes na dieta dos organismos

de criagéo.

Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo geral avaliar os efeitos da suplementacédo do
selénio organico (selenometionina) na dieta de tilapias do Nilo jovens (Oreochromis

niloticus)



Objetivos especificos

Avaliar o desempenho produtivo e a histopatologia do figado de tildpias do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com dieta suplementada com quatro
tratamentos de selénio organico (selenometionina) (0,25; 0,5; 1,0; e 1,5 mg Se/ kg

de racdo) mais o grupo controle, alimentado com dieta ndo suplementada.

Avaliar o indice de Parasitismo (IP) por helmintos monogenéticos branquiais
tilapias do Nilo (O. niloticus) alimentadas com dieta suplementada com quatro niveis
de selénio orgéanico (selenometionina) e um grupo controle.

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de selenometionina sobre as
variaveis hematoldgicas (hematécrito, contagem total de eritrocitos, taxa de
hemoglobina, volume corpuscular médio, porcentagem de hemoglobina dentro do

total de hematdcrito) de tildpias do Nilo jovens (O. niloticus).



2. Revisao de Literatura
2.1. Aquicultura

A aquicultura brasileira pode ser considerada como uma atividade econ6mica
importante que gera ganhos significativos para a economia regional e nacional sendo
dependente dos ecossistemas onde esta inserida, os quais devem permanecer em
equilibrio para possibilitar a manutencao desta atividade (VALENTI et al. 2000).

Segundo o departamento de pesca da FAO, a producao aquicola mundial no
ano de 2005 foi de 48 milhdes de toneladas, devendo alcancar 50 milhdes de
toneladas em 2010. Em 2005 no Brasil, a producdo aquicola foi de 257,8 mil
toneladas (FAO, 2005). O Brasil se insere no contexto internacional como um dos
paises com grande potencial para a piscicultura, por possuir um vasto territério e
6timas condigdes climaticas.

Dentro da aquicultura, a piscicultura vem se tornando cada vez mais
importante como fonte de proteinas para o consumo humano. Tanto na piscicultura
extensiva quanto na intensiva verificam-se modificacées no ecossistema, que sao de
pouca expressao, no primeiro caso, € extremamente pronunciadas no segundo. A
piscicultura intensiva implica em densidades populacionais muito elevadas e em
grande aumento de produtividade quando comparadas com as populagdes naturais,

sendo usada basicamente alimentaggo artificial (PAVANELLI et al. 2002).

2.2. Tilapia

As tilapias pertencem a familia Cichlidae, sdo nativas da Africa, Israel e
Jordania e tiveram sua distribuicdo expandida nos ultimos 50 anos. Atualmente se
encontram criagées comerciais em mais de 100 paises. Pelo fato de ser uma espécie

apropriada para a piscicultura de subsisténcia e devido a essa importancia na



aquicultura muitos aspectos da nutricdo destas espécies devem ser estudados
(LOVSHIN, 1997).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Linnaeus, 1758) é procedente da
Costa do Marfim e foi introduzida no Brasil pelo Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas (DNOCS) em Pentecostes (CE), em 1971. E a espécie mais
importante de tildpia cultivada no mundo (EL-SAYED et al. 2005). Em 2002 sua
producdo representou aproximadamente 81% do total de producdo de tilapia do
mundo (FAO, 2004).

E um peixe de habitos lentos, se reproduz naturalmente em tanques e viveiros,
€ rustica e resistente a enfermidades (CASTAGNOLLI, 1992). Possui habito alimentar
onivoro, podendo utilizar tanto o alimento natural (fitoplancton) como ragdes
comerciais com baixas quantidades de proteinas. Seu melhor desempenho
zootécnico é obtido com a temperatura da agua entre 26,0 a 28,0°C (CASTAGNOLLI,
1992).

Devido a sua facil adaptacdo, a alta qualidade de sua carne e ampla
distribuicdo geogréfica, a tilapia tornou-se um produto de interesse industrial com
excelente aceitacdo pelo mercado consumidor, sendo intensamente cultivada na
piscicultura mundial e uma das espécies mais indicadas nas regides tropicais
(CASTAGNOLLI, 1992).

A tilapia do Nilo (O. nilo) € uma espécie versatil para a piscicultura, pois,
adapta-se tanto ao cultivo extensivo, sem qualquer tecnologia empregada, quanto ao
sistema de criacdo de tanques-rede, com racdes completas e alta tecnologia de
producdo. Este ultimo sistema vem crescendo consideravelmente no Brasil e em
diversos paises onde existem grandes reservatérios de agua (KUBTIZA, 2000). Além

disso, € apreciada em “pesques-pagues” e pela industria de filetagem, gracas as



qualidades organolépticas e a inexisténcia de espinhos em “Y” no seu filé (MEURER

et al, 2002).

2.3. Selénio

As pesquisas nos paises onde a aquicultura estda se desenvolvendo tém
incluido também o efeito de determinados nutrientes, como minerais e vitaminas, na
resisténcia a doencas (WATANABE, 1997). BLAZER (1992) observou que as
concentracdes de nutrientes que promovem resisténcia e fortalecimento do sistema
imunolégico em peixes, podem nao ser as mesmas que atendem as exigéncias
nutricionais para um rapido crescimento.

Por isso a busca por nutrientes que permitam melhorar o aproveitamento de
carboidratos, aumentar o efeito poupador de proteina, reduzindo o teor protéico das
dietas, diminuir o estresse e aumentar a resisténcia a doengas é relevante no sentido
em que poderia diminuir o custo da producéo, sem afetar o desempenho e minimizar
o impacto ambiental (FUJIMOTO, 2004).

A necessidade de muitos nutrientes pode ser mais elevada se considerarmos a
imunocompeténcia e nao apenas o ganho de peso e o desenvolvimento e entre esses
nutrientes os antioxidantes sao especialmente importantes, tendo papel fundamental
em questdes relacionadas a sanidade (KARADAS e SURAI, 2004). Portanto, é
evidente que através da formulacdo de uma dieta adequada pode-se contribuir para
melhorar os mecanismos de defesa dos peixes, aumentando a resisténcia a doencas,
sejam infecciosas ou nao.

A escolha dos ingredientes que fardo parte desta racao é de vital importancia

(WATANABE, 1997). Assim, vitaminas e minerais tornam-se importantes nesse



aspecto por atuarem como co-fatores de diversos processos fisioldégicos, podendo
minimizar os efeitos nocivos do agente estressante (FUJIMOTO, 2004).

Os minerais sdo constituintes de metaloenzimas que tém papel vital no
funcionamento do sistema imunolégico e sua deficiéncia pode causar patologias
bioquimicas, estruturais e funcionais que dependem de varios fatores, como a
duragé@o e o grau da privacdo mineral. Ainda assim, pouca atengdo tem sido dada a
este aspecto relevante da suplementacéo da dieta de peixes. Muitos minerais além
de serem absorvidos na dieta podem também ser absorvidos do ambiente aquatico,
através das branquias, dificultando o estudo da suplementacao de minerais na dieta
(BLAZER, 1992; WATANABE, 1997).

Para compreender as atividades metabdlicas destes minerais nas células e
nos tecidos € necessario conhecer suas caracteristicas, fungdes e concentracédo
necessaria, pois sao responsaveis pela formacdo do esqueleto, manutengdo do
sistema coloidal, regulacdo do equilibrio acido-base e componentes na formacao de
hormdnios e enzimas. Nem todos os elementos essenciais para nutricido tém sido
descritos em peixes, as informacdes nutricionais encontram-se fragmentadas
(WATANABE, 1997).

Entre os minerais importantes na dieta estdo o Cromo, Cobalto, Manganés,
Selénio, Zinco, lodo, Arsénio e Niquel, dentre estes alguns sao minerais quelatados,
como o Cromo e o Selénio, essenciais para todos os animais.

O selénio (Se) esta associado a proteinas no tecido animal (BURK e HILL,
1993). A deteriorizacio oxidativa traz perdas nos valores nutricionais e na qualidade
da carne. Para aumentar a estabilidade oxidativa da carne antioxidantes, como o Se,

sdo adicionados a dieta dos animais de cultivo, melhorando a qualidade da carne,



tornando-a menos susceptivel aos danos causados pela oxidagdo (DOWNS et al,
2000).

O selénio (Se) € um elemento essencial que participa de varias fungdes
fisiolégicas como parte integrante de uma série de selenoproteinas (KARADAS e
SURAI, 2004; KOHRLE et al. 2005). As selenoproteinas compreendem pelo menos
20 proteinas eucaritticas e a expressao destas proteinas individuais é caracterizada
por sua alta especificidade pelos tecidos. A familia da glutationa peroxidase (GSH-Px)
corresponde as selenoproteinas mais bem caracterizadas e o nivel de atividade desta
enzima no figado ou no plasma é indicado pela oferta de selénio no organismo.
(KARADAS e SURAI, 2004).

A glutationa peroxidase protege as membranas celulares dos danos causados
pela oxidagao, destruindo o peroxido de hidrogénio e os hidroperdxidos (WATANABE,
1997), convertendo-os em agua e formas alcoodlicas de &cidos graxos, prevenindo
dessa forma as membranas das células dos danos causados pelo estresse oxidativo
(LIN e SHIAU, 2005).

Este mineral também é um constituinte da enzima deiodinase, requerida para a
conversao do hormoénio tiroxina (T4) em triiodotironina (T3), forma mais ativa deste
horménio (KOHRLE et al. 2005); e um componente da tioredoxina redutase, que esta
envolvida na sintese de DNA, na defesa contra o estresse oxidativo € no reparo de
proteinas (ARNER e HOLMGREN, 2000).

O organismo animal s6 € capaz de sintetizar enzimas antioxidantes quando ha
um aporte adequado destes nutrientes através da dieta, e a deficiéncia destes
elementos causa estresse oxidativo e dano as moléculas e membranas biolégicas. O
estresse oxidativo possui um importante papel em muitas doencas degenerativas e a

formagcao de radicais livres € considerada um mecanismo patoldgico-bioquimico
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envolvido na iniciagdo ou progressdao de inumeras doengas (KARADAS e SURAI,

2004).

Enzimas GSH-Px dependem basicamente da captacdo de Se e estédo
envolvidas em eventos fisioldgicos como diferenciacdo; transducdo de sinal e
regulacao da producao de citocinas pro-inflamatérias (URSINI, 2000); e na regulagcao
da sintese de leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas, responsaveis pela

modulagao de reagdes inflamatérias (KOHRLE et al. 2000).

A deficiéncia de Se esta associada ao comprometimento tanto da imunidade
natural quanto adaptativa (KARADAS e SURAI, 2004). A fungédo fagocitéria,
proliferacao de linfécitos e produgao de anticorpos podem ser comprometidas na falta

de Se (SURAI, 2002b).

Além disso, 0 Se compde o sistema de protecéo contra a toxicidade de metais
pesados como cadmio e mercurio e atuando em conjunto com vitamina E provoca um
efeito aditivo na prevencgao da peroxidagcao dos lipideos das membranas, e tornando-
se essencial para evitar a distrofia muscular (WATANABE, 1997). A maneira como a
presenga ou a auséncia de Se altera a toxicocinética do mercuario até agora nao é

totalmente conhecida (LIN e SHIAU, 2007).

A utilizacdo de Se em combinagdo com a vitamina E na dieta de salméo do
atlantico (Salmo salar) preveniu a distrofia muscular (POSTON et al. 1976) e em truta
arco-iris (Salmo gairdneri) a diadtese exsudativa (BELL et al. 1985), que ¢é
caracterizada por grave edema devido ao aumento da permeabilidade de capilares

em combinag&o com niveis reduzidos de proteinas séricas (KRISTIANSEN, 1973).

Segundo WATANABE (1997) a deficiéncia de Se geralmente resulta em

depressdao do crescimento. Em alevinos de salmao do atlantico (S. salar),
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alimentados com dieta deficiente em selénio, ocorreu mortalidade que poderia ser
prevenida pela administracdo de uma dieta contendo 0,1 mg Se/kg e 500 Ul de
vitamina E/kg (POSTON et al. 1976). Na mesma espécie (S. salar) alimentada com
uma dieta deficiente em Se por 26 semanas, os sinais da deficiéncia foram letargia,
perda do apetite, reducdo do tébnus muscular e mortalidade, sendo que o melhor
crescimento foi com um nivel de Se de 0,15 mg/kg (POSTON e COMBS, 1979). Em
truta arco-iris (S. gairdneri) a deficiéncia de Se causou natacao anormal (BELL et al.
1986), degeneracao hepatica e muscular (HILTON et al. 1980) e nefrocalcinose,
degeneracao e inflamagao dos tubulos renais (HICKS et al. 1984). O nivel minimo
exigido de Se para a dieta dos peixes difere de acordo com a espécie estudada, e se
encontra entre 0,25 e 0,80 mg/kg (LIN e SHIAU, 2005).

A exigéncia de Se na dieta foi quantificado para a truta arco-iris (S. gairdneri)
(0,38 mg de selenito de sédio/kg) (HILTON et al. 1980); para o bagre do canal
(Ictalurus puctatus) (0,25 mg de selenito de soédio/kg) (GATLIN e WILSON, 1984);
para salmao do atlantico (S. salar) (0,15 mg de selenito de sodio/kg) (POSTON e
COMBS, 1979); e jovens de garoupa (Epinephelus malabaricus) (0,8 mg de
selenometionina/kg) (LIN e SHIAU, 2005). Em Pogonichthys macrolepidotus o ganho
de peso foi maior com dietas contendo 26,0 e 57,6 mg Se/kg e menor com 0,4 e 12,6
mg Se/kg (DENG et al. 2007).

O Se organico (selenometionina) tem sido estudado por ter maior
bioviabilidade do que o Se inorganico (selenito de sédio), isto foi observado para o
salmao do atlantico (S. salar) (LORENTZEN et al. 1994) e bagre do canal (/. puctatus)
(WANG e LOVELL, 1997). O Se inorganico mais utilizado para suplementagdo da

dieta é o selenito de sédio que pode promover a producao de radicais peroxidos e
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causar estresse oxidativo através da reagdo de reducdo com glutationa reduzida

(SURAI, 2002a; 2002b).

Os peixes recebem Se pela dgua e pela dieta, portanto altos niveis de Se (40-
130 ug/L) na agua sao toxicos para os peixes, usualmente a concentracao na agua é
menor do que 0,1 ug/L. A entrada através das branquias € muito efetiva e o mineral é
armazenado em varios tecidos (WATANABE, 1997). De acordo com BOWIE et al.
(1996) este mineral bioacumula e torna-se téxico em concentracdes levemente acima

da exigéncia homeostatica.

A toxicidade do Se decorre de que quando em excesso, substitui
erroneamente o enxofre, resultando na formagdo de compostos que impedem a
formagéo de ligagdes quimicas importantes, provocando a formac¢do de enzimas e
moléculas protéicas distorcidas e disfuncionais. Assim altera a estrutura
tridimensional, prejudicando as fungbes enzimaticas e o0s processos bioquimicos
normais da célula (ALAIMO et al. 1994; SPALLHOLZ et al. 2004). Em excesso
provoca danos as membranas e proteinas devido a formacao de formas reativas de
oxigénio (SPALLHOLZ et al. 2004). Assim, o Se pode tanto causar estresse oxidativo
quanto defender o organismo deste estresse, dependendo da concentracdo (MILLER
et al. 2007).

A dieta € a principal rota de exposicdo ao Se, causando toxicidade em
vertebrados aquaticos (LEMLY, 2002; HAMILTON, 2004). Em fémeas de Xyrauchen
texanus a exposicao cronica ao Se causou transferéncia maternal para ovos e
embrides, levando ao aumento da lamela branquial, catarata cérnea, exoftalmia,
alteragdes patoldgicas do figado, rim, coracao e ovérios e deformidades teratogénicas
na coluna, cabecga, boca e nadadeiras (LEMLY, 2002; HAMILTON, 2004). Tashjian et

al. (2006) observaram menor atividade natatéria e retengéo de lipideos em jovens de
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esturjdo branco (Acipenser transmontanus) expostos a niveis toxicos de Se na dieta,
isto ocorre por que o alto acumulo de Se em peixes causa estresse e prejudica a

retencéo de energia.

A depuracdo € outro aspecto que deve ser levado em conta quanto a
toxicidade do Se. A meia-vida de depuracao do Se em peixes jovens varia de 19-30
dias (HILTON et al. 1982; BESSER BESSE et al, 1993) e de 30- 60 dias ou mais para

outras espécies adultas de peixe (HAMILTON et al, 2005).

Peixes que tém alta acumulacdo de Se nos tecidos também tem alto IHS
(indice hepatossomatico) (PYLE et al.2005). Quando em concentragdo muito elevada,
torna-se muito toéxico, tendo efeitos carcinogénicos e teratogénicos (HAMILTON,
2004). A diferenca entre a exigéncia nutricional e os niveis toxicos € muito pequena
para o Se. Para a maioria dos peixes a exigéncia esta entre 0,25-0,70 mg Se/kg da

dieta (LIN e SHIAU, 2005).

2.4. Parasitos

No Brasil com a expans&o da piscicultura observa-se um crescente interesse
por parte dos criadores no que diz respeito aos prejuizos econdmicos causados pela
mortalidade dos peixes (MARTINS, 1998a).

A partir do momento em que se retira um animal do seu ambiente natural para
confina-lo a grandes concentragdes comecam a surgir problemas de ordem
nutricional e de doencgas infecciosas ou parasitarias, e os peixes nao constituem uma
excecao (MARTINS, 1998a).

A alta densidade torna-se um fator extremamente importante nas pisciculturas
intensivas atingindo niveis extremamente elevados, chegando a cerca de 60 kg/m?,

constituindo um ambiente favoravel a surtos epizo6ticos, devido a presenca de
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diferentes organismos patogénicos que em ambientes naturais teriam expressao
minima (PAVANELLI et al. 2002). O uso de substancias imunoestimulantes na dieta
representa uma promissora perspectiva como procedimento profilatico, pois podem
favorecer de alguma forma os mecanismos de defesa (SAKAI, 1999).

A alta densidade aliada a outros fatores como a manipulacdo inerente ao
cultivo, a baixa qualidade da agua, as mudancas bruscas de temperatura e uma
nutricao desbalanceada, submetem os peixes a um estresse crbénico, que se reflete
em sua homeostasia. Este conjunto de fatores atuando sobre os sistemas biologicos
provoca reagdes por parte do organismo, tendo como conseqiéncia animais
enfraquecidos, implicando em uma maior sensibilidade e menor resisténcia as
invasdes patogénicas. A resisténcia do organismo varia de animal para animal dentro
de uma populacdo e o aumento dessa resposta tem inicio a partir da redugédo do
estresse, melhoras na nutricdo e manipulagdo genética do animal (MONTERO et al.
1999; MARTINS, 1998a).

Os parasitos sdo as maiores causas de infestacbes severas em peixes
cultivados, tendo maior relevancia nos trépicos, pelas caracteristicas climaticas
pertinentes a regido, que propiciam sua rapida e constante propagacao (THATCHER
e BRITES-NETO, 1994).

Considera-se que 0s prejuizos causados pelos parasitos monogenéticos sejam
0sS mais relevantes para a piscicultura brasileira, estando entre as mais importantes
para a piscicultura mundial, pois grandes mortalidades ja foram verificadas,
principalmente em criagdes intensivas (PAVANELLI et al. 2002). Na regido nordeste
do Estado de Sao Paulo, estes parasitos apresentam-se como os mais comuns, com
ocorréncia de 36,6% em peixes de engorda, no periodo de 1993 a 1998, causando

perdas graves (MARTINS et al. 2002).
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Os monogenéticos sao ectoparasitas do grupo dos platelmintos e
caracterizam-se pela presenga de um aparelho de fixagao localizado geralmente na
parte posterior do corpo, o haptor, formado por uma série de ganchos que séo
introduzidos no corpo do peixe para a fixacdo do parasito. Quando adultos os
monogenéticos podem medir de 1 milimetro a 3 centimetros, sdo hermafroditas,
normalmente encontram-se parasitando as branquias dos peixes, no entanto, podem
ser encontrados no tegumento, nas nadadeiras e nas cavidades nasais do
hospedeiro, possuem alta especificidade e ciclo biolégico direto, o que facilita a
proliferacdo e propagacao do parasitismo (PAVANELLI et al. 2002; NOGA, 1996).

Os monogenéticos parasitos de peixes de agua doce pertencem
principalmente a duas grandes familias: a dos girodactilideos e a dos dactilogirideos.
Os girodactilideos sao viviparos e na sua maioria sdo parasitos de branquias e da
superficie corpérea dos peixes. Os dactilogirideos sao oviparos, quase sempre
encontrados nas branquias, podendo se alojar nas cavidades nasais, e mais
raramente, em outras partes do corpo (PAVANELLI et al. 2002).

O principal sinal clinico observado é a intensa producdo de muco e quando as
infestacdes sdo severas, os individuos se esfregam na lateral do tanque e aquarios
na tentativa de se livrarem do parasito (PAVANELLI et al. 2002).

O prejuizo causado ao hospedeiro esta relacionado com a espécie, local de
infestacdo, numero de parasitos e com o tipo de alimentacdo, que na maioria das
espécies de monogéticos, € de muco e células epiteliais, mas algumas espécies
podem se alimentar de sangue. Os que se encontram nas branquias provocam
freqientemente hiperplasia celular e hipersecrecao de muco, que serdo tanto mais

graves quanto mais abundantes forem os parasitos (EIRAS, 1994). Nos casos de
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secregcao excessiva de muco pode ocorrer impermeabilizacdo das branquias,
dificultando a respiracao e levando os individuos a morte (PAVANELLI et al. 2002).

As lesdes branquiais sdo particularmente as mais importantes, pois as
branquias reagem fortemente a presenca de parasitos. Essa reacdo manifesta-se,
frequentemente, por fendmenos de proliferacdo celular na base das lamelas
secundarias. Consequentemente, o espaco entre as duas lamelas vai sendo
preenchido por células, até que as mesmas deixam eventualmente de estar
separadas resultando na sindrome respiratéria (THATCHER e BRITES -NETO,
1994).

Quando fixos no tegumento, ha lesdes de gravidade geralmente pouco
acentuadas, podendo verificar-se necrose das células, destruicdo das escamas e
secrecao abundante de muco. As lesdes provocadas sdo secundariamente invadidas
por fungos e bactérias, 0 que pode ocasionar conseqiéncias mais graves para 0
hospedeiro do que as devido a parasitose propriamente dita (EIRAS, 1994).
MARTINS (1998a) relata que pode ocorrer também anorexia, hemorragias cutaneas,
emagrecimento e consequente morte do animal.

A adicao de 200 mg de vitamina C/kg de racdo (MARTINS, 1998b), 12 mg de
cromo trivalente/kg de racéo (FUJIMOTO, 2004) e 100 e 450 mg de DL-a acetato de
tocoferila’kg de racado (BELO et al. 2005) para pacu (Piaractus mesopotamicus), e a
suplementacdo acima de 500 mg de vitamina C/kg na dieta de pintado
(Pseudoplatystoma coruscans) (FUJIMOTO e CARNEIRO, 2001) promoveram
diminuicdo do numero de monogenéticos branquiais. Portanto, a escolha dos
ingredientes que farao parte desta racao é de vital importancia para a manutengéo da

sanidade destes organismos em cativeiro (WATANABE, 1997).
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Assim, fica claro a importancia de analisar o resultado da adigdo de vitaminas
e minerais a dieta de espécies de cultivo referente principalmente a diminuicdo do
indice de parasitismo, diminuindo os prejuizos da producdo e o impacto ambiental
que ocorre devido ao uso de substancias nao legalizadas para a aquicultura e que,
portanto, ndo tem seu efeito toxico suficientemente conhecido, tanto para os animais

de cultivo quanto os animais que fazem parte do ecossistema,

2.5. Hematologia

A analise dos constituintes sanguineos pode fornecer relevantes informacoes
para o auxilio diagnéstico e prognéstico de condigdes moérbidas em populagdes de
peixes (TAVARES-DIAS, 2003). A aplicagdo da hematologia em pesquisa animal é
bem aceita e considerada como procedimento de rotina em métodos de diagndsticos
(RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Nos peixes a composicdo sanguinea € dependente de fatores fisiol6gicos e
ecoldgicos tais como o sexo, o estagio de desenvolvimento gonodal, o estresse e as
infecgbes (VIANNA, 2003). Muitas espécies de peixes regulam suas caracteristicas
sanguineas de acordo com as condicoes ambientais (VIANNA, 2003), como é o caso
dos teledésteos (TAVARES-DIAS, 2003). Consequentemente, o impacto de fatores
abidticos como a sazonalidade, a temperatura, o oxigénio dissolvido, o potencial
hidrogenibnico, os xenobidticos e a dieta alimentar podem alterar esses parametros
(MARTINS et al. 2002).

Para assegurar um bom desempenho dos peixes em criacoes, sao
necessarios conhecimentos sobre as condigdes morfofisilégicas dos mesmos, tanto
para a deteccdo de doencas como para averiguar o efeito de uma dieta ou de

alteracdes de fatores ambientais (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).
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MARTINS et al. (1995) avaliaram a acdo da vitamina C sobre o sistema
imunolégico de pacu (Piaractus mesopotamicus) e nao verificaram nenhuma
mudanca do quadro sanguineo, porém, a caréncia desta vitamina compromete o
crescimento e aumenta a susceptibilidade a doencas.

FUJIMOTO (2004) suplementou a dieta de pacus (P. mesopotamicus) com
cromo trivalente e os resultados dos peixes suplementados sempre diferiam do grupo
controle.

HILTON e HODSON (1983) adicionaram 0,5 e 1,0 mg de Se/kg de ragdo em
dietas com diferentes niveis de carboidrato para truta arco-iris (Salmo gairdneri) e ndao
observaram diferencga significativa nos niveis de hemoglobina e hematdcrito.

Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a concentragées sub-letais de
selenito de sédio (NaSeOs) (0,4; 0,04; e 0,02 mg Se*Y/L de agua) apresentaram
diminuicdo da taxa de hemoglobina, hematécrito e volume corpuscular médio
conforme o aumento da concentracao de Se na agua (GONCALVES, 2004).

Em um estudo realizado por LEMLY (2002) o robalo verde (Lepomis cyanellus)
exposto a concentracées entre 5-10 pg/L de agua teve significativa reducdo no

hematdcrito e CHCM.
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3. Material e Métodos

Os peixes utilizados neste trabalho foram provenientes do setor de
Tilapicultura do Centro de Aquicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal e os
experimentos foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em
Matologia da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal e no Laboratério de Patologia de
Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da Unesp, Campus de Jaboticabal.

O periodo experimental foi de setembro a dezembro de 2006.

3.1. Material biologico e manejo

Neste experimento foram utilizadas 340 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
jovens, sexualmente revertidas, pesando em média 70 + 22,33 g. Os peixes foram
aclimatados por dez dias em tanques de cimento, com capacidade para 300 litros e
foram alimentados com racao comercial isenta de Se, até a saciedade, duas vezes ao
dia. Apo6s a aclimatagéao os peixes foram distribuidos casualmente em vinte tanques
de cimento com capacidade para 300 litros, sendo 17 animais por caixa, na
densidade inicial de 0,4 kg/m>. As caixas foram abastecidas com agua de poco
artesiano da rede local com vazao de 13,5 L/h e tempo de residéncia da agua nos
tanques de aproximadamente 22 horas. A retirada de residuos foi por meio de

sifonamento do fundo dos tanques a cada 48 horas.
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3.2. Delineamento experimental

Os quatro tratamentos e o grupo controle com quatro repeticdes foram
casualmente distribuidos pelas 20 caixas. Os peixes de cada tratamento e do grupo
controle foram alimentados com uma dieta basica (TABELA 1) sendo oferecida trés
vezes ao dia, até a saciedade, por noventa dias. A dieta dos quatro grupos de peixes
suplementados foi adicionado niveis de selénio organico (selenometionina) (0,25;
0,50; 1,0; 1,5 mg/kg). O premix mineral utilizado na formulagéo da racao nao continha
Se em sua composicao. As racdes foram armazenadas em freezer com temperatura

de 20°C negativos durante os 90 dias de experimento

Tabela 1. Férmula e composicdo basica das racdes

Ingredientes %
Farelo de Soja 33
Milho moido 18
Farelo de Trigo 15
Farelo de Arroz 9
Farinha de Peixe 16,5
Oleo de Soja 6
Fosfato Bicalcico 1
Premix Mineral (sem Selénio)* 0,5
BHT 0,02
Calcério 0,98
Composicao Calculada** %
Proteina Bruta 27,62
Extrato Etéreo 10,65
Fibra Bruta 712
Umidade 11,46
Matéria Mineral 9,2
Caélcio 1,88
Fosforo 1,15

*Composicado do suplemento mineral e vitaminico (nutriente/Kg
de premix): Ferro 15000mg, Cobre 5000 mg, lodo 500 mg,
Manganés 17000 mg, Zinco 12000 mg, veiculo 1000g, Vitamina
A 12000 UI, Vitamina D3 1500 Ul, Vitamina E 50 mg, Vitamina K
4 mg, Vitamina By, 7 mg, Vitamina B, 7 mg, acido Pantoténico
60 mg, ac. Nicotinico 120 mg, cloreto de colina 600 mg,
metionina 700 mg, vitamina C 300mg, antioxidante 500 mg,
veiculo 1000g. Premix isento de selénio. **Composicao
calculada com base nas andlises dos ingredientes segundo
A.O.A.C. (1984).
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3.3 Desempenho produtivo

As avaliagbes do desempenho produtivo foram realizadas no primeiro € no 90°
dias apds o inicio do experimento. Para avaliagdo de peso os animais foram retirados
de cada tanque e anestesiados por banho em solugcdo aquosa de benzocaina (1 g/15
L de agua).

O desempenho produtivo foi avaliado pelo ganho de peso (GP = peso final —
peso inicial); conversao alimentar aparente (CAA = consumo de racdo / ganho de
peso); taxa de crescimento especifico (TCE= 100 x (In peso final / dias de
experimento) e eficiéncia alimentar aparente (EAA = 1/ CAA).

O consumo de racdo foi estimado a cada 30 dias durante os 90 dias de
experimento (CR = total de ragdo consumido por 30 dias (g)/ nimero de peixes no

tanque).

3.4. indice hepatossomatico e esplenossomatico

O indice hepatossomatico (IHS) e o indice esplenossomatico (IES) foram
avaliados retirando-se trés animais de cada tanque no primeiro dia e apo6s 30, 60 e 90
dias. Os animais foram pesados e mortos por aprofundamento no plano anestésico
(1,5 g de benzocaina/10 L de agua). Em seguida o figado e baco foram retirados,
pesados e entdo calculados os IHS e IES seguindo as formulas: IHS (peso

figado/peso do animal x 100) e IES (peso do bago/peso do animal x 100).
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3.5. Analise histopatoldgica

A avaliagdo histopatolégica do figado foi realizada ap6s 90 de experimento.
Para tanto, foram retirados casualmente trés animais de cada tratamento e foram
mortos por aprofundamento do plano anestésico (1,5 g de benzocaina/10 L de agua).

As amostras do figado dos animais de cada tratamento foram imersas em
solucao de formaldeido tamponado por 24h e depois transferidas para solucao de
alcool 70%. Apéds a fixacdo, as amostras foram desidratadas em série crescente de
etanol/agua (v/v), diafanizadas em Xilol e incluidas em Histosec® (Merck). A seguir,
foi realizada a microtomia em micrétomo automatico (Leica, RM-2155), obtendo-se
cortes, em sequiéncia semi-seriada (1 corte/100 um desprezados), de trés a cinco um
de espessura. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina e reagidos em
PAS/H (acido periédico de Schiff), segundo as metodologias propostas por BEHMER
et al. (1976). As andlises histopatologicas foram realizadas em microscépio de luz
(Leica — GWIN®) no Laboratério de Anatomia do Departamento de Morfologia e

Fisiologia Animal da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

3.6. indice de parasitismo

As avaliagbes de ocorréncia de parasitos foram realizadas aos um, 30, 60 e
90 dias de experimento. A cada avaliagao foram retirados casualmente trés animais
de cada tanque e apdés morte dos animais por aprofundamento do plano anestésico
(1,5 g de benzocaina/10L de agua) as branquias foram coletadas, colocadas em
frascos contendo solucdo de formol a 1:4000 e agitados vigorosamente para o
desprendimento do parasito. Deixando-se descansar por duas horas e
completando-se o volume do recipiente com solugdo de formol 10%.

Posteriormente, as branquias foram raspadas com auxilio de bisturi para retirada
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completa dos parasitos e armazenadas em alcool 70%, segundo recomendagdes de
AMATO et. al. (1991).

Para determinacgao do indice de parasitismo (IP) foi realizada a contagem do
numero total de parasitos da familia Dactylogyrus, in totum, em estereomicroscopio
(Coleman), em aumento de quatro vezes. Esta familia é reconhecida pela presencga
de quatro manchas oculares e por ser oviparo, ou seja, pela presenca de ovos

(KUBITZA, 2000).

3.7. Analises hematoldgicas

As avaliagbes foram realizadas aos um, 30, 60 e 90 dias de experimento. A
cada avaliagdo eram retirados trés animais de cada tanque e anestesiados por banho
em solugao aquosa de benzocaina (1 g/15 L de agua).

Para determinacédo do eritrograma 1,5 mL de sangue foi colhido por puncao
dos vasos caudais dos peixes com seringas e agulhas limpas, esterilizadas e com
anti-coagulante EDTA (10%).

O método do microhematdcrito (GOLDENFARB et al. 1971) foi utilizado para
determinacao do percentual de hematécrito e os valores expressos em percentual
meédio do volume total de sangue. Com o auxilio do contador automatico de células
sanguineas (Modelo CC510, da Celm) foram verificados o SVE (série vermelha —
eritrocitos), HCT (hematécrito), HGB (hemoglobina) e o indice hematimétrico volume
corpuscular médio (VCM). Posteriormente foi calculada a porcentagem de

hemoglobina dentro do total do hematdcrito (CHCM = Hb x 100/ HCT).
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3.8. Analise da racao

Para quantificagdo do nivel de Se contido em cada tratamento foram
realizadas analises de cada dieta experimental, com trés repeticbes de cada dieta,
por meio de digestdo em agua régia a 100°C e determinacdo em absorcao atbmica
com gerador de hidretos. As andlises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica
do Solo e Bioquimica Aplicada do Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP,

Campus de Jaboticabal.

3.9. Analises de qualidade de agua

Os niveis de oxigénio dissolvido (mg/L), pH, condutividade elétrica (uS/cm) e
temperatura (°C) foram avaliados a cada cinco dias e analise de aménia total (ug/L),
alcalinidade e clorofila a cada 15 dias, antes do primeiro arragcoamento (+ 8:00h).

As analises das variaveis oxigénio dissolvido, pH e condutividade foram
realizadas no Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotoxicos e Saude Ocupacional do
Departamento de Fitossanidade da FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.
Amostras de 150 ml de 4gua de cada tanque foram coletadas e o pH foi mensurado
em phgdémetro Analion®, Mod. PM 602 e a condutividade elétrica e o oxigénio
dissolvido em oximetro WTW®, Mod. 315i. A temperatura foi mensurada com
termdémetro comum de mercurio.

As andlises de alcalinidade, amoénia total e clorofila foram realizadas no
Laboratério Central do Centro de Aquiicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Para a andlise de amonia total amostras de agua (50 ml) de cada tanque eram
coletadas. As andlises foram realizadas segundo o método de KOROLEF (1976). As

amostras foram lidas em espectrofotémetro (ODYSSEY —-HACH- DR/2500).
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Para a andlise de alcalinidade foram coletados 100 ml da agua dos tanques,
transferidos para erlenmeyer e adicionadas quatro gotas de fenolftaleina. Em seguida
realizou-se titulagdo com uma solugdo de H,SO, 0,02N, até desaparecimento da
coloracdo rosa. Foram entdo adicionadas quatro gotas de alaranjado de metila e
continuou-se a titulacao até transformacao da cor laranja em salmao. O volume gasto
da solugcao de H>SO,4 0,02N foi anotado e a alcalinidade foi calculada segundo a
férmula abaixo:

AT(mg/L)= ml do titulante x normalidade x 1000 x 100

ml da amostra
100 = peso atébmico do CaCOs3;
Para realizagdo da andlise de clorofila foi seguida e metodologia de MARKER,
NUSCH, RAIl e RIEMAN (1980) e SARTORY e GROBBELLAR (1984).
As amostras foram lidas em cubetas de 1 cm nos comprimentos de onda de

665 e 750 nm em espectrofotébmetro (ODYSSEY —HACH- DR/2500).

3.10. Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos nesse experimento foi realizada
utilizando-se o programa estatistico Sisvar. Os dados foram submetidos a teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e a analise de variancia (ANOVA), sendo F significativo

foi realizado o teste de Tukey (5% de probabilidade) para comparacao das médias.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Monitoramento da qualidade de agua

Durante o periodo experimental o oxigénio dissolvido variou de 2,9 a 4,6 mg/L;
o pH de 7,4 a 7,8; a condutividade elétrica de 183,4 a 201,8 uS/cm; a aménia total de
28,5 a 71,9 yg/L; a alcalinidade de 187,40 a 197,55 mg/L; a clorofila de 2,34 a 7,67
Mg/L; e a temperatura de 26,5 a 28,3 °C. Estes valores estdo dentro da faixa de
conforto desta espécie (CASTAGNOLLI e CYRINO, 1986) e para piscicultura

(ESTEVES, 1998) (TABELA 2).

Tabela 2. Médias e desvio padrdo das andlises de oxigénio dissolvido, pH, condutividade elétrica,
amonia total, alcalinidade, clorofila e temperatura da agua dos tanques durante o periodo
experimental.

1 dia 30 dias 60 dias 90 dias

Oxigénio dissolvido (mg/L) 4,3+0,29 4,6+1,40 3,310,50 2,940,40

pH 7,78+0,19 7,74+0,31 7,49+0,12 7,4010,12
Condutividade (uS/cm) 201,80+2,64 183,4+2,90 189,50+8,70 189,20+2,10
Amonia (ug/L) 71,89+25,72  53,29+123,12 28,50+1,30 62,49+4,65
Alcalinidade (mg/L) 187,40+4,26 190,38+3,78 197,55+1,20 193,30+1,41

Clorofila (pg/L) 2,3412,29 7,32+1,40 7,6713,47 6,54+0,22
Temperatura (°C) 27,20+0,70 27,10+0,60 27,20+0,40 27,70+0,60

De acordo com EL-SAYED e KAWANNA (2004), as tilapias toleram amplas
variacoes de temperatura, oxigénio dissolvido e pH. Entretanto, a manutencao das
condicbes ambientais dentro da faixa de conforto para esta espécie é de fundamental
importancia para o sucesso da tilapicultura (MUIR et al. 2000).

A diminuicdo da concentragdo do oxigénio dissolvido provavelmente decorre
do aumento do ganho de peso dos animais e consequente aumento da taxa de
respiracao. O aumento da quantidade de clorofila ao longo dos 90 dias também pode

ter influenciado a diminuicdo do oxigénio dissolvido, por que as coletas foram



realizadas pela manha quando a concentracdo de oxigénio dissolvido € menor no

ambiente aquatico por causa da respiragao noturna do fitoplancton.

4.2. Analise da racao
Os resultados da analise da racao dos cinco tratamentos contendo diferentes
niveis de selenometionina (0,25; 0,50; 1,0; 1,5 mg Se/kg de racado) e do grupo

controle (0,0 mg Se/kg de racao) estao expressos na Tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de Se em cada tratamento obtido por espectrofotometria.

Nivel de Se* 0,0 0,25 0,50 1,0 1,50
Quantidade

encontrada*

0,11+0,003**  0,23+0,001**  0,59+0,008** 1,07+0,02** 1,59+0,03**

* Resultados expressos em mg/kg de dieta; ** Média das trés repeticbes de cada dieta
experimental + Desvio Padrao

Os resultados das analises das cinco dietas experimentais condizem com a
quantidade de selenometionina adicionada a dieta experimental. A presenga de Se na
dieta do grupo controle se deve ao fato dos vegetais serem fonte de Se, sendo este

proveniente da matéria-prima vegetal que constituia a dieta.
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4.3. Desempenho produtivo
Para as variaveis de desempenho produtivo analisados néo ocorreu diferenga

significativa para GP, CAA, TCE e EAA (TABELA 04).

Tabela 4. Valores de F, coeficiente de variagcao (CV) do ganho de peso (GP em g); conversao
alimentar aparente (CAA); taxa de crescimento especifico (TCE em %/dia) e
eficiéncia alimentar de tilapias do Nilo suplementadas com selenometionina (mg

Se/kg).
Valores de F GP CAA TCE EA
Niveis de selénio (Se) 0,796 0,714 0,299 0,446
Pr>Fc 0,5461ns 0,5955ns 0,8739ns 0,7739ns
Média Geral 180,231 1,724 1,401 74,50
CV (%) 26,11 33,23 20,89 25,29

Valores médios
Niveis de Se (mg/kg)

0,00 157,99 2,0675 1,2825 85,3350
0,25 197,105 1,5425 1,4600 72,0650
0,50 186,1325 1,5700 1,4250 72,3025
1,00 158,1850 1,8925 1,3600 73,7350
1,50 201,7425 1,5475 1,4775 69,0725

Fc = valor de F calculado; Pr = probabilidade de se obter um valor de F = Fc. ns: n&o significativo.

Esses resultados diferem dos encontrados por HILTON et al. (1980) em truta
arco-iris (Salmo gairdneri); GATLIN e WILSON (1984) em bagre do canal (/ctalurus
punctatus); LIN e SHIAU (2005) em garoupas jovens (Epinephelus malabaricus); e
POSTON e COMBS (1979) em salmao do atlantico (Salmo salar). Porém, no
tratamento 1,5 mg Se/kg de racdo o GP foi maior e a CAA foi menor, o que pode
demonstrar melhora no aproveitamento da dieta. E no grupo controle ocorreu menor
GP e o maior CAA, sugerindo que a auséncia de Se na dieta pode vir a comprometer
o desempenho produtivo em tilapias do Nilo (O. niloticus).

Os valores médios dos niveis intermediarios de suplementagcéao (0,25 e 0,50
mg Se/kg de racado) apresentaram valores muito proximos ao maior nivel de

suplementacgao (1,5 mg Se/kg).
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4.4. Consumo de racao

O CR apresentou diferenga significativa entre os tratamentos e no decorrer dos
90 dias de experimento, sendo maior nos primeiros 30 dias e na ultima avaliagdo (90
dias) e menor aos 60 dias. Esta variavel também diferiu entre os tratamentos, o

aumento no CR foi proporcional ao aumento do nivel de Se na ragao (TABELA 5).

Tabela 5. Valores de F; coeficiente de variagdo (CV); média geral; e médias para tratamento e
periodo obtidos para variavel CR.

Niveis de Se (Se) Periodos (Pr) Se x Pr
Fc 4,26 90,69 3,497
Pr > Fc 0,038* 0,000** 0,004*
CV (%) 8,2
Média Geral (g/peixe) 96,06
Médias:
Niveis de Se (mg/kg) Periodos (dias)
0,0 94,01 30 99,64
0,25 91,25 60 85,85
0,5 94,80 90 102,70
1,0 96,51
1,5 103,74

Fc = valor de F calculado; Pr = probabilidade de se obter um valor de F = Fc. * significativo a 5% de
probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade..

Na segunda avaliagéo (60 dias) o CR pode ter diminuido devido a queda da
concentragao de oxigénio dissolvido da agua dos tanques que ocorreu neste periodo.

Na terceira avaliacado (90 dias) o CR aumentou devido ao aumento no peso
dos animais e conseqlente aumento na necessidade de alimento para garantir o
equilibrio e o aporte necessario de energia e proteina para manutencdo e
crescimento, tendo os organismos se adaptado a menor concentracdo de oxigénio
dissolvido devido a capacidade que esta espécie tem de tolerar amplas variacoes na

concentragao de oxigénio dissolvido (EL-SAYED e KAWANNA, 2004)



4.5. indices Hepatossomatico e Esplenossomatico
O indice hepatossomatico (IHS) nao diferiu entre os tratamentos, porém diferiu
entre os periodos de avaliagdo. O mesmo ocorreu com o indice esplenossomatico

(IES) (TABELA 6).

Tabela 6. Valores de F; coeficiente de variacdo (CV); e médias para tempo resultantes da

analise de variancia das variaveis IHS e IES.

IHS IES
Fc Pr>Fc Fc Pr>Fc
Niveis de Se (Se) 0,89 0,499ns 1,41 0,289ns
Periodos (Pr) 4,517 0,0072** 70,95 0,0000**
Se x Pr 0,73 0,7151ns 1,52 0,1501ns
CV (%) 20,68 30,39
Médias para 1 0,015896 ab 1 0,001074 ¢
tempo (dias) 30 0,018167 a 30 0,002747 a
60 0,015092 b 60 0,002109 b
90 0,01623 ab 90 0,001314 ¢

Fc = valor de F calculado; Pr = probabilidade de se obter um valor de F = Fc. (ns): nao significativo; **
significativo a 1% de probabilidade. Médias nas colunas seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de TUKEY a 5% de probabilidade.

Ap6s 30 dias de experimento o IHS e o IES aumentaram em relacdao a
avaliacdo realizada no primeiro dia de experimento. Este aumento deve ter ocorrido
como resposta ao CR elevado, possibilitando o aumento no metabolismo dos
nutrientes.

Na terceira avaliacao (60 dias) o IHS diminuiu, voltando a igualar-se a primeira
avaliagdo até o final dos 90 dias de experimento. Segundo PYLE et al (2005) peixes
com alta acumulagcdo de Se nos tecidos também tem alto IHS. Portanto, pode-se
inferir esse aumento do IHS logo na segunda avaliagédo (30 dias) tanto ao aumento do
CR e consequente ganho de peso quanto ao acumulo de Se nos tecidos.

O IES foi maior na segunda e terceira avaliagdes, igualando-se a primeira ao
final do experimento, essa diminuicdo pode ser decorrente do ganho de peso nos

tltimos 30 dias de experimentos (90 dias). Este menor valor do IES na primeira
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avaliagdo pode ser decorrente da condicdo de estresse a que os peixes foram
submetidos na transferéncia dos tanques de aclimatagdo para os tanques
experimentais, como conseqléncia do estresse o animal contrai o baco, resultando
em menor IES.

Portanto, esse aumento do peso do figado e baco em relacdo ao peso
corporeo nos primeiros 30 dias de experimento pode ser decorrente do aumento do
metabolismo devido ao aumento do CR, ja a diminuicdo do IHS e IES pode ser
decorrente do aumento do ganho de peso ao longo do experimento, mesmo sem

diferenca significativa.

4.6. Histopatologia do figado

Histologicamente, a tilapia do Nilo (O. niloticus) alimentada com 0,0 mg de
selénio/kg apresentou os hepatocitos organizados em arranjo cordonal (Figura 1A).
Estas células apresentaram nucleos deslocados para a periferia da célula e
citoplasma claro, com a presenga de vacuolos, principalmente, nas células
localizadas mais préximas as veias centrais (FIGURA 1A). Na reacao para a deteccao
de glicogénio estes vacuolos ndo exibiram reacdo (PAS negativo), ou seja, nao
estavam preenchidos por granulos de glicogénio. No interior do sinuséides havia
estase sangliinea. Entre os capilares sinuso6ides havia hepatopancreas.

No tratamento com 0,25 mg Se/kg de ragdo ocorreu desarranjo da organizagao
cordonal dos hepatdcitos (FIGURA 1B) e auséncia de vacuolos, em algumas regides.
Nesse tratamento ndo ocorreu alteragdo no hepatopdncreas. As demais
caracteristicas foram similares ao descrito no tratamento com 0,0 mg/kg.

No tratamento com 0,5 mg Se/kg de ragdo ocorreu desarranjo da organizagao

cordonal em algumas regides, aumento da vacuolizacao nos hepatdcitos e aumento
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da estase (FIGURA 1C). Neste tratamento também nado ocorreu deposicdo de
granulos de glicogénio, fato semelhante aos anteriores. Para o robalo verde (Lepomis
cyanellus) exposto a Se (10 pug Se/L) na agua também ocorreu aumento da
vacuolizagao dos hepatocitos ao redor das veias centrais e aumento do volume dos
vasos (LEMLY, 2002). O aumento da vacuolizacdo pode estar relacionado com o
depdsito ou metabolismo de selénio no figado.

No tratamento com 1,0 e 1,5 mg Se/kg de racdo ocorreu aumento do volume
dos hepatécitos (hipertrofia) (FIGURA 1D) e os ndcleos com diminuicao de tamanho
estavam deslocado para a periferia da célula. No tratamento com 1,5 mg Se/kg de
racao havia focos de necrose nos hepatécitos (FIGURA 1E) e presenga de granulos
de glicogénio (FIGURA 1F) quando comparado aos tratamentos anteriores. Em truta
arco-iris (S. gairdneriy o excesso de glicogénio no figado, afeta a fungcao de
detoxificagdo, diminuindo a taxa de eliminagéo de Se (HILTON e HODSON, 1983). Se
fato semelhante tiver acontecido no figado das tilapias do Nilo (O. niloticus) o
acumulo de glicogénio pode ter prejudicado a eliminacao de Se pelo figado, levando
ao aparecimento de focos de necrose.

Nos estudos realizados por TEH et al. (2004) e por TASHJIAN et al. (2006)
com o aumento do nivel de Se na dieta 0 acumulo de glicogénio no figado diminuia,
ao contrario do que ocorreu no presente estudo, onde o nivel de glicogénio aumentou
na maior concentragao de Se (1,5 mg/kg). Espécies diferentes reagem de diferentes
maneiras no que diz respeito a toxicidade, apresentando niveis de tolerancia,
repostas e adaptagdes que lhe sdo intrinsecas. Além disso, a idade, tamanho e
estado sanitario dos individuos também afetam a toxicidade do componente

empregado (YOUNG, 2000).
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Figura 1. Fotomicrografia do figado de tilapia do Nilo suplementada com Selénio organico.
Em A. Arranjo cordonal dos hepatécitos (trago) e veia central (Ve). 0,0 mg/Kg. H.E. 400x. Em
B. Desarranjo cordonal dos hepatécitos (estrela). 0,25 mg/kg. H.E. 100x. Em C. Estase
(seta), desarranjo cordonal dos hepatécitos (estrela). 0,50 mg/kg. H.E. 400x. Em D. Aumento
do volume dos hepatécitos (V) e veia central (Ve). 1,0 mg/kg. H.E. 400x. Em E. Necrose dos
hepatécitos (N). 1,5 mg/kg. H.E. 400x. Em F. Aumento do glicogénio no interior dos

hepatocitos (G) e ducto coletor biliar (DC). 1,5 mg/kg. P.A.S. 400x.
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Para o esturjao branco (Acipenser transmontanus) com 41,7 mg de Se/kg de
dieta ocorreu aumento do volume celular e surgiram focos de necrose (TASHJIAN et
al. 2006).

As concentracoes de Se utilizadas neste estudo (0,0; 0,25; 0,5; 1,0; e 1,5 mg
de selenometionina/kg de dieta) foram similares as menores concentracdes utilizadas
por TEH et al. (2004) (0,4; 0,7; 1,4; 2,7; 6,6; 12,6; 26,0; e 57,6 mg de
selenometionina/kg de dieta) para jovens de Pogonichthys macrolepidotus sem
nenhum efeito histopatoldgico. Os efeitos surgiram apenas quando a concentracao foi

superior ou igual a 6,6 mg Se/kg de dieta.
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4.7. indice de parasitismo

O resultado da analise estatistica do indice de Parasitismo (IP) ndo apresentou
diferenga significativa entre os diferentes niveis de Se (P>0,005). Porém, ocorreu

diferenca significativa entre os periodos (TABELA 7).

Tabela 7. Valores de F; coeficiente de variagdo (CV); média geral; e médias para niveis de
selénio e tempo resultante da analise de variancia da variavel IP.

Valores de F Niveis de Se (Se) Periodos (Pr) Se x Pr
Fc 0,711 5,67 0,533
Pr>Fc 0,6 ns 0,0021** 0,8826 ns
CV (%) 120
Média Geral 93,74
Médias para:
Niveis de Se: 0,0 mg/kg 115,31 Periodo: 1 dia 24.8Db
0,25 mg/kg 110,88 30 dias 84,4 a
0,50 mg/kg 67,56 60 dias 73,5 a
1,00 mg/kg 68,38 90 dias 192,3 a
1,50 mg/kg 106,56

Fc = valor de F calculado; Pr = probabilidade de se obter um valor de F = Fc. (ns): ndo significativo; **
significativo a 1% de probabilidade. Médias nas colunas seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de TUKEY a 5% de probabilidade.

Nos tratamentos 0,5 e 1,0 mg Se/kg o IP foi menor em relagdo as demais
concentragbes, o IP manteve-se controlado, porém, sem diferenga significativa
(p>0,05) (TABELA 7), o fato da diferenga ndo ter sido significativa provavelmente

decorre do alto coeficiente de variagéo.
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Os niveis de 0,5 e 1,0 mg Se/kg de racdo podem ter favorecido o controle
deste monogenético em tildpias do Nilo (O. niloticus). A concentracdo de oxigénio
dissolvido diminuiu ao longo dos 90 dias de experimento e ocorreu aumento na
concentracao de amodnia na Ultima avaliagdo, diminuindo a qualidade da agua dos
tanques (TABELA 2) e mesmo assim, na Ultima avaliacao (90 dias) o numero de

parasitos destas concentragcdes ndo aumentou como nas demais.

Outros minerais e vitaminas também controlaram o IP em peixes, como a
adicao de 100 e 450 mg de DL-a acetato de tocoferila /kg (BELO et al. 2005), de 12
mg de cromo/kg (FUJIMOTO, 2004) e 200 mg de vitamina C /kg (MARTINS, 1998b)
para pacus (P. mesopotamicus), e adigdo de 500 mg de vitamina C/kg para pintados

(P. coruscans) (FUJIMOTO e CARNEIRO, 2001).

4.8 Analises hematoldgicas

Os valores de F, coeficiente de variacdao, e médias obtidas na andlise de
variancia da contagem de eritrécitos (SVE), hematécrito (HCT), hemoglobina (HGB),
volume corpuscular médio (VCM), porcentagem de hemoglobina (CHCM), de jovens
de tilapias do Nilo (O. niloticus) dos diferentes grupos estao expressos na Tabela 8.

Para SVE nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. O nimero de
células vermelhas no sangue variou ao longo dos 90 dias de experimento, sendo
diferente para cada o nivel de selenometionina, parecendo nao ocorrer correlagao
com a concentragcao do mineral na dieta. O HCT e o VCM também néao apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos, como em trutas arco-iris (S. gairdneri)
suplementadas com Se (HILTON e HODSON, 1983), em pacus (P. mesopotamicus)
suplementados com cromo trivalente (FUJIMOTO, 2004) e vitamina C (MARTINS et

al. 1995).
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Para tilapias do Nilo (O. niloticus) expostas a concentragdes sub-letais de
selenito de sédio ocorreu diminuigéo (p<0,05) do HCT e do VCM conforme o aumento
da concentragdo de Se na agua (GONGCALVES, 2004). Neste estudo o HCT diminuiu
ao longo do tempo (p<0,05), porém entre as diferentes concentracées nao ocorreu
diferenga significativa (p>0,05).

A taxa de HGB nao apresentou diferenca significativa para tratamento ou para
periodo (p>0,05), nao foram verificadas respostas padronizadas ou relacionadas ao
aumento do nivel de selenometionina, 0 mesmo aconteceu para truta arco-iris (S.
gairdineri) (p>0,05) (HILTON e HODSON, 1983). GONGCALVES (2004) observou
diminuicdo na taxa de HGB em tilapias do Nilo (O. niloticus) conforme o aumento da
concentragao de selenito de sédio na agua.

O indice CHCM apresentou diferenga significativa para periodo, aumentando
nos primeiros 30 dias e mantendo-se mais elevado que na avaliagao basal até o final
dos 90 dias de experimento, este aumento esta relacionado ao aumento da taxa de
HGB e a diminuicdo do HCT (p<0,05). Num estudo realizado por LEMLY (2002)
houve diminuicdo do CHCM conforme o aumento da concentragdo de Se no
organismo do robalo verde (L. cyanellus) diferentemente do encontrado no presente

trabalho.
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Tabela 8. Valores de F; coeficiente de variagcdo (CV); e médias obtidas na andlise da contage
dos eritrécitos (SVE); hematécrito (HCT); taxa de hemoglobina (HGB); volume
corpuscular médio (VCM); porcentagem de hemoglobina dentro do total de hematécrito
(CHCM) do experimento com suplementacdo da dieta de tilapias do Nilo com
selenometionina.

Estatistica Variaveis
Valores de F 13X‘E13 HgT ﬂﬁf VﬁM C;’g_M
Niveis de Se (Se) 0,960ns 0,891ns 0,462ns 0,660ns 0,925ns
Periodo (Pe) 0,014 0,000** 0,540ns 0,000** 0,000**
Se x Pe 0,055ns 0,461ns 0,684ns 0,741ns 0,311ns
CV (%) 10,02 20,3 9,12 13,24 16,61

Médias Se: 0,0mg/kg 2,4854 45,2750 13,0416 183,275 30,2160
0,25 mg/kg 2,5128 43,9155 13,0083 176,472 30,2661

0,50 mg/kg 2,5126 43,9156 12,8343 176,503 30,6978

1,0 mg/kg 2,5535 44,6041 13,6041 178,110 31,8539

1,5 mg/kg 2,5190 46,7541 13,2417 187,002 30,9911
Médias Pe: 1 dia 2,3890 b 54,001 a 12,7483 229,353 a 24,4233 ¢
30dias 25427 ab 37,141 b 13,2000 146,663 d 36,7478 a
60 dias 24779 ab 40,852 b 13,1525 165,160 ¢ 33,4536 a
90 dias 2,6571a 47,575 ab 13,4833  179,913b 29,1554 b

*significativa a 5% de probabilidade; ** significativa a 1% de probabilidade.
Médias nas colunas seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de TUKEY a 5% de
probabilidade.



5. Conclusao

Deste estudo com tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) suplementadas com
diferentes niveis de selénio orgénico (selenometionina) podemos concluir que:

Nao ocorreu diferenga significativa quanto ao desempenho produtivo, porém
na maior concentracao (1,5 mg de Se/kg) a selenometionina aparentou aumentar o
GP e diminuir a CAA nesta espécie;

Histologicamente, o figado apresenta focos de necrose no nivel de 1,5 mg de
Se/kg, com consequliente prejuizo das fungdes hepaticas. A inclusdo de 0,25 e 0,50
mg de Se/kg n&o provocou altera¢des significativas no estrutura morfo-funcional do
figado

Nao ocorreu diferenca significativa na observagédo dos resultados do indice de
parasitismo em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), porém nas concentragdes de
0,50 e 1,0 mg Se/kg de ragdo, os valores permanecem mais baixo no final dos 90
dias de experimento quando comparado a 0,0; 0,25; e 1,5 mg Se/kg de racéo.

A andlise das variaveis hematolégicas de jovens de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentadas com alimentacao suplementada com diferentes
niveis de selenometionina apresenta oscilacbes nos resultados, nao se verificando
respostas padronizadas conforme o aumento da suplementagao da dieta.

Com base nestes resultados, o melhor nivel de suplementacdo da dieta de
tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) com selenometionina esta entre 0,25 e 0,50

mg/kg de dieta.
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