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Resumo

Objetivou-se com este estudo determinar o efeito de gengibre como um aditivo fitogénico
em dietas para tilapia-do-nilo Oreochornis niloticus 440 juvenis de tilapia foram alocados
em um delineamento inteiramente aleatorizado em 20 tanques com volume de 350 L, em
cinco tratamentos com quatro repeti¢des cada. Os tratamentos experimentais consistiram
na inclusdo de gengibre em po6 nas concentragdes de 5, 10, 15 ¢ 20 g Kg'! e uma dieta
controle, isenta do aditivo. Apds o periodo experimental de 60 dias foram coletadas
amostras de sangue, 16 animais por tratamento, para as andlises hematologicas. Nas
variaveis hematdcrito, bago e leucocitos aplicouu-se teste de Kruskal Wallis. Ja as
variaveis eritrocito, neutrofilos, mondcito, linfocitos e figado foi aplicado analise de
variancia paramétrica. Avaliou-se a relacdo entre a variavel peso do figado e nlimero de
leucocitos totais por meio de nucleo estimador de Nadaraya- Watson utilizando o
parametro de suavizagdo conforme metodologia de Fan e Gijbels. A suplementacio de
dietas de tilapia com gengibre influéncia nas varidveis hematoldgicas estudadas, assim
como no peso do figado. Essa suplementacdo ndo acarreta diferenca entre o peso do bago.

O gengibre influenciou a relagdo entre peso do figado e leucdcitos totais.

Palavras- Chave: Zingiber officinale. Hematologia. ANOVA. Kruskal-Wallis. Ntcleo
estimador. Método de Nadaraya- Watson.
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Abstract

The objective of this study was to determine the effect of ginger as a phytogenic additive
in diets for juvenile tilapia Oreochornis niloticus440 tilapia were allocated in a completely
randomized design in 20 tanks with volume of 350 L in five treatments with four
replicates each. Experimental treatments consisted of the inclusion of powdered ginger at
concentrations of 5, 10, 15 and 20 g Kg-1 and a control diet free of the additive. After the
60-day experimental period, blood samples were collected, 16 animals per treatment, for
hematological analysis. In the variables hematocrit, spleen and leukocytes, the Kruskal
Wallis test was applied. The variables erythrocyte, neutrophils, monocytes, lymphocytes
and liver were applied parametric analysis of variance. The relationship between liver
weight and total leukocyte number was evaluated using the Nadaraya-Watson estimator
core using the smoothing parameter according to Fan and Gijbels methodology. The
supplementation of tilapia diets with ginger influenced the hematological variables
studied, as well as the liver weight. This supplementation does not imply a difference
between the weight of the spleen. Ginger influenced the relationship between liver weight

and total leukocytes.

Keywords: Zingiber officinale. Hematology. ANOVA. Kruskal-Wallis. Kernel. Method
Nadaraya- Watson.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura consiste no cultivo para fins comerciais de organismos aquaticos, o
que inclui peixe, camardo, moluscos dentre outras espécies. Essa pratica no Brasil ¢
bastante rentavel, entretanto a producdao nacional estd aquém do seu potencial,
contribuindo com apenas 1,1% na producdo total mundial de pescados o que equivale a
611.343 toneladas (FAO, 2014).

Desde o século passado, aditivos alimentares sdo empregados na produgdo
aquicola a fim de melhorar a produtividade do sistema de cultivo. Definem-se entdo como
aditivos quaisquer substancias que cause efeito benéfico ao hospedeiro.

Dentre os compostos mais utilizados até metade da década passada destacam-se
os antibidticos, entretanto a utilizagdo demasiada de tais aditivos acaba gerando risco a
saude do animal e do consumidor, além de causar danos ambientais, sendo que desde
2006 ¢ proibida a utilizagdo de antibidticos na producao animal como promotor de
crescimento (ROMERO, 2012).

Em decorréncia dessa proibi¢do, foram intensificados os estudos com aditivos
funcionais, ambientalmente corretos, que ndo deixem residuos ou causem prejuizos a
satde humana e dos peixes, além de atuar como imunoestimulante, mitigando o efeito do
estresse e tornando os animais mais resistentes a doencas (LIMA et al., 2015). Dentre
estes aditivos inclui-se o gengibre Zingiber officinale, uma planta herbacea que apresenta
rizomas, caules subterraneos, ricos em compostos fenolicos, os quais conferem a este
aditivo inumeras func¢des, como na melhoria do sistema imune do animal (SINGH et al.,
2008) influenciando positivamente nos elementos constituintes do sangue.

Um dos principais objetivos de estudos hematologicos na producdo animal ¢
avaliar a influéncia de determinado agente (tratamento) nas varidveis sanguineas. Um
ponto negativo quanto a essa andlise ¢ o fato da grande variabilidade da resposta devido
a caracteristicas de cada organismo, ocasionando dados heterocedésticos. Em um niimero
grande de estudos, aplica-se analise estatistica paramétrica, o teste estatistico F de Fisher
da analise de variancia (ANOVA), para assim determinar se as variagdes das diferencas
entre as médias dos grupos experimentais sdo maiores do que as dos erros aleatorios,
definindo se existe a0 menos um grupo experimental com médias diferente dos demais.
Entretanto, para a realizacao desta analise, os residuos devem seguir alguns pressupostos

como distribui¢ao normal e variancia constante. Quando estes pressupostos sao violados,
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a realizagdo de testes paramétricos se torna inviavel e quando utilizado pode gerar
respostas erroneas.

Uma possibilidade ¢ a utilizacdo de testes estatisticos ndo paramétricos, onde nao
¢ necessario que as variaveis tenham distribuicao normal. Dentre os testes mais utilizados
para comparacao de um resultado de uma varidvel medida em grupos (tratamentos)
independentes, destaca-se o de Kruskal - Wallis, considerado um analogo ao teste F da
ANOVA paramétrica.

Em determinadas ocasides, a relagdo entre uma variavel resposta e uma variavel
explicativa ¢ plausivel de mais estudos estatisticos, devido a grande relacao entre elas.
Para essa opcao existe a analise de regressao que consiste em estudar a relacdo entre uma
ou mais varidveis resposta com uma ou mais variaveis preditoras, por meio do uso de
fungdes matematicas. Tais fungdes permitem estimar o valor médio da varidvel resposta
em fungdo das varidveis explicativas, porém, por ser uma analise paramétrica, a utilizagao
de regressao deve seguir alguns pressupostos e caso ocorra violagao desses, a mesma nao
pode ser empregada, salvo excegoes.

Como alternativa, a utilizagdo da metodologia de Nucleo Estimador para estimar
a funcdo de regressdo se torna uma possibilidade, pois para a sua aplicacdo ndo ¢
necessario a suposi¢do do conhecimento da distribui¢cdo da probabilidade da variavel
resposta, nem a normalidade dos erros, podendo também ser usada para estimar curvas
de formatos distintos. Um ponto crucial quanto a aplicabilidade da regressdo- ndo
paramétrica ¢ a escolha do pardmetro de suavizagdo (/), por meio dele controla-se a
suavidade da curva estimada (WATSON, 1964).

Existem distintos métodos ndo paramétricos para estimar uma fun¢ao de regressao
e neste trabalho utilizaremos o nucleo estimador, e em particular o estimador de
Nadaraya- Watson.

Objetiva-se com este estudo verificar a influéncia da utilizagdo do gengibre como
aditivo na alimentacdo de tilapia-do-nilo nas variaveis hematologicas e nos tecidos
hematopoiéticos, além de estudar a relag@o entre o peso do figado e a variavel leucdcitos

totais por meio de regressdo nao paramétrica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tiléapia- do- nilo Oreochromis niloticus

A tilédpia-do-nilo € uma espécie pertencente a familia dos ciclideos endémica da
Africa e do Oriente Médio e atualmente esté inserida no grupo dos peixes mais produzidos
no mundo (FAO, 2014).

A grande produtividade dessa espécie em todo o mundo estd associada a
caracteristicas inerentes da espécie, como rapido crescimento, tolerancia a alteracdes
ambientais, como temperatura, concentracao de oxigénio e amonia, resisténcia a estresse
e doengas, facilidade da reprodugdo em cativeiro e habito alimentar onivoro, aceitando
uma gama de ingredientes e elevada porcentagem de inclusdo de proteina vegetal nas

racoes.

2.2 Gengibre

O gengibre Zingiber officinale ¢ uma planta herbacea que apresenta rizomas ricos
em compostos fenodlicos, dentre eles gingerois e shagoais que atuam como antioxidante
(SINGH et al., 2008), antimicrobiano (Andrade et al., 2012), antocolesterolémico, além
de auxiliar na reducao de triglicerideos sanguineos (IWASHITA et al., 2001).

O efeito promotor de crescimento do gengibre foi observado por Arulvasu et al.
(2013) ao suplementarem dietas de carpa Catla catla com 100, 500 e 1000 mg Kg™,
obtendo melhor desempenho com o maior nivel de inclusdo do aditivo. Talpur et al.
(2013) observaram maior ganho de peixe para juvenis de Lates calcarifer alimentados
com dietas contando 10 g Kg'! de gengibre quando comparados aos tratamentos sem a
inclusdo do aditivo.

O gengibre contém cerca de 1,0 a 3,0% de 6leo essencial, sendo o maior
constituinte o gingerol apresentando diferentes cadeias (n-6 a n-8) (ZICK et al., 2008),
sendo estes compostos os responsaveis pelas agdes anti-inflamatéria (GRZANNA et al.,
2005), hiperglicémica, hipocolesterolémica (SINGH et al., 2009) e imunoestimulantes

(NYA e AUSTIN, 2009).
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2.3 Hematologia de peixes

O estudo dos pardmetros sanguineos de peixes permite o conhecimento de
mecanismos distintos a fim de compreender o funcionamento do sistema imunolégico,
permitindo avaliar as condicdes fisioldgicas e patologicas dos animais (TAVARES-
DIAS e MORAES, 2004).

O sangue dos peixes, assim como o dos humanos, ¢ constituido por trés tipos de
células, os globulos vermelhos, também denominados eritrocitos ou hemacias, os
globulos brancos ou leucocitos e os trombocitos ou plaquetas. Cada grupo apresenta uma
fungdo distinta, onde os eritrocitos sao responsaveis pelo transporte de oxigénio aos
tecidos. Esta célula € a que confere ao sangue a cor vermelha, devido ao fato de possuir
na sua composic¢ao o mineral ferro. Os leucocitos fazem parte de um grupo de células que
tém como func¢do proteger o organismo, fazendo parte assim do sistema imunitario.
Dentre as células que compdem os leucdcitos estao os linfocitos, neutréfilos, monocitos,

eosinofilos e basofilos (TAVARES- DIAS e MORAES, 2004).

2.4 Estatistica experimental

A estatistica ¢ uma ciéncia matemadtica que objetiva obter conclusdes a respeito
de uma ou mais variaveis. Na experimentagdo agricola, esta ciéncia teve inicio na década
de 20, como um trabalho de Sir Ronald A. Fisher na estacdo experimental agricola de
Rothmsted, na Inglaterra (MONTGOMERY, 1991).

Atualmente a experimentagdo estd difundida em todo o mundo, permitindo
realizar experimentos, pesquisas planejadas com o intuito de validar ou ndo uma hipdtese,

ou coletar dados, obtendo assim conclusdes validas sobre uma populacao.

2.5 Metodologia estatistica
2.5.1 Anélise de variancia

A andlise de variancia paramétrica (ANOVA) ¢ um método estatistico de
comparag¢des multiplas de dados que consiste na decomposi¢cdo da variagdo total de uma
varidvel resposta em partes, de acordo com as fontes de variagdo presentes nos dados,
podendo ser resultante da ac¢do dos tratamentos experimentais ou devido a causas
desconhecidas. Para a validagao deste método € necessario verificar os pressupostos de
que os residuos do modelo seguem uma distribuicao normal, as variancias dos grupos sao
homogéneas, além da independéncia dos residuos entre os grupos (JOHNSON e

BHATTACHARYYA, 2006).
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Para esta analise o modelo estatistico ¢ definido por:

sendo:
Y;j a varidvel aleatoria medida na j-€sima observagdo do tratamento;
u € parametro comum a todos os tratamentos;

T; € o efeito associado ao i-€simo tratamento;

&;j € o erro aleatorio relacionado a j-ésima observagdo do i-€simo tratamento.

* 1 e g;sdo variaveis aleatorias independentes

Nesta inferéncia, tem-se como hipotese nula (Ho) que as médias dos tratamentos

sdo iguais e como hipotese alternativa (Hi), que existe ao menos uma diferenca entre as

médias. Tal andlise ¢ realizada por meio do método de andlise de varidncia e a

decomposi¢do das somas dos quadrados em efeito dos tratamentos e efeitos aleatdrios

(residuos) (Tabela 1). Quando o quociente entre a soma dos quadrados dos tratamentos e

dos erros for grande, ha maior indicagdo de que a hipotese nula pode ndo ser verdadeira.

Vale ressaltar que este quociente segue uma distribui¢ao Fo, com a-1 e a(n-1) graus de

liberdade (JOHNSON e BHATTACHARYYA, 2006; MONTGOMERY e RUNGER,

2010).

Tabela 1: Andlise de variancia para um experimento de fator inico

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrados Fo
liberdade quadrados médios
Tratamentos a-1 SQurar QMyu QMoi/ QMerro
Erro a(n-1) SQerro QMero
Total an-1 SQrotat
onde:

i=1j=1
a 2 2
yi. ye..
SQtrat = ) ———
Qtra " N
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SQerro = SQtotal — SQtrat

2
a 1& _ yZ
=
QMtrat = n_ 1 N
OMerro = SQerro
a(n—-1)
_ QMtrat

F, ~F(a—1),a(n—-1)

B QMerro

A hipdtese nula ¢ rejeitada para valores de F maiores ou iguais ao valor critico

Fa—1 n-a « sendo a o nivel de significancia do teste (0<a<l).

O teste formulado é:
HO: Tl == TZ ...Ta
H;: 14,7, ...T, nd0 sdo todos iguais

2.5.2 Teste de Kruskal- Wallis
O teste de Kruskal- Wallis (KRUSKAL ¢ WALLIS, 1952), também conhecido

como analise de variancia de uma classificacdo por postos, € um teste ndo-paramétrico
utilizado quando as suposi¢des para o uso da ANOVA paramétrica sdo violadas.
Seja Y;;(i =1,..a;j =1,..n;), um conjunto de varidveis e F;(y) a

distribuigdo continua de Y;;. O modelo considerado neste caso ¢€:

onde:
p € a média geral
;s sdo os efeitos dos tratamentos: )i 1;T;

&;; sdo considerados independentes e identicamente distribuidos

O teste formulado é:
HO: Tl = TZ ...Ta
H;: 14,7, ...T, nd0 sdo todos iguais

Suponhamos que n; elementos sejam submetidos respectivamente ao tratamento

i=1,2 ..., n; e seja Y a resposta do j-esimo elemento no grupo i para i=/1,...,a e j=1,...,n;.

16



Define R;; o posto da observacdo de Y;;na amostra ordenada pelos N=n;+n>+... N, fatores
observados e seja R; a média dos postos no tratamento i.

A estatistica do teste ¢ dada por (1) no caso em que ha empate entre os postos de
observacao:

N + 1)2 D

_N(N+1),1”i LT
i=

onde:
a € o nimero de tratamentos;
n; € o numero de elementos na amostra i;

N=) n; é o nimero de elementos entre as amostras combinadas;

R; ¢ o posto médio no tratamento 7, na ordenacdo conjunta das observagdes amostrais de

todos os tratamentos.

E possivel mostrar que a estatistica descrita em (1) ¢ igual a (2) em casos onde

ndo ha empate entre os postos de observagao:

12 ~OR?

* sob a hipotese nula a estatistica H tem uma distribuicao qui-quadrado (assintéticamente)

com a-/ graus de liberdade.

A comparagdo ¢ obtida por meio de tabelas especificas quando o tamanho
amostral e o nimero de grupos sdo pequenos (LEHMANN, 1998). Para tamanhos
amostrais maiores a distribuigdo de H aproxima-se da distribui¢io qui-quadrado (y%), a-1
graus de liberdade. A hipdtese nula ¢é rejeitada para valores de H maiores que o valor
critico H¢, o, sendo a o nivel de significancia estatistico para o teste, indicando que ha

alguma diferenca entre as mediana dos tratamentos.
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2.5.3 Regressao nao paramétrica

A utilizagdo de estimadores ndo paramétricos de regressdo tem como objetivo
investigar a relagcdo entre uma variavel resposta € uma ou mais varidveis explicativas.
Este método ¢ uma alternativa para estimar a fungao de regressao quando a estimagao por
métodos paramétricos ndo pode ser realizada em fun¢do da nao adequagdo a algumas
suposi¢des do modelo matematico como homogeneidade dos residuos, distribuicao
normal dos erros ou independéncia dos residuos. Vale ressaltar que, ao contrario da
regressao paramétrica, ao utilizar regressao nao paramétrica, permite-se estimar curvas
sem forma especifica, sendo este também uma das vantagens do método, além do fato de

poder ser empregado em populagdes com distintas distribuigdes.

2.5.3.1 Modelo estatistico

Dado uma amostra aleatoria de tamanho n das variaveis x e y, sendo essas medidas
nos mesmos elementos amostrais, ou seja (x7,y1), (x2, y2)...(X», yu) 0 objetivo da regressao
¢ estimar uma fungdo que relacione a variavel resposta Y e uma varidvel explicativa X,
utilizando a equacao:

y=m(x)+ €
sendo: E(g[X) =0 e Var (Y|X) = 6*(X), E[ . ] o operador esperan¢a matematica.

2.5.3.2 Esperan¢a matemadtica continua
Seja X uma varidvel aleatéria com fungdo de distribuicdo acumulada Fy. A

esperanca de X, denotada por E(X), ¢ definida como:

[ee]

E(X) =f xdF,(x)

—00

Caso X seja uma variavel aleatoria discreta, assumindo os valores {xi, X2, X3...} €

com fun¢do de probabilidade p(x;)= P(X= x;), tem-se,

QO = ) xip(x)

i=1
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2.5.3.3 Distribui¢do condicional

Seja (X,Y) um vetor aleatorio sendo X e Y varidveis discretas, com distribui¢cdo

conjunta p(x.y). A distribuicdo condicional de X dado Y=y ¢ definida como:

Pr(X =X Y = yj)
PF(X = xl-)

Pr(Y = yj|X = xi) =

2.5.3.4 Esperanga condicional

Para cada distribui¢do condicional, pode-se calcular a esperanga condicional:

k
E(VIX =x) = )y, Pr(Y = 31X = x)
j=i

Analogamente ao caso discreto, define-se no caso continuo a esperanga como:
E(YIX = x)) = f Y )dy

_ [, fe)
£ ()

Se substituirmos f(x,y) € f(x) pelos seus correspondentes niicleo estimador, chega-

dy

se o estimador de Nadaraya- Watson.

2.5.3.5 Estimador de Nadaraya- Watson

O estimador de Nadaraya- Watson foi definido, em trabalhos independentes, por
Nadaraya (1964) e Watson (1964) e corresponde a aproximar localmente m(x) por uma
constante o ponderando usando os valore de y.

O estimador de Nadaraya- Watson, avaliado no ponto x ¢ definido por:

X — X
i=1 Kx (h—xl) Vi

X — X
ke ()

M(x) =

Ver Wand ¢ Jones (1995).

onde: K, a funcao nucleo

hx parametro de suavizagao
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Neste trabalho usaremos a fun¢@o ntcleo normal padrdo, dada por:

K :_1 272
(2) Tint

Este nucleo estimador segue as condi¢des (WASSERMAN, 2006):

fK(x)dx =1
fo(x)dx =0

oz = szK(x)dx =1

2.5.3.6 Parametro de suavizagao

A escolha do pardmetro de suavizacdo (4), também chamado de janela,
influenciard na suavidade da curva da regressdo, sendo um ponto critico para uma boa
estimativa, pois valores inadequados podem resultar em uma relacao funcional imprecisa,
e com valores muito pequenos, admite-se demasiado ruido amostral. J4, se este valor for
muito grande, omite-se as caracteristicas da curva. De um modo geral, a escolha da janela
Otima consiste em minimizar o erro de predigao.

Existem varios métodos para estimar o valor de 4, dentre eles o proposto por Fan
e Gijbels (1995), que consiste em selecionar a janela em dois estdgios. No primeiro
estima-se uma janela piloto e no segundo estima-se a janela mais refinada, método o qual

foi empregado neste trabalho.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Aquacultura da Universidade
Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil no periodo de seis de Junho de 2014 a seis
de Agosto de 2014. Mil juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem tailandesa com peso médio
de 2g foram distribuidos em 20 tanques com volume de 350L em um sistema de
recirculacao, com temperatura controlada (29° C) e aeragdo constante por um periodo de
20 dias, onde foram alimentadas, com ragao comercial, cinco vezes ao dia (8:00; 10:00;
12:00; 14:00 e 16:00) até a saciedade aparente, correspondendo ao periodo de adaptagao.

Posteriormente a este periodo, foram escolhidos e alocados em um delineamento
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aleatorizado 440 juvenis de tilapia-do-nilo com peso médio inicial de 8,46g + 0,30 em 20
tanques (350 L), com densidade de 22 peixes por tanque, em cinco grupos experimentais
e quatro repeticdes cada. Os tanques eram abastecidos com fluxo continuo de dgua em
um sistema de circulagdo fechada de agua, com filtragem bioldgica, sistema de
aquecimento e aeragao constante individual através de soprador.

Os tanques eram sifonados duas vezes ao dia, apds a primeira ¢ a ultima
alimentagdo para retirada de fezes. Semanalmente verificou-se as variaveis fisicas e
quimicas da 4gua como temperatura, O2D, O2 % e pH ficando em 28,5 °C; 6,28 mg L,
80,75% e 7,15, respectivamente.

Para a confec¢do das dietas experimentais, formulou-se uma dieta basal (Tabela
2) conforme as necessidades nutricionais de tilapia-do-nilo com auxilio do programa
computacional SUPER CRAC®, sendo o grupo controle. Para os demais tratamentos,
utilizou-se a formula da dieta basal acrescida dos diferentes niveis de gengibre em po, 5;
10; 15 € 20 g Kg'!, conforme cada tratamento.

Cada dieta experimental foi composta por ingredientes onde a soma da quantidade
em gramas de cada ingrediente corresponde a 1 kg de rag¢do, sendo assim ¢ possivel
observar que ha diferencas entre as férmulas devido a inclusdo do gengibre, entretanto
1sso ndo implica em alteracdes nas variaveis estudadas, pois as diferencgas, em gramas,
dos valores sdo minimas, ndo alterando a composi¢dao da ragdo, como demostrado na

Tabela 2.
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Tabela 2. Composicio (g Kg') das dietas experimentais

Dietas experimentais

Ingredientes Controle 5 10 15 20
Farelo de soja 45% 396,98 394,98 392,98 390,98 388,98
Farinha de peixe 55% 235,0 233,0 232,0 231,0 230,0
Quirera de arroz 180,0 179,0 177,0 175,0 1730
Farelo de trigo 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Fuba de milho 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Fosfato bicalcio 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
DL metionina 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Compl. min e vit' 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Sal comum 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
BHTZ 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Oxido de cromo 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Gengibre em po 0 50 10,0 15,0 20,0

Valores analisada (*g Kg™)
Matéria seca 905,5 913,1 913,7 910,7 912,6
Proteina bruta 333,4 329,2 321,3 333,3 326,0
Extrato Etéreo 65,7 65,7 65,7 65,7 65,7

1 Complexo mineral e vitaminico: Composi¢io/Kg: Mg — 2.600 mg; Zn — 14.000 mg; Fe — 10.000 mg;
Cu - 1.400 mg; Co — 20 mg; I — 60 mg; Se — 60 mg; Vit. A — 1.000.000 UI; Vit. D3 —400.00 UI; Vit. E —
10.000 mg; Vit. K3 — 500 mg; Vit. Bl — 2,500 mg; Vit. B2 — 2.500 mg; Vit. B6 — 2.500 mg; Vit. B12 —
3.000 meg; Vit. C —35.000 mg; Ac. Félico — 500 mg; Ac. Pantoténico — 5.000 mg; Niacina — 10.000 mg;
Biotina — 80.000 mcg; Colina — 200.000 mg; Metionina — 130 g; Inositol — 5.000 mg; Etoxiquin — 15.000
mg. 2 Butilhidroxitolueno. 3Energia digestivel. * Quantidade em gramas do nutriente por kg de ragdo

Durante todo o periodo experimental, os peixes foram alimentados trés vezes ao
dia (8:00; 12:00 e 16:00) até a saciedade aparente e ao final dos 60 dias, os juvenis foram
submetidos a jejum de 8 horas e de cada unidade experimental (tanques de 350 L) retirou-
se aleatoriamente quatro peixes, perfazendo 16 peixes por tratamento, para coleta de 1
mL de sangue via puncdo cardiaca em seringas de 2mL contendo 0,1 mL de
anticoagulante EDTA (4cido etilenodiaminotetracético sal dipotassico a 10%). Logo ap6s
a coleta, o material foi homogeneizado, posteriormente identificado e processado.

Determinou-se o hematdcrito pelo método de microhematdcrito, onde 2/3 do
microcapilar foi preenchido com amostras sanguineas e centrifugados a rotagcao de 10.000

rpm por cinco minutos e posterior leitura dos capilares. Realizou-se contagem total de
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leucocitos e eritrocitos, com auxilio da camara de Neubauer, utilizando-se solugao de azul
de toluidina a 0,01% (diluido em solucdo de cloreto de so6dio). A contagem diferencial
dos leucocitos foi realizada por meio de esfregagdes sanguineos corados pelo método
Panotico rapido (Laborclin) e contados 200 leucocitos em cada esfregaco.

Com os dados verificou-se a normalidade dos residuos por meio do teste
estatistico Anderson-Darling e a homocedasticidade pelo teste Levene. Para as varidveis
que os residuos nao ajustaram distribui¢ao normal (hematocrito e baco) aplicou-se o teste
de Kruskal- Wallis. Paras as demais variaveis, aplicou-se analise de variancia paramétrica
(ANOVA). Para avaliar a relagdo entre a variavel peso do figado e nimero de leucdcitos
totais foi empregada a analise de regressao nao paramétrica por meio do nucleo estimador
de Nadaraya — Watson e o parametro de suavizacdo escolhido conforme metodologia
descrita por Fan e Gijbels (1995). As andlises descritas foram empregadas utilizando os

pactos MINITAB e R.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram calculadas as estatisticas descritivas de cada variavel com valores de
média, desvio padrdo, mediana, assimetria e curtose descritos na Tabela 3.

De modo geral, todas as variaveis estudadas obtiveram elevados valores de
coeficiente de varia¢do. Tal fenomeno ¢ aceitdvel em estudos hematologicos em fungao

das diferencas intrinsecas de cada individuo.
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Tabela 3. Estatistica descritiva das variaveis estudadas

Variaveis Trat.* Média DP* Mediana Assimetria Curtose
0 25,375 3,44 25,5 -0,06 -1,18
5 32,93 6,86 34 1 2,49
Hematocrito 10 30,54 3,82 30 0,75 0,73
15 24,49 10,77 30 -1,04 -0,81
20 28,36 9,14 30 -0,64 -0,18
0 26367 3413 26500 0,05 -1,17
5 33250 3207 34250 -0,78 -0,43
Leucocitos 10 29500 7363 32250 -0,9 -0,31
15 19942 3250 21500 -1,2 0,33
20 24250 6534 23750 -0,02 -0,84
0 80893 9790 81500 -0,71 -0,1
5 102967 14935 107000 -0,34 -1,2
Eritrocitos 10 101600 10317 103500 -0,7 -0,34
15 99938 9322 97500 1,35 2,63
20 108071 14964 103750 0,61 -0,2
0 1,74 0,72 1,17 -0,01 -0,81
5 2,31 0,641 1,835 0,6 0,32
Figado 10 1,88 0,642 1,405 0,49 -0,48
15 1,89 0,554 1,56 0,27 0,35
20 1,66 0,538 1,2 0,14 -0,6
0 0,198 0,0676 0,19 0,75 0,04
5 0,19 0,1138 0,15 1,78 423
Baco 10 1,164 0,063 0,15 0,37 -1,03
15 0,167 0,0887 0,165 0,97 0,59
20 0,181  0,0656 0,18 0,5 -0,28
0 1326 424 1458 -1,16 1,68
5 3767 1182 4030 -0,07 -0,55
Neutrofilos 10 3444 1148 3713 -0,97 0,48
15 2556 1515 2095 1,37 1,28
20 3113 1465 2800 0,33 -0,94
0 17946 5261 19356 -2,39 6,96
5 20874 2530 206664 -0,45 1,01
Linfocitos 10 19370 5558 21440 -0,6 -0,48
15 13452 2181 14117 -0,88 0,78
20 15123 3186 14765 0,01 -1,35
0 2258 832 2230 0,24 -0,06
5 2970 1282 2909 0,71 0,29
Monocitos 10 2936 1042 2660 1,44 2,64
15 1279 839 1127 0,82 0,38
20 1890 805 1962 0,15 -0,97

*Trat= Tratamentos experimentais, DP=Desvio padrao

A Tabela 4 apresenta os resultados dos correspondentes testes de Anderson-
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Darling. Assumindo a <0,05 pode-se observar que as variaveis hematocrito e bago nao
seguem uma distribui¢cdo normal, pois em ao menos um tratamento € possivel observar

p-valor menor que 0,05.

Tabela 4. P valores do teste de normalidade Anderson- Darling para
os residuos das variaveis estudadas conforme os niveis de inclusdo

de gengibre

Tratamentos experimentais (g Kg™!)
Varidveis 0 5 10 15 20
Hematocrito 0,951 <0,00 0,654 0479 0,667

Leucocito total 0,797 0,292 0,012 0,903 0,859
Eritrocito total 0,068 0486 0497 0,352 0,195

Figado 0,909 0,588 0,854 0,767 0,707
Bago 0,192 <0,00 0,018 0,114 0,254
Neutrofilos 0,119 0,804 0,085 0,278 0,980
Linfocitos 0,021 0,431 0,118 0,246 0,765
Monocitos 0,803 0,586 0,108 0,184 0,673

*Os residuos foram gerados por através do modelo:
Y =PBo+piXi + ¢
Onde: £;~"“4N (0, 0?)

O erro ¢; ¢ estimado pelo residuo e;

)

e, =Y, —Y

~.

Foi verificado pelo teste de Levene a homocedasticidade das variancias (Tabela
5), sendo possivel afirmar que as varidveis hematocrito, leucocitos totais, neutrofilos e

linfocitos ndo apresentam varidncia homogénea a um nivel de significincia de 0,05.

Tabela 5. P valores do teste de igualdade de variancia Levene para os residuos
estudados

Hem. Leuc. Erit. Figado Baco Neut. Linf. Mon.
Teste de Levene 0,073 0,020 0,144 0,695 0,648 0,054 0,105 0,410

Hem: Hematocrito (%); Leuc: Leucdcitos, Erit: Eritrocitos (10° uL™"); Neut: Neutréfilos; Linf:
Linfocitos; Mon: Mondcitos (g dL™)

Em funcao dos resultados verificados nas Tabelas 4 e 5, empregou-se a analise de
varidncia paramétrica (ANOVA) para as varidveis eritrocitos, figado, mondcitos e
neutrofilos. J4 para as varidveis leucocitos totais, hematdcerito e bago foi adotado anélise

de variancia ndo paramétrica, o teste de Kruskal Wallis, entretanto vale ressaltar que a
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variavel leucocitos totais ¢ heterocedasticas, violando um pressuposto da analise.
Nas tabelas 6 e 7, pode-se observar que a suplementacgdo das dietas de tildpia-do-

nilo com gengibre alterou significativamente as varidveis hematoldgicas.

Tabela 6. Comparagdao nao paramétrica (Kruskal- Wallis, a= 0,05), composta pela mediana e
distancia interquartil, entre as varidveis hematologicos e baco de juvenis de tildpia- do-nilo

alimentadas com dietas contendo niveis de gengibre

Tratamentos experimentais (g Kg™')

Variaveis 0 5 10 15 20 p- valor
Hem 25,5 (6,0) 34 (10,0) 30,0 (5,0) 30,0 (23,0) 30,5 (13,0) 0,007
Leuc 26500 (6000) 34250 (5500) 32250 (11000) 21500 (4500) 23750 (10063) 0,000
Bago 0,19 (0,097) 0,15 (0,13) 0,15 (0,12) 0,16 (0,1) 0,18 (0,09) 0,574

Hem: Hematocrito (%); Leuc: Leucocitos totais (10° uL!)

Conforme a Tabela 6, ao assumir o nivel de significancia a =0,01, rejeita-se a
hipotese nula pelo teste de Kruskal-Wallis, indicando que ha alguma diferenca entre as
medianas dos tratamentos para as variaveis hematocrito, leucocitos totais, neutrofilos e
linfocitos. Entretanto, esta diferenga nao é observada para a variavel bago,

Alteracdes leucocitarias também foram observadas por Talpur et al. (2013) onde
encontraram maiores valores de leucdcitos totais em tildpia-do-nilo alimentada com dieta
contendo 5 g Kg'!. Nya e Austin (2009) observaram maiores valores de leucocitos em
truta alimentadas com 1 g Kg'! de gengibre. Os leucécitos podem ser indicadores de satde
dos peixes, tendo papel importante no sistema imune inato € um aumento nessa variavel
pode indicar efeito imuoestimulatério e propriedades anti infecciosas do gengibre
(TALPUR et al., 2013). Reducao nos valores dessa variavel podem indicar que, a elevadas
doses, o gengibre imunossuprime o animal.

Os neutréfilos sdo leucdcitos com alta capacidade fagocitica, capaz de defender o
organismo por meio da produ¢ado de radicais livres que destroem os invasores, sendo um
indicativo de resposta imunitéria (Aly e Mohamed, 2010). A inclusdo de alguns aditivos
fitogénicos em dietas para peixe tem demonstrado aumento significativo nessa variavel,
como demostrado por Lima et al. (2015), Nya e Austin (2009) e Aly e Mohamed (2010)
ao incluirem alho e canela, gengibre e alho e ciircuma, respectivamente.

Os mondcitos sao células fagociticas e a influéncia do gengibre na proliferagao
desta célula pode estar relacionada com maior expressao do fator de transcri¢ao PU.1,

que influencia na produ¢do de macréfagos e células granulociticas (HSU et al. 2001).
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Tabela 7. Comparagao paramétrica (ANOVA, 0=0,05), composta pela média e desvio padrdo, entre
as varidveis hematoldgicos e tecido hepatico de juvenis de tildpia- do-nilo alimentadas com dietas

contendo niveis de gengibre

Tratamentos experimentais (g Kg™')

Variaveis 0 5 10 15 20 p- valor
Erit 80893+9790 102967+14935 101600+ 10317 99938+9322  108071+14964 0,000
Mon 2258+ 832 2970+1282 2936+ 1042 1904+ 2785 1890+805 0,000
Linf 179465261  20874+2530 19370+£5558 13452+2181 15123+3186 0,000
Neut 1326+ 424 3767 £1182 3444+1148 2556+1515 3113+1465 0,000
Fig 1,74 £ 0,72 2,31 +£0,64 1,88 £ 0,64 1,89 £ 0,55 1,66 + 0,54 0,045

Erit: Eritrocitos (10° uL'); Mon: Monécitos (g dL'); Linf: Linfécitos totais (g dL™'); Neut :
Neutréfilos (g dL); Fig: Figado (g)

E possivel observar que, para as varidveis eritrocitos, mondcitos e figado, ao
menos uma média difere dos demais tratamentos, assumindo nivel de significancia igual
a 0,05.

Alteragdes nos valores dessas varidveis em peixes suplementados com dietas
contendo gengibre ocorre devido ao fato do gengibre conter em sua composicao
compostos bioativos dentre eles os gingerois. Estudos tém demostrado que esses
compostos afetam positivamente na transcrigdo de fatores regulatorios da eritropoieses,
como demostrado por Ferri-Lagneau et al. (2012) em larvas de zebra fish. Segundo esses
autores, o gengibre influencia no fator de transcrigdo GATA-1, responsavel pela formagao
de eritrocitos.

A influéncia do gengibre no peso do figado pode ser resultante na maior deposigao
de gordura nesse 6rgao. O gengibre atua beneficamente na redugdo dos niveis sanguineos
de triglicerideos e ja possui a sua eficiéncia comprovada na redugdo de gordura visceral
(MATSUDA et al., 2009). O figado ¢ um tecido altamente associado com a
granulopoeise, formacdo de neutrofilo, eosindfilos e basofilos, em peixes teledsteos.
Alteragdes demasiadas no peso do figado podem indicar possivel acuimulo de gordura
visceral, patologia conhecida como esteatose hepatica ou a hipertrofia dos hepatocitos
causado por algum agente toxico.

Nas figuras 1, 2, 3 ,4, 5 encontra-se a curva de regressao entre a variavel peso do
figado e leucdcitos totais, onde a linha tracejada indica a curva usando o valor de /4 no
primeiro estagio e a linha solida indica a curva usando o valor de /4 na janela final. O

emprego de tal andlise ¢ justificado pela relacdo existente entre as varidveis, entretanto
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ocorre a violagdo dos pressupostos para o emprego da regressdo paramétrica.

No tratamento controle (Figura 1), observa-se grande dispersdo dos dados e

pequenas alteragdes na producio de leucdcitos totais conforme o peso do figado.

Leucdcitos totais

Tratamento controle

30000
|
o]
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22000
|

0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
Figado

Figura 1. Relacdo entre o peso do figado e o nimero
total de leucodcitos nos peixes alimentados com dieta
isenta de gengibre (4;=1,011; /,=0,79)

Na inclusio de 5 g Kg! (Figura 2), observa-se maiores valores de leucocitos totais

nos peixes que tiveram maior peso do figado. Conforme a equagdo de regressdo, a

produgdo estimada de leucdcitos nos peixes com o maior peso do figado (3,77g) foi de

36488, valor proximo ao valor real de 36000.

Leucécitos totais

Tratamento 5g Kg-1
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Figura 2. Relagdo entre o peso do figado e o numero
total de leucocitos nos peixes alimentados com dieta
contendo 5 g Kg™! gengibre (4,=0,81; h,=0,79)
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Para os peixes alimentados com a dieta contendo 10 g Kg™! (Figura 3), observa-se
aumento na produg¢do de leucocitos até o peso do figado variando entre 1,81 a 1,99 com
produ¢do média estimada de 32798. Posteriormente observa-se um declinio, sendo que
o maior peso do figado proporcionou menor niimero de leucocitos, como valor estimado
de 17136, valor préximo ao observado de 17500. Este comportamento pode indicar

possivel efeito toéxico, como deple¢do no niimero de leucocitos.

Tratamento 10g Kg-1
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Figura 3. Relagdo entre o peso do figado e o nimero
total de leucdcitos nos peixes alimentados com dieta
contendo 10 g Kg'! gengibre (4,=0,58; 4,=0,36)

No tratamento 15 g Kg™! (Figura 4) foram observados os menores valores de
leucocitos totais quando comparado aos demais tratamentos, tendo a maior produgdo com
os maiores valores de peso de figado. Neste tratamento é possivel observar um ponto
positivo quanto ao método de dois estagios de estimacdo. Observa-se que no primeiro
estagio, o valor de /= 1,79. Ja no segundo estagio, esse valor reduziu para 0,57. Quando
os dados sdo heterocedasticos, o valor de / tende a ser maior, prejudicando a qualidade
do ajuste e o método proposto por Fan e Gijbels (1995) minimiza esse problema.
Conforme os valores estimados pela regressao, a maior produgdo de leucéceitos ocorre
com o maior peso do figado (2,71g) com valor estimado de 22422, ja o valor observado

foi de 21000.
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Tratamento 15g Kg-1
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Figura 4. Relacdo entre o peso do figado e o niimero
total de leucdcitos nos peixes alimentados com dieta
contendo 15g Kg'! gengibre (h,=1,79; h,=0,57)
No tratamento com inclusdo de 20g Kg™!' (Figura 5), observa-se uma redugio no
nimero de leucdceitos com a aumento no peso do figado. Maior nimero de leucocitos foi
estimado com peso do figado de 1,04g, valor correspondente a 30088 mantendo-se com

poucas variagdes 1,8g, como produgdo média estimada de 22983.

Tratamento 20g Kg-1

Leucocitos totais
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Figado
Figura 5. Relagdo entre o peso do figado e o nimero

total de leucdcitos nos peixes alimentados com dieta
contendo 20g Kg'! gengibre (4,=0,95; h,=0,73)
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5. CONCLUSAO

Conforme os resultados encontrados neste estudo, a inclusdo de gengibre
influéncia na producdo de células sanguineas de tildpia-do-nilo e a relacdo entre o peso
do figado e a producao de leucdcitos totais.

Os resultados aqui exposto ainda continuardo a serem analisados, onde
responderemos os seguintes questionamentos:

¢ Qual o método mais adequado de comparagao quando as variaveis sao
heterocedasticas?

e Serd que existe diferenca estatistica entre os tratamentos para a relagao
entre as variaveis peso do figado e produgao de leucdcitos totais? Isto é, se
as curvas de regressao das figuras 1-5 sdo evidéncias significativas contra
a hipdtese de igualdade das correspondentes funcdes de regressdo nos

grupos de tratamento.
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