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RESUMO

Para que haja uma boa produtividade na criagdo de peixes ¢ necessario que o alimento
satisfaca as exigéncias nutricionais da espécie e que proporcione saude frente aos desafios dos
sistemas de produgdo. De fato, em sistemas de confinamento, os animais estdo
frequentemente expostos a uma série de fatores estressantes. O uso de aditivos nutricionais na
aquicultura, como os probidticos, prebioticos e simbioticos, tém sido frequente para melhorar
a saude dos animais, principalmente pelo equilibrio da microbiota intestinal e, da mesma
forma, diminuindo o uso desenfreado de antibidticos. Nesse contexto o presente estudo teve
como objetivo avaliar o uso de um aditivo nutricional comercial a base de probioticos e
prebidticos no desempenho de juvenis de tambaqui Colossoma macropomum € no desafio de
resisténcia ao estresse a hipoxia. A primeira fase do experimento consistiu no uso do produto
na alimentagdo do tambaqui em diferentes niveis de inclusdo (0, 2, 4, 6 e 8g/Kg de dieta)
durante 45 dias. Em sequéncia foi realizada a segunda fase, caracterizada como desafio de
resisténcia hipoxia, em que o nivel de oxigénio dissolvido na dgua dos tanques de todos os
tratamentos foi reduzido para aproximadamente 1mg/LL durante 48h, ¢ em seguida
normalizada a oxigenacdo do sistema, seguida da observacdo da recuperacao dos peixes apos
24 e 48h. Nao houve mortalidade dos peixes em nenhum tratamento nas fases I e II do estudo.
O aditivo nao proporcionou alteragdes entre os tratamentos em relagdo ao desempenho,
parametros sanguineos e na morfometria do intestino dos peixes ao final do experimento. Os
parametros sanguineos glicose, hematdcrito e triglicerideos apresentaram diferencas na
comparagdo dos tratamentos com as amostras iniciais, sendo que a glicose foi maior em T4 e
o hematocrito e triglicerideos foram maiores em todos os tratamentos ao final do ensaio de
desempenho. No desafio a hipoxia, os Unicos pardmetros sanguineos que apresentaram
interacdo entre os fatores tempo de analise e concentracdo do aditivo foram o hematocrito e a
glicose. Os demais apresentaram efeito apenas do tempo de anélise; com excegdo da ALT que
ndo apresentou efeito para o tempo. A proteina plasmatica foi a Unica variavel que apresentou
efeito para as concentragdes do aditivo na racdo. Dessa forma, conclui-se que as
concentragdes do aditivo nutricional comercial testadas no presente estudo nao proporciona
alteracdes no desempenho e nas varidveis sanguineas ¢ morfometricas intestinais para os
juvenis de tambaqui. Em situagdo de estresse por hipoxia, as concentracdes testadas do aditivo

levam a mudangas nos parametros sanguineos, principalmente para a glicose ¢ hematocrito.

Palavra chave: aquicultura; Piscicultura, Espécies nativas; Manejo alimentar



ABSTRACT

In order for there to be good productivity in fish crops, the food must meet the nutritional
requirements of the species and provide them with health in the face of the challenges of
production systems. | In fact, in confinement systems, animals are often exposed to a number
of stressors. The use of nutritional additives in aquaculture, such as probiotics, probiotics and
symbiotics, has been common to improve host health by balancing the intestinal microbiota
and, likewise, inhibiting the rampant use of antibiotics. It is in this context that the present
study aimed to evaluate the use of a commercial nutritional additive based on probiotics and
prebiotics in the performance of juveniles of tambaqui Colossoma macropomum and in the
stress challenge to hypoxia. The first phase of the experiment consists of using the product to
feed tambaqui at different levels of inclusion (0, 2, 4, 6 and 8g / kg of diet) for 45 days.
Subsequently, a second phase was carried out, approved as a hypoxia test, in which the
dissolved oxygen level of the tanks of all treatments were reduced to approximately 1mg / L
for 48h, and then the system oxygenation was normalized, the recovery was verified. of fish
in 24 and 48 hours. There was no fish mortality in any treatment in phases I and II of the
experiment. The additive did not change between treatments in terms of performance, blood
parameters and bowel morphometry at the end of the growth trial. The blood parameters
glucose, hematocrit and triglycerides showed differences when comparing treatments with the
initial samples, with glucose being higher in T4 and hematocrit and triglycerides being higher
in all treatments at the end of the performance test. In the hypoxia challenge, the only blood
parameters that showed interaction between the analysis time and additive concentration
factors were hematocrit and glucose. The others had an effect mainly on the analysis time;
with the exception of ALT, which had no effect for time. Plasma protein was the only variable
that had an effect on the concentrations of the feed additive. Thus, it is concluded that the
concentrations of the commercial nutritional additive tested in this study do not provide
changes in performance and in blood and intestinal morphometric variables for tambaqui
juveniles. In situations of hypoxia stress, the tested concentrations of the additive lead to

changes in blood parameters, especially for glucose and hematocrit

Keywords: aquaculture, fish farming, native species, food management.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO I

Figura 1. Peso médio dos juvenis de tambaqui Colossoma macropomun alimentados por 45 dias com niveis de

inclusio de um aditivo nutricional comercial.

CAPITULO II

Figura 1. Andlises das vilosidades intestinais do tambaqui (Colossoma macropomum).(A) altura, (B)
comprimento das vilosidades e (C) largura das vilosidades



10

LISTA DE TABELAS
CAPITULO I

Tabela 1: Estudo de uso de aditivos alimentares como probidticos e prebidticos em espécies

de cultivo

CAPITULO II

Tabela 1: Médias (+ desvio padrao) dos parametros fisico-quimico da dgua, temperatura (°C),

Oxigénio dissolvido (OD) (mg/L), pH.

Tabela 2: Médias (+ desvio padrao) do oxigénio dissolvido (OD) (mg/L) na 4gua, nos periodo

durante e depois a hipoxia.

Tabela 3. Médias (+ desvio padrao) do ganho em peso (GP, g), comprimento total (CT, cm),
o consumo de racao (Consumo, g), a conversao alimentar (CA), biomassa (Biomassa, g),
sobrevivéncia (Sob., %), Taxa de crescimento relativo (TCR, %) e a taxa de eficiéncia
proteica (TEP) dos juvenis de tambaqui Colossoma macropomun alimentados com niveis de

inclusdo de aditivo comercial.

Tabela 4: Médias (= desvio padrio) dos pardmetros sanguineos glicose (mmol.L'),
hematécrito (%), proteina plasmatica (Prot. plasmatica g.L!), colesterol (mmol.L') e
triglicerideos (mmol.L™") dos juvenis de tambaqui Colossoma macropomun alimentados com

niveis de inclusdo de um aditivo alimentar comercial a base de probidticos e prebidtico.

Tabela 5. Médias (+ desvio padrao) dos parametros sanguineos aspartato aminotransferase
(AST, UI/L), alanina aminotransferase (ALT, UI/L), proteina plasmatica (mg/L), hematocrito
(%), glicose (mmol/L) e triglicerideos (mmol/L) de juvenis de tambaqui Colossoma
macropomum expostos a hipdxia apos serem alimentados por 45 dias com dietas contendo
niveis de inclusdo de aditivo nutricional a base de probidticos e probidticos. Os resultados sao
referentes as andlises nos tempos de pré-exposi¢ao a hipoxia (Pré-H), imediatamente apds 48h
de hipoxia (48-H), com 24h de recuperagdo (24-R) e com 48h de recuperagdo (48-R) a

hipdxia.

Tabela 6: Média (+ desvio padrdo) das variaveis hematocrito (%) e glicose (mmol/L) no
desdobramento da interacao entre tempo de coleta x concentracao de aditivo nutricional para

juvenis de tambaqui no desafio a hipoxia.



11

Tabela 7. Médias (£ desvio padrio) da relacdo entre comprimento do intestino pelo
comprimento do peixe (CI/CP), peso dos figados (g) e indice hepatossomatico (IHS) dos
juvenis de tambaqui Colossoma macropomun alimentados com niveis de inclusao de aditivo

comercial.

Tabela 8: Médias (+ desvio padrao) da altura, comprimento e largura do intestino dos juvenis
de tambaqui Colossoma macropomun alimentados com niveis de inclusdo de aditivo

comercial.



SUMARIO

CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

2 OBJETIVOS

3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Panorama da produc¢io mundial e brasileira de pescado

3.2- Caracterizacao da espécie.

3.2.1-Sistematica e morfologica
3.2.2- O tambaqui em ambiente natural e na aquicultura.

3.3 — Hipoxia e respostas fisioldgicas dos peixes.

3.5 - Aditivos alimentares utilizados na aquicultura

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

12

14

16

17

17
18

18
19
21

23
25

4- CAPITULO 2: Efeito de diferentes niveis de simbiotico comercial sobre o

desempenho, sobrevivéncia, parametros sanguineos, morfometria intestinal e na

resistencia a hipoxia em juvenis de tambaqui Colossoma macropomum (CURVIER,

1818).

RESUMO

ABSTRACT

1- INTRODUCAO

2- MATERIAL E METODOS
2.1- Condigdes pré-experimentais
2.2- Condic¢0des experimentais
2.3- Analise de desempenho e sobrevivéncia
2.4- Teste de hipoxia

2.5- Analise Sanguinea

2.6- Analise histologica

2.7- Analises estatisticas

3- RESULTADOS

3.1- Desempenho e sobrevivéncia
3.2- Analises dos parametros sanguineos

3.3- Analises relativos ao desafio a hipoxia

38

39
40
41
42
42
43
44
44
45
45
46
46

46
25
26



3.4- Morfometria do intestino e analise histologica
DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CONSIDERACOES FINAIS

13

29
31

34

35

45



CAPITULO1
CONSIDERACOES INICIAIS

14



15

1 INTRODUCAO GERAL

As pisciculturas t€ém aumentado e intensificado cada vez mais suas produgdes, com
aumento da densidade de estocagem, da taxa de arracoamento e elevada matéria organica nos
sistemas de producdo, o que pode levar ao estresse dos animais € o aumento de bactérias
indesejaveis, favorecendo o aparecimento de doencas e causando a mortalidade dos peixes
(WINCKLER et al., 2015).

O estresse nos peixes pode ocorrer por alteragdes no ambiente de producdo, fazendo
com que o animal passe por adaptacdes de suas funcdes. Os agentes estressantes do ambiente
produtivo podem ter carater quimico (alteragdes no pH, oxigénio dissolvido, altas
concentragdes de nitrito e amoOnia na agua) e até mesmo fisico (captura, transportes,
biometrias, densidades) (COSTA et al., 2004; URBINATI et al., 2004). Estas situagdes
apresentadas podem levar ao estresse €, como consequéncia, a uma diminui¢do da capacidade
de defesa do organismo, abrindo a possibilidade para as enfermidades e perdas economicas
(SEALEY; GATLIN, 1999). Os fatores estressantes em ambientes aquaticos de cultivo
podem comprometer a sobrevivéncia do animal, chegando a comprometer o seu desempenho
e a saude, afetando a capacidade fisioldgica do peixe seja em comportamento, alimentagao e
crescimento (BARTON e IWAMA, 1991; BALDISSEROTTO, 2013; GILMORE et al.2018;
ZHAOQ et al., 2018).

O baixo nivel de oxigénio nos sistemas aquicolas pode levar a uma situagdo
denominada de hipdxia. Este ambiente com baixo nivel de oxigénio pode ocorrer pelo
acumulo de matéria organica e nutriente dissolvidos no ambiente, como nitrogénio e fosforo,
levando a eutrofizagdo do ambiente de producdo, principalmente em sistemas semi-intensivos.
O actimulo de matéria organica nos sistemas de producdo pode ocorrer principalmente pelos
dejetos eliminados pelos peixes e manejo alimentar inadequado (SOUZA & SOARES, 2020).
A diminuicdo dos niveis de oxigé€nio pode ocasionar estresse no peixe € comprometer o
desempenho e a satide dos animais em ambiente de produ¢do (BALDISSEROTTO, 2013).

O uso de antibidticos na aquicultura tem o intuito de diminuir a carga bacteriana
dentro dos sistemas de criagdo, porém, seu uso em demasiado pode provocar um aumento na
resisténcia de bactérias patogénicas, além de provocar acumulo do composto no sistema e na
carcaga do animal (ARIAS & CARRILHO, 2012). Os aditivos nutricionais vém sendo
estudado para serem substitutos dos antibidticos, por promoverem uma melhora no sistema
imune e na assimilagdo dos nutrientes das dietas, resultando em um maior ganho em peso dos
animais. Todas essas caracteristicas sdo importantes no sistema de producao, principalmente

para aumentar a resisténcia dos animais as situagdes de estresse de manejo (KESARCODI-
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WATSON et al, 2008; CHAKRABORTY E HANCZ 2011; PANDYAN, 2013;
CHAKRABORTY ET AL. 2014; REVERTER ET AL. 2014).

Dentre os aditivos podem-se citar os probioticos, prebidticos e simbiodticos. Por
definicdo os probidticos sdo microrganismos vivos que administrados em quantidades
adequadas, conferem um beneficia a saude do hospedeiro (KUMAR et al., 2015; SYNGAI et
al., 2016, DAWOOD et al., 2019). Existem varios fatores que podem determinar ou alterar a
eficiéncia dos probidticos, seja por método de administracdo ou incorporagdo, relacdo de
quantidade fornecida e a frequéncia estabelecida (HAI, 2015). J& os prebidticos sdo
ingrediente alimentares que nao sao digeridos pelos animais, afetando de forma positiva o
estimulo e o crescimento de bactérias benéficas na flora intestinal deste (GIBSON E
ROBERFROID, 1995). Os simbitticos sdo misturas de fornecimentos de probidticos e
prebioticos causando um efeito sinérgico em beneficio do animal (GIBSON E
ROBERFROID, 1995).

O uso de imunoestimulantes pode aumentar o mecanismo de defesa ndo especifico,
aumentando a resisténcia a doengas infecciosas, melhorando os mecanismos de defesa
humoral e celular inatos e indiretamente causando um aumento do crescimento dos animais
aquaticos (Amlashi et al., 2011).

O tambaqui Colossoma macropomum € uma espécie nativa, sendo o segundo maior
peixe de escama (SILVA et al., 2007). E o segundo peixe mais cultivado com produgio de
101.079 toneladas (IBGE, 2020). O tambaqui tem mostrado um bom desempenho e conversao
alimentar em sistemas aquicolas, e a sua rusticidade e facil adaptacdo as dietas formuladas sao
pontos positivos para a espécie na aquicultura (LOPERA-BARRETO et al., 2011).

Alguns estudos com aditivos nutricionais na alimentagdo do tambaqui ja foram
realizados (CARVALHO et al., 2009; FERREIRA et al. 2014; AZEVEDO et al., 2016;
PAIXAO et al., 2017). Porém, ainda ha necessidade de se entender melhor 0os mecanismos ¢
as formas de agdo destes produtos, principalmente com a possibilidade de sinergismos entre
os probidticos e prebidtico. Ainda, os niveis de inclusdo destes aditivos sao desconhecidos, e
merecem ser melhor estudada para clarear o seu uso na aquicultura (SILVEIRA, LOGATO &
PONTES, 2007).

Diante do exposto, o presente projeto visa avaliar o uso de aditivo nutricional
comercial a base de probidticos e prebidtico no desempenho, sobrevivéncia e no desafio ao

estresse de hipoxia em juvenis de tambaqui.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adicdo de um aditivo nutricional comercial a base de probidticos e

prebidtico para juvenis de tambaqui Colossoma macropomum

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o melhor nivel de inclusdo do aditivo alimentar no desempenho e sobrevivéncia de
juvenis de tambaqui;

- Avaliar os parametros sanguineos de juvenis de tambaqui alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de inclusdo do aditivo nutricional;

- Avaliar o uso do aditivo alimentar na sobrevivéncia e nos pardmetros sanguineos de juvenis
de tambaqui antes e ap0s o estresse de hipoxia;

- Avaliar através da morfometria, as microvilosidades do intestino do tambaqui.

3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Panorama da producio mundial e brasileira de pescado
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A aquicultura ¢ uma area da producdo animal em expansdo, que vem apresentando
agregacdes de valores pelas tecnologias estabelecidas para uma producdo sustentavel e pela
seguranca alimentar que a area apresenta (ALMEIDA, 2007). A atividade tem se destacado
como uma producdo de fonte de proteina animal sustentavel, pois em sistemas equilibrados
libera menos nitrogénio e fosforo para meio ambiente (HALL et al., 2011).

Segundo o relatorio da FAO (2020) a produ¢do mundial de pescado foi de 179 milhdes
de toneladas em 2018, desse total cerca de 114,5 milhdes de toneladas foram advindas da
aquicultura. Dentro dessa atividade, a piscicultura, gerou cerca de 82,1 milhdes de toneladas,
representando um total de 45,8% de toda producdo aquicola. Os principais produtores de
pescado no mundo sdo China, India ¢ a Indonésia que produzem cerca de 47,6 milhdes de
toneladas, 7,1 milhdes toneladas e 5,3 milhdes toneladas anuais respectivamente, sendo que o
Brasil se encontra na 13 posi¢ao dos paises produtores de pescado com cerca de 605,0 mil
toneladas (FAO, 2020).

No Brasil a criagdo de peixes ¢ uma das areas que mais se desenvolve na produ¢do
animal (PEZZATO & BARROS & FURUYA, 2009). Por apresentar grande potencial para a
aquicultura, principalmente pela disponibilidade hidrica, clima favordvel e espécies propicias
para criagdo (MPA, 2013). Segundo os dados do PEIXE BR (2020) a piscicultura produziu
758.006 mil toneladas de pescado no ano de 2019, no ano seguinte podemos observar uma
crescente na producdo de pescado em meio a desafios e incertezas, com produgdes de 802 930
toneladas, um crescimento de 5,3% em relagcdo ao ano anterior (PEIXE BR, 2021).

O estado do Parana lidera o ranking de produgdes de peixes no Brasil, produzindo
cerca de 172 mil toneladas, seguido pelo estado de Sao Paulo e Rondonia que produzem
74.600 e 65.500 respectivamente. O estado do Pard encontra-se em 13° no ranking dos
estados produtores, contribuindo com 25 400 toneladas de pescado (PEIXE BR, 2021).

A aquicultura no estado do Pard ¢ representada pela piscicultura, carcinicultura,
quelonicultura e a ostreocultura, porém, essa atividade ndo tem sido a principal fonte de renda
dos produtores, mas sim uma fonte complementar nos empreendimentos rurais de agricultura
familiar (O’ DE ALMEIDA JUNIOR; LOBAO, 2013). A piscicultura no estado é praticada
em varias formas, como em viveiros escavados, tanques redes, viveiros de barragens, gaiolas
flutuantes até mesmo em acudes particulares, e a espécie mais produzida ¢ o tambaqui
Colossoma macropomum. Quando comparamos com os outros estados da federagdo e até
mesmo da regido norte, a piscicultura no estado do Para apresenta problemas na cadeia que

vao desde a produgdo de insumos até o ambiente institucional (BRABO, 2014).
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De acordo com os dados do PEIXE BR (2021) a tilapia (Oreochromis niloticus)
continuou sendo a mais produzida no Brasil com aproximadamente 486.155 mil toneladas,
onde a predominincia do cultivo da espécie encontra se na regido sul, com 44% do total da
producdo nacional. Ainda, os peixes nativos tiveram uma queda na produgdo com relagao ao
ano anterior, em 2020 a produ¢do de nativos foi de 278.671 toneladas, sendo que produziu
9.259 toneladas a menos do que o ano anterior.

O tambaqui e seus hibridos tambatinga e tambacu contribuem consideravelmente com
producdo de peixes no pais, com aproximadamente 101,07 mil toneladas para tambaqui e
40,09 mil toneladas para tambatinga e tambacu. A regido Norte possui uma produgdo da
espécie de 73,1% , com destaque o estado de Rondonia contribuindo com 40,5% da produgao.
(IBGE, 2020)

O Brasil em 2019 apresentou 229.999 estabelecimentos aquicolas, o estado do Para
possui 10.845 mil estabelecimentos que atuam nessa atividade, o tambaqui ¢ produzido em

8.243 estabelecimentos no estado, com uma producao de 25.005 toneladas (Peixe BR, 2020).

3.2- Caracterizacao da espécie.
3.2.1-Sistematica e morfoldgica

Pertencente a classe dos Actinopterygii, da ordem Characiformes e familia
Serrasalmidae, o tambaqui na América do sul ¢ considerado o segundo maior peixe de escama
de agua doce difundido na aquicultura (DAIRIKI e SILVA, 2011), possuindo como
caracteristicas peculiares, longos rastros branquiais, corpo romboidal, 1abios carnosos e dentes
molares fortes (SANTOS et al, 2006; ARAUJO-LIMA e GOLDING, 1988). A espécie pode
atingir at¢ 1m de comprimento e 40 kg de peso corporal em ambiente natural alimentando-se
de frutas e sementes (INOUE; BOIJINK, 2011).

O tambaqui ¢ um peixe tropical nativo pertencente as bacias dos rios Amazonas e
Orinoco, foi descrito pelo Bardo George Von Curvier em 1816. A espécie ¢ conhecida no
Peru como “gamitama”, na Colombia e Venezuela como “achama”, na Bolivia e no Equador
como “pacu” e no Estados Unidos “Black pacu” (MORALIS, 2016; SEVILLA E GUNTHER,
2000; ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005)

Classe: Actinopterygii

Ordem: Characiformes
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Familia: Serrasalmidae
Género: Colossoma

Espécie: Colossomamacropomum

A caracteristica dessa espécie ¢ determinada por possuir uma nadadeira adiposa e ndo
apresentar um espinho pré-dorsal, sua coloracdo varia de acordo com o meio aquoso o qual se
encontra, em ambientes de agua barrenta sua coloracdo ¢ clara e em aguas negras sua
coloragio é mais escura (ARAUJOLIMA e GOULDING, 1998).

Retratando-se ao habito alimentar da espécie, considera-se que o tambaqui €é onivoro,
alimentando-se preferencialmente de frutos e sementes de acordo com seu estagio de
desenvolvimento, sendo inicialmente alimentando-se de zooplancton (ARAUJO-LIMA e
GOLDING, 1988). Segundo Rodrigues (2014), sua alimentacdo varia de acordo com o
periodo de chuva, sendo que em periodos mais chuvosas a espécie se alimenta de frutas e
semente, e em periodos secos alimenta-se de zooplancton, mesmo que este zooplancton seja
uma alimentacdo secundaria em adultos (RODRIGUES,2014). O C. macropomum, possui
dentes molariformes, estes dentes foram adaptados durante sua alimenta¢do para quebrar
sementes duras, e seus rastros branquias sdo longos para a retencdo do zooplancton
(BARCANTE e DE SOUSA, 2015).

O tambaqui atinge maturidade sexual entre 3 a 4 anos, e por ser uma espécie reofilica
nao se reproduz em cativeiro, pois precisa de correntezas de cursos de agua para maturacao de
suas gonadas (PROENCA e BITTENCOURT, 1994). Em ambientes de cultivo a reproducao
ocorre por meio de inducdo hormonal, as fémeas apresentam uma papila urogenital
proeminente e avermelhada além de ter seu ventre mais arredondado e macio, ja os machos

ap6s uma pressao sob o abdomen liberam algumas gotas de sémen (JUNIOR et al, 2012).

3.2.2- O tambaqui em ambiente natural e na aquicultura.

O tambaqui ¢ um peixe que habita ambientes de varzea e igapd, e isso fez com que o
animal apresente uma adaptagao morfoldgica para tolerar concentragdes baixas de oxigénio.
Essa adaptacdo ¢ vista em seus labios inferiores, onde ha uma protuberancia, que permite
captar oxigenio da agua superficial (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005). Segundo Casanova
(2008), o tambaqui habita as aguas claras das bacias do rio Amazonas e Orinoco; no entanto,
ela pode migrar para aguas escuras para sua alimentacdo. No Amazonas a espécie ¢
encontrada na foz do rio Xingu e no estado do Parad no médio rio Ucaiali (ARAUJO e LIMA,

1998).
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Na natureza, durante a fase larval a alimentacdo do tambaqui ¢ baseada na ingestdo de
organismos zooplanctonicos, ¢ durante a fase de alevinos e juvenis inicia a ingestdo de
pequenas sementes e invertebrados (LOPERA-BARRETO et al. 2011). Segundo Gomes ¢
Silva (2009) ao analisar o conteudo estomacal do tambaqui em um sistema de criacao,
observou-se que este animal consumia ragdo para peixes, larva de insetos, organismos como
zooplancton e até matéria vegetal.

O tambaqui possui um alto poder de adaptagdo alimentar, adaptando seu perfil
enzimatico de acordo com o alimento que estd ingerindo. Dai o fato dessa espécie mostrar
uma rusticidade/plasticidade em aceitar diversos tipos de alimentos com elevada taxa de
carboidrato (ALMEIDA et al, 2006)

Segundo Ribeiro (2016) existe muitos estudos que tentam designar o nivel de proteina
em racdes para tambaqui, e esses variam de acordo com as fases de desenvolvimento. Quanto
maior for o teor de proteina em uma ragdo, maior o seu valor no mercado, sendo por isso
importante os estudos para estabelecer as quantidades corretas de nutrientes e energia para
cada fase de desenvolvimento (PEREIRA JUNIOR et al., 2013).

As atividades aquicolas buscam por procedimentos técnicos que proporcione uma
maior produtividade em sistemas de cultivo com menor custo (BRANDAO, 2004). As boas
praticas de manejo sdo fundamentais dentro da cadeia aquicola, para que haja uma produgao
satisfatoria dentro do sistema, essas praticas devem estar ligadas desde reproducdo até a
engorda (SAMPAIO, 2012).

A criagdo do tambaqui despertou um grande interesse comercial dentro da aquicultura,
pois sua produgdo pode alcangar uma taxa de retorno acima de 40% em sua comercializagao e
uma recuperacdo de capital investido abaixo dos trés anos (IZEL et al., 2004). Por possuir
caracteristicas zootécnicas favoraveis como, facil produgdo de juvenis, um crescimento rapido
em cativeiro, tolerante a altas temperaturas e até mesmo a variagdes de oxigénio na agua, o
tambaqui tornou-se uma espécie promissora para a aquicultura (MENDONCA et al., 2009).
Essa rusticidade e tolerancia ao manejo faz com que a espécie em cativeiro chegue a 1,5 kg no
primeiro ano de cultivo (KUBITZA, 2004).

O tambaqui pode ser criado em diferentes sistemas de produgcdo como viveiros
escavados, tanque-rede e barragens (DAIRIKI E SILVA 2011), sendo que alguns trabalhos
demonstram que esta espécie pode ser criada em sistema de recirculagdo de agua (RAS)
(SANTOS et al., 2020). Segundo estes mesmos autores, o sistema de criagdo da espécie €

baseado em trés fases: larvicultura, producao de juvenis e engorda.
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O sucesso reprodutivo do tambaqui esta ligado diretamente ao manejo, alimentacao,
densidade de estocagem e a qualidade de dgua do sistema, muitos dos produtores fazem o uso
de microchips para a identificacdo do seu plantel para evitar a consanguinidade e trabalhar um
melhoramento genético da espécie (STREIT JR, et al., 2012). E como a espécie € reofilica sua
reproducdo ¢ através de inducdo hormonal, em que podem ser utilizados hormdnios naturais
ou sintéticos para a inducao a ovulagdo e espermiagdo (MOREIRA et al., 2001).

Segundo Novaes Souza (2013) em seu estudo de indu¢ao hormonal de reprodutores de
tambaqui, o autor observou que tanto o extrato de hipédfise de carpa quanto o ovopel® foram
efetivos na indugdo das fémeas nas concentracdes de 0,5 e 5 mg por kg do peixe vivo e de 0,2
e 0,4 pélete por kg de peso vivo, respectivamente. Nos machos o ovopel foi mais eficiente,
com 0,2 e 0,4 pélete por kg de peso vivo

Os peixes na larvicultura chegam a pesar de 0,5 a 1g durante um periodo de 30 a 45
dias apo6s a eclosdo, ja os juvenis apds 60 dias eles chegam a pesar entorno de 40 a 50 g, e a
fase de engorda varia com base do tempo de abate de cada produtor (LIMA et al., 2013)

Em sistemas de criagdo de viveiros escavados, a densidade dependera da finalidade da
producado, sendo que na fase de recria ou pré-engorda, com peso de 5g, recomenda-se de 10 a
20 peixes/m? (MELO, 2001), j& para juvenis que estdo na fase de 30g a densidade para a
criagdo ¢ de 5 peixes/m? (FARIA et al., 2013). Para a criacdo do tambaqui em sistemas de
tanque rede a densidade mais adequada para um bom desenvolvimento da espécie ¢ de 300
juvenis/m* e para peixes de 1,0 kg recomenda-se que seja de 20 ind./m* (SILVA e
FUJIMOTO, 2015).

Estudos referente a alimenta¢do do tambaqui em sistema de tanque rede de Im?,
mostraram que os juvenis da espécie, devem ser alimentados de trés vezes ao dia (CORREA,
et al., 2009). Alguns estudos reforcam a ideia de que a frequéncia alimentar de duas vezes ao
dia, ¢ mais eficiente e ndo prejudica o desempenho e a fisiologia do animal, pois quanto
maiores sdo as frequéncias maiores sao a demanda de mao de obra (SOUZA et al., 2014;

PORTO et al., 2020).

3.3 — Hipoxia e respostas fisiolégicas dos peixes.

O oxigénio ¢ um pardmetro muito importante para a vida aquatica, sendo assim, ¢ um
gés dissolvido na agua e vital para os peixes. Estd presente na dgua através de duas fontes
naturais, que sao principalmente: a difusdo direta do oxigénio atmosférico e o processo de

fotossintese, realizado por seres clorofilados (plancton) (OLIVEIRA, 2020).



23

A concentragdo de oxigénio dissolvido na 4gua depende da presenca de matéria
organica e nutrientes, ¢ também da biomassa de macrofitas; densidade de fitoplancton;
quantidade de sélidos em suspensao; turbidez; grau de eutrofizacdo do ambiente; taxa de
renovacao de agua; supersaturacao na camada eufdtica — camada de agua que recebe luz solar
suficiente para que ocorra a fotossintese; consumo de oxigénio durante a noite; e variagdo na
concentragcdo de oxigénio entre o dia e a noite, ocasionando um declinio na concentragao
desse gas na agua (hipoxia ambiental). Estes fatos afetam toda a biota e sdo responsaveis por
inimeros processos quimicos que ocorrem nos ambientes (WETZEL, 1975; QUEIROZ e
BOEIRA, 2016).

A hipoxia ¢ conhecida como o baixo nivel de oxigénio no meio, e essa diminui¢do
chega a comprometer o desempenho e a satide dos animais afetando a capacidade fisioldgica
do peixe em seu comportamento, sua alimentagdo e seu crescimento (BALDISSEROTTO,
2013; EMBRAPA, 2016; GILMORE et al. 2018; ZHAO et al., 2018).

Em ambientes de cultivo a hipoxia estd associada a niveis de oxigénio abaixo ou
entorno de 2mg/L, esse nivel ja ¢ considerado um ambiente estressante ao peixe (DIAZ e
ROSENBERG, 1995; BALDISSEROTTO, 2002; DIAS e BREITBURG 2009). Nesse
ambiente o estresse em organismos aquaticos pode estar ligado a qualidade de 4gua, pratica de
manejo inadequado, transporte, densidade de estocagem, confinamento e alimentagdo
inadequada (KUBTZA, 2003; BARCELLOS et al 2004; URBINATI et al, 2004; OBA et al.,
2009; BRINN et al, 2012;). A persisténcia de hipoxia pode levar a mortalidade dos individuos
(FITZGIBBON et al. 2007; COOK E HERBERT2012; XIAO 2015; ABDEL-TAWWARB et
al. 2019).

O estresse ¢ uma condicionante de que o animal ndo consegue manter suas
caracteristicas fisiologicas normais, desequilibrando suas caracteristicas homeostaticas
(SILVEIRA & LOGATO & PONTES, 2007).

As respostas fisiologicas dos peixes sob estresse, sdo determinadas por trés fases
distintas: a primeira delas ¢ caracterizado por uma reagdo de alarme, em que os animais nao
conseguem responder as questoes fisioldgicas, a segunda fase ¢ caracterizada mais pela
resisténcia, em que tenta-se adaptar as variagdes que causam o estresse, objetivando a retornar
ou recuperar a homeostase, porém se a situagao de estresse persiste o animal entra na fase trés
que ¢ uma fase de exaustdo (GONCALVES, et al., 2008).

Uma das caracteristicas mais perceptiveis dos peixes quando passam por algum fator
estressante, ¢ a parada brusca de sua alimentagao acompanhada por efeitos catabolicos sobre

suas reservas energéticas, que resultam num decréscimo do seu desempenho de crescimento
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(OBA et al.,, 2009). A falta de alimentagdo nos peixes pode ocasionar supressdo imunoldgica,
como também a diminuicdo de alguns 6rgdos (SILVEIRA & LOGATO & PONTES, 2007;
SAITA, 2011).

Estudos revelaram os efeitos que a hipoxia tem sobre pardmetros sanguineos,
bioquimicos e metabolicos dos organismos aquaticos, esses parametros tornam se eficientes
para avaliar tais alteracdes em peixes submetidos a estresse, como aumento de glicose,
aumento do hematdcrito, aumento nos niveis de hemoglobina e lactato plasmatico, diminuigao
da hemoglobina ¢ mudancas nos valores de eritrocitos, leucdcitos totais, linfocitos,
neutrofilos, monocito (LUNA ET AL., 2018; LI ET AL. 2018; VAL ET AL., 2015 YANG
ET AL, 2017; GONCALVES ET AL. 2011 FALCON ET AL., 2008 GARCIA ET AL.,
2012).

Peixes amazonicos desenvolveram varias respostas adaptativas para sobreviver a
baixas concentracdes de oxigénio. O tambaqui € uma dessas espécies e tem servido de modelo
em varios estudos sobre adaptacdes a hipoxia (SAINT-PAUL 1984; ALMEIDA-VALET AL.
1993; VAL 1996; WEBER 1996; AFFONSO ET AL. 2002). Possui uma série de sistemas
regulatorios para adaptar-se a hipdxia. Entre esses mecanismos esta a respiracao na superficie
aquatica. Esses peixes fazem isso com grande eficiéncia devido a projecdo de seus labios, o
que permite captura de agua de superficie rica em oxigénio na regido branquial. Eles também
sdo capazes de aumentar a frequéncia de operculosidade bate para garantir a maxima

eficiéncia na captura de oxigénio durante estresse hipoxico (Sundin et al. 2000).

3.5 - Aditivos nutricionais comerciais utilizados na aquicultura

Para que haja um melhor desempenho, satide e um aproveitamento dos ingredientes da
ragdo, recomenda-se o uso de aditivos nas dietas formuladas para os peixes (RIBEIRO et al.,
2012). Em 2004 foi regulamentado através da instrucdo normativa n°13, o uso de aditivos
designados para alimentacdo animal (BRASIL, 2004). Tal instrug¢do ¢ baseada no conceito de
que o aditivo ¢ uma substancia ou microrganismo que sdo adicionados intencionalmente no
alimento, mas nao sao consumidos, beneficiando e melhorando a saude do hospedeiro.

Os animais aquaticos possuem em seu trato intestinal uma variedade de
microrganismo sejam eles patogénicos ou benéficos, sendo que esses variam de acordo com
meio ambiente, variedade de nutrientes, saude do hospedeiro, ou pelo uso de probidticos,
prebidticos e simbidticos na alimentacdo (MARRIFIELD et al., 2010).

Os aditivos nutricionais sao utilizados com a fun¢ao de promover uma melhoria nos

parametros fisioldgicos dos animais, e consequentemente sua saude (FUCHS et al., 2015). A
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utilizagdo desses aditivos ja ¢ uma realidade na producgdo de aves e suinos, sendo utilizado na
forma isolada ou combinada (BERTECHINI, 2004). Dentro da aquicultura o uso de aditivos
tem se tornado muito frequentes para favorecer o crescimento, a conversdo alimentar e a
saude do animal (SALVADOR et al., 2013). Além de reduzir o estresse, serve como
imunoestimulante para combater doencas ocasionadas pelos sistemas de produgdo intensivo,
buscando substituir o uso de antibioticos (FERREIRA, 2012).

Dentre os tipos de aditivos podem se citar os probidticos e os prebioticos, que por
defini¢do os probidticos sdo organismos vivos administrados em animais ou humanos
produzem efeito benéfico a satde do hospedeiro melhorando a biota intestinal
(VERSCHUERE et al., 2000; MESQUITA et al., 2020). Existem varios fatores que podem
determinar ou alterar a eficiéncia dos probidticos, seja por método de administragdo ou
incorporagao, relacao de quantidade fornecida e a frequéncia estabelecida (HAI, 2015).

Ja os prebidticos por defini¢do sdo ingredientes que ndo sdo digestiveis pelo
organismo e promovem o crescimento de bactérias benéficas no organismo (GIBSON &
ROBERFROID, 1995). Como aditivos alimentares, os prebidticos mais utilizados sao
frutoligossacarideos (FOS), glicoligossacarideos (GOS) e mananoligossacarideos (MOS)
(SANTOS et al., 2008). Dentre esses, o mananoligassacarideo ¢ o mais utilizado e mais
pesquisado, sendo obtido da parede celular de leveduras como Saccharomyces cerevisiae, que
¢ um produto adquirido da fermentacgdo alcoolica da cerveja e da cana de agticar (PEZZATO,
2002).

Zhou et al. (2009) avaliaram o uso do probiotico bacillus no cultivo da tilapia do Nilo,
e observaram uma melhoria no desempenho e nos pardmetros imunologicos. Segundo Jatoba
e Mourind (2015), o uso de probidticos como via alternativa para os antimicrobianos ajudou
na melhoria dos parametros de crescimentos e produtividades em sistemas de cultivos, sendo
um aditivo nutricional alternativo para a diminui¢do das perdas de juvenis na produgao.

Segundo Ribeiro et al. (2008) alguns probidticos comerciais atuam modificando o
perfil da microbiota intestinal do peixe através da competitividade por substrato, além disso
algumas bactérias nitrificantes ajudam a melhorar o ambiente no sistema de cultivo,
principalmente nas fases de larvicultura e recria.

Os probidticos podem atuar em varias situagdes, na fisiologia, na microbiologia e na
nutricdo do animal (SAAD, 2006). Com base na fisiologia, esses agentes microbianos podem
agir em reagoes inflamatoria, interagindo com células epiteliais localizadas no intestino para a
producao de linfocito B (CAROL et al., 2006). Com base na microbiologia os probioticos

agem pela competitividade de espago e substrato com as bactérias patogénicas (CROSS,
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2002), j4 a acdo nutricional ¢ avaliada no desempenho durante o ciclo de producdo. Na parte
hematologica, as bactérias dos probidticos tendem aumentar a produgdo de eritrocitos e
leucocitos entre outras atividades fagociticas em peixes, esse aumento de produgdo favorece
na resisténcia imune do animal (WELKER e LIM, 2011).

Com base na Tabela 1 podemos observar alguns trabalhos e os resultados sobre o uso

de probidticos e prebidticos em peixes.
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Tabela 1: Estudo de uso de aditivos nutricionais como probioticos e prebidticos em espécies de cultivo

ESPECIE CEPA ADMINISTRACAO RESULTADOS AUTOR/ ANO
Bacillus subtilis, Agua O probiotico utilizado na 4gua do transporte, mostrou-se
Bacillus eficiente para a sobrevivéncia dos peixes apos o transporte. Porém,
Colossoma licheniformes, nao foi capaz de diminuir o estresse.
macropomun Lactobacillus (CARVALHO et al., 2009)
(tambaqui) acidophilus,
Saccaromyces
cerevisiae

A suplementacdo probidtica levou a um melhor desempenho
zootécnico em juvenis de matrinxa proporcionando na fase de

Brycon engorda o ganho em peso, conversdo alimentar, taxas de retengdo
amazonicus Bacillus subtilis Racgao proteica e energética, e resisténcia dos animais a Aeromona (DIAS et al., 2012)
(matrixa) shydrophila, ap6s a infeccdo. Ainda a suplementagdo

com Saccharomyces cerevisiae proporcionou uma melhora na
digestibilidade da proteina, energia e matéria seca.

Astyanax O probiotico usado na alimentagdo do lambari proporcionou
altiparanae Saccharomyces Racdo uma melhora na composi¢do quimica da carcaga do peixe para os (MIRANDA, 2012)
(lambari do rabo cerevisiae teores de proteina, energia e matéria seca.
amarelo)
Oreochromis Bacillus cereus Os peixes alimentados com probiodticos apresentaram, um
Niloticus e Bacillus Racdo maior nimero quantitativos de bactérias benéficas no intestino e um (MELO et al., 2013)
(tilapia) subtilis maior percentual de sobrevivéncia.
Colossoma O prebidtico utitlizado nas dietas do tambaqui, ndo
macropomun B-glucano Racao promoveram melhoras no desempenho do animal. Entretanto houve (CHAGAS etal., 2013)
(tambaqui) uma maior sobrevivencia de tambaqui alimentados com a dieta
contendo o prebidtico em desafio a Aeromonas hidrophila
Astyanax As vilosidades do intestino aumentaram apos a presenga do
altiparanae Saccharomyces Racao probiotico, ajudando na melhor absor¢ao de nutrientes do alimento. (LIMA, 2014)
(lambari do rabo cerevisiae

amarelo)



Piaractus

mesopotamicus

(pacu)
Oreochromis
Niloticus
(Tilapia)

Tambaqui
Colossoma
macropomum

Astyanax
bimaculatus
(Lambari do

rabo amarelo)

Tambaqui
Colossoma
macropomum

mananoligossac
arideos

Saccharomyces
cerevisiae

Bacillus subtili ;
Saccharomyces
cerevisiae

Lactobacillus
spp

Bacillus cereus

Ragao

Ragao

Racgdo

Racgdo

Ragao

Nao houve diferengas entre o desempenho de crescimento e
nem alteracdes no perimetro das vilosidades dos intestinais em
juvenis de pacu alimentados com prebidticos,

As pos-larvas de tilapias-do-nilo alimentadas com ragdo
contendo probidtico tiveram um crescimento € uma sobrevivéncia
superior quando submetidas a um desafio.

Nao foram observadas diferencas no desempenho e
composi¢do corporal do tambaqui alimentado com probiodtico
comercial. em contrapartida foram observados uma melhoria nos
parametros sanguineos dos peixes alimentados com dieta contendo
probioticos

Os resultados mostram que o Lactobacillus spp.
proporcionou um aumento da microbiota intestinal dos peixes e um
melhor desempenho dos peixes.

De acordo com o trabalho o uso da bactéria Bacillus cereus
na alimentacdo do tambaqui, melhorou a fisiologia com base no
desempenho de crescimento da espécie e também melhorou a
hematologia da espécie promovendo uma maior sobrevivéncia da
espécie quando submetida ao desafio de Aeromonas hidrophila.
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(SADO et al., 2014)

(FERREIRA et al., 2015)

(PAIXAO et al., 2017)

(JATOBA, et al., 2017)

(DIAS et al., 2018)
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4- CAPITULO 2

Efeito de um simbidtico comercial sobre o desempenho, sobrevivéncia, parametros
sanguineos, morfometria intestinal e resisténcia a hipéxia em juvenis de tambaqui Colossoma

macropomum (Curvier, 1818).

RESUMO
Este estudo objetivou avaliar os efeitos de um aditivo nutricional comercial a base de
probidticos e prebidtico na alimentagdo do tambaqui Colossoma macropomum sobre o
desempenho, sobrevivéncia, pardmetros sanguineos, morfometria intestinal e na resisténcia a
hipéxia. Na primeira fase, os peixes foram alimentados por um periodo de 45 dias, com
ragoes contendo niveis de inclusdo do aditivo nutricional comercial a base de um simbidtico
comercial (0, 2, 4, 6 e 8g de aditivo/kg de ragdo). Apos a primeira fase do experimento, foi
realizado um teste de hipoxia (segunda fase) para verificar o efeito do aditivo na resisténcia ao
estresse. Nao houve mortalidade dos peixes em nenhum tratamento nas fases I e II do
experimento. O aditivo ndo proporcionou alteracao no desempenho, parametros sanguineos e
na morfometria do intestino ao final do ensaio de crescimento. Os parametros sanguineos
glicose, hematdcrito e triglicerideos apresentaram diferencas na comparacao dos tratamentos
com as amostras iniciais, sendo que a glicose foi maior em T4 e o hematdcrito e triglicerideos
foram maiores em todos os tratamentos ao final do ensaio de desempenho. No desafio a
hipdxia, os Gnicos parametros sanguineos que apresentaram intera¢ao entre os fatores tempo
de analise e concentragdo do aditivo foram o hematocrito e a glicose. Os demais apresentaram
efeito principalmente do tempo de analise; com exceg¢do da ALT que ndo apresentou efeito
para o tempo. A proteina plasmatica foi a unica varidvel que apresentou efeito para as
concentracdes do aditivo na ragdo. Dessa forma, conclui-se que as concentragdes do aditivo
nutricional comercial testadas ndo proporcionaram alteragdes no desempenho, nos parametros
sanguineos e na morfometria intestinal para a espécie. Em situacdo de estresse por hipdxia, as
concentragdes testadas levam a mudangas nos parametros sanguineos, principalmente a

glicose e hematocrito.

Palavra-chave: aquicultura; piscicultura; hipoxia; probioticos; espécie nativa
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of a commercial nutritional additive based on
probiotics and prebiotics in the feeding of tambaqui Colossoma macropomum through the
analysis of performance, blood parameters, intestinal morphometry and in the challenge to
hypoxia. In the first phase, the fish were fed for a period of 45 days, with rations
containing levels of inclusion of the commercial nutritional additive (0, 2, 4, 6 and 8g of
additive / kg of ration). After the first phase of the experiment, a hypoxia test (second
phase) was carried out to verify the effect of the additive on resistance to stress. There is
no fish mortality in any treatment in Phases I and II of the experiment. The additive did
not change performance, blood parameters or bowel morphometry at the end of the
growth trial. The blood parameters glucose, hematocrit and triglycerides separated
differences in the comparison of treatments with the initial ones, with glucose being
higher in T4 and hematocrit and triglycerides being higher in all treatments at the end of
the performance trial. In the hypoxia challenge, the only blood parameters that interacted
between the analysis time and additive concentration factors were hematocrit and glucose.
The others mainly effect the analysis time; with the exception of ALT, which had no
effect for time. Plasma protein was a single variable that had an effect on the feed additive
settings. Thus, it is concluded that the commercial nutritional additive standards tested in
this study do not offer changes in performance and in blood and intestinal morphometric
characteristics for a tambaqui species. In situations of stress due to hypoxia, the tested

norms lead to changes in blood parameters, especially glucose and hematocrit.

Keywords:aquaculture; pisciculture; hypoxia; probiotics; native species
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1- INTRODUCAO

A intensificacdao da producao aquicola, cada vez mais vem aumentando e promovendo
a necessidade de um cuidado maior dos animais nos sistemas de produ¢ao (WINCKLER et
al., 2015). O aprimoramento das tecnologias ligadas as caracteristicas nutricionais das dietas e
o manejo alimentar veem determinando um aumento produtivo através da melhoria na
conversao alimentar, sanidade e qualidade da agua, tais técnicas diminuem o tempo de cultivo
e promovem a qualidade do pescado produzido (PEREIRA et al., 2016; SCHULTER;
VIEIRA FILHO, 2017; CALIXTO et al., 2020).

O oxigénio dissolvido ¢ um dos parametros mais importantes dentro dos sistemas de
produgdo, sua diminui¢do ¢ causada por manejos inadequados, dentre eles o aumento da
densidade e a elevagdo da quantidade de matéria organica nos sistemas, levando a
eutrofizagdo dos viveiros. A hipoxia ¢ conhecida como o baixo nivel de oxigénio no meio, €
essa diminuicdo chega a comprometer o desempenho e a saide dos animais afetando a
capacidade fisiolégica do peixe seja em comportamento, alimentacdo e crescimento
(BALDISSEROTTO, 2013; QUEIROZ E BOEIRA, 2016; GILMORE et al.2018; ZHAO et
al., 2018).

A hipoxia pode levar ao estresse, sendo que estudos mostraram que os peixes nessas
condi¢des apresentaram alteragdes nos pardmetros sanguineos, como as quantidades de
globulos vermelhos e hemoglobina, que em geral aumenta suas concentragdes para compensar
o nivel baixo de oxigénio no ambiente (LI et al., 2018; ABDEL-TAWWARB et al. 2019). Em
ambientes de cultivo, a hipoxia € muito comum e estd associada a niveis de oxigénio abaixo
ou entorno de 2mg/L, esse nivel ja é considerado um ambiente estressante ao peixe (DIAZ e
ROSENBERG, 1995; BALDISSEROTTO, 2002). A persisténcia de hipéxia no ambiente
pode causar a mortalidade de muitos individuos (XIAO 2015; ABDEL-TAWWAB et al.
2019).

Os alimentos funcionais tém sido empregados pelas industrias de alimento para peixes,
visando atender as exigéncias nutricionais e a satide dos animais (RAZAK BIN IBRAHEN et
al., 2010). O uso de aditivos nutricionais na aquicultura tem tido destaque por promover
beneficios como: melhoria no sistema de defesa dos peixes e consequentemente um melhor
aproveitamento dos nutrientes, auxiliando na produtividade, como também proporcionando
um bem estar aos mesmo durante o cultivo (RIBEIRO et al., 2012). Estes aditivos nutricionais
podem ser formados de substancias ou microrganismos que sao adicionados intencionalmente
no alimento, mais nao sao consumidos, beneficiando e melhorando a satde do hospedeiro

(BRASIL, 2004).
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Estudos com probioticos e prebidticos na alimentagdo dos peixes vém mostrando que
esses aditivos podem proporcionar uma melhoria imunolégica e no desempenho
(CORNELIO, et al., 2013; LIMA, 2014; FERREIRA et al., 2015; JATOBA & MOURINO,
2015). Investigacdes com intuito de melhorar a produtividade tem sido realizado a partir do
uso de aditivos com espécies de destaque para a produgdo, como o caso das exoticas tilapia e
carpa, e as nativas tambaqui e jundia (MELLO et al.2013; PINTO et al., 2015; PAIXAO et
al., 2017; DIAS et al., 2018; ZHANG et al., 2018; GERALDO et al., 2021).

O tambaqui Colossoma macropomum € uma espécie nativa da regido norte, sendo o
segundo maior peixe de escama de agua doce, sua ocorréncia se da nas bacias do rio Orinoco
e rio Amazonas (SILVA et al. 2007). E a segunda espécie mais cultivada com produgdes de
101, 079 mil toneladas, ficando atras apenas da tilapia, com 323,7 mil toneladas (IBGE,
2020). Grande parte do crescimento de sua producao ocorre pela sua rusticidade e aceitagdo
de dietas formuladas, mostrando um bom desempenho de crescimento e conversdo alimentar
nos sistemas de aquicultura (LOPERA-BARRETO et al., 2011).

Estudos com o uso de aditivos nutricionais comerciais na alimentagdo do tambaqui
tétm sido realizados com o intuito de melhorar a saide e o desempenho da espécie
(CARVALHO et al., 2009; FERREIRA et al. 2014; AZEVEDO et al., 2016; PAIXAO et al.,
2017). No entanto, ainda s3o necessarios avaliar o uso e as quantidades ideais desses aditivos,
principalmente aqueles ja disponiveis no mercado, a fim de se obter informac¢des mais
precisas sobre a sua funcionalidade e adequar o seu uso no ciclo de produgao.

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi de avaliar os efeitos de um aditivo
nutricional simbidtico na alimentacdo de juvenis de tambaqui sobre desempenho,

sobrevivéncia, pardmetros sanguineos, morfometria intestinal e no desafio a hipdxia.

2- MATERIAL E METODOS
2.1- Condigdes pré-experimentais

O experimento foi conduzido nas dependéncias da UFRA (Universidade Federal Rural
da Amazonia) no laboratdrio de aquicultura sustentavel, sob o registro e aprovagdo da CEUA
n°. 9354190820. Foram obtidos 1500 juvenis de tambaqui e aclimatados em laboratério, os
mesmos foram estocados em um tanque de polietileno de 1000 L, onde foram alimentados
duas vezes ao dia até saciedade aparente. Apds 10 dias no ambiente de laboratoério, os peixes
foram distribuidos em 15 tanques experimentais de 80L, e passaram por um periodo de
aclimatagdo por uma semana. Os tanques foram mantidos em sistema estatico, com trocas

parciais diarias de 4gua, aproximadamente 50%, sendo aerados por meio de compressor de ar.
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Um total de 150 juvenis de tambaqui com peso médio inicial 20,2 + 3,6 g foram estocados na
densidade de 10 peixes/tanque. Durante essa semana de aclimatacdo nos tanques
experimentais os peixes foram alimentados até a saciedade aparente por 30min, trés vezes ao
dia (8, 12 e as 16h), mesmo manejo aplicado durante a fase experimental. Em todo o periodo
pré-experimental e experimental os juvenis de tambaqui foram alimentados com racdo
extrusada de 1- 2mm com 45% de proteina bruta, 120g/kg de umidade, 100g/kg de extrato
etéreo, 60kg/ kg de fibra bruta, 120g/kg de matéria mineral, 25g/kg de calcio, 10g/kg de
fosforo, 800mg/g de vitamina C.

2.2- Condic¢odes experimentais

A Fase I do experimento, consistiu no ensaio de desempenho, e teve duragao de 45
dias. Foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e trés
repeticdes. Os tratamentos foram caracterizados pela utilizagdo de nivéis de inclusdo de um
aditivo nutricional comercial simbidtico [0 (TO), 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 8 (T8) g do
aditivo/Kg de ragao].

O aditivo nutricional comercial continha em sua base Lactobacillus acidophilus
(3,5x10'"" UFC), Bacillus cereus (4,0x10'" UFC), Bacillus subtilis (4,0x10"" UFC),
Bifidobacterium  bifidun (3,5x10"" UFC), Enterococcus faecium (3,5x10'! UFC),
mananoligossacarideos (10g/kg), lisina (5g/Kg), metionina (2,5g/Kg), colina (2g/Kg),
vitamina C (10g/Kg), vitamina E (2500 UI) e dextrose (50g/Kg) (Dados disponibilizados pelo
fabricante). O aditivo foi incorporado a racdo por um veiculo oleoso (2% de o6leo de soja)
como sugerido por Dias et al. (2011), Iwashita et al. (2014) e Paixao et al. (2017).

As andlises de qualidade de agua, como temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram
feitas todos os dias usando o medidor de parametro YSI ProODO, e a cada semana foi
retirado uma amostra de dgua de cada tratamento para as analises de amonia, nitrito e nitrato

através de kits da Labcon Test® e com um auxilio de um espectrofotdmetro. Tabela O1.
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Tabela 1: Médias (£ desvio padrdo) dos parametros fisico-quimico da agua, temperatura (°C), Oxigénio

dissolvido (OD) (mg/L), pH, aménia (mg/L), nitrito (mg/L) e nitrato (mg/L).

Tratamentos
Parametros TO0 T2 T4 T6 T8

Temperatura 28,8+0,3 28,8+0,4 28,8 +0,4 28,8 +0,3 28,8 +£0,4
oD 5,5,£0,5 5,6 0,5 5,8+04 5,7+0,5 58+0,4

Ph 7,6 +3,8 7,8+3.8 6,9+0,2 6,9+0,2 7,7+3,7
Amonia 1,9+0,5 1,9+0,4 1,7+0,5 1,9+0,6 1,8+0,7
Nitrito 0,1+0,1 0,2+0,2 0,1+0,2 0,1 +0,1 0,1+0,1
Nitrato 0,4 +£0,3 0,3+0,1 0,4+0,2 0,5+0,4 0,3+0,1

2.3- Analise de desempenho e sobrevivéncia

As avaliacdes de peso foram realizadas no inicio do ensaio € com 15, 30 e 45 dias. As
demais andlises foram feitas com os dados do inicio e do final do experimento. Os peixes
utilizados na biometria e na coleta de sangue foram anestesiados por imersdao com 65 mg de
eugenol/L conforme Roubach et al. (2005). Para determinar o desempenho, avaliado pelas
biometrias o peso € comprimento total dos peixes e calculado o ganho em peso (GP = peso
final - peso inicial), taxa de crescimento especifico (TCE = 100 x wf/wi), onde Wt ¢ o peso
final e o0 Wi ¢ o peso inicial, biomassa (biomassa= (média do peso x pela quantidade de
peixe), conversdo alimentar (CA = (soma do consumo / ganho de biomassa), taxa de

eficiéncia proteica (TEP= Ganho de peso/ consumo).

2.4- Teste de hipoxia

Ap6s 45 dias de alimentacdo, os juvenis de tambaqui foram submetidos a um teste de
resisténcia a hipoxia, para avaliar um possivel efeito dos niveis de inclusdo do simbidtico na
saude dos peixes em situagdo de estresse. A aeragdo dos tanques foi diminuida até o oxigénio
atingir a concentragdo de 1mg/L, sendo que essa concentracao foi atingida em 3 horas. Apds
isso iniciou-se a contagem de 48h de exposi¢do a hipdxia, sendo que, apos o fim dessas 48h,
iniciou-se o periodo de recuperacao, em que os peixes foram avaliados por mais 24 e 48h apds
restabelecer as concentracdes de oxigénio consideradas normais para a espécie, 6,8 = 0,5 mg

/L (Tabela 2). A metodologia descrita seguiu as recomendagdes de Neves et al. (2020).
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Tabela 2: Médias (+ desvio padrdo) do oxigénio dissolvido (OD) (mg/L) na agua, nos periodos durante ¢ depois

da hipodxia.
" Tratamentos
Parametro
TO T2 T4 T6 T8
OD (Inicial) 6,6+0,2 6,1 £0,5 6,8+0,3 6,9 +0,1 6,6 £0,4
OD (48h de hipoéxia) 1,3+0,2 1,6 £0,3 1,0£0,1 1,1 £0,2 1,3+£0,2

OD (48h de recuperacio) 7,2+0,2 6,8 £0,2 6,3+0,3 6,3+1,0 7,4+0,5

Um total de seis peixes por tratamento (2 por réplica) foram amostrados em cada um
dos seguintes tempos: ao final de 48h das condi¢des de hipoxia (48-H), com 24h (24-R) e 48h
(48-R) de recuperagdo do periodo de hipdxia, para a coleta de sangue para as andlises de
glicose, hematocrito, alanina aminotransferase (ASL), aspartato aminotransferase (AST),
proteina plasmatica, triglicerideos e colesterol. Os dados sanguineos ao final dos 45 dias de
alimenta¢do foram considerados os de pré hipdoxia (Pré-H). Esta segunda fase do experimento
foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos, 0S mesmos
niveis de inclusdao do aditivo nutricional comercial da Fase I, s6 que em parcela subdividida

no tempo, considerando os periodos de coleta de sangue mencionados acima.

2.5- Analise Sanguinea

Em cada tempo de coleta, os peixes foram capturados, anestesiados com 65 mg de
eugenol/L (Roubach et al., 2005) até a fase de anestesia cirargica e o sangue foi amostrado
por pungdo caudal com o auxilio de uma seringa com anticoagulante EDTA. Uma parte do
sangue foi destinada para andlise de glicose através de um aparelho digital glicosimetro
(Accu-Chek® Guide), e o restante do sangue foi centrifugado por 10 min para a separagao do
plasma, sendo posteriormente separado e mantido em freezer a -20°C até o uso para as
analises de proteina total, triglicerideos, colesterol, ALT e AST através de kits comerciais da
Labtest Diagndstica® (lotes 202004, 202002, 1907, 202008 e 202007 respectivamente).

Aproximadamente 50 pL foi destinado para analise de hematdcrito (Ht), a partir de
tubos capilares, preenchidos com aproximadamente 2/3 de sangue previamente
homogeneizado. Estes tubos capilares foram centrifugados durante 15 min. a 10000 rpm
(Centrifuga Microspin-Spin 1000®; Micros-spin (Mikro)- Laborline, Barueri, SP, Brasil). A
leitura foi realizada no cartdo apropriado, igualando o menisco do plasma com a linha
superior da régua (linha 100) e a mesma, sendo igualada a extremidade inferior da porgao
eritrocitaria com a linha inferior da régua (linha zero), de modo que o resultado indicasse o

valor da linha.
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2.6- Analise histologica

Apoés 45 dias de experimento, os peixes utilizados para as coletas de sangue foram
eutanasiados com eugenol (265,5 mg/L) conforme Vidal et al., (2008), para a avaliagao do
peso do figado, indice hepatossomatico e comprimento do intestino/comprimento do peixe
(CI/CP). Apds as avaliagdes, uma amostra do intestino anterior e posterior foram fixadas em
formalina tamponada a 10% por 24h e depois preservada em alcool 70%. Apos a fixagdo, os
fragmentos foram processados conforme o protocolo padronizado pelo LPCA (Laboratério de
pesquisa Carlos Azevedo) passando por uma bateria de desidratacdo em concentragdes de
alcool crescente (70%, 80%, 90%, 100% I, 100% II e 100 III), diafanizados em xilol (I e II) e
impregnacao parafina liquida a 60° C.

Em seguida foi realizado a inclusdo do material em blocos de parafina com o auxilio
do aparelho Tissue Embedding Center Micron® EC350, logo ap0s, iniciou-se o processo de
microtomia com corte a Sum de espessura, utilizando micrétomo Rotary Microtom® e
Micron HM315, os cortes foram colocados em banho-maria retiradas em laminas de vidro,
sendo transferidos a estufa em 60°C para fixagdo por 24h. As laminas com os cortes foram
coradas na técnica de rotina do laboratorio com Hematoxilina e Eosina (HE).

Ap0s estes procedimentos, as ldminas foram fotografadas com cdmera de video digital
Motican® 2300 acoplada em microscopio. Sendo utilizado software Motic para aferir as

medidas de altura, comprimento e largura das vilosidades intestinais dos juvenis de tambaqui.

2.7- Analises estatisticas

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa estatistico “Statistical Analysis
System” (SAS Institute, versdo 8.0). Todas as andlises foram submetidas a avaliagdo da
normalidade dos erros (Cramer-von Mises) e da homocedasticidade das variancias (Levene
's). Foram realizadas as analises de variancia ANOVA e teste de Tukey para comparacao das
médias dos parametros de desempenho. Os dados apresentados em porcentagem foram
previamente transformados em V(x+0,5) para as analises estatisticas. O teste T-hoc (p <0,05)
foi aplicado as médias antes do inicio do experimento e apds o periodo de desempenho. Os
dados do teste de hipdxia foram analisados por Anova em duas vias, considerando os fatores
tempo de coleta e concentragdo do aditivo alimentar nas dietas formuladas, seguido pelo teste

de Duncan's post-hoc (p <0,05).
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3- RESULTADOS

3.1- Desempenho e sobrevivéncia

Nao houve mortalidade durante o periodo da primeira fase e da segunda fase do
experimento. Nao foram encontradas diferencas estatisticas para o peso dos juvenis de
Colossoma macropomum em nenhum dos momentos avaliados entre os tratamentos com 15,

30 e 45 dias de experimento, como mostra a Figura 1.

Fig.1 Peso médio dos juvenis de tambaqui Colossoma macropomun alimentados por 45 dias com niveis de

inclusdo de um aditivo nutricional comercial.
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Nao foi identificado diferenca estatistica nos resultados de ganho em peso,
comprimento total, consumo de ragdo, conversdao alimentar, biomassa, sobrevivéncia, TCR

(taxa de crescimento relativo) e TEP (taxa de eficiéncia protéica (Tabela 3).
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Tabela 3. Médias (+ desvio padrdo) do ganho em peso (GP, g), comprimento total (CT, cm), o consumo de ragdo (Consumo, g), a conversdo alimentar (CA), biomassa
(Biomassa, g), sobrevivéncia (Sob., %), Taxa de crescimento relativo (TCR, %) e a taxa de eficiéncia protéica (TEP) dos juvenis de tambaqui Colossoma macropomun

alimentados com niveis de inclus@o de aditivo nutricional comercial (simbiotico).

Tratamentos (g do simbiodtico/ kg de racio)

Variavel
T0 T2 T4 T6 T8
Peso final (g) 63,36 £ 17,05 65,48 £ 17,00 52,46 = 14,80 73,89 £+ 23,50 60,32 £20,43
GP(g) 4247 +42 45,01 +4,6 32,89+£2.6 53,73 £ 130 3992+72
CT (cm) 17,05+ 1,42 17,00 £ 1,43 14,80 £ 1,61 23,50+ 1,90 20,43 + 1,86
Consumo (g) 324,84 +4557 359,43 £37,51 293,90 £ 6,14 437,28 +£ 98,39 336,08 + 54,06
CAA 0,76 £ 0,15 0,80 + 0,03 0,90 + 0,06 0,82 + 0,03 0,84 + 0,02
Biomassa (g) 633,59 + 38,3 663,96 +£47,0 524,63 £10,3 738,88 +£129,2 603,17+ 70,8
GB (g) 429,07 £ 40,6 451,58 £ 46,88 327,54 £26,2 537,33 £129,7 402,45 +71,6
TCR (%) 4290,67 £ 0,15 4501,07 £462,47 327537+261,67 5373,33+1297,47 3991,20+ 721,33
TEP 62,86 = 3,84 64,98 £4,70 51,98 £1,07 73,40+ 12,92 59,82 £ 7,08

Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica ao final do experimento de desempenho, 45 dias de alimentagdo (P<0,05). Tratamentos, TO: peixes alimentados com
dieta formulada sem a inclusdo do aditivo simbidtico na dieta; T2: peixes alimentados com dieta formulada contendo 2g do simbiodtico/Kg de dieta; T4: peixes alimentados
com dieta formulada contendo 4g do simbidtico/Kg de dieta; T6: peixes alimentados com dieta formulada contendo 6g do simbiotico/Kg de dieta; T8: peixes alimentados com

dieta formulada contendo 8g do simbidtico/Kg de dieta.



25

3.2- Andlises dos parametros sanguineos

A Tabela 4 mostra as variaveis sanguineas analisadas ao final da Fase I. Nao foram
encontradas diferencas estatisticas na comparagdo entre os tratamentos ao final de 45 dias de
alimentacao.

Na comparagdo com os peixes do inicio do experimento, as varidveis glicose,
hematdcrito e triglicerideos apresentaram diferengas estatisticas. Os peixes alimentados com a
dieta T4 apresentaram valores de glicose superiores em comparagao aos peixes do inicio do
experimento (P<0,05). As variaveis de hematdcrito e triglicerideos foram superiores ao final
de 45 dias de alimentacdo em comparagao aos peixes do inicio do experimento, independente

do tratamento (P<0,05).

Tabela 4: Médias (+ desvio padrdo) dos parAmetros sanguineos glicose (mmol.L"), hematdcrito (%), proteina
plasmatica (Prot. plasmatica g.L!), colesterol (mmol.L!) e triglicerideos (mmol.L!) dos juvenis de tambaqui
Colossoma macropomun alimentados com niveis de inclusdo de um aditivo alimentar comercial a base de

probiodticos e prebidtico.

Tratamentos Glicose Hematdcrito Proteina Plasmitica Colesterol Triglicerideos

Inicio 44+0,5 25,7+ 1,4 21,7+ 1,9 1,2+0,1 20,0+2,2

TO 52+0,3 44,4 + 3,0* 27,4+2,7 1,2+0,1 34,5+4,1*

T2 49+0,3 39,0 £ 1,8%* 23,8+29 1,2+0,1 29,1 +2,1%*

T4 5,9+0,4* 44,0 +3,1* 2582+1,3 1,2+0,1 31,8 £ 3,1%

T6 53+04 40,4 + 1,8* 26,7+ 4,6 1,L1+£0,1 32,8+ 4,1%

T8 5,5£04 37,4+ 1,0* 374+ 1,0 1,2+0,1 32,4+3,7*
C.v. 10,3 17,8 9,7 4,9 17,4
F 3,00 2,97 0,81 0,33 2,7
Prob. 0,06 0,02 0,55 0,89 0,04

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica ao final do experimento de desempenho, 45 dias de
alimentagdo (P<0,05). * Indica diferenga estatistica na comparagao entre os peixes do inicio do experimento com
os dos tratamentos ao final do experimento. (n= 9 peixes/tratamento). *Indica diferenca estatistica pelo teste t-

student na comparagdo entre os peixes do inicio do experimento com os peixes ao final do experimento.
Tratamentos, TO: peixes alimentados com dieta formulada sem a inclusdo do simbidtico na dieta; T2: peixes
alimentados com dieta formulada contendo 2g do simbiético/Kg de dieta; T4: peixes alimentados com dieta
formulada contendo 4g do simbidtico/Kg de dieta; T6: peixes alimentados com dieta formulada contendo 6g do
simbidtico/Kg de dieta; T8: peixes alimentados com dieta formulada contendo 8g do simbiodtico/Kg de dieta. c.v.
= coeficiente de variagdo na comparagdo ao final do experimento; F: Valor de F na comparacdo ao final do

experimento; e Prob. = Probabilidade na comparacao ao final do experimento.
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3.3- Analises relativos ao desafio a hipoxia

A Tabela 5 mostra os valores estatisticos das analises sanguineas na fase II relativo ao
desafio a hipoxia. Os parametros sanguineos hematocrito e glicose foram os Unicos a
apresentar interagdo entre os tempos de coleta e concentracao do aditivo na ragao (P<0,05),
sendo as comparacdes desdobradas na Tabela 6. Os demais pardmetros sanguineos nao
apresentaram efeito significativo para a interagdo das variaveis (P>0,05), e especificamente a
ALT nao apresentou efeito significativo para as variaveis em separado (P>0,05).

Em relagdo aos demais parametros, estes apresentaram efeito significativo para o
tempo de coleta (P<0,05). A AST foi maior nos juvenis de tambaqui ao final do periodo de
hipéxia e com 24h de recuperagdo em compara¢do com as médias dos peixes com 48h de
recuperacgao (P<0,05) (Tabela 5).

A proteina plasmdatica apresentou efeito significativo para ambas as variaveis
(P<0,05); no entanto, sem interagdo entre as mesmas (P>0,05). De uma maneira geral, ocorreu
um aumento desta varidvel apds a hipdxia e no periodo de recuperacdo, com 24 e 48h, sem
diferenca estatistica entre os tempos de antes da hipoxia e com 24h de recuperacao. As dietas
TO e T6 proporcionaram maiores médias para a proteina plasmatica em comparacao as médias
dos peixes alimentados com T2 (P<0,05) (Tabela 5).

Os triglicerideos e o colesterol tiveram um comportamento similar, com efeito
significativo apenas para os tempos de coleta (P<0,05). Os triglicerideos tiveram um
comportamento de diminui¢do de suas concentracdes com o decorrer do teste de hipoxia, com
o maior valor antes do teste em comparacdo com o0s peixes na recuperacdo de 24 e 48h
(P<0,05). Os valores de colesterol apresentaram um comportamento inverso aos
triglicerideos, com um aumento de suas concentragdes com o decorrer do tempo no teste de
hipéxia, com as maiores médias obtidas nos tempos de pos hipoxia (48-H) e com 24h de

recuperacgao (P<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias (+ desvio padrdo) dos parametros sanguineos aspartato aminotransferase (AST, UI/L), alanina

aminotransferase (ALT, UI/L), proteina plasmatica (mg/L), hematocrito (%), glicose (mmol/L) e triglicerideos

(mmol/L) de juvenis de tambaqui Colossoma macropomum expostos a hipoxia apos serem alimentados por 45

dias com dietas contendo niveis de inclusdo de aditivo nutricional simbidtico. Os resultados sdo referentes as

analises nos tempos de pré-exposi¢ao a hipoxia (Pré-H), imediatamente apds 48h de hipoxia (48-H), com 24h de

recuperacao (24-R) e com 48h de recuperagdo (48-R) a hipoxia.

AST ALT Proteina Hematocrito Glicose Triglicerideos Colesterol
plasmatica
Valor de P para <0,01 0,06 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
0s tempos
Valor de P 0,272 0,3695 <0,01 <0,01 0,1035 0,09246 0,3966
concentracoes
do aditivo
Valor de P para 0,565 0,3917 0,487 <0,01 <0,01 0,958 0,3444
interaciio
Coef. var.! 62,3 56,7 22,6 32,5 24.8 37,9 21,8
Média para os tempos
Pré-H 59,9+15,7ab 13,149, 23,5+6,5b 41,0+7,2b 5,5+1,2a 1,3+0,3a 3,2+0,6b
1
48-H 81,6£25,4a  11,3+4, 293+49a 39,749,9ab 4,1 £0,8 ab 1,0+0,4ab 4,3+0,7a
9
24-R 89,6£70,4a  12,3+7,  26,6+7,2ab 33,546,2b 3,3+0,5b 0,8+0,2b 4,2+1,0a
2
48-R 41,2+15,6b  8,8+£2,6 27.9+4,7a 54,1199 a 4,8+0,7a 0,8+0,2b 3,6+0,4ab
M¢édia para as concentracdes
TO 71,8£31,2 11,16, 27,1+6,8a 51,5238 a 4,5+1,0 1,1+0,4 3,8+0,7
7
T2 60,4+25,3 13,449, 24,845,7b 35,9+6,7b 4,6 £1,0 0,9+0,3 3,6+0,7
7
T4 59,1£23,6 11,447, 26,2453ab  39,3£16,2ab 4,7+1,7 0,9+0,3 3,8+0,8
2
T6 66,0+32,2 9,6£2,9  30,4+6,8a 36,7+6,5b 44+1,1 1,0+0,4 4,0+1,1
T8 83,6+77,3 11,544, 25,745,1ab  44,2+10,8 b 45+1,1 1,0+0,4 3,9+0,9
3

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (P<0,05). (n= 6 peixes/tratamento).

Tratamentos, TO: peixes alimentados com dieta formulada sem a inclusdo do simbidtico na dieta; T2: peixes

alimentados com dieta formulada contendo 2g do simbioético/Kg de dieta; T4: peixes alimentados com dieta

formulada contendo 4g do simbidtico/Kg de dieta; T6: peixes alimentados com dieta formulada contendo 6g do
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simbiodtico/Kg de dieta; T8: peixes alimentados com dieta formulada contendo 8g do simbiotico/Kg de dieta. c.v.

= coeficiente de variacdo; Prob. = Probabilidade; e, Coef. var. = coeficiente de variacao.

Os parametros sanguineos hematdcrito e glicose apresentaram efeito significativo para
as variaveis tempo de coleta x concentracdo do simbidtico durante o desafio a hipdxia
(P<0,05) e o desdobramento dessa intera¢dao encontra-se na Tabela 6. No periodo pré hipoxia
(Pré-H) e na recuperagao de 24h (24-R) ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos
para a varidvel hematocrito; no entanto, imediatamente apds a hipoxia (48-H), os tratamentos
T6 e T8 proporcionaram maiores valores para esta variavel em comparagdo ao tratamento T4
(P<0,05). Com 48h de recuperacao, a maior média de hematdcrito foi encontrada nos peixes
alimentados sem a inclusdo do simbidtico em comparagdo aos demais tratamentos (P<0,05).
Os valores intermedidrios foram encontrados nos tratamentos T4 a T8, sendo que esses
diferiram estatisticamente dos demais (Tabela 6).

No TO0, o maior valor de hematocrito foi encontrado com 48h de recuperacao, sendo
esse diferente estatisticamente dos tempos de Pré-H e 24-R. O menor valor de hematdcrito em
T2 foi encontrado em 48-R, sendo esse diferente em comparacdo a Pré-H e 48-H (P<0,05).
Em T4, o maior valor de hematocrito foi encontrado com 48-R em comparagdo aos demais
tratamentos (P<0,05). Nao foi encontrada diferenca estatistica para o hematocrito no T6,
independente do tempo de coleta. E em T8, os maiores valores foram encontrados apos a
hipéxia e com 48h de recuperacdo em comparacao aos demais tempos de coleta (P<0,05)
(Tabela 6).

Na comparacdo dos tratamentos nos tempos de andlise, em Pré-H, os juvenis
alimentados com T4 apresentaram maiores médias de glicose em comparacdo aos peixes
alimentados com T2 (P<0,05). Os demais tratamentos apresentaram médias intermedidrias
sem diferenca estatistica em comparacdo com T2 e T4. Apos as 48h de hipdxia, as maiores
médias de glicose sanguinea foram encontradas em TO e T2 em comparagdo com T4 e T8
(P<0,05). Com 24h de recuperagao, as maiores concentragdes de glicose foram encontradas
nos juvenis alimentados com as dietas T2 e T8 em comparacao com T4 (P<0,05). Os demais
tratamentos apresentaram valores intermedidrios e sem diferenca estatistica em comparacao
com os tratamentos T2, T4 e T8. No ultimo tempo de anélise, 48-R, ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (Tabela 6).

A concentragao de glicose sanguinea foi menor com 24h de recuperagao no TO, em
comparagdo com os demais tempos de andlise (P<0,05). Em T2 e T6, esta variavel ndo se

alterou em relacdo aos tempos de analise (P>0,05). Em T4, as menores médias de
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concentracgdo de glicose foram obtidas nos tempos 48-H e 24-R (P<0,05) em comparagdo com
os demais tratamentos. A maior concentracdo foi obtida no tempo de Pré-H (P<0,05). No
tratamento T8, as maiores concentragoes de glicose foram obtidas nos periodos de Pré-H e

com 48-R em comparagdao com os demais tratamentos (P<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6: Média (= desvio padrio) das variaveis hematocrito (%) e glicose (mmol/L) no desdobramento da

interacdo entre tempo de coleta x concentracdo de aditivo nutricional para juvenis de tambaqui no desafio a

hipoxia.
Hematdcrito
Tratamentos Tempo de analise
Pré- h 48h Hipoxia 24h Recuperacdo 48h Recuperacio
TO 444+9,1 Ba 39,4+ 43 Bab 32,0+8,2Ba 81,2+8,2 Aa
T2 39,9+ 5,3 Ba 39,2+ 6,9 Aab 37,8+ 4,1 Aba 29,8+ 5,2 Bc
T4 44,0+9,3 Ba 31,2+ 6,8 BCb 28,2+ 8,0 Ca 60,2+ 7,9 Ab
T6 40,4+ 5,1 Aa 36,8 £ 10,1 Aa 36,2+ 1,9 Aa 37,3+ 5,7 Ab
T8 37,4+ 3,0 Ba 51,7+8,2 Aa 32,7+4,1Ba 49,0+ 7,0 Ab
Glicose
Tratamentos Tempo de anilise
Pré- h 48h Hipoxia 24h Recuperacdo 48h Recuperacio
TO 5,2+0,3 Aab 4,6 £ 0,5Aa 3,3 £0,3Bab 4,7+ 1,0Aa
T2 4,9+0,3 Ab 4,8 +0,9Aa 3,6 £0,4Aa 4,5+0,9Aa
T4 5,9+0,4 Aa 3,3+£0,7Cb 2,8+0,4Cb 5,1 £0,6Ba
T6 5,3+0,4 Aab 3,9 £0,5Bab 3,3+0,3Cab 5,0+ 0,6Ba
T8 5,5+0,4 Aab 3,6 £ 0,5Bb 3,7+ 0,4Ba 4,9 +0,3Aa

Letras minusculas diferentes nas linhas e maitisculas nas colunas indicam diferenga estatistica (P<0,05). (n= 6
peixes/tratamento). Tratamentos, TO: peixes alimentados com dieta formulada sem a inclusdo do simbiotico na
dieta; T2: peixes alimentados com dieta formulada contendo 2g do simbidtico/Kg de dieta; T4: peixes
alimentados com dieta formulada contendo 4g do simbiodtico/Kg de dieta; T6: peixes alimentados com dieta
formulada contendo 6g do simbiodtico/Kg de dieta; T8: peixes alimentados com dieta formulada contendo 8g do

simbidtico/Kg de dieta

Os animais do presente estudo apresentaram uma expansao dos ldbios que permitiram
capturar oxigénio da lamina d'dgua, essa expansao se deu em 24h de hipodxia, e apds esse

periodo essa protuberancia labial havia sumido

3.4- Morfometria do intestino e analise histologica
Com base nos resultados de comprimento do intestino, peso do figado e indice
hepatossomatico (IHS), observou se que ndo houve diferenca estatistica na comparagao entre

os tratamentos para as varidveis peso do figado e IHS Na comparagdo da relagao CI/CP,
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ocorreu uma diminui¢do dessa varidvel nos peixes alimentados com a dieta T6 em
compara¢do com os demais tratamentos (P<0,05) (Tabela 5).

Na comparagdo entre as amostras do inicio do experimento com os tratamentos ao
final de 45 dias de alimentacdo, foi observado que a relagdo CI/CP foi alterada em T2, T6 e
T8, sendo que esses tratamentos apresentaram uma relacdo menor em comparagdo ao inicio
do experimento (P<0,05). O peso do figado foi maior em todos os tratamentos ao final de 45
dias de alimentagdo em comparacdo ao peso deste 6rgao nas amostras iniciais (P<0,05). O
IHS foi maior nos tratamentos T4 e T8 em comparacao as amostras iniciais (P<0,05) (Tabela
7).
Tabela 7. Médias (+ desvio padrdo) da relagdo entre comprimento do intestino pelo comprimento do peixe

(CI/CP), peso dos figados (g) e indice hepatossomatico (IHS) dos juvenis de tambaqui Colossoma macropomun

alimentados com niveis de inclusdo de um simbidtico comercial.

Tratamentos CI/CP Peso do Figado IHS
Basal 1,41+0,14 0,23 +£ 0,06 1,2+0,2
TO 1,26 £0,212 0,87 +0,2* 1,4+0,3
T2 1,19+ 0,14* 0,90 +0,1* 1,4+0,4
T4 1,23+£0,212 0,80 +0,7* 1,5 +£0,2%
T6 0,89 £ 0,29%° 0,91 £0,2* 1,2 £0,8
T8 1,13£0,13% 0,98 £ 0,2* 1,6 +£0,4*
C.v. 20,3 37,3 31,2
F 3,039 0,4777 0,5517
Prob. 0,03594 0,7519 0,6995

Letras mintsculas sobrescritas diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica ao final do experimento de
desempenho, 45 dias de alimentagdo (P<0,05). (n= 9 peixes/tratamento). TTratamentos, TO: peixes alimentados
com dieta formulada sem a inclusdo do simbidtico na dieta; T2: peixes alimentados com dieta formulada contendo
2g do simbiodtico/Kg de dieta; T4: peixes alimentados com dieta formulada contendo 4g do simbidtico/Kg de dieta;
T6: peixes alimentados com dieta formulada contendo 6g do simbidtico/Kg de dieta; T8: peixes alimentados com
dieta formulada contendo 8g do simbiodtico/Kg de dieta. c.v. = coeficiente de variagdo; F: Valor de F; e Prob. =
Probabilidade.

Com base nos resultados da andlises morfo-histologicas do intestino de tambaqui
alimentados por 45 dias com o simbidtico comercial ndo foram encontradas diferencas
estatistica para as variaveis altura, comprimento e largura das vilosidades intestinais (Tabela

8).
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As medi¢des de altura das vilosidades foi obtido a parti das medidas do 4pice a base de
cada vilosidade, o comprimento foi obtido através do perimetro de cada vilosidade e a largura

foi obtida através das extremidades laterais das vilosidades (Figura 1)

Tabela 8: Médias (+ desvio padrdo) da altura, comprimento e largura do intestino dos juvenis de tambaqui

Colossoma macropomun alimentados com niveis de inclus@o de simbidtico comercial.

Intestino anterior

Tratamentos
Altura (um) Comprimento(pm) Largura (um)
TO 331,7+ 46,93 1117+£203,8 125,1+£12,24
T2 296+37,12 1064+167,3 179,8+16,91
T4 401,8+48,07 1243+179,7 117,7+9,087
T6 381+35,88 1177148 150,9+17,05
T8 385,5+42,69 1079+143,6 142,4+10,18
Intestino Posterior
Tratamentos
Altura (um) Comprimento(pm) Largura (um)
TO 331,3+37,78 709,6+85,39 107,246,194
T2 326,9+53,86 844,1+135,1 145,7+23,74
T4 322,1+33,43 746,3+125,3 118,8+6,475
T6 231,9+£53,7 607,8+128,5 157,2+15,31
T8 237,6+£24,68 599,2+76,47 110,8+11,35

Letras mintsculas sobrescritas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica ao final
do experimento de desempenho, 45 dias de alimentacao (P<0,05). (n= 9 peixes/tratamento).
Tratamentos, TO: peixes alimentados com dieta formulada sem a inclusdo do simbidtico na
dieta; T2: peixes alimentados com dieta formulada contendo 2g do simbidtico/Kg de dieta;
T4: peixes alimentados com dieta formulada contendo 4g do simbiotico/Kg de dieta; T6:
peixes alimentados com dieta formulada contendo 6g do simbiotico/Kg de dieta; T8: peixes
alimentados com dieta formulada contendo 8g do simbiodtico/Kg de dieta. c.v. = coeficiente

de variacdo; F: Valor de F; e Prob. = Probabilidade.

Fig. 2. Analises das vilosidades intestinais do tambaqui (Colossoma macropomum).(A) altura, (B) comprimento

e (C) largura das vilosidades.
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DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, ndo foi observado diferengas no desempenho de
juvenis de tambaqui alimentados com simbiodtico comercial testado. Resultados similares
foram observados por Chagas et al. (2013), Ribeiro et al, (2016), Paixao et al. (2017) e Dias et
al. (2018), que ndo observaram em seus estudos diferengas no desempenho do tambaqui ao
utilizar aditivos nutricionais comerciais.

Este resultado também corrobora com estudos feitos com outras espécies, Fonseca et
al. (2020) realizaram estudos com juvenis de tildpia e observaram que o aditivo testado nao
influenciou no crescimento dos animais ap6s 40 dias de alimentagdo. Dias et al. (2020) ao
avaliarem um aditivo comercial para juvenis de tildpia durante 90 dias, ndo observaram
diferencas no desempenho dos animais. Geraldo et al. (2021) ao utilizar probiodticos
comerciais na alimenta¢do de juvenis de carpa capim Ctenopharyngodon idella, ressaltaram
que tal produto ndo influenciou no desempenho nem nos indices somaticos apds a
alimentag¢do por 70 dias.

Acredita-se que a nao influéncia do aditivo sobre o desempenho do tambaqui pode
estar relacionada com a quantidade de probioticos e prebidticos adicionados a dieta
formuladas para a alimentac¢do dos peixes. Essas quantidades ndo foram suficientes para que
0s microrganismos colonizassem a microbiota intestinal. Segundo Merrifield et al. (2010), a
quantidade de probioticos deve ser alta para permitir que esses microrganismos colonizem o
trato gastrointestinal.

Segundo Ramesh et al. (2015), um dos fatores da nao eficiéncia dos probioticos
comerciais, ¢ que grande parte da maioria dos produtos no mercado sdo probidticos isolados
de outros animais como os de aves e suinos, o que pode limitar a acdo dos probidticos. Aradjo
et al. (2018) e Jatoba et a. (2018) ressaltaram que a utilizacdo de micro-organismos
especificos da propria espécie pode apresentar uma maior eficiéncia em inibir agentes
patogénicos, com uma melhor colonizagdo do trato gastrointestinal. Com base nos estudos de
Kotzen et al (2021), as bactérias com potencial probidtico para o tambaqui extraidos do
proprio animal foram: Enterococcus hirae, Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis,
Pediococcus pentosaceus, Staphilococcus hominis e Staphilococcus saprophyticus. Tais
bactérias resistiram a acdo biliar e colonizam o trato gastrointestinal do animal, e foram
resistentes a acdo de antibidticos. Dentre essas bactérias, apenas a Enterococcus faecalis
estava presente no produto testado no presente estudo, segundo o rotulo do fabricante, o que
pode explicar a falta de um efeito positivo do produto nos parametros de desempenho

analisados. Aliado a esses fatores, os juvenis de tambaqui estavam em condi¢des ideais de
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cultivo durante a Fase I do experimento, como qualidade da 4gua e da ragdo e a densidade de
estocagem (DAIRIK, 2011; SILVA et al.,, 2013; SILVA et al. 2018; FERREIRA et al.,
2019;). Dessa forma, pode ser que os peixes ndo passaram por nenhum desafio que
proporcionasse condi¢des para que o efeito positivo do simbidtico fosse proeminente no
estudo.

Conforme os resultados obtidos no teste de hipoxia em juvenis de tambaqui, observou-
se que os peixes sobreviveram em um ambiente com OD proximo de Img/L e logo em
seguida recuperou a homeostase com a introducdo da oxigenagdo. Segundo estudos de
Baldisserotto (2002) e Long et al. (2015) a concentracdo de 2mg/L ja é considerada hipoxico
aos peixes e pode comprometer o desempenho e sua fisiologia. O tambaqui ¢ uma dessas
espécies que tem servido de modelo em varios estudos sobre adaptagdes a hipoxia (SAINT-
PAUL 1984; ALMEIDA-VAL et al. 1993; VAL 1996; WEBER 1996; AFFONSO et al. 2002;
DO CARMO et al., 2021). Mesmo com essa adaptacdo ndo foi suficiente para que o peixe
sofresse alteragdes em seu metabolismo no periodo de hipoxia. Segundo Felizardo et al.
(2010) ressalta que os peixes de rio sdo bastantes tolerantes a hipoxia, pois a agua doce
apresenta concentragdes baixas de oxigénio dissolvido.

Segundo Froese e Pauly (2011), diversos fatores podem alterar o metabolismo dos
peixes, como o peso, concentragdo de oxigénio, nivel de atividade e até mesmo a velocidade
de natacdo. O oxigénio dissolvido ¢ um fator vital para sobrevivéncia de organismos
aquaticos, podendo interferir no crescimento e na fisiologia da espécie, como mostram
estudos de Speers-Roesch et al. (2010) e Wilhelm Filho et al. (2005). Dentro da aquicultura, a
hipoxia ¢ um fendmeno natural, que ocorre quando a taxa de consumo de oxigénio dissolvido
excede a taxa de oxigenagdo do sistema (SILVEIRA et al., 2009).

Segundo Rojas (2011) os parametros hematoldgicos tem sido uma pega importante
para compreender algumas das estratégias dos peixes quando estdo passando por periodos de
hipoxia, quando hé alteragdes nos parametros sanguineos, nota-se que o peixe enfrenta algum
agente estressor € isso ¢ considerado uma resposta secundaria.

Com base nos resultados obtidos para o aspartato aminotransferase (AST) durante o
periodo de hipdxia, pode-se indicar que o estresse ocasionou o aumento desta enzima, o que
indica que pode ter ocorrido alguma lesdo hepéatica. o aspartato aminotransferase (AST) ¢ uma
enzima com grande concentragdo no musculo cardiaco, no figado, musculos esqueléticos e em
menor concentracdo nos rins e pancreas, quando ha alguma lesdo que afete o parénquima
hepatico, estes irdo liberar essas enzimas na corrente sanguinea aumentando os niveis séricos.

Esta enzima esteve presente nas andlises sanguineas do tambaqui no periodo de hipoxia e
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diminuiu com 48h de recuperagdo, Estudos semelhantes foram encontrados com tilapias
submetidos a estresse de hipoxia e a enzima esteve muito presente com alteracdes dessa
concentracdo enzimatica no peixe (MELO et al., 2009).

ApOs o estresse, os niveis de glicose diminuiram. Estes resultados corroboram com
Oliveira (2018), em que os autores observaram que ao realizar estudos com hipoxia tanto em
tildpia quanto tambaqui, observou-se que o tambaqui apresentou niveis mais abaixo de glicose
durante a hipoxia comparando os com a normoxia, € que essa espécie nao precisou recorrer ao
processo de gliconeogénese. Segundo Santos (2016), os niveis de glicose ideais para o
tambaqui ¢ de 5,6 mmol/L.

Segundo Ranzani-Paiva et al. (2013), as andlises de hematocritos tem como base
avaliar e classificar morfologicamente a série vermelha da composi¢do sanguinea dos peixes,
podendo até mesmo caracterizar a anemia nos peixes. Segundo os dados obtidos no presente
estudo os niveis de hematocrito diminuiram durante o processo de hipdxia e aumentou com
48h de recuperacdo. Segundo Barcellos et al. (2004) estudos referente a diminuicdo do
hematocrito podem significar que a espécie esta passando por condigdes de estresse.

Por mais que alguns estudos relatam beneficios de probidticos e prebidticos na mucosa
intestinal de algumas espécies de peixe (MELLO et al. 2013; SCHWARZ et al., 2016;), os
resultados sobre a morfometria do intestino mostraram que o uso do aditivo nutricional nao
influenciou no comprimento do intestino e nem nas medi¢des de altura, comprimento e
largura de suas vilosidades. Situacao semelhante ocorreu com Ferreira et al. (2014), que
suplementaram probiotico na alimentagdo do tambaqui e na agua do transporte, em que oS
peixes foram submetidos a um desafio de estresse. Carvalho et al. (2011) usaram probiotico e
prebidtico na alimentacdo da tilapia e verificaram que ndo houve diferengas no numero de
vilosidades no intestino da tilapia, porém, a altura e a largura foram maiores do que peixes
alimentados sem tais aditivos.

As concentragdes plasmaticas de triglicerideos diminuiram apoés 48h de hipoxia até as
48h de recuperagdo. Isso ocorreu pelo fato de que durante o periodo de hipoxia até o retorno
do oxigénio aos niveis considerados normais para a espécie, os peixes nao foram alimentados,
consequentemente os triglicerideos foram metabolizados no periodo de estresse. Segundo
Guyton e Hall (2011) os triglicerideos sdo rapidamente metabolizados quando ha alteracdes
hormonais no individuo, acelerando o seu consumo durante os periodos adversos.

As concentragdes referentes ao colesterol obtidos no trabalho mostram um efeito
reverso ao dos triglicerideos, que aumentaram em 48 h de hipdxia e sé vieram a diminuir com

48 h de recuperagdo, corroborando com trabalho de Oba et al. (2009), onde os autores
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ressaltaram que o aumento de colesterol no animal pode ser decorrente a alteragdes

bioquimicas e fisiologica dos animais.

CONCLUSAO

As concentragdes do simbiodtico comercial testado no presente estudo para juvenis de
tambaqui ndo proporcionam melhora no desempenho dos peixes e alteragdes nos parametros
sanguineos e vilosidades intestinais dos peixes ao final do experimento de desempenho. Este
mesmo aditivo, nas concentragdes testadas, induz a alteragdes sanguineas apds o periodo de
estresse por hipoxia. No entanto, ¢ necessario que haja mais estudos voltados aos aditivos
comerciais para entender melhor o seu funcionamento pratico nas situacdes estressantes da

produgao.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como propodsito contribuir com um dos eixos da atividade
aquicola, o manejo alimentar. O uso de aditivos nutricionais dentro da piscicultura, tem por
finalidade melhorar os parametros dos indices zootécnicos e indices de avaliagao da satide dos
peixes. Apos um periodo de alimentagdo com uma dieta que continha aditivo nutricional
comercial (simbidtico), os peixes passaram por um periodo de hipoxia onde a oxigenacdo do
sistema foi ajustada para Img/L e permaneceu por 48h, e logo em seguida restabeleceu a
oxigenagdo para 7mg/L, e verificou-se uma recuperaciao de 48h. Esse teste foi realizado para
avaliar a satide do animal durante esse periodo de restri¢ao de oxigénio.

As concentragoes do simbidtico comercial testado em juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum) ndo mostraram melhora no desempenho dos peixes, alteragdes nos
parametros sanguineos e vilosidades intestinais dos peixes ao final do experimento de
desempenho. Porém, houve alteragdes nos parametros sanguineos de peixes alimentados com
dietas contendo o simbio6tico comercial, quando passaram por situagdes de estresse.

E necessario que haja estudos mais avangados para o uso de aditivos nutricionais

comerciais, e entender melhor o funcionamento de tais produtos comerciais.



