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RESUMO

Este trabalho avaliou o efeito de dietas contendo probidtico e espirulina sobre a
formacdo de macrofagos, varidveis hematologicas e bioguimicas em tambaqui
Colossoma macropomum jovens mantidos em duas densidades de estocagem.
Previamente foi conduzido por trés meses com trés dietas alimentares - grupo controle,
probidtico e espirulina; utilizando trés caixas de dgua com capacidade de 500 L em
sistema aberto de producdo com renovacdo de agua e filtragem biologica.
Posteriormente, o experimento teve a duracdo de 12 dias, utilizando 36 caixas plasticas
com capacidade de 50 L, com aeracdo e renovagao de adgua constantes. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em um esquema fatorial 3 x 2 x 2 (dietas X
densidade de estocagem x laminulas), totalizando em 12 tratamentos, onde cada
tratamento apresentava um grupo com peixes implantados laminulas (1) e outro grupo
com peixes sem implantes de laminulas (S), apresentando trés repeti¢des cada, sendo:
T1 — racéo controle com densidade 5 kg/m* com (1) e (S); T2 — 1g probiético/kg racido
com densidade 5 kg/m® com (1) e (S); T3 — 5g espirulina/kg ragdo com densidade 5
kg/m® com (1) e (S); T4 — racéo controle com densidade 20 kg/m® com (1) e (S); T5 -
1g probidtico/kg racdo com densidade 20 kg/m* com (1) e (S); T6 — 5g espirulina/kg
racdo com densidade 20 kg/m® com (1) e (S). Foram coletados dois individuos por
tratamento, nos intervalos de 0, 3, 7, 10 e 12 dias experimentais para avaliacdo das
variaveis hematoldgicas, bioquimicas e contagem dos nucleos das células gigantes. Os
resultados mostraram que a suplementacdo da dieta de tambaqui com probidtico ou
espirulina ndo causaram alteracbes nos valores hematologicos, bioquimicos e na
formacdo de célula gigante. Contudo, ocorreu maior crescimento e sobrevivéncia nos
peixes suplementados com dieta contendo probidtico, como também melhor

recuperacgdo quanto a leséo causada pelo implante de laminulas.
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ABSTRACT

The aim of this experiment was to evaluate the effect of diets contend probiotic and
spirulina on small glass blades implanted, hematological and biochemistry parameters
of tambaqui, Colossoma macropomum, juveniles, submitted the two different stockage
density. The pay-experimental period was lead by three months with three alimentary
diets — control group I, group contend probiotic in diet and group contend spirulina in
diet; three boxes were used in a 500 L water capacity, in open system of production
with water renewal and biological filtering. After, the experiment had the duration of
twelve days; thirty six plastic boxes were used in a 50 L, with aeration and constant
water renewal. The experimental design was a factorial design - 3 x 2 x 2 (diets x
stockage density x small glass blades), totalizing in twelve treatments, presented a
group with small glass blades implanted fish (I) and another group with fish without
implantations of small glass blades (S), with three repetitions each, being: T1 - ration
has controlled in density 5 kg/m3 with (1) and (S); T2 - ration contend 1g probiotic/kg
in density 5 kg/m3 with (1) and (S); T3 - ration contend 5g spirulina/kg in density 5
kg/m3 with (1) and (S); T4 - ration has controlled in density 20 kg/m3 with (I) and (S);
T5 - ration contend 1g probiotic/kg in density 20 kg/m3 with (1) and (S); T6 — ration
contend 5¢g spirulina/kg in density 20 kg/m3 with (I) and (S). Were collected two fish
for treatment, in the intervals of 0, 3, 7, 10 and 12 experimental days for evaluation of
the hematological and biochemistry parameters, and counting of giant cells nucleus. The
results had shown that the diet supplemented of with probiotic and spirulina had not
caused alterations in the hematological and biochemistry parameters and in the
formation of giant cell o tambaqui. However, it had bigger growth; survival and better

muscular reconstitution process in fish fed with diets contend probiotic.



1 INTRODUCAO

Atualmente, a Regido Norte apresenta a maior producdo pesqueira extrativista
em peixes e crustaceos de agua doce do Brasil, com o total de 225.911 toneladas ano. O
Estado do Amazonas apresentou, em 2003, 28% do total da producdo extrativista
continental brasileira (MMA/ IBAMA/ CEPENE, 2003).

O tambaqui, Colossoma macropomum é um peixe bastante apreciado no pais e
principalmente pela populacéo da regido do Norte, o que justifica para os recentes estudos,
demonstrando evidéncias que a sua abundancia nos lagos esteja reduzida pelo excesso de
exploragdo pesqueira. A quantidade dessa espécie desembarcada pela frota pesqueira de
Manaus diminuiu em 75% nos ultimos 10 anos (FREITAS et al., 2007).

Essa crescente demanda por peixes com tamanho comercial tem contribuido
para o impulso no desenvolvimento da piscicultura de algumas espécies nativas. Assim,
0 aprimoramento das técnicas de producdo implica, na necessidade de aumentar os
estudos que gerem informacOes sobre a reproducdo e larvicultura, a nutricdo e
alimentacdo e o melhoramento dos sistemas de criacdo das espécies de interesse
(ALVARADO, 2003).

Embora a criacdo de tambaqui tenha sido realizada com determinado sucesso em
diversas pisciculturas do pais, ainda existem lacunas no conhecimento sendo necessario
desenvolver tecnologia para melhor controle dos fatores que possam interferir
negativamente na produgdo como € o caso da ocorréncia de doencas.

Os diferentes aditivos incorporados nas dietas alimentares de peixes, primam por
melhorar a digestdo e a nutricdo por proporcionar 0 consumo de nutrientes essenciais e
produzir substancias que inibem o crescimento de patdgenos oportunistas e estimulam o
sistema imune. Tais aditivos, GATESOUPE (1999) tém como objetivo melhorar a
salde, sdo denominados probidticos, amplamente utilizados em dietas para a produgdo
animal de diversas espécies (SILVA et al., 2000; CORREA et al., 2003; SOHAIL et al.,
2002; MICHELAN et al., 2002; SANCHES et al., 2006).

A microalga espirulina (Spirulina maxima), conhecida como alga azul, vem
sendo estudada como aditivo para dietas na producdo animal (GRINSTEAD et al.,
2000; SALAZAR et al., 1998, TORRES-DURA'N et al., 1999) devido ao seu alto valor



nutricional - acima de 70% de proteina bruta e presenga de micronutrientes: vitamina A,
B12 e E (CONTRERAS et al., 1979).

Varios pesquisadores tém desenvolvido estudos relacionados aos efeitos de
fatores nutricionais sobre o desempenho produtivo e sobre 0s mecanismos de defesa
organica em modelos de estudo de inflamacdo e infeccdo em peixes teledsteos de
interesse zootécnico (MARTINS, 2000; PETRIC, 2000, PETRIC et al., 2003;
BELO, 2002, BRUM 2003; FUJIMOTO, 2004; GARCIA, 2005, BELO, 2006).
Les6es inflamatdrias crénicas granulomatosas de diversas origens podem apresentar
em seu substrato as células multinucleadas cujo significado ainda ndo € bem
compreendido. Essas células formam-se pela fusdo das membranas de macréfagos e
sdo dependentes do recrutamento de mondcitos do sangue, que por sua vez, sdo
requeridos nos compartimentos de reserva e na taxa de renovagdo do granuloma
(RYAN e SPECTOR, 1970).

BELO, (2006) trabalhando com tilapias alimentadas com dietas suplementadas
com vitamina E observou que 500 mg de vitamina E/kg de racdo favoreceram
significativamente o acumulo celular, a formacdo de gigantocitos e de células de
Langhans nas laminas de vidro implantadas no tecido subcuténeo. Resultados
demonstram que em juvenis de pacus Piaractus mesopotamicus, ocorre a formacdo de
gigantocitos em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo apés trés dias e
que a suplementacdo da dieta com 100, 200 ou 500 mg de vitamina C/kg de racao induz
aumento no numero de macrofagos policariontes e numero de nucleos/gigantécito
formado e acelera a transformacdo de células do tipo corpo estranho em células de
Langhans (PETRIC, 2003).

Embora o tambaqui seja uma espécie com potencial para a piscicultura,
situacbes de confinamento e manejo inevitavelmente acabam gerando estresse,
acarretando reducdo de consumo alimentar e diminuicdo da resisténcia imune,
propiciando a ocorréncia de doengas e muitas vezes mortalidade de lotes inteiros. Sendo
assim, o uso de dietas contendo ingredientes promotores de salde, pode ser uma medida
preventiva com o intuito de auxiliar na manutencdo do bem estar metabdlico

contribuindo assim para o desempenho animal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento da Pesca e Aquicultura (Panorama Geral)

A pesca extrativa continental, com uma producédo de 251.241 toneladas, representa
23,9% da producdo total de pescado do Brasil e apresentou um crescimento de 3,2% em
2006, com um valor total estimado em cerca de R$ 590 milhGes. A regido Norte produziu
147.931 t de pescado, com um valor total estimado em aproximadamentee R$ 290 milhdes.
Detém a maior producdo da pesca extrativa continental do Brasil e registrou um
crescimento de 9,1% quando comparado ao ano de 2005. Representa 58,9% da producdo da
pesca continental. (IBAMA, 2008).

Cerca de 8% do pescado capturado em agua doce em todo 0 mundo provém da
Amazonia sendo que 100 mil toneladas de pescado sdo produzidas anualmente na
Amazonia brasileira e o valor da producéo é de aproximadamente 100 milhGes de ddlares.
Estudos sobre a composicdo do pescado no mercado de Manaus, e de outras cidades da
Amazonia Central, mencionam que a pesca comercial explora cerca de 100 espécies, sendo
que aproximadamente 90% da producdo concentrada somente numa dezena de espécies,
destacando-se o tambaqui — Colossoma macropomum, o jaraqui - Semaprochilodus sp., a
matrinxd — Brycon amazonicus, o curimata — Prochilodus nigricans, o pacu — dos géneros
Mylossoma, Myleus e Mettynnis, e o tucunaré Cichla sp. Em virtude dessa concentragdo de
pesca em poucas espécies, existem evidéncias de que alguns estoques pesqueiros,
especialmente o do tambaqui, estdo sendo explorados acima da sua capacidade (SANTOS
et al., 2006).

Os Estados do Para e Amazonas sdo 0s maiores produtores de pescado da regido
Norte. O Estado do Para, com uma producdo de 71.950 t, apresentou crescimento de 18,2%
em 2006 quando comparado a 2005. As espécies de peixes que mais contribuiram para esse
crescimento foram: curimatd, filhote, tucunaré e a piramutaba. O estado do Amazonas, com
producdo de 57.316 t, apresentou crescimento na producao de pescado de 3,4% em 2006.
As espécies de peixes que mais contribuiram para esse crescimento foram: curimatd, pacu,
tambaqui e matrinxd (IBAMA, 2008).



A aquicultura é o setor de producéo de alimento que mais cresce no mundo. Nos
ultimos dez anos, a producdo de pescado proveniente de aquicultura passou de
aproximadamente 29 milhGes de toneladas para 52 milhdes de toneladas, o que corresponde
atualmente a 35,96% do total da producdo pesqueira mundial (pescado de captura e
aquicultura, incluindo peixes, crustaceos e moluscos). Neste contexto, o Brasil ocupa o
décimo sétimo lugar, com uma producédo equivalente a 271.696 toneladas movimentando
cerca de 470 milhdes de dblares. Embora, a producéo brasileira tenha acompanhado o
crescimento da aquicultura na ultima década, sua posi¢do no mercado internacional sofreu
pequeno declinio, aumentado as importacdes e reduzindo as exportacdes entre 0s anos de
2004 e 2006 (FAO, 2006).

A aquicultura continental, com producéo de 191.183,5 t/ano, representa 18,2% da
producdo de pescado total do Brasil, com valor estimado de R$ 715 milhdes em 2006,
apresentando crescimento de 6,4% em relacdo a 2005. Na regido Norte apresentou
crescimento de 12,1%, na Nordeste de 2,1%, na Sudeste de 13,2%, na Sul de 6,1% e no
Centro-Oeste de 1,3% em 2006. As principais espécies de peixes utilizadas na aqlicultura
dessas regides sdo: tilapia e carpa (exdticas), tambacu (hibrido), tambaqui e curimata
(nativo). A regido Norte, com producdo de 22.100 t/ano representa 11,6% da producao da
aquicultura continental, com valor total estimado de R$ 85 milhdes (IBAMA, 2008).

Segundo FRITSCH e DAROS (2003), o problema da sustentabilidade pesqueira no
Brasil reside na sobrepesca, caréncia de informacdes, degradacdo de rios e lagos, frota de
embarcacOes obsoletas e politicas governamentais adotadas que causaram o desequilibrio
do setor. Este mesmo autor salienta a existéncia de problemas estruturais da pesca, sociais
dos pescadores e suas comunidades. Porém, o que mais chama a atencdo € a constatacdo
dos problemas estruturais da aquicultura, como: a inexisténcia de visao politica dos diversos
elos das cadeias produtivas e espécies criadas; conflito de interesses na gestdo das aguas;
disperséo de esforco; caréncia sem como mao-de-obra capacitada, inexisténcia de modernas
técnicas de manejo alimentar, procedimentos sanitarios probleméticos e ambientais e de
programa de investimento e financiamento para custeio da producdo; insuficiéncia de
alternativas alimentares necessarias para a engorda, e baixa efetividade dos servicos de
assisténcia técnica e relativa desorganizacdo dos produtores para a producdo e
comercializacédo de seus produtos.

No que se relaciona ao setor cientifico, as pesquisas relacionadas ao avango da
aquicultura sustentavel no pais exige muitos esforcos nas areas de nutricdo, manejo e

sanidade.



2.2 Tambaqui, Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum da familia Characidae, é endémico das
bacias do Amazonas e Orinoco, sendo muito comum em lagos de varzea. E considerado
0 segundo maior peixe de escamas da América do Sul, depois do pirarucu — Arapaima
gigas, pois possui grande porte, podendo atingir no seu habitat natural até 100 cm de
comprimento e mais de 30kg (SANTOS et al., 2006). Contudo, ja foram registrados
exemplares com comprimento e peso recordes de 108 cm (IGFA, 2001) e 40 kg de peso
vivo (MACHACEK, 2007).

Peixe tropical de agua doce e ambiente bentopelagico (RIEDE, 2004), vive
naturalmente em faixas de temperatura e pH variando entre 22 a 28°C e 50 a 7,8
respectivamente. De habito alimentar onivoro, consome basicamente frutos e sementes,
tendo zooplancton como complemento. E o Gnico peixe de grande porte na Amazonia
que possui rastros branquiais longos e fortes dentes molariformes, sendo uma
caracteristica anatémica singular que Ihe permite este tipo de alimentacdo. A atividade
alimentar desta espécie € baixa no periodo de vazante e seca, quando ela empreende
migracdes ascendentes, de dispersdo e utiliza suas reservas de gordura acumuladas no
figado e cavidade abdominal. Por outro lado, a atividade alimentar é muito alta por
ocasido da enchente/ cheia, quando ocupa florestas inundadas nas margens dos rios e
lagos e onde h& maior disponibilidade de itens alimentares (SANTOS et al., 2006).
Alguns autores citam como parte de sua alimentacdo, além dos itens ja mencionados,
insetos, lesmas e plantas em decomposicdo (LOVSHIN, 1995; GOULDING, 1996; e
SILVA et al., 2000).

O tambaqui € uma das espécies nativas que se destaca na Ameérica Latina devido ao
seu elevado valor comercial e sua grande importancia econémica e social. Possui potencial
para a aquicultura, pois se adapta ao confinamento e arragoamento (SILVA, et al., 2007),
além de apresentar excelentes qualidades zootécnicas e grande valor de mercado. Sua
producdo em confinamento nos Ultimos anos vem aumentando cerca de 11,5% da producéo
nacional em todo o pais (OLIVEIRA et al., 2004). Segundo NUNES et al. (2006) tem grande
capacidade de digerir proteina animal e vegetal e é de facil adaptagdo a alimentacéo fornecida
em sistemas de criagéo.

Sua carne tornou-se muito popular e bastante apreciada, pelo seu sabor e
textura. No entanto, o aspecto mais critico, € o crescente mercado de exemplares

imaturos, cuja presenca nos locais de comercializacdo vem se tornando rotina ha



mais de uma década (FREITAS et al., 2007). Embora dos peixes criadas no Brasil,
os Characiformes constituam um dos principais grupos de peixes de agua doce
produzidas em confinamento, muitos estudos ainda sdo necessarios para que a
producdo do tambaqui seja mais efetiva permitindo a reducdo da pressdo sobre 0s
seus estoques pesqueiros, principalmente no que diz respeito a reducdo de problemas

ocasionados por enfermidades.

2.3 Probiético

A piscicultura assemelha-se a criacdo de qualquer outro organismo vivo e como
tal, a ocorréncia de enfermidades, qualquer que seja ela, pode torna-la inviavel. No
entanto, as enfermidades podem ser devidamente controladas. Varios estudos tém
procurado desenvolver produtos que possam ser utilizados para prevenir a ocorréncia
destas enfermidades e que sejam menos agressivos a0 meio ambiente, entre as
alternativas propostas, destacam-se 0s probidticos.

O conceito de probidtico surgiu a partir das observacgdes de pesquisadores de que
mediante a ingestdo de microorganismos benéficos era possivel controlar os
microorganismos indesejaveis e os estudos de exclusdo competitiva. Estas observacbes
se basearam nas varia¢Ges da microflora intestinal ocasionada por fatores de estresse
como a temperatura inadequada, densidade de populacdo elevada, a alimentacdo
artificial e o manejo, do qual se refletia nas perdas de apetite, enfermidades e baixo
crescimento (FOX, 1988; FULLER, 1989). O moderno conceito de probiético foi
formulado 34 anos atras por PARKER (1974) e sua pertinéncia foi um desafio durante
muitos anos para a comunidade cientifica. Varias definicdes de probiodticos foram
sucessivamente propostas (GATESOUPE, 1999). Originalmente, PARKER (1974),
definiu probidtico como: “organismo e suas substancias que contribuem com a
microflora intestinal”. Contudo, TANNOCK (1997) In: GATESOUPE (1999) notou
que o efeito “balanco microbiano intestinal” ndo ocorria em muitos casos, propondo que
a administracdo de células microbianas vivas como suplemento na dieta tem como
objetivo melhorar a saude.

Os mecanismos de acdo dos probioticos, segundo FULLER (1989) podem ser
enumerados em trés, a supressdo do numero de células bacterianas viaveis mediante
producdo de compostos com atividades antimicrobiana, a competi¢cdo por nutrientes e a

competicdo por sitios de adesdo; o segundo seria a alteracdo do metabolismo



microbiano, pelo aumento ou diminuicdo da atividade enzimaética; e o terceiro seria 0
estimulo da imunidade do hospedeiro, por meio do aumento dos niveis de anticorpos e o
aumento da atividade dos macrofagos.

O efeito de probidticos sobre a imunidade tem induzido um grande nimero de
pesquisas, sendo a maioria realizada em mamiferos (COPPOLA e GIL-TURNES,
2004), apesar de ainda ndo estar esclarecido como estes atuam (CROSS, 2002). Este
efeito pode estar relacionado a capacidade de os microorganismos do probiotico
interagirem com as placas de Peyer e as celulas epiteliais intestinais, estimulando
linfocitos B produtores de IgA e a migracdo de linfocitos T do intestino (PERDIGON e
HOLGADO, 2000). AVILA et al. (1998) compararam a eficiéncia de uma vacina
especifica e Lactobacillus acidophilus, e da associacdo destes dois produtos no controle
da diarréia por Escherichia coli enterotoxigénica em leitbes, e demonstraram que 0s
melhores resultados foram obtidos com a combinacéo de vacina e probidtico. VITINI et
al. (2000) testaram a influéncia da administracdo oral de diferentes espécies de bactérias
acido lacticas tais como Lactobacillus casei, L. acidophilus, L. rhamnosus, L.
delbrueckii sub. sp. bulgaricus, L. plantarum, Lactococcus lactis e Streptococcus
thermophilus, e verificaram que o aumento da producdo de IgA nem sempre esteve
correlacionado com o aumento no numero de linfécitos T CD4+ (células produtoras de
linfocinas que ativam outras células do sistema imune), indicando que algumas
bactérias testadas somente induziram ativacdo dos linfécitos B produtores de IgA.
Também foi observado que ndo houve influéncia sobre os linfocitos T CD8+ (células
citotoxicas que matam outras células pelo contato), indicando que essas bactérias ndo
foram capazes de induzir citotoxicidade.

Segundo COPOLLA e GIL-TURNES (2004), os probidticos, além de sua
atividade como promotores de crescimento e reguladores de microbiota das mucosas,
tem efeito imunomodulador, embora a forma de acdo seja pouco conhecida. Segundo os
autores, as evidéncias acumuladas sobre os beneficios decorrentes do uso dos
probidticos justificam o aprofundamento destes estudos sobre seu modo de agéo, a fim
de otimizar sua utilizagio como profilaticos, promotores de crescimento e
imunoestimulante.

A utilizacdo do probidtico, que apresenta como ingrediente ativo esporos de
Bacillus subtilis, promove o equilibrio da microbiota intestinal e tem demonstrado

efeitos positivos nas criagfes de animais.



2.3.1 Probidtico e sua aplica¢do na produgéo animal

O desempenho de frangos de cortes alimentados com racGes contendo
probidticos, ndo demonstra efeitos sobre o desempenho produtivo no periodo de 1 a 42
dias de idade, embora no periodo de 1 a 21 dias as aves que consumiram racdes com
antibioticos e probioticos tiveram melhor conversao alimentar (SILVA et al., 2000).

A utilizacdo de antibidtico e probi6ticos como promotores de crescimento na
alimentacdo de frangos de corte mostram que as variaveis consumo de ragdo, ganho de
peso, conversao e eficiéncia alimentar, ndo foram afetados pelo uso dos complementos
na racdo (CORREA et al., 2003). Contudo, observaram em frangos alimentados com
dieta contendo Bacillus subtilis, melhora na conversdo alimentar e também como
promotor de crescimento, substituindo o uso de antibioticos. SOHAIL et al. (2002),
também observaram melhora na qualidade dos ovos em frangos alimentados com dieta a
base de Bacillus subtilis.

MICHELAN et al. (2002) utilizaram o probiético Calsporin®, acido organico e
antibidtico para coelhos em crescimento visando avaliar as dietas em um ensaio de
digestibilidade, morfometria intestinal e desempenho. Neste trabalho puderam concluir que,
a presenca do probidtico, acido fumarico e bacitracina de zinco, isolados ou combinados,
ndo influenciaram na utilizacdo digestiva dos nutrientes e nem as caracteristicas
morfomeétricas do jejuno. Contudo, a presenca do probidtico, combinado ou ndo, ndo
proporcionaram os melhores resultados de peso e crescimento.

Ao utilizarem probidtico, prébidtico, simbidtico e antibidtico em ragdo de leitdes
ao desmame, SANCHES et al. (2006) concluiram que, a adicdo destes aditivos na dieta,
proporcionou desempenho semelhante ao obtido com o antibidtico, demonstrando a
viabilidade da utilizacdo dos mesmos em detrimento ao uso do antibiético, mantendo o

mesmo padréo de desempenho animal.

2.3.2 Probidtico e sua aplicagcdo na cria¢do de organismos aquaticos

Diversos autores como RINGO et al. (1996); AUSTIN, (1998) e O'SULLIVAN,
(1999), tém demonstrado a importancia do uso dos probidticos na aquicultura,
ressaltando o seu grande interesse no estudo do sistema imune.

BOYD e QUEIROZ (2004) destacaram 0 uso de probidticos como alternativa para
melhorar os beneficios dos processos quimicos e biolégicos em tanques de criacdo de peixes.
MORIARTY (1998) relatou que dietas contendo probio6ticos melhoram a qualidade da



agua e a salde dos peixes. Segundo GATESOUPE (1999), os probidticos apresentam
caracteristicas benéficas a salde dos animais aquaticos, como o efeito antagonista sobre o0s
patogenos, a estimulacdo do sistema imune e a resisténcia do hospedeiro contra as doencas.

RAIDA et al. (2003), demonstrou que a administracdo de varios produtos
microbianos nas dietas para peixes em sistema de criacdo proporciona maior
sobrevivéncia quando expostos a diversos patdgenos.

MEURER et al. (2006), utilizando Saccharomyces cerevisiae como probidtico em
races para tilpias-do-Nilo durante o periodo de reversdo sexual submetidas a um desafio
sanitario, observaram que houve a colonizacdo do probiodtico no intestino. Contudo,
concluiram que a utilizacdo deste probidtico ndo influenciou no desempenho e na
sobrevivéncia.

Ao estudar a influencia do uso de diferentes dosagens do probiotico Estibion®
no crescimento de carpa comum, Cyprinus carpio, na fase de recria, GRAEF e
MONDARDO (2006), relataram que nas condi¢BGes experimentais testadas (dosagens
0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,10%), o uso do probidtico ndo propiciou melhorias nos
resultados de desempenho como ganho de peso, comprimento e conversdo alimentar.

KUMAR et al. (2006) observaram maior sobrevivéncia em carpa Labeo rohita
alimentada com Bacillus subtilis, submetida a injecdo intraperitonial com Aeromonas
hydrophila. PANIGRAHI et al. (2005) observaram o efeito da dieta do probiotico
Lactobacillus rhamnosusem em truta, Oncorhynchus mykiss, relatando a inducdo do
sistema imune. KUMAR et al., (2008) ressaltou que o uso de bactéria Bacillus subtilis
aumenta a resposta imune dos peixes.

SUGITA et al. (1998), sugerem que o Bacillus sp pode ser usado como agente
de biocontrole no intestino dos peixes e nas aguas de criacdo, uma vez observado a alta
atividade do probidtico contra o patégeno Vibrio vulnificus. MORIARTY (1998)
comentou que o uso do probidtico (Bacillus sp.) em criagdo de camardes ocasionou
maior sobrevivéncia dos animais e promoveu a diminui¢do de Vibrio sp. na dgua dos

tanques e no sedimento.
2.3.3 Selecéo de probidtico
De acordo com VINE et al. (2004), a selecdo de probidticos para a aquicultura é

usualmente baseada no antagonismo entre microrganismos e agentes patogénicos. Estes

mesmos autores ainda salientam que esta selecdo pode ser realizada atraves de outros
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critérios como: o género ao qual pertence a bactéria, a estabilidade frente ao acido
gastrico e a bile, a capacidade de aderir a mucosa intestinal, a capacidade de colonizar,
ao menos temporariamente o trato gastrintestinal, a capacidade de produzir compostos
antimicrobianos a ser metabolicamente ativo no intestino (COLLINS et al., 1998 e
SAARELA et al.,, 2000). Entre os microorganismos empregados como probidticos,
destacam-se as bactérias pertencentes aos géneros Bifidobacterium (B. bifidum, B.
breve, B. lactis, B. longum e B. thermophilum) e Lactobacillus (L. acidophilus, L.
delbrueckii, L. helveticus, L. casei, L. fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum,
L. rhamnosus e L. salivarius) e, em menor escala, as bactérias Enterococcus faecium
eStreptococcus thermophilus (COLLINS et al., 1998; LEE et al.,1999; SANDERS e
KLAENHAMMER, 2001).

Contudo, a producdo ou o efeito de metabdlicos inibidores dependem dos meios
em que o probidtico é cultivado (OLSSON et al., 1992). Sendo assim, 0s autores
ressaltaram que testes adicionais, que possam avaliar a producdo de metabolicos
antimicrobiais na mucosa intestinal do peixe, devem ser realizados para verificar suas
conclusdes preliminares e para esclarecer in vivo os fatores provenientes desses efeitos e a
classificacdo dos candidatos a probioticos para aquicultura. Além disso, sugeriram que 0s
métodos desenvolvidos neste estudo podem ajudar no processo de selecdo de probidticos

na nutricdo humana e de animal terrestre.

2.4 Espirulina

Além dos probidticos, outros microrganismos sao estudados para a inclusdo em
dietas para producao animal. Entre eles, encontra-se o uso da espirulina.

Espirulina é uma alga verde azulada de forma helicoidal, com comprimento de
0,2 - 0,5mm. Existem espécies que vivem em agua marinha e outras tipicas de agua
doce, mas o destaque é para aquelas de interesse alimentar (Spirulina maxima, S.
platensis, S. fusiformis) que se encontram predominantemente nas quentes aguas doces
das zonas tropicais e subtropicais, caracterizadas por altas concentracdes alcalinas (pH
11 e outros). ROGATTO et al. (2004) comentam ainda gque a alga cresce normalmente
em aguas de lagos naturalmente alcalinos, localizados em zonas aridas. Embora a agua
desses lagos ndo possa ser usada para irrigagdo, pode ser utilizada para o cultivo de
espirulina (FURST, 1978). Uma vez que essa alga tem rapida taxa de reproducao,

dividindo-se trés vezes ao dia, uma area devotada totalmente ao crescimento de espirulina
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pode produzir 125 vezes mais proteina que area de mesma dimensao voltada ao cultivo de
milho; ou 70 vezes mais do que se voltada a criagdo de gado (FURST, 1978).

Além disso, a espirulina possui algumas vantagens sobre as outras algas, dentre
as quais podemos citar paladar agradavel, ndo apresenta problemas na sua digestdo e
nem toxicidade aparente aos humanos, 0 que ndo acontece com outras algas tais como
Chlorella e Scenedesmus (CONTRERAS et al.,, 1979). Apresenta, ainda, acdes
antioxidantes e hipocolesterolémica (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2001).

O conhecimento das suas propriedades nutricionais e extra-nutricionais é
recente. Ao que se refere o primeiro aspecto, pode-se destacar que estas algas sao
caracterizadas por altas percentagens de varios principios nutritivos, como por exemplo:
proteinas bruta 71% (constituidas por 18 aminoacidos, muitos dos quais essenciais);
betacaroteno (vitamina A) 110mg/kg; cianocobalamina (vitamina B12) 2 mg/kg; e

tocoferol (vitamina E) 190mg/kg.

2.4.1 Espirulina e sua aplicagdo na produgao animal

GRINSTEAD et al. (2000) avaliram o efeito da Spirulina platensis na dieta de
suinos como fator de crescimento e obtiveram minima taxa de crescimento.

Estudando a toxicidade de Spirulina maxima nas concentragdes de 10, 20 e
30% nas dietas de camundongos, SALAZAR et al, (1998) observaram que os altos
niveis de espirulina nas dietas ndo demonstram efeitos sub-cronicos e alteracGes
hematoldgicas, apenas aumento nos niveis de colesterol sérico nas concentracées
de 20 e 30%.

Estudo sobre o efeito preventivo da Spirulina maxima sobre figado gordo
induzido por tetracloreto de carbono em ratos, mostra o potencial protetor da espirulina
no figado (TORRES-DURA"N et al., 2001).

2.4.2 Espirulina e sua aplicacao na criacdo de organismos aquaticos

A alga espirulina é considerada um microorganismo promissor em dietas para
organismos aquaticos, devido ao seu alto teor protéico (65 a 70% de seu peso seco) e
abundancia em vitaminas e minerais (CONTRERAS et al.,, 1979; KAY, 1991). E
estudada também como suplemento alimentar, por apresentar carotendides e

carotenoproteinas, sendo estas responsaveis por varias coloracées em peixes (BRITTON
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et al., 1981). Segundo SHETTY e NANDEESHA (1988), devido seu elevado valor
protéico, a espirulina atua como fonte de alimento alternativo nas ragfes para peixes,
substituindo outros itens protéicos de alto custo.

NAKAGAWA (1997) comentou que dietas contendo algas melhoram as
condicdes fisiologicas dos peixes, como crescimento, metabolismo lipidico e as
respostas ao estresse e a resisténcia a doencas.

LORENZ (1999) observou em Macrobrachium rosenbergii alimentados com dieta
contendo espirulina, aumento no crescimento e na sobrevivéncia. Segundo 0 mesmo
autor, o desenvolvimento adiantado do sistema imune para a prote¢do dos animais contra
0s patdgenos oportunistas € de fundamental importancia.

BOROWITZKA (1999) ressaltou que a cultura comercial de microalgas é
utilizada por mais de 30 anos, sendo a Chlorella sp e a Spirulina sp as principais
especies de microalgas cultivadas para a saude alimentar, fornecendo b-caroteno e
astaxantina, sendo estes muito empregados na aquicultura.

NANDESSHA et al. (2001) verificou a influéncia da Spirulina platensis
incorporada na dieta de carpa Catla catla como fator de crescimento e composi¢do da
carcacga, evidenciando altas porcentagens de gordura. O efeito da dieta com algas em
peixes melhora o metabolismo lipidico e acelera a assimilacdo do acido ascorbico
(NAKAGAWA, 1997).

Através de analises sensoriais de textura e gordura de polpas de tilapia
Oreochromis niloticus alimentados exclusivamente com Spirulina platensis, LU et al,
(2003) demonstraram a alta qualidade de sua carne para 0 uso como sashimi.

LU e TAKEUCHI (2004) relataram que a Spirulina platensis é mais aceitavel do
que Euglena gracilis e Chlorella vulgaris como dieta de larvas de tilapia Oreochromis
niloticus no inicio da alimentagdo exdgena.

ABDEL-FATTAH et al. (1999) demonstrou que a farinha de espirulina
substituindo a farinha de peixe na dieta de Rhabdosargus sarba, ndo altera seu
desenvolvimento e crescimento. O mesmo foi observado por PALMEGIANO et al.
(2004) em um trabalho realizado com esturjdo, Acipenser baeri. WATANUKI et al.
(2006) observou efeito imunoestimulante do sistema imune inato em carpa Cyprinus

carpio alimentada com Spirulina plantensis.
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2.5 Avaliacao de anormalidades em peixes por andlises hematoldgicas

Varios autores enfatizam que os conhecimentos das anormalidades existentes no
sangue e 6Orgdos constituem um meio valioso e seguro na avaliacdo das condigdes
bioldgicas, bioguimicas e patoldgicas nos peixes (KAVAMOTO et al., 1983;
RANZANI-PAIVA e GODINHO, 1985; RIBEIRO et al., 1999).

As alteracBes das variaveis sanguineas nos peixes estressados geralmente
sdo acompanhadas de hiperglicemia, hematdcrito, concentragdo da hemoglobina e
numero de linfocitos (URBINATI e CARNEIRO, 2001).

BARCELLLOS et al.,(2004) relata a diminuicdo do niumero de linfocitos,
monaocitos, eosinofilos, eritrocitos e hematocrito em jundia Rhamdia quelen
submetidos a estresse crénico. RIBEIRO et al. (2006) observou o aumento do
numero de leucocitos e do volume corpuscular médio em Hoplias malabaricus
alimentadas com dietas contendo metilmercdrio. A exposicdo de carpa maior Catla
catla a mudanga de pH de acido para alcalino, resultou em estresse provocando a
reducdo do numero de eritrcitos e da concentragdo de hemoglobina e aumento do
numero de leucdcitos (DAS et al.,2006). TAVARES-DIAS et al. (2002) em um
estudo das caracteristicas hematologias do jundia Rhamdia quelen, observou o
nimero de trombdcitos e linfécitos como sendo as células mais freqlentes nas
extensdes sanguineas. Em Prochilodus scrofa, durante os varios estadios gonadais,
RANZANI — PAIVA e GODINHO (1986) relatam que os basofilos foram as células
mais frequentes durante a maturacdo gonadal e eosindfilos ndo ocorrendo em nenhum
dos estadios. RANZANI — PAIVA et al.(2001) comenta que ndo foram vistas
correlagbes das variaveis hematologicas quando analisadas por sexo, estadio de
maturacdo gonadal e comprimento total do dourado Salminus maxillosus coletados no
rio Mogi-Guagu em cachoeira das Emas.

De acordo com TAVARES-DIAS e MORAES (2003), a piscicultura tem
necessidade de informacOes acuradas sobre a identificacdo e controle de situacdo de
estresse e/ ou enfermidades, a fim de assegurar a saude dos peixes. SILVEIRA-
COFFIGNY et al. (2004), baseados em outros estudos, salientam que a hematologia é
usada como indice do status de salde do peixe, onde é possivel notar alteracGes
fisiologicas quando estes sdo submetidos a diferentes tipos de estresse.

Segundo MELINGEM et al. (2002), existem uma variedade dos tipos de

leucdcitos em peixes, envolvendo células de defesa ndo especifica, incluindo
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mondcitos/macrdéfagos e granuldcitos e células citotoxicas ndo-especificas. As células
sanguineas como 0s mondcitos - macrofagos, apresentam importancia fundamental na
defesa do organismo, pois participam em praticamente todas as reagcdes imunes contra
doencas e agressoes nos peixes (ZELIKOFF et al., 1991).

Os macrofagos, portanto, sdo considerados, entre os teledsteos, como o tipo
celular de leucdcitos mais eficiente na fagocitose de patdgenos e restos celulares
resultantes do processo inflamatério e de outros tipos de processos degenerativos
(BODAMER e ROBOHM, 1996). De acordo com as evidéncias descritas por alguns
autores (ALEXANDER e INGRAM, 1992; BLY e CLEM, 1992 e SIWICKI et al., 1994),

0s peixes mostram similaridade ao sistema imunoldgico dos mamiferos.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o quadro hematoldgico e a formacdo de células gigantes em jovens de tambaqui,
Colossoma macropomum, alimentados com dietas contendo dois aditivos promotores de

salde, submetidos a duas densidades de estocagem, com ou sem lesdo tecidual.

Objetivos especificos

a) Awvaliar as variaveis hematoldgicas de tambaqui Colossoma macropomum jovem,
alimentados com dietas contendo probidtico ou espirulina, submetidos a diferentes

densidades de estocagem, 5 e 20 kg/m* com implante e sem implante de laminula.

b) Avaliar o efeito das diferentes densidades de estocagem, 5 e 20 kg/m® com implante e
sem implante de laminula, sobre o perfil glicémico de juvenis de tambaqui, Colossoma

macropomum, alimentados com dietas contendo probidtico ou espirulina.

c) Awvaliar a producéo de células gigantes em laminulas implantadas em jovens de tambaqui,

Colossoma macropomum alimentados com dietas contendo probidtico ou espirulina.

d) Verificar a influéncia das dietas contendo probidtico ou espirulina na sobrevivéncia

de jovens de tambaqui, Colossoma macropomum.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia -

INPA, no Laboratério de Ecofisiologia e Evolucdo Molecular - LEEM, Manaus — AM.

4.1 Ragéo

Durante a fase experimental foi fornecida racdo comercial (Tabela 1) com 36%
PB e suplementada de acordo com as diferentes dietas alimentares (probiotico e

espirulina).

Tabela 1 — Composicao aproximada da racdo comercial utilizado no experimento com

tambaqui Colossoma macropomum.

Nutrientes

Umidade (max.) 13,0%
Matéria Mineral (max.) 14,0%
Matéria Fibrosa (max.) 7,0%
Proteina Bruta (min.) 36,0%
Extrato Etéreo (max.) 4,0%
Calcio (max.) 2,5%
Fésforo (min.) 0,6%

Mat. Mineral - magnésio 700mg; ferro 100mg; cobre 15mg; zinco
200mg; manganés 30mg; iodo 1mg ; selénio 0,3mg. Vitamina -
vitamina A 12000Ul; vitamina D3 4000Ul; vitamina E 150Ul; vitamina
K 10UlI; acido folico 10mg; biotina 0,8mg; colina 500 mg; niacina 150
mg; pantotenato de calcio 50mg; tiamina 30mg; riboflavina 30mg;

piridoxina 30mg; vitamina B12 35 mcg; vitamina C 300 mg **
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4.2 Ingredientes bioldgicos utilizados nas dietas

Foram utilizados dois produtos comerciais (em p06) como ingredientes

complementares a racdo comercial (Tabela 2).

Tabela 2 — Principio ativo dos ingredientes adicionados a racdo de tambaqui Colossoma

macropomum.
Produto Principio Ativo Nome Comercial
Probidtico Bacillus subitilis Calsporin®
Alga Spirulina maxima -

Os ingredientes bioldgicos foram adicionados a racdo comercial extrusada,
utilizando-se 6leo de soja como veiculo, para garantir que os produtos ndo se
dispersassem na agua ou fossem ativados antecipadamente. As dietas foram ministradas
pelo periodo de trés meses antes da realizacdo do bioensaio. A concentracdo de
probidtico recomendada pelo fabricante é 0,001g/kg racdo. Entretanto no presente
experimento utilizou-se concentracdo maior (1g/kg racao), pois a recomendacéo do fabricante
do probiético calsporin® é para aves e suinos, ndo possuindo recomendacdes para peixes. A
concentracdo de espirulina utilizada no experimento foi baseada nas concentragdes utilizadas
e respostas encontradas por alguns autores (CHOUBERT, 1979; LORENZ, 1999;
NANDEESHA et al., 2001) e estdo apresentadas na Tabela 3. Apo6s o preparo das dietas, a

racdo foi estocada em sacos plasticos e mantida a 4 °C até o momento do uso.

Tabela 3 — Tratamentos, concentracdo por ingredientes adicionados por kg de racéo,
veiculo (6leo de soja) e unidades formadoras de col6nia (UFC/g) utilizados

no experimento com tambaqui Colossoma macropomum.

Tratamento Dose Racéo Oleo UFCl/g
Controle 1kg 20mL -

Probidtico Bacillus subtilis | 1g 1kg 20mL 1x10°
Alga Spirulina maxima 5¢ 1kg 20mL -
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4.3 Acondicionamento dos peixes

Foram utilizados alevinos de tambaqui, Colossoma macropomum, proveniente de
piscicultura comercial, com peso médio de 1,32 + 0,05g e comprimento médio de 4,1 + 0,3
cm. O processo de aclimatacdo iniciou-se com o acondicionamento dos peixes em
tanque de alvenaria com capacidade de 10.000 L, dotado de aeracdo e renovagéo
constante de &gua, sendo este tanque utilizado para crescimento dos alevinos. Os peixes
permaneceram neste tanque, durante trés meses até a fase de jovem. Durante este
periodo a alimentagdo foi fornecida em forma de racdo farelada, com 45% de proteina
bruta (PB).

4.4 Aclimatacao

Apobs os trés meses, os animais foram transferidos para trés caixas de agua onde
permaneceram por uma semana, sendo alimentados com a dieta controle durante este
periodo. Anteriormente ao inicio do experimento, foi realizada uma pré-selegdo dos jovens
através de exame macroscopico para que nao fosse incluido nas unidades experimentais
algum exemplar portador de alguma deficiéncia, e feito raspado de pele e branquia para a

visualizacdo de possiveis parasitos.

4.5 Inicio do experimento com as dietas

Foram utilizados 750 tambaquis jovens com comprimento médio de
10,6+1,5cm e peso médio de 26,1+7,1g distribuidos em trés caixas de agua de 500 L
cada, sendo 250 peixes por caixa, durante periodo de trés meses (Figura 2), formando

trés grupos:

. Grupo 1 - ragdo controle
o Grupo 2 - racédo controle suplementada com espirulina.

o Grupo 3 - ragdo controle suplementada com probiotico.
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Grupo 3

Grupo 2

Grupo 1

Figura 1 - Caixas de agua de 500 L utilizadas no experimento com tambaqui
Colossoma macropomum, alimentados com dietas contendo probiotico e

espirulina

4.6 Manejo das caixas

As caixas eram dotadas de sistema renovacdo constante da agua através de filtragem
bioldgica (Figura 3) visando manter a qualidade da agua principalmente no que diz respeito a
presenca de matéria organica e niveis de aménia. Uma vez por semana era realizada a limpeza

dos filtros e em dias alternados, o sinfonamento das caixas com o auxilio de mangueira.
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Figura 2 — Visualizagdo do esquema de filtragem bioldgica utilizada no experimento
com tambaqui Colossoma macropomum, alimentados com dietas contendo

probiotico e espirulina.
4.7 Bioensaio — Implantacdo de laminula

ApoOs trés meses de alimentacdo dos peixes com as diferentes dietas nas caixas

de &gua, os peixes foram acondicionados em 36 caixas plasticas com capacidade de 50
L cada, sendo estas as unidades experimentais (Figura 4). As caixas eram dotadas de
aeracdo e renovacao constante de agua. Nas caixas 0s peixes foram estocados em duas
diferentes densidades: 5 kg/m® e 20 kg/m® sendo esta Gltima densidade utilizada como
agente estressante para os peixes. Foram feitos seis tratamentos, cada tratamento com
peixes implantados (I) e peixes sem implantes (SI), apresentando trés repeticdes cada,
sendo:

T1 - ragéo controle com densidade 5 kg/m* com (1).

T1 - racédo controle com densidade 5 kg/m® com (SI).

T2 - ragéo suplementada com probiético e densidade 5 kg/m* com (1).

T2 — ragéo suplementada com probiético e densidade 5 kg/m* com (SI).

T3 - racdo suplementada com espirulina e densidade 5 kg/m* com (1).
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T3 — ragéo suplementada com espirulina e densidade 5 kg/m® com (SI).
T4 - racdo controle com densidade 20 kg/m® com (1).

T4 - ragdo controle com densidade 20 kg/m® com (SI).

T5 — racéo suplementada com probiético e densidade 20 kg/m® com (1) .
T5 — racéo suplementada com probidtico e densidade 20 kg/m® com (Sl).
T6 — racdo suplementada com espirulina e densidade 20 kg/m® com (1).

T6 — racdo suplementada com espirulina e densidade 20 kg/m® com (SI).

Figura 3 — Caixas plasticas de 50 L utilizadas no experimento com tambaqui
Colossoma macropomum, com diferentes densidades de estocagem,

alimentados com dietas contendo probidtico e espirulina.

Antes do inicio do bioensaio, foram coletados oito peixes de cada caixa de dgua
referente ao experimento com as dietas, selecionados ao acaso para as analises
hematoldgicas, sendo este considerado o tempo zero. No decorrer do experimento a
amostragem de 2 individuos por unidade experimental, nos intervalos de 3, 7, 10 e 12
dias para avaliacdo dos efeitos das dietas através das alteracbes hematologicas,
bioguimicas e nimero de células gigantes. Para a manutencdo das densidades de
estocagem em teste, as unidades experimentais eram drenadas na quantidade adequada,

mantendo as proporcdes 5 e 20 kg/m®.
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4.7.1 Monitoramento da qualidade da agua

Semanalmente no periodo da manhd, foram analisados: o potencial hidrogeni6nico
(pH), a condutividade elétrica, a concentracdo de oxigénio dissolvido e a temperatura,

através do equipamento YSI - 63 e YSI - 55.

4.7.2 Implante de laminula

Uma vez que os macrofagos possuem a capacidade de se aderir e espraiar sobre as
superficies de vidro (PETRIC, 2000; BELO, 2002 e BRUM, 2003), foram realizados 0s
implantes de laminulas circulares de vidro de 10 mm de didmetro no tecido subcutaneo da
regido latero-dorsal, atras do opérculo esquerdo na altura do inicio da nadadeira dorsal. Para
isto, os peixes foram anestesiados com benzocaina, feita a assepsia regional e retirada de
escamas com auxilio de ldmina de bisturi, sendo feita uma pequena incisdo. O tecido
subcutaneo foi divulsionado com tesoura previamente esterilizada, sendo a laminula
esterilizada em bico de Bunsen e implantada. O peixe foi suturado e mantido sob
observacdo até a sua completa recuperacdo da anestesia. Para prevencao de infeccdes no
local da sutura, foi passado algoddo embebido em iodo como anti-séptico.

Para os implantes foram utilizados oito peixes de doze unidades experimentais,
referentes ao grupo com implante em cada densidade (5 kg/m® e 20 kg/m®) , totalizando

144 peixes.
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Figura 4 — Implante da laminula de vidro no tecido subcutaneo da regido latero-
dorsal em experimento com tambaqui Colossoma macropomum, em
diferentes densidades de estocagem, alimentado com dietas contendo

probidtico e espirulina.

Figura 5 — Sutura no local do implante da laminula de vidro em experimento
com tambaqui Colossoma macropomum, com diferentes
densidades de estocagem, alimentados com dietas contendo
probidtico e espirulina.
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4.7.3 Coleta das laminulas

As laminulas foram retiradas nos intervalos de trés, sete, dez e doze dias ap0s 0
implante e lavadas em solucdo salina 0,65%, para eliminagdo das células ndo aderidas
(ndo macrofagos) segundo PETRIC (2000). Posteriormente, as laminulas foram fixadas

em solucdo de Bouin por cerca de cinco minutos e coradas com hematoxilina-eosina.

4.7.4 Contagem de células

Para a visualizacdo das células presentes nas laminulas foi utilizado microscopio
de luz, em aumento de 40x e feita a média de contagem de 10 campos da laminula,
escolhidos aleatoriamente. Os macr6fagos policariontes foram contados quanto ao
numero de nucleos presentes nas células, o0 numero de gigantocitos tipo corpo estranho

e do tipo Langhans.

4.7.5 Analises hematoldgicas

Para as analises hematoldgicas, os peixes foram retirados das caixas,
anestesiados com benzocaina e 0 sangue imediatamente retirado por puncdo caudal
(Figura 5), com auxilio de seringas descartaveis heparinizadas, para determinacédo de:

- Numero total de células e contagem de leucécitos, em cadmara de Neubauer,
utilizando a solucéo de NATT & HERRICK (1952) como diluente.

- Contagem diferencial dos leucocitos em extensfes sangliineas coradas pelo May-
Grinwald-Giemsa, segundo ROSENFELD (1947).

- Hematdcrito, pelo método do microhematdcrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971).

- Taxa de hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944).
Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do nimero total de células (Er) e do

hematdcrito (Ht) foram calculados os indices hematimétricos: VCM, HCM e CHCM.
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Figura 6 — Coleta de sangue por pungdo caudal em experimento com tambaqui
Colossoma macropomum, em diferentes densidades de estocagem,

alimentado com dietas contendo probiotico e espirulina.

4.7.6 Andlises biogquimicas de sangue

A concentragdo de glicose sanguinea foi determinada com o auxilio de medidor
eletronico de glicose sanguinea (Accu-Chek-Advantagell). Aproximadamente 10uL de
sangue total sdo colocados nas fitas de leitura do aparelho, que por meio de andlise

eletroquimica da amostra, apresenta a concentracdo de glicose em g/dL.

4.7.7 Dados bioldgicos

Apds a coleta de sangue os animais foram medidos (comprimento médio inicial
CMlI e final CMF) e pesados (peso medio inicial PMI e peso final PMF), utilizando-se
ictiometro e balanca eletronica Filizola® com capacidade de um quilograma
respectivamente (Figura 1), para célculo do desempenho zootécnico dos peixes
alimentados com as dietas contendo probiotico e espirulina.

Os dados de mortalidade foram registrados diariamente antes do fornecimento

das dietas experimentais.
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Figura 7 - Biometria dos tambaquis Colossoma macropomum utilizados no

experimento alimentados com dietas contendo probidtico e espirulina.

4.7.8 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento experimental casualisado,
em esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo trés dietas (racdo controle, racdo controle
suplementada com probidtico e ragdo controle suplementada com espirulina); duas
densidades de estocagem (5 e 20 kg/m®), e em cada densidade grupos de peixes com
laminulas implantadas (1) e grupos de peixes sem laminulas implantadas (S), totalizando
12 tratamentos com trés repeticOes cada.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia através do
procedimento GLM do SAS® (1998) e a significancia entre as médias dos tratamentos

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

Durante todo o experimento ndo foram observadas alteragcdes nos valores das
variaveis fisicas e quimicas da &gua, permanecendo dentro dos limites aceitaveis
(SILVA e CARNEIRO, 2007). Os teores de amonia foram mantidos em niveis baixos,
devido a renovacdo constante de agua, média de 2,9 L/hora e filtragem biologica O
sifonamento do fundo das caixas e a renovagdo constante de dgua impediram o acumulo

de matéria organica, garantindo a manutencéo da qualidade da agua (Tabela 4).

Tabela 4 — Medias das variaveis fisicas e quimicas da agua utilizada no experimento
com tambaqui Colossoma macropomum, alimentados com dieta contendo

probidtico e espirulina.

Parametros da agua Controle Probiotico Espirulina
Temperatura (°C) 27,03+0,07 27,03+£0,06 27,03+0,07
Oxigénio dissolvido (mg/L) | 3,53 +0,16 3,80+0,22 343%0,13
pH 5,42 +0,03 549+0,02 558+0,03
Condutividade(uS/cm) 25,85+254 2556+1,19 2593+0,86

De acordo com RIEHI e BAENSCH (1991), o tambaqui habita dguas doces
tropicais com pH que variam entre 5,0 — 7,8 e temperaturas entre 22 -280C. SILVA e
CARNEIRO (2007), monitorando a qualidade da agua ao longo do periodo de engorda
de tambaqui em sistema de criagdo semi-intensiva em viveiros de terra sem renovacgao
de agua e obtiveram resultados médios de temperatura, oxigénio dissolvido e pH igual
a: 28,4 °C; 1,7 mg/L e 7,0, respectivamente. OLIVEIRA et al. (2007) avaliando o efeito
da densidade de estocagem sobre a qualidade da &gua na criacdo de tambaqui em
tanques fertilizados, obtiveram boa qualidade com relagdo a maioria dos parametros
(pH, alcalinidade, transparéncia, nitrito e amonia) com exce¢do do oxigénio dissolvido
que apresentou valores abaixo do recomendado (3,10; 2,55 e 2,34), mas que, no entanto
ndo prejudicaram o desenvolvimento desses peixes. Comparando com os dados obtidos
para a qualidade da 4gua mantida durante todo o experimento, podemos destacar que o

tambaqui apresenta boa adaptacdo a diferentes sistemas, entre eles, as condi¢des de
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laboratério, corroborando com os as caracteristicas descritas por outros autores (SILVA,

et al.., 2007; NUNES et al., 2006) para esta espécie e o seu potencial para a aquicultura.

Os dados de desempenho de juvenis de tambaquis obtidos apos trés meses de
alimentacdo com dietas contendo Probidtico e dietas contendo espirulina encontram-se

na Tabela 5.

Tabela 5 — Desempenho zootécnico — peso médio inicial (PMI) e final (PMF) ganho de
peso médio (GPM), comprimento medio inicial (CMI) e comprimento
médio final (CMF), de juvenis de tambaqui alimentados durante 90 dias

com dietas contendo probioético e espirulina.

Tratamentos PMI () PMF (g) GPM (g) CMI(cm) CMF (cm)
Controle 29,00+4,08  106,9+33,6 77,9 10,09+1,70 15,76+2,44
Probidtico 26,07£7,08 122,7+19,45 96,63 10,64+1,49 17,46+1,29
Espirulina 24,59+7,72  99,6+23,12 75,01 10,73+1,48 15,08+1,66

Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatistica entre os tratamentos, foi
possivel notar através dos dados da Tabela 5, efeito positivo sobre o ganho de peso de
peixes alimentados com dietas suplementadas com probidtico. Neste tratamento 0s
peixes apresentaram, no final do experimento, peso médio cerca de 20% maior que 0s
do grupo controle e dos suplementados com espirulina.

N&o ocorreu mortalidade no grupo alimentado com probidtico, independente da
densidade de estocagem e presenca ou auséncia de laminula. No grupo controle nas
densidades de 5 e 20 kg/m® ocorreram 54,16 e 52% de mortalidade, respectivamente;. Além
disso 0s peixes neste grupo apresentaram necrose tecidual avangada durante o experimento,
a partir do sétimo dia de coleta. O grupo que recebeu dieta contendo espirulina apresentou
18,33% de mortalidade apenas na densidade de 20kg/m®.

Nas Figuras 8 e 9, estdo representados os dados de valores médios dos parametros
hematoldgicos dos peixes do bioensaio. Por estas figuras verifica-se que os valores
médios da Hb oscilaram durante todo o periodo de coleta, sendo mais marcante no
terceiro dia tanto para os individuos com implante de laminula, quanto para os sem
implante suplementados com espirulina, nas duas densidades, com diferencas estatisticas

como representado nas figuras 8 e 9 pelas diferentes letras maitsculas e minusculas.
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Para os valores médios de Ht, pode-se observar que embora tenha havido
alguma diferenca significativa estatisticamente (como demonstrado pelas diferentes
letras nas figuras 8 e 9) entre os tempos de coleta, densidades, diferentes
suplementacGes e implante de laminula, estes permaneceram mais ou menos constantes
durante todo o periodo do experimento.

Os valores médios do numero de eritrocitos (Er) apresentaram declinio em todos
os tratamentos, com aumento no décimo segundo dia de coleta e diminuigdo dos valores
no décimo dia de coleta nas densidades de 5 kg/m® e 20 kg/m* com (1) e (SI). Os grupos
implantados apresentaram maiores valores em relacdo aos grupos sem implante. Foi
observado no ultimo dia de coleta, elevacdo dos valores médios de Er, apenas no
tratamento com espirulina, ocorrendo diferencga estatistica entre o grupo controle na
densidade 5 kg/m?® e entre as dietas controle e probi6tico na densidade 20 kg/m®.

As alteracfes hematoldgicas para a concentracdo de Hb, Ht e Er, no terceiro e
décimo segundo dia de coleta para os peixes com implante de laminula de vidro nas
densidades de 5 e 20 kg/m°, evidencia estimulo estressante (ver figura 14 - glicose) que
podem indicar a ocorréncia de hemoconcentracdo ou hemodilui¢do, causadas por
disfuncdo osmorregulatorias (HOUSTON et al., 1996) .

O aumento na concentracdo de hemoglobina, hematécrito e contagem de
eritrocitos (hemoconcentracdo) durante a resposta ao estimulo estressante pode ser
decorrente do aumento do consumo de oxigénio. Durante o estresse 0 aumento da
hemoglobina sugere maior capacidade de transportar oxigénio pelo sangue, na tentativa
de suprir o aumento da demanda energética (NIKINMAA et al., 1983). O nimero
elevado de eritrécitos na circulacdo sugere liberacdo dessas células pelo baco
(PULSFORD et al., 1994).

Os parametros hematoldgicos sdo alterados em diversas situacdes, tais como
desnutricdo, estresse, manejo, transporte e alta densidade populacional. Estudos de
dietas deficientes de vitamina E em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss
(FRISCHKNECHT et al., 1994) demonstraram diminuicédo significativa nos percentuais
de hematdcrito e contagem total de eritrocitos. TAVARES — DIAS et al. (2001) na
avaliacdo da resposta inflamatéria do tambaqui, Colossoma macropomum, submetidos
ao estresse de captura e manejo, observou diminui¢do na contagem de células vermelhas
e no hematdcrito. BELO (2002), analisando o efeito do estresse, suplementacdo e
formacdo de gigantocitos, relata que ndo observou diferenca significativa para a

contagem de eritrécitos e hematocrito entre os parametros hematoldgicos avaliados,
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apesar de existirem resultados significativamente diferentes. DAS et al. (2006) comenta
que o efeito do pH da agua sobre os parametros hematoldgicos em trés espécies de
carpas, promove a producdo de eritrocitos imaturos, reducdo da contagem total de
eritrocitos e hemoglobina. As andlises estatisticas no presente trabalho néo
demonstraram diferencas significativas (p<<0,05) para os valores médios dos parametros
hematoldgicos vistos acima, também ndo houve interacdo desses parametros com 0s
fatores de densidade, dieta e implante de laminulas, embora os valores médios tenham

variado nos diferentes tempos de coleta.
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Figura 8 — Variacdo dos valores médios dos parametros hematolédgicos utilizados no
experimento com tambaqui Colossoma macropomum com densidade de

estocagem 5kg/m®, alimentados com dietas contendo probidtico e

espirulina. Sl sem implante; I = com implante; Hb = taxa de

hemoglobina; Ht = hematdcrito; Er = nimero de células
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Figura 9 — Variacdo dos valores médios dos parametros hematolédgicos utilizados no

experimento com tambaqui Colossoma macropomum com densidade de

estocagem 20kg/m®, alimentados com dietas contendo probidtico e

espirulina.  SI = sem implante; I = com implante; Hb = taxa de

hemoglobina; Ht = hematdcrito; Er = nimero de células

Os valores médios dos indices hematimétricos estdo representados nas Figuras

10 e 11. As médias de VCM apresentaram elevagdo de seus valores no terceiro e décimo

dia de coleta nas densidades de 5 kg/m® e 20 kg/m*® com (1) e (SI). Os peixes dos

tratamentos probidtico e espirulina apresentaram os valores médios de VCM mais

elevados que o grupo controle. As diferencas estatisticas ocorreram no sétimo dia de

coleta entre o fator dieta (letra mindscula) — densidade (letra maiuscula), O grupo

controle diferiu do suplementado com probidtico nas densidades de 5 kg/m® e 20 kg/m®

e dos grupos controle e dos suplementados espirulina na densidade de 20 kg/m°.
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Ocorreu diminuicdo dos valores médios de VCM no décimo segundo dia de coleta nas
duas diferentes densidades, com diferenca estatistica entre o fator dieta — densidade e
dieta — implante de laminula. O grupo controle na densidade de 5 kg/m® (1) diferiu dos
suplementados com probidtico e com espirulina na densidade de 5 kg/m® (1) e do
suplementado com espirulina na densidade de 20 kg/m? (SI).

Ocorreu reducdo dos valores médios de HCM no terceiro e décimo dia de coleta
nas densidades de 5 kg/m® e 20 kg/m* (1) e (SI), com aumento no sétimo e décimo
segundo dia, sendo neste Gltimo mais acentuado. A andlise estatistica mostra diferenca
(p<<0,05) no fator dieta (letra maiuscula) — densidade (letra mintascula) no terceiro dia de
coleta, entre Espirulina 5 kg/m® (1) para probidtico e controle nas densidades 5 e 20 kg/m®
(1) e (SI). E controle 5 kg/m® (1) para controle e probiético 20 kg/m® (S). No décimo dia
de coleta, ndo houve diferenca estatistica (p<<0,05) entre as densidades, apenas no fator
dieta (letra mailscula) — implante de laminula (letra minascula), o grupo probidtico (I)
difere do grupo controle e espirulina (1) e (SI). No décimo segundo dia para 0s mesmos
fatores, apenas entre espirulina (SI) difere estatisticamente (p<<0,05) do probidtico (SI) e
controle (I) e (SI), sendo o controle (1) diferente do probidtico e espirulina (1).

Os valores médios de CHCM oscilaram para as duas diferentes densidades
sendo que os grupos suplementados com espirulina, independente na implantagcéo de
laminula apresentaram queda bem acentuada no terceiro dia de coleta. No sétimo dia de
coleta observa-se diminuigéo dos valores medios de CHCM e no décimo segundo dia um
aumento acentuado dos valores em ambas as densidades.

Os valores médios dos indices hematimétricos como descrito na literatura,
podem variar através da concentracdo de hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht) e nimero
de eritrocitos (Er). Estas variacdes podem ser decorrentes do estresse do animal, do peso
corporal, da sazonalidade e do sexo. Outros fatores também podem atuar na variacao
dos indices hematimétricos. AFFONSO et al, (2002) observou em Colossoma
macropomum exposto a hipdxia, aumento do ndmero de eritrocitos, hemoglobina e
CHCM, segundo o mesmo autor, quando expostos a H,S e hipoxia relata a diminui¢do
do numero de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito. Diferentes espécies de peixes
mantidas em agua com o pH &cido, apresentaram aumento do hematdcrito, concentracao
de hemoglobina, glicemia, nimero de eritrocitos, VCM, CHCM, leucdcitos totais e
percentual de trombacitos, neutrofilos e monécitos (RAMHHASKAR e SRINIVASA-
RAO, 1989). No presente estudo, foram observadas que a interagdo entre as dietas e 0s
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pardmetros hematoldgicos avaliados, mostra-se diferenca estatistica (p<<0,05) para
VCM na dieta controle, embora as variacfes dos valores médios tivessem mantido
diferencas entre os diferentes dias de coleta.
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Figura 10- Variacdo dos indices hematimétricos utilizados no experimento com
tambaqui Colossoma macropomum com densidade de estocagem 5kg/m?,
alimentados com dietas contendo probidtico e espirulina. Sl = sem
implante; 1 = com implante; VCM = volume corpuscular médio; HCM =
hemoglobina corpuscular médio; CHCM = concentracdo de hemoglobina
corpuscular média
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Figura 11- Variagdo dos indices hematimétricos utilizados no experimento com

tambaqui Colossoma macropomum com densidade de estocagem 20kg/m?,

alimentados com dietas contendo probiotico e espirulina. Sl = sem

implante; 1 = com implante; VCM = volume corpuscular médio; HCM =

hemoglobina corpuscular medio; CHCM = concentracdo de hemoglobina

corpuscular média

Os valores de leucdcitos totais (Lc) (Figuras 12 e 13) apresentaram oscilacdo

para as duas densidades estudas e ocorreram algumas diferencgas estatisticas entre as

médias de Lc para dieta, densidade, implante de laminula e tempo de coleta

(representados pelas diferentes letras maiusculas e minasculas)

De maneira geral o nimero absoluto dos diferentes leucdcitos também oscilou

ao longo do tempo, com diferencas estatisticas significativas entre as médias (indicado

por diferentes letras mailsculas e minusculas nas figuras 12,13,14 e 15). O que fica

bastante claro é que o aumento do nimero absoluto de leucdcitos totais esta relacionado
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ao aumento do numero absoluto de linfécitos (nos 7°. E 14°. Dias de coleta nos animais
suplementados com espirulina) e de neutréfilos, principalmente no grupo controle.

Os valores medios de Monaocitos (Mn) (Figuras 12 e 13) nas duas densidades 5 e
20 kg/m® com (1) e (SI) mostraram, no decorrer do experimento, diminuicdo de seus
valores, sendo mais acentuado no terceiro e décimo dia para todos os tratamentos, No
décimo dia de coleta todos os tratamentos demonstraram um aumento gradativo de seus
valores, sendo que na densidade de 20 kg/m® estes aumentos foram mais acentuados. No
sétimo dia de coleta ocorreu diferenca significativa (p<<0,05) entre o fator dieta (letra
maiuscula), a espirulina (I) que diferem de todos os tratamentos com (1) e (SI) exceto do
probidtico (SI). Nos peixes com implante de laminula (letra mindscula), os que foram
suplementados com espirulina (1) diferiram dos suplementados com probiético (I) e dos
com espirulina SI. No décimo dia de coleta os suplementados com espirulina (1) diferiram
estatisticamente de todos os tratamentos com (1) e (SI).0Os peixes suplementados com
espirulina (1) diferiram apenas do controle e probiotico (SI).

Os valores médios de eosinofilos (Eos) (Figura 14) no terceiro dia de coleta
oscilaram, observando aumento dos valores na densidade de 5 kg/m® com (1) e (SI),
onde, apenas o tratamento controle 5 kg/m* (1) obteve o menor valor. Na densidade de
20 kg/m® no mesmo tempo de coleta os valores oscilaram, observando o menor valor
para o tratamento com probidtico (1) e (SI) e espirulina (I). Apenas no sétimo dia de
coleta na densidade de 5 kg/m?® (1), ocorre aumento dos valores médios de eosindfilos,
sendo mais acentuados para o tratamento controle e probidtico. Nao foram observadas
diferencas estatisticas (p<<0,05) entre os fatores, densidade, dieta e implante de laminula.

Os basofilos (Bs) (Figura 14) aparecem no terceiro dia de coleta apenas nos
animais do tratamento controle, na densidade de 5 kg/m® (SI) e probiético 5 kg/m® (1).
Na densidade de 20 kg/m® os baséfilos aparecem no terceiro dia de coleta no grupo sem
implante (SI) e no décimo segundo dia de coleta no grupo com implante ().

As Células Granulociticas Especiais (CGE) (Figura 14) demonstram no terceiro
e sétimo dia de coleta nas duas densidades 5 e 20 kg/m® com (1) e (SI) diminuicdo dos
valores, aumentando no sétimo e décimo segundo dia de coleta, sendo neste Gltimo mais
acentuado. O tratamento com probi6tico na densidade de 5 kg/m? (1) apresentou maiores
valores em relacdo aos demais tratamentos com (1) e (SI), diminuindo no Gltimo dia de
coleta. As diferencas estatisticas (p<<0,05) ocorre entre espirulina 5 kg/m® com o

probiético 5 kg/m® e controle 20 kg/m® no terceiro dia de coleta para o fator dieta -
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densidade, sendo o probidtico (SI) estatisticamente diferente (p<<0,05) dos outros
tratamentos com (I) e (SI) no décimo dia de coleta para o fator implante de laminula.

Os leucocitos usualmente observados na circulagdo dos peixes séo os linfécitos,
neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos. Sua principal funcdo é a defesa do
organismo contra a acdo de bactérias ou corpos estranhos que penetram nos tecidos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Os linfécitos produzem anticorpos e estdo
relacionados ao processo de rejeicdo e participam do processo inflamatério (FINN e
NIELSON, 1971; MacARTHUR et al., 1984; TURNER, 1988).

Os neutrofilos representam a primeira defesa contra infec¢ées (TURNER, 1988)
e possuem um sistema de agentes microbicidas. No presente trabalho, observa-se
claramente esta relagéo entre as células de defesa do organismo entre os peixes do grupo
com implante e sem implante no terceiro dia de coleta nas duas densidades. Os peixes
implantados apresentam no terceiro dia de coleta aumento de neutréfilos e diminuicao
dos linfocitos devido ao inicio do processo infeccioso, provocado pelo implante das
laminulas de vidro no tecido subcutaneo dos peixes, corroborando com os autores. Apos
0 inicio do processo infeccioso, nota-se 0 aumento dos linfocitos nas duas densidades
com (1) e (SI) e a diminuigdo dos neutrofilos na densidade com (1) sendo acentuada e
oscilando nas densidades sem implante.

Os eosinofilos apresentam a funcdo de fagocitar e destruir complexos de
antigenos com anticorpos, limitar e circunscrever o processo inflamatorio, sendo as
ultimas a surgir durante o processo inflamatdrio (SUZUKI, 1986). No estudo observa-se
a variacao dos eosinéfilos nos grupos com implante de laminulas sendo mais elevado na
densidade de 5 kg/m®. Os mondcitos sdo células parcialmente diferenciadas, apresentam
moderada atividade fagocitica, tornando-se macréfagos maduros nos tecidos
(MATUSHIMA e MARIANO, 1996; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUSA, 2004),
secretam moléculas que amplificam a resposta imune, controlam a inflamagdo e
contribuem para o reparo dos danos teciduais por remoc¢éo do tecido morto. No estudo
observa-se a acdo do monacitos sendo baixa nos primeiros dia de coleta, apresentando
oscilacbes no sétimo e décimo dia de coleta, demonstrando neste Gltimo um leve
aumento dos valores. Nas analises estatisticas realizadas, os valores médios do nimero
total de Leucocitos e Trombdcitos, sendo os neutrofilos as células de defesa que

diferiram estatisticamente.
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Figura 12a— Valores médios do niumero de leuc”dcitos totais e absolutos dos diferentes

leucdcitos, em sangue periférico, de tambaqui Colossoma macropomum
com densidade de estocagem 5kg/m°®, alimentados com dietas contendo
probidtico e espirulina. SI = sem implante; | = com implante; Lc = nimero
de leucdcitos totais; Lf = ndmero absoluto de linfocitos; Nt = namero

absoluto de neutréfilos; Mn = nimero absoluto de mondcitos
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Figura 12b— Valores médios do numero de leucdcitos totais e absolutos dos diferentes

leucécitos, em sangue periférico, de tambaqui Colossoma macropomum

com densidade de estocagem 5kg/m°®, alimentados com dietas contendo

probidtico e espirulina. SI = sem implante; 1 = com implante; Eos =

numero absoluto de eosinéfilos; CGE = numero absoluto de células

granulociticas especiais; Bs = numero absoluto de basofilos
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Figura 13a— Valores médios do numero de leucdcitos totais e absolutos dos diferentes

leucdcitos, em sangue periférico, de tambaqui Colossoma macropomum

com densidade de estocagem 5kg/m?®, alimentados com dietas contendo

probidtico e espirulina. SI = sem implante; | = com implante; Lc = nimero

de leucécitos totais; Lf = numero absoluto de linfécitos; Nt = ndmero

absoluto de neutréfilos; Mn = nimero absoluto de mondcitos
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Figura 13b— Valores médios do numero de leucdcitos totais e absolutos dos diferentes

leucdcitos, em sangue periférico, de tambaqui Colossoma macropomum

com densidade de estocagem 5kg/m?®, alimentados com dietas contendo

probidtico e espirulina. SI = sem implante; | = com implante; Eos =

numero absoluto de eosinéfilos; CGE = numero absoluto de células

granulociticas especiais; Bs = numero absoluto de basofilos
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Os valores médios de trombdcitos (Figura 15) diminuiram bruscamente no
terceiro dia de coleta e apresentaram aumento gradual no sétimo e décimo segundo dia.
No terceiro tempo de coleta no fator dieta, o controle (I) difere estatisticamente do
controle (SI) do probiético e espirulina com (1) e (SI). No fator implante, cada dieta
diferiu entre si nas densidades 5 e 20 kg/m® com implante e sem implante. No sétimo
dia de coleta, a densidade de 20 kg/m® (SI) difere estatisticamente das densidades 5 e 20
kg/m® com (I) e (SI). Os valores dos peixes do tratamento controle na densidade de 20
kg/m? diferiram estatisticamente dos tratamentos nas densidades de 5 e 20 kg/m® no décimo
dia de coleta. No fator densidade, a espirulina 20 kg/m® difere das outras dietas nas
densidades de 5 e 20 kg/m®.
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Figura 14— Valores médios da contagem total de trombdcitos, em sangue periférico,

utilizados no experimento com tambaqui Colossoma macropomum com

diferentes densidades de estocagem, alimentados com dieta contendo

probidtico e espirulina

Os trombdcitos desempenham nos peixes um papel importante, ndo s6 da

coagulacdo como também participam, segundo alguns autores, do processo de defesa
dos organismos (MATUSHIMA e MARIANO, 1996). Em geral, ha relacdo inversa
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entre o percentual de trombdcitos e de linfocitos, ou seja, 0 nimero de trombdcitos
aumenta quando o numero de linfocitos diminui e vice-versa (TAVARES-DIAS et al.
2004). No presente estudo, esta relacdo inversa entre linfocito e trombdcitos foi
comparada apenas para os tratamentos sem implante de laminulas nas duas densidades,
pois, apresentaram aumento dos linfocitos no terceiro dia de coleta, sendo inverso para
os tratamentos com implante de laminula nas duas densidades. Estudos demonstram que
os trombdcitos circulantes apresentam meia-vida, para garantir a homeostasia e manter a
capacidade de coagulacdo sanguinea (FISHER et al., 1998). Salmonideos submetidos ao
estresse por populagdo, apresentaram reducdo do nimero de trombdcitos sem alterar o
namero de eritrocitos (PICKERING e POTTINGER, 1987). MATUSHIMA e
MARIANO (1996) estudando a cinética celular em exsudado da bexiga natatdria de
Oreochromis niloticus, induzido pela carragenina, observaram que a migracéo de células
para o orgao foi predominantemente de trombacitos. Devida a elevada decorréncia de
trombdcitos no sangue circulante (MATUSHIMA e MARIANO, 1996.; CARDOSO,
2002) a presenca de substancias envolvidas na fagocitose como a fosfatase acida e
glicogénio (CARVALHO, 2002), sua presenca em exsudado da inflamacéo, sua fungédo
como célula de defesa organica em diferentes espécies de vertebrados ndo mamiferos,
incluindo os peixes é discutida.

Para os valores médios de Glicose (Figura 16) observa-se no terceiro dia de
coleta aumento dos valores na densidade de 5 e 20 kg/m® com (1), sendo que no mesmo
dia de coleta na densidade de 5 e 20 kg/m® (SI) os valores médios de glicose
diminuiram. No décimo dia, os valores médios de glicose diminuem para todas as
densidades com (1) e (SI), sendo observado um aumento dos valores médios para o
tratamento 20 kg/m® (SI). Na densidade de 5 e 20 kg/m® (1), observa-se aumento dos
valores médios de glicose no décimo segundo dia de coleta. No terceiro tempo de
coleta as densidades 5 e 20 kg/m® com (1) difere estatisticamente das densidades 5 e 20
kg/m* (SI), sendo no fator implante a densidade de 5 kg/m® (1) diferente de todos os
tratamentos. O probiético e o controle na densidade 20 kg/m® difere estatisticamente
(p<0,05) do controle, probiédtico e espirulina da densidade 5 kg/m* no sétimo dia de
coleta. No décimo segundo dia de coleta no fator dieta - densidade, o grupo controle na
densidade 20 kg/m*® mostra diferenca estatistica (p<<0,05) entre todas as dietas na
densidade de 5 e 20 kg/m®. No fator dieta - implante de laminula, a espirulina (SI) difere

estatisticamente (p<<0,05) dos demais tratamentos.
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Figura 15 — Valores médios de glicose utilizados no experimento com tambaqui
Colossoma macropomum com diferentes densidades de estocagem e

alimentados com dieta contendo probidtico e espirulina.

A glicemia é considerada um método valioso no diagnostico da ocorréncia de
estresse fisioldgico em peixes (WENDELAAR BONGA, 1997 e ACERETE et al.,
2004). Nos peixes estressados as alteragdes hematologicas, geralmente séo
acompanhadas de hiperglicemia (TAVARES-DIAS et al.,, 2001 e URBINATI e
CARNEIRO, 2001), decorrente da liberagdo aumentada de cortisol, que induz
incremento da glicogénese hepatica (MOMMSEN et al., 1999). A elevagéo do cortisol
durante um estimulo estressante, pode estimular a producéo de glicose pelo aumento da
glicogenolise, possivelmente pelo glucagon ou epinefrina (REID et al., 1992;
VIJAYAN et al., 1993). AlteracGes imediatas nas concentracdes plasmaticas de glicose,
a glicogenolise, sugerem uma possivel diminuicdo das reservas de glicogénio hepatico
pos - estresse, e talvez a importdncia da participacdo da insulina neste processo
(VIJAYAN et al.,, 1994). MORAES e GARCIA LEME (1982) comentam que a
participacdo hormonal no controle da reacdo inflamat6ria ocorre pelo antagonismo

fisioldgico existente entre os corticosterdides adrenais e a insulina. O cortisol na sua

12
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hipersecrecdo em decorréncia do estresse deprime mecanismos de defesa organica,
como a inflamag&o, tornando os animais mais susceptiveis as enfermidades.

No presente estudo, os altos valores de glicose demonstram somente para 0s
peixes submetidos ao implante de laminula de vidro no tecido subcutaneo no terceiro
dia de coleta, indicando a inflamacdo como agente estressor. BELO (2002) e BRUM
(2003) observaram que em peixes submetidos a alta densidade populacional sofreram
aumento da secrecdo de cortisol e inibicdo do acimulo de macréfagos e da formacéo de
gigantocitos em laminulas de vidro implantadas no tecido subcuténeo. Entretanto, no
presente estudo o0 aumento da agregacdo celular para as laminulas e os baixos niveis de
glicose, ocorreram entre o sétimo e décimo segundo dia de coleta, sendo no dltimo dia,
observado um leve aumento nos valores de glicose.

No efeito da dieta, a espirulina na densidade de 5 kg/m® no sétimo dia de coleta,
mostra os baixos valores de glicose, em contrapartida, maior nimero de ceélulas
agregadas nas laminulas. Quanto maior a concentracdo do cortisol, menor a migracao e
formacdo de células policariontes nas laminulas, o fato € que o estresse deprime o
mecanismo de defesa dos peixes (BELO et al., 2005). MORAES e GARCIA LEME
(1982) comentam que os corticosteroides, através de um mecanismo dependente da
ocupacdo de receptores e da sintese de lipocortina, inibem a atividade da fosfolipase A2,
bloqueando a sintese de eicosanoides e do fator ativador de plaquetas a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias por macréfagos como a interleucina -1 e a adesdo de
leucdcitos ao endotélio vascular inibindo sua migracdo (DINARELLO, 1984). Desse
modo inibem a formacdo de edema e a migracdo de leucdcitos para o foco inflamatorio,

entre eles os macrofagos, cuja fusdo da origem aos gigantocitos.
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Observa-se na figura 16, que os nimeros médios de macrofagos no tratamento
com probidtico aumentaram no terceiro, décimo e décimo segundo dia de coleta, nas
duas densidades de estocagem. Estatisticamente ocorreu diferenga para o tratamento
com probiético em relacdo as demais dietas em relacdo ao nimero médio de
macrofagos. BRUM (2003) comenta que com o decorrer do tempo houve alteracdo na
caracteristica das células, com diminuicdo do nimero de macr6fagos com apenas um
nacleo devido o surgimento de células com dois nucleos, com também observado no

presente estudo.

D controle @ probiotico @ espiruling

5 kg/m® 20 kg/m®
300 - 300 -
aA
250 é 250 aA
200 | S | | _bB bB
ab 2 200 aD L cC cC
150 - é 150
100 - 2 100 |
50 - g 50-
0 § 0
3 7 10 12 3 7 10 12

Figura 16 — Valores médios do nimero de macréfagos em diferentes tempos de coleta
apo6s o implante das laminulas, utilizados no experimento com tambaqui
Colossoma macropomum com diferentes densidades de estocagem e

alimentados com dieta contendo probiotico e espirulina.
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Na figura 17, observa-se em todos os tratamentos menor acimulo do ndmero de
células com dois nicleos na densidade de 20 kg/m*® comparado com a densidade de 5
kg/m?®. Observado-se também maior nimero de célula no tratamento com probiético na

densidade de 5 kg/m®, diferindo estatisticamente (p<<0,05) do tratamento com espirulina.
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Figura 17 — Valores médios do nimero de células com dois nlcleos em diferentes
tempos de coleta apos o implante das laminulas, utilizados no experimento
com tambaqui Colossoma macropomum com diferentes densidades de

estocagem e alimentados com dieta contendo probidtico e espirulina.

Os numeros de células com trés a cinco nucleos de acordo com a figura 18, foi
maior na densidade de 5 kg/m® no tratamento com probiético, ocorrendo oscilacées na
densidade com 20 kg/m®. Estatisticamente ocorreu diferenca (p<<0,05) no tratamento
com probidtico em relagdo ao tratamento com espirulina no décimo e décimo segundo

dia de coleta.
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Figura 18— Valores médios do nimero de células com trés a cinco nlcleos em diferentes
tempos de coleta apds o implante das laminulas, utilizados no experimento
com tambaqui Colossoma macropomum com diferentes densidades de

estocagem e alimentados com dieta contendo probidtico e espirulina.

Na figura 19 nota-se maior acimulo do nUmero de células com seis a dez
ndcleos no tratamento com probi6tico na densidade de 5 e 20 kg/m®, diferindo

estatisticamente (p<<0,05) dos demais tratamentos.
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Figura 19 — Valores médios do nimero de células com seis a dez ndcleos em diferentes
tempos de coleta ap6s o implante das laminulas, utilizados no experimento
com tambaqui Colossoma macropomum com diferentes densidades de

estocagem e alimentados com dieta contendo probiético e espirulina.

Na figura 20, os valores médios do nimero de células com onze a vinte nacleos
na densidade de 5 kg/m® foram maiores para o tratamento com espirulina,. Na densidade
de 20 kg/m® observa-se aumento dos valores médios do nimero de células no
tratamento com probidtico. O mesmo foi evidenciado na figura 21, para os valores

médios do niimero de células com mais de vinte nucleos.
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Figura 20 — Valores médios do nimero de células com onze a vinte ndcleos em diferentes

tempos de coleta ap6s o implante das laminulas, utilizados no experimento

com tambaqui Colossoma macropomum com diferentes densidades de

estocagem e alimentados com dieta contendo probidtico e espirulina.
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Figura 21 — Valores médios do numero de células com mais de vinte nicleos em diferentes

tempos de coleta apds o implante das laminulas, utilizados no experimento

com tambaqui Colossoma macropomum com diferentes densidades de

estocagem e alimentados com dieta contendo probi6tico e espirulina.
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Observando os valores médios do numero de células de Langhans na figura 22,

verifica-se que os peixes do tratamento com espirulina apresentaram maior acimulo de

células nas densidades de 5 e 20 kg/m®. Estatisticamente ocorreu diferenca (p<<0,05)

entre o tratamento controle e as demais dietas.
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Figura 22 — Valores médios do nimero de células de Langhans em diferentes tempos

de coleta ap6s o implante das laminulas, utilizados no experimento com

tambaqui Colossoma macropomum com diferentes densidades de

estocagem e alimentados com dieta contendo probidtico e espirulina.

A formacdo de células gigantes depende do recrutamento diario de macrofagos

origindrios da transformacdo morfofisioldgica de mondcitos da corrente sanguinea
(MARIANO e SPECTOR, 1974) para o foco inflamatério (BIRMAN e MARIANO,

1985). Uma vez no foco inflamatério os macréfagos fundem suas membranas para

formar as células gigantes (MARIANO e SPECTOR, 1974). Inicialmente formam-se 0s

gigantocitos do tipo corpo estranho cujos

nucleos apresentam distribuidos
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aleatoriamente pelo citoplasma, depois evolui gradativamente para o tipo Langhans em
que 0s nucleos estdo dispostos na periferia da célula (MARIANO e SPECTOR, 1974).
Estes trabalhos corroboram com as observacdes feitas por PETRIC, 2000; BELO, 2002;
BRUM, 2003 e SAKABE, 2007.

No presente estudo, observou a cinética do acimulo de macr6fagos no terceiro
dia de coleta, evidenciando a dispersdo de macréfagos por toda a laminula e
gigantocitos com dois nucleos a partir do sétimo dia de coleta. Os resultados
demonstraram que apo6s o implante das laminulas ocorre o acimulo de macréfagos e
aumento progressivo do nimero de gigantdcitos até o décimo segundo dia de coleta,
sendo nos ltimos dias de coleta evoluindo para células tipo Langhans.

O recrutamento de macrofagos, formacdo de células de gigantes e todo seu
processo de maturagdo, com acumulo de varios macrofagos e a transformacéao de células
gigantes tipo corpo estranho em células de Langhans, refletem o bom desempenho de
reacao inflamatdria mediante a experimentos com suplementacao alimentar (SAKABE,
2007). Foram observados maiores nimeros de macréfagos e células tipo corpo estranho
para 0s peixes alimentados com a dieta contendo probiotico nas densidades de 5 e 20
kg/m® nos diferentes tempos de coleta e células tipo Langhans para os peixes
alimentados com a dieta contendo espirulina nas densidades de 5 e 20 kg/m® nos dois
ultimos dia de coleta. PETRIC (2000) avaliando a suplementacdo com vitamina C sobre a
formacdo de gigantdcitos, comenta que os resultados das maiores doses de vitamina C (200
e 500 mg/kg) favoreceram maior recrutamento de macrofagos, promovendo o aumento do
ndmero de nucleos e consequentemente, aumento do tamanho dos gigantdcitos, sendo o
mesmo observado por BRUM (2003), em peixes alimentados com racdes suplementadas
com vitamina C. BELO (2002) observou em pacus submetidos a dieta contendo 450 mg
de vitamina E /kg, aumento da formacé&o de células gigantes policariontes.

A evolucdo do processo inflamatério em funcdo do tempo de coleta, apresenta
aumento crescente e significativo entre os dias de coleta empregados no experimento
para as contagens de celulas nas laminulas, corroborando aos achados por PETRIC et
al. (2003) e BELO (2006). Foi constatado o pico de gigantocitos com dois nucleos e de
trés a cinco nucleos no sétimo dia de coleta e o decréscimo dos mesmos nas coletas
seguintes até o final do experimento. SAKABE (2007) relata que no sexto dia de coleta
pode-se observar uma estabilizacdo do nimero de macréfagos e gigantocitos de dois
nacleos quando comparados as laminulas do quarto dia. As contagens das laminulas

com gigantocitos de onze a vinte nicleos e com mais de vinte nucleos, mantiveram-se
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em niveis altos, observados entre o sétimo ao décimo segundo dia de coleta entre as
densidades de 5 e 20 kg/m® para as dietas com espirulina e probiético, sendo o
probidtico com valores mais altos. SAKABE (2007) comenta que no sexto dia de coleta
gigantdcitos com numero maior de células (trés a cinco, seis a dez e 11 a 20) apresentou
porcentagens dessas células maiores do que as coletas anteriores. O mesmo foi
observado no presente estudo, evidenciando os surgimento destas células no sétimo dia
de coleta. O experimento com dietas contendo probidtico e espirulina constatou que o
modelo experimental utilizado por meio do implante de laminula no tecido subcutaneo
de tambaqui é adequado para a avaliagdo da cinética com formacdo de macrofagos
policariontes, pois foi constatada a evolucdo de formacdo dos gigantdcitos no decorrer
do experimento, corroborando com os trabalhos de PETRIC, 2000; BELO, 2002;
BRUM, 2003 e SAKABE, 2007.

Os resultados apresentados neste trabalho com diferentes densidades de
estocagem e alimentados com dietas contendo probiotico e espirulina, revelam que 0s
peixes alimentados com a dieta contendo probidtico apresentaram melhores respostas ao
processo inflamatdrio. Ocorreu também melhor recuperacdo quanto a lesdo causada
pelo implante de laminulas de vidro no tecido subcutaneo dos tambaquis, promovendo
maior indice de sobrevivéncia dos mesmos, comparado com as outras dietas testadas.
As andlises hematoldgicas ndo apresentaram nenhuma relacdo quanto as dietas testadas
e as densidades empregadas, ndo havendo diferencas entre elas ao longo do

experimento.
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6 CONCLUSAO

I. Conclui-se que a suplementacdo da dieta de tambaqui com probidtico e
espirulina ndo causa alteragdes nos valores hematolégicos e de glicose.
Il. A formacdo de célula gigante também foi influenciada pela suplementacdo com
probidtico.
I11.  Ocorreu maior crescimento e sobrevivéncia nos peixes suplementados com dieta

contendo probiotico, como também melhor resposta ao processo de cicatrizagao.
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