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RESUMO

Crescimento, primeira maturacao, hematologia, bioquimica sanguinea e
reproducao do tambaqui (Colossoma macropomum) em sistema de recirculacao

de agua

O objetivo do presente estudo foi avaliar o crescimento, primeira maturacdo hematologia,
bioquimica sanguinea e reproducéo do Colossoma macropomum em condi¢fes controladas.
Dessa forma foram executados dois experimentos. No primeiro experimento foram avaliados
0 crescimento, desenvolvimento gonadal, primeira maturagdo, qualidade da primeira
espermiacdo e reproducdo. Inicialmente, larvas de C. macropomum, adquiridos de uma
fazenda localizada no estado do Para, foram aclimatados e colocados em um sistema de
recirculacdo de &gua no Laboratério de Aquacultura (LAQUA), até atingirem o tamanho e
peso ideal para inicio do experimento. 150 animais com 155 dias apés eclosdo (DAE) foram
transferidos para um tanque com capacidade de 3,0 m3 e sistema estatico (27,6+0,5 °C,
oxigénio dissolvido acima de 4,5 mg/L, amonia total abaixo de 0,5 mg/L e pH entre 6,5 e
7,8), alimentados duas vezes ao dia com dieta comercial contendo 32% proteina bruta (P.B),
7% de extrato etéreo e 5% de fibra, pellets de 4-6 mm. Devido ao rapido crescimento, com
171 DAE, os animais foram divididos em dois tanques de 3,0 m3 cada e permaneceram neste
sistema por 60 dias. Aos 231 DAE os animais foram transferidos para um unico tanque de 23
m3, equipado com sistema de recirculacdo de agua, com controle de temperatura (27,5+0,5
°C), oxigénio (> 4,00 mg/L) e fotoperiodo (12/12), alimentados duas vezes ao dia com dieta
comercial (32% PB), até o final do experimento (1080 DAE). Durante todo o estudo, machos
e fémeas apresentaram ganho em peso e comprimento, ndo sendo observada diferenca
significativa (P>0,05) entre os sexos para esse parametro. Com 590 DAE, foi observado 0s
primeiros machos em processo de maturagdo inicial e as primeiras fémeas s6 atingiram esse
mesmo estadio com 710 DAE. Houve diferenca (P<0,05) entre machos e fémeas nos indices
hepatossomaético (IHS) e gonadossomatico (IGS). N&o foi observada diferenca (P>0,05) na
qualidade espermaética analisada entre machos de diferentes idades (890 e 990 DAE). Ao final
do experimento, 50% das fémeas que foram induzidas responderam positivamente a inducéo e
desovaram. Ja no segundo experimento realizado, foi comparar o perfil hematolégico e
bioguimico sanguineo de machos e fémeas durante o processo de primeira maturacdo. Foi
observada maior variagdo nos parametros hematologicos entre fémeas de idades distintas. No
perfil hematoldgico, houve diferenca (P<0,05) entre machos e fémeas, apenas na contagem de

eritrécitos. Ja, no perfil bioquimico sanguineo, machos e fémeas apresentaram diferenca



(P<0,05) apenas nas concentracdes de triglicerideos, durante o periodo do estudo. Contudo,
dentro do mesmo sexo, porém na comparagdo entre as idades, houve diferenca (P<0,05) nos
valores de hematdcrito, proteina plasmatica, hemoglobina, leucdcitos, eritrdcitos, glicose,
triglicerideos e colesterol nas fémeas, e nos machos foi observada diferenca nos valores de
leucocitos, eritrocitos, glicose, triglicerideos e colesterol. Com relagdo a concentracao de FSH
e LH em machos e fémeas em estadio avancado de maturacdo, ndo foi observada diferenga
(P>0,05) entre os sexos. Dessa forma, com os resultados obtidos neste estudo, concluimos que
é possivel realizar o ciclo completo de cultivo do C. macropmum, desde a larvicultura, até a
reproducdo em sistema de recirculagdo de &gua. Observamos também que as fémeas
apresentam maiores variaces nos parametros hematoldgicos e bioquimicos quando
comparadas aos machos. Os resultados hematoldgicos e bioquimicos podem auxiliar estudos
futuros servindo de parametro comparativo, j4 que 0s animais permaneceram em condi¢6es

6timas de cultivo durante todo o periodo experimental.

Palasvras-chave: recirculacdo; hematologia; primeira maturacdo; tambaqui; reproducéo.



ABSTRACT

Growth, first maturation, hematology, blood biochemistry and reproduction of

tambaqui (Colossoma macropomum) in a water recirculation system

The objective of the present study was to evaluate the growth, first hematological maturation,
blood biochemistry and reproduction of Colossoma macropomum under controlled
conditions. In this way, two experiments were carried out. In the first experiment, growth,
gonadal development, first maturation, quality of the first spermiation and reproduction were
evaluated. Initially, C. macropomum larvae, acquired from a farm located in the state of Para,
were acclimatized and placed in a water recirculation system at the Laboratério de
Aquacultura (LAQUA), until they reach the ideal size and weight to start the experiment. 150
animals 155 days after hatching (DAH) were transferred to a tank with a capacity of 3.0 m3
and a static system (27.6+0.5 °C, dissolved oxygen above 4.5 mg/L, total ammonia below 0.5
mg/L and pH between 6.5 and 7.8), fed twice a day with a commercial diet containing 32%
crude protein (CP), 7% ethereal extract and 5% fiber, 4-6 mm pellets. Due to rapid growth,
with 171 DAH, the animals were divided into two tanks of 3.0 m3 each and remained in this
system for 60 days. At 231 DAH, the animals were transferred to a single 23 m3 tank,
equipped with a water recirculation system, with temperature control (27.5+0.5 °C), oxygen
(> 4.00 mg/L) and photoperiod (12/12), fed twice a day with a commercial diet (32% CP),
until the end of the experiment (1080 DAH). Throughout the study, males and females
showed gains in weight and length, with no significant difference (P>0.05) observed between
the sexes for this parameter. At 590 DAH, the first males were observed in the process of
initial maturation and the first females only reached this same stage at 710 DAH. There was a
difference (P<0.05) between males and females in the hepatosomatic (HSI) and
gonadosomatic indices (GSI). No difference (P>0.05) was observed in the sperm quality
analyzed between males of different ages (890 and 990 DAH). At the end of the experiment,
50% of the females that were induced responded positively to the induction and spawned. In
the second experiment carried out, we compared the hematological and blood biochemical
profile of males and females during the first maturation process. Greater variation in
hematological parameters was observed between females of different ages. In the
hematological profile, there was a difference (P<0.05) between males and females, only in the
erythrocyte count. In the blood biochemical profile, males and females showed differences
(P<0.05) only in triglyceride concentrations during the study period. However, within the

same sex, but when comparing ages, there was a difference (P<0.05) in the values of



hematocrit, plasma protein, hemoglobin, leukocytes, erythrocytes, glucose, triglycerides and
cholesterol in females, and in males it was observed difference in the values of leukocytes,
erythrocytes, glucose, triglycerides and cholesterol. Regarding the concentration of FSH and
LH in males and females at an advanced stage of maturation, no difference (P>0.05) was
observed between the sexes. Therefore, with the results obtained in this study, we conclude
that it is possible to carry out the complete cultivation cycle of C. macropmum, from
larviculture to reproduction in a water recirculation system. We also observed that females
present greater variations in hematological and biochemical parameters when compared to
males. The hematological and biochemical results can assist future studies by serving as a
comparative parameter, as the animals remained in optimal cultivation conditions throughout

the experimental period.

Keywords: recirculation; hematology; first maturation; tambaqui; reproduction.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura tem demonstrado importante crescimento nos Gltimos anos, ganhando
destague econémico e ambiental em todo o mundo (FAO, 2023). Devido ao crescimento
populacional constante, a demanda por alimento acompanha esse cenario fazendo com que a
atividade se torne essencial para prover a demanda por proteina animal de origem sustentavel
e de boa qualidade nutricional (Naylor et al., 2021). Contudo, apesar dos avangos da
tecnologia, evolucdo na eficiéncia alimentar e nutricdo dos animais, ainda existem gargalos
produtivos que necessitam ser melhor elucidados para que a atividade alcance patamares

maiores (Mustapha et al., 2021).

Dentre as espécies com potencial produtivo muito promissor dentro da aquacultura, o
tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier 1818), é um peixe endémico da bacia
Amazénica. Pertencente a familia Characidae, ordem dos Characiformes, pode atingir pesos
consideraveis em ambiente natural (Goulding e Carvalho, 1982). Porém, o seu crescimento e
desenvolvimento gonadal até atingir a primeira maturacdo ainda foi pouco estudado em

cativeiro.

O dominio do conhecimento, comportamento e manejo reprodutivo de peixes é fator
crucial dentro da cadeia produtiva e ambiental (Pires et al., 2018; Julio et al., 2021). Tal
conhecimento pode auxiliar em manejos ambientais, através de atividades como as de
repovoamento, que buscam devolver ao ambiente natural, populacbes que por diversos
motivos estdo ameacadas de extingdo ou estabelecer um tamanho minimo para que sejam
pescadas (Agostinho et al., 2005; Silva Santos et al., 2015). Em carater produtivo, saber
determinar qual fase de desenvolvimento e maturacdo sexual se encontra determinado animal
através de parametros quantitativos é primordial para a escolha e montagem do plantel de
reprodutores, otimizacao da estrutura e mao de obra (Sanches et al., 2011).

As analises hematologicas e bioquimicas, sdo fortes aliadas na busca pelo
conhecimento mais aprofundado da fisiologia dos peixes, gerando resultados que contribuem
para melhorar 0 bem-estar animal, tanto dentro da cadeia produtiva, quanto no ambiente
natural (Baldisserotto, 2013; Fazio, 2019). Estudos sobre densidades de estocagem, nutricao,
uso de anestésicos, comportamento reprodutivo, entre outros, sdo de grande importancia para
compreender melhor o comportamento dos animais quando estdo sob efeito de estresse
(Melillo-Filho et al., 2020; Favero et al., 2021; Ferreira et al., 2023; Ananias et al., 2024). E
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dessa forma, as anélises hematoldgicas e bioquimicas sanguineas auxiliam na identificacdo de
alterac6es dos niveis metabdlicos e no comportamento fisioldgicos desses animais (Ranzani-
Paiva et al., 2013; Witeska et al., 2022).

Com relacdo ao comportamento reprodutivo, espécies reofilicas como o tambaqui nao
desovam naturalmente em cativeiro, sendo necessario o uso de hormoénios para estimular a
maturacgdo final e desova nas fémeas e aumentar o volume de sémen nos machos (Andrade e
Yasui, 2003). Dessa forma, buscar identificar em qual faixa de idade e periodo exato, adultos
de tambaqui iniciam o processo de primeira maturacdo sexual em ambiente controlado, pode
otimizar todo o planejamento para obtencdo de formas jovens da espécie, fazendo com que
seja possivel ter um maior controle e produtividade sob o plantel (Almeida et al., 2016).

CAPITULO 1

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tambaqui

O Tambaqui (Figura 1) (Colossoma macropomum) (Cuvier, 1818) é um peixe
Neotropical, endémico das bacias dos rios Amazonas e Orinoco, pertencente & ordem dos
Characiformes, subfamilia Serrasalminae (Campos-Baca e Kohler, 2005). Cultivado na
maioria dos paises da América do Sul e Central, como Peru, Venezuela e Colémbia (Chellapa
et al., 1995), a espécie também é destaque na cadeia produtiva brasileira com dados de
producdo superiores a 109 mil toneladas no Gltimo ano, sendo a espécie nativa mais produzida
no pais e a segunda espécie de peixe mais produzida em territorio nacional, com destaque
para a regido norte (IBGE, 2023). A rusticidade, disponibilidade de juvenis, desempenho
zootécnico e qualidade da carne sdo algumas das caracteristicas que chamam atencdo da
cadeia produtiva, fazendo com que a espécie seja cultivada também em diversos locais pelo
mundo, como paises do Caribe e asiaticos como a China, Indonesia, Malasia, Mammar e
Vietnd (Woynarovich e Van Anrooy, 2019). Seu habito alimentar é onivoro, em ambiente
natural a espécie se alimenta de sementes, frutos e zooplancton (Araujo-Lima e Goulding,
1998). Ja, em cativeiro, os animais em fase larval se alimentam de microcrustaceos e,
posteriormente, é fornecida racdo comercial (Santos et al., 2021). Por ser uma espécie que
pode atingir cerca de 90 cm de comprimento e 30 kg de peso vivo (Filho, 2007), também &

muito apreciada para a atividade da pesca esportiva.



20

Com relacdo as caracteristicas morfologicas gonadais de machos e fémeas de
tambaqui, estas estdo localizadas na cavidade celomética, préximo a bexiga natatoria. Tanto
nos machos quanto nas fémeas, as gbnadas estdo presente em pares, sdo muito semelhantes
quando os animais estdo imaturos e ndo amadurecem de forma simultanea (Almeida et al.,
2016). Na natureza o tambaqui desova naturalmente entre os meses de outubro a dezembro,
em aguas com temperaturas que variam de 28° a 32°C (Saint-Paul, 1986). Devido ao fato de o
tambaqui ser uma espécie reofilica, de fecundacdo externa e desova total, sua reproducao em
cativeiro necessita de utilizacdo de hormdnios especificos para induzir a maturacéo final e
desova (Andrade e Yasui, 2003), sendo necessario seguir protocolos de indu¢do hormonal
especificos para a espécie (Maria et al., 2012; Leite et al., 2013).

Mesmo com grande importancia econdémica para a aquicultura brasileira, até o
presente momento, apenas um estudo descreve o tempo que machos e fémeas de tambaqui
levam para atingir a primeira maturagdo sexual em cativeiro, cultivado em tanques escavados
(Almeida et al., 2016). Porém, para cultivo da espécie em condi¢des controladas como em

sistema de recirculacdo de agua, ainda ndo se tem registro.

Figura 1. Exemplar de Tambaqui (Colossoma macropomum). (Fonte: Gustavo Soares)

2.2. Maturacao gonadal em peixes
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O inicio do processo de maturacdo sexual em peixes € desencadeado por estimulos
externo ambientais como fotoperiodo e temperatura que sdo captados pelo sistema sensorial
dos animais e transmitidos por impulsos neuronais até o hipotdlamo (Zmora et al., 2014). A
cascata hormonal controlada pelo sistema neuroendocrino atua de forma coordenada, de
acordo com a particularidade reprodutiva de cada espécie. O eixo reprodutivo hipotalamo-
hipofise-gbnadas € responsavel por todo esse processo que inclui érgéos, células, horménios e
seus receptores (Levavi-Sivan et al., 2010). Em peixes tropicais, 0 aumento da temperatura da
agua estimula a liberacdo de neuro moduladores como a kisspeptina através do hipotalamo,
que determina a sintese e liberacdo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que por
sua vez, estimula a adenohipdfise a produzir e liberar gonadotrofinas: horménio foliculo
estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH) (Munakata e Kobayashi, 2010; Zmora et al.,
2014). A atuacdo dessas gonadotrofinas nas génadas tem papel fundamental no processo
reprodutivo, estimulando a sintese de hormonios sexuais (andrégenos, estrogenos e
progestagenos). Nas fémeas, o FSH presente na corrente sanguinea chega até os foliculos
ovarianos, estimulando o crescimento dos odcitos e desenvolvimento folicular, além de
converter o colesterol em testosterona nas células da teca, que posteriormente, é convertido
em 17pB-estradiol. Esse hormonio entra na corrente sanguinea e age no figado, estimulando a
producdo de vitelogenina, que via corrente sanguinea ird promover o crescimento dos odcitos
e incorporagédo do vitelo, que servird como fonte de alimento nos primeiros dias de vida da
larva de peixe (Lister e Van Der Kraak, 2008; Zohar et al., 2010; Honji e Moreira, 2017).
Com o aumento dos niveis de 17p-estradiol e testosterona, ocorre um feedback negativo,
inibindo a producdo de FSH e estimulando a secrecdo de LH. Posteriormente, as células de
teca sdo estimuladas pelo LH a produzir 17a-hidroxiprogesterona, que é convertida em 17a,
20pB- dihidroxy-4-pregnen-3-one (17a, 208-DHP) em um processo enzimatico, se tornando o
horménio indutor da maturacdo final e ovulagdo, conhecido também com MIS (Maturation-
Inducing Steroid) (Lubzens et al., 2010 e Baldisserotto, 2013).

Ja nos machos, o FSH age na proliferacdo espermatogonial através das células de Sertoli,
sendo esta, a primeira fase da espermatogénese, além de estimular a producéo e secrecdo de
androgenos nas células de Leydig. Ao final do processo de espermatogénese, ocorre uma
diminuicdo da concentracdo de FSH, que estimula o aumento dos receptores das células de
Leydig para o LH, fazendo com que ao final do processo de espermatogénese, ocorra um
aumento da quantidade de LH e 170-20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17020B-P), sendo
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essencial para a maturagdo final dos espermatozoides e a espermiacdo (Ohta et al., 2007,
Zohar et al., 2010; Baldisserotto, 2013).

Bazzoli (2003) e Brown-Peterson et al. (2011) sugerem a classificacdo das génadas de

peixes teledsteos em desenvolvimento nos seguintes estadios:

Imaturo: macroscopicamente as génadas apresentam tamanho reduzido, sdo filamentosas e
ndo é possivel visualizar o6citos ou espermatozoides. Microscopicamente € possivel observar
espermatog6nias primarias nos machos e ninhos de células germinativas primordiais e

algumas ovogonias nas fémeas.

Repouso: testiculos e ovarios permanecem com tamanho reduzido, transldcidos, porém ja é
possivel identificar a vascularizacdo nas estruturas. Microscopicamente, o0s testiculos
apresentam espermatogonias primarias e secundarias. Nos ovarios é possivel identificar

apenas odcitos perionucleolares em estadio inicial e avancado.

Maturacdo inicial: neste estadio ja é possivel observar ovarios e testiculos aumentados de
volume, os testiculos com coloracdo esbranquicada, e ovarios com coloragdo caracteristica da
espécie. Microscopicamente pode-se observar o limen dos tubulos seminiferos contendo
pequena quantidade de espermatozoides nos testiculos e nos ovarios a presenca de o6vitos em
estadios diferentes (inicial, avangado e pré-vitelogénicos).

Maturacdo avancada/maduro: os testiculos atingem seu tamanho maximo, com coloracdo
esbranquicada e aspecto leitoso, os ovarios ficam bastante vascularizados e como numerosos
odcitos. Microscopicamente é possivel observar o Iimen dos tbulos seminiferos repletos de
espermatozoides e nos ovarios é possivel observar oocitos em variados estadios, dentre eles,
numerosos 00citos vitelogénicos nucleo central ja aptos para fecundacdo. Dependendo da
espécie, machos e fémeas maduros/as podem liberar espermatozoides e o6citos apenas com

leve pressdo na cavidade abdominal.

Desovado/espermiado: nas fémeas, os ovarios diminuem de tamanho, ficam flacidos e
hemorragicos, sendo possivel visualizar alguns odcitos, inclusive odcitos atrésicos que séo
reabsorvidos. Microscopicamente nos ovarios identifica-se o0citos em diversos estadios
(perinucleolar inicial e avancgado, pré-vitelogénicos, vitelogénicos e atrésicos) e foliculos pds-
ovulatérios. Nos machos, os testiculos diminuem de tamanho, apresentam caracteristicas
flacidas com areas translicidas e outras esbranquicadas. Microscopicamente é possivel

visualizar tubulos seminiferos com lumen aberto, podendo conter espermatozoides residuais.
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2.2.1. Indice gonadossomatico

O indice gonadossomatico (IGS) é um indicador que esta diretamente relacionado ao
processo de maturacdo gonadal, visto que as gonadas de machos e fémeas sofrem alteracdes
durante todo o ciclo reprodutivo, sendo de suma importancia a utilizacdo do IGS para
estabelecer a curva de maturacdo gonadal (Andrade et al., 2006). Segundo Kenagy e
Trombulak. (1986), o indice gonadossomatico € a porcentagem do peso corporal do animal

alocada nas gbnadas, sendo representado pela seguinte férmula:

IGS (%) = (peso da gbénada (g) / peso do corpo (g)) x100

A utilizacdo desse indice em estudos de primeira maturacdo auxilia na compreensdo
do ciclo reprodutivo da espécie estudada (Almeida et al., 2016; Melillo-Filho et al., 2020),
corroborando também para melhor entendimento de sua biologia reprodutiva (Taranger et al.,
2010; Amaral et al., 2019). No ambiente natural, também € possivel utilizar o IGS para
correlacionar com o periodo reprodutivo, como demonstrado por Andrade et al. (2006), onde
foi observado que machos de piau-vermelho (Leporinus copelandii) apresentaram aumento
gradativo no IGS com o avango do estadio do ciclo reprodutivo da espécie, correlacionando
esses resultados com a época do ano e temperatura da agua no local de captura, definindo qual

0 més indicado como pico reprodutivo.

Em estudos em cativeiro, o IGS também pode ser correlacionado com a variacdo de
temperatura e periodo reprodutivo, como ocorrido para fémeas de cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum), onde Ramagosa et al. (2003) observaram maiores valores de IGS durante o
periodo de maior temperatura avaliado no estudo (novembro a fevereiro). Resultado é
semelhante ao encontrado por Amaral et al. (2019) em fémeas de pirarucu (Arapaima gigas),
onde o IGS foi maior no periodo chuvoso e temperaturas mais elevadas (outubro a maio).
Contudo, para obtencdo do IGS, os animais do estudo devem ser sacrificados para a retirada

das gbnadas, tornando limitada a utilizacdo desse indice.

2.2.2. Indice hepatossomatico
O indice hepatossomatico (IHS) é obtido através da equacéo:
IHS (%) = (peso do figado (g) / peso total (g)) x 100

Este indice calcula a proporgdo existente entre o peso do figado e o peso total do

animal, que tende a diminuir quando ocorre uma mobilizacdo de reservas energeticas
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(glicogénio hepatico), que sédo transferidas para as gbnadas no final do processo de maturacdo
ovocitaria e espermiacdo, apresentando assim correlacdo negativa com IGS (Andrade et al.,
2006), que também verificado por Almeida et al. (2016) na maturacdo sexual de machos e
fémeas de C. macropomum. Entretanto, o valor do IHS também pode variar
independentemente do IGS. Segundo Melillo-Filho et al. (2020), essas variag0es podem
ocorrer devido a mobilizacdo das reservas hepaticas que ocorrem de forma intermitente no
organismo do animal, fornecendo os compostos metabdlicos necessarios para manutengéo e
desenvolvimento. Dessa forma, a variacdo do IHS é um dado complementar importante que

pode auxiliar para determinacéo do periodo reprodutivo.

2.3. Parametros hematoldgicos e bioguimica sanguinea

A hematologia engloba a investigacdo do sangue e a compilagdo de conhecimentos
relacionados a esse fluido (Grant, 2015). Com as andlises hematoldgicas e bioquimicas é
possivel obter pardmetros e padronizar valores de sangue total, plasma ou soro, obtendo
resultados de nivel de glicose e proteina, perfil de colesterol, metabdlitos e hormonios,
atividades enzimaticas, ente outros (Witeska et al., 2022). Resultados esses que podem sofrer
alteragcBes causadas por diversos fatores como altas densidades populacionais, varidveis
fisicas e quimicas da agua, deficiéncia nutricional, presenca de agentes toxicos, presenca de
patdgenos e agente infecciosos, estimulos ao qual o animal foi submetido, biologia e
particularidade da espécie, entre outros (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Clauss et al., 2008;
Ranzani-Paiva et al., 2013; Fazio, 2019). Porém, para C. macropomum até o presente
momento nao existem dados hematoldgicos e bioguimicos comparativos entre machos e
fémeas durante o processo de crescimento até a primeira maturacdo que possam ser usados
como referéncia. Portanto, a seguir serdo descritos alguns destes parametros e como variagoes

em seus niveis podem ser interpretadas.

2.3.1. Hematdcrito
O hematocrito € considerado um dos padrées de analise hematologica mais confiaveis,
devido a sua pouca variabilidade e baixa margem de erro. O resultado € apresentado em
porcentagem, indicando a proporcdo de eritrocitos presentes no sangue em relacdo a
quantidade de leucdcitos, trombdcitos e plasma sanguineo (Ranzani-Paiva et al., 2013).
Dessa forma, ao analisar os resultados do hematdcrito para determinada espécie e

observar que esses ndo estdo dentro da faixa ideal estabelecida, € possivel que o animal tenha
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passado por alguma situacdo de estresse (Fazio, 2019). Esta alteracdo na porcentagem do
hematdcrito de acordo com Tavares-Dias e Moraes (2004), pode ser causada pelo processo de

hemoconcentracdo ou hemodiluicao.

2.3.2. Hemoglobina

Proteina de suma importancia no processo fisioldgico dos peixes, as hemoglobinas sdo
responsaveis por transportar oxigénio até os tecidos periféricos, através do sistema
circulatério (Muller et al., 2003). Essas proteinas estdo localizadas no interior das hemacias,
também chamadas de eritrocitos (Souza e Bonilla-Rodriguez, 2007), responsaveis diretamente
pela influéncia na coloracdo avermelhada do sangue (Prado et al., 2016). Dentro das analises
hematoldgicas, a concentracdo de hemoglobina é um importante parametro, que pode indicar
alteracdes nas trocas gasosas, quando por exemplo, o animal passa por uma situacdo de
hipoxia (Nikinmaa, 2001; Souza e Bonilla-Rodriguez, 2007). Assim como outros parametros,
a concentracdo de hemoglobina em peixes tem alta variabilidade, 4,70 a 16,6 g/dL
dependendo da espécie (Fazio, 2019). Porém espécies distintas, mas com idades semelhantes,
podem apresentar concentracdo de hemoglobina parecida, como citado por Witeska et al.
(2016), para Cyprunis carpio (6,24 — 6,96 g/dL), 6,63 — 8,03 g/dL em Piaractus brachypomus
(Favero et al., 2022), e 6,19 — 7,19 g/dL em Colossoma macropomum (Ananinas et al., 2024).

2.3.3. Eritrocitos

Os eritrocitos sdo as células sanguineas presentes em maior nimero nos peixes (Fange,
1994). Contudo, segundo Soldatov (2005), a quantidade de eritrdcitos varia de acordo com a
espécie, influenciada principalmente pelo comportamento e atividade locomotora. Dentro da
hematologia, a contagem de eritrocitos € um importante parametro que pode ser utilizado para
auxiliar no diagndstico de alteracdes fisioldgicas em peixes, como em situacGes de hipdxia
(Valenzuela et al., 2005). Essas alteracGes podem ser desencadeadas por estresse, deficiéncia
nutricional, idade ou sexo (Witeska, 2013; Fazio et al., 2019; Witeska et al., 2022). Porém,
estabelecer valores de referéncia para cada espécie ¢ uma tarefa complexa, devido aos

diversos fatores que influenciam e dificultam essa padronizacado citados anteriormente.

2.3.4. Leucdcitos totais
Chamados também de globulos brancos, os leucécitos, sdo um grupo de células

presentes no organismo dos peixes que estdo ligadas diretamente ao sistema imune e sdo
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responsaveis por auxiliar no combate a infecces e processos inflamatorios nos tecidos
(Vosyliené, 1999; Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004). As celulas leucocitarias podem ser
diferenciadas em neutrdfilos, eosinodfilos, basofilos, célula granulocitica, linfocitos e
monocitos (Ranzani-Paiva et al.,, 2013). Segundo Tavares-Dias e Moraes (2004), a
quantificacdo leucocitaria em peixes é importante dentro das analises hematoldgicas, visto
que através desta quantificacdo, € possivel avaliar clinicamente os animais e identificar se 0
individuo estd passando por algum processo infeccioso. Contudo, devido a semelhanca
morfologica entre algumas células leucocitarias e o fato de que 0s peixes possuem eritrocitos
nucleados, a contagem especifica de cada célula branca pode produzir falsos resultados e
dificultar a identificacdo e o diagnostico correto (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Satake et al.,
2009). Além disso, a variacdo da quantidade de células leucocitarias encontradas em diversas
espécies dificulta a padronizacdo na identificacdo de peixes saudaveis (Tavares-Dias et al.,
1999).

2.3.5. Proteina plasmatica

As proteinas plasmaticas desempenham um importante papel no processo fisioldgico
dos peixes. Sdo responsaveis pelo transporte de hormonios, vitaminas e ions organicos e
inorganicos através do plasma sanguineo (Van Vuren, 1980). Possuem diversas funcgdes,
dentre elas a regulacdo do pH sanguineo e manutencdo do equilibrio osmético entre o sangue
e as membranas dos tecidos (Das et al., 2006; Fazio et al., 2013). As principais proteinas
plasmaticas sdo a albumina, alfaglobulina, betaglobulina, gamaglobulina e fibrinogénio
(Gonzalez e Scheffer, 2003). Assim como 0s outros parametros bioquimicos e hematoldgicos,
a alteracdo na concentracdo da proteina plasmatica € influenciada por diversos fatores, como
ambiente, sexo, idade e densidade de estocagem (Hrubec et al., 2000; Braun et al., 2010;
Okoye et a., 2016). Dessa forma, essas variacdes podem levar a diminui¢ao das concentracfes
de proteina plasmética (hipoproteinemia), ou aumento das concentra¢fes, chamada de

hiperproteinemia (Alisson, 2015; Gonzalez e Silva, 2017).

2.3.6. Glicose

A importéancia da glicose no organismo esta relacionada a sua capacidade de fornecer
energia para o funcionamento adequado das células, tecidos e érgdos (Hertz et al., 1989).
Além do fornecimento de energia, a glicose é utilizada como parametro secundario para

indicar o nivel de estresse ao qual o animal foi submetido em determinado manejo ou periodo
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(Navarro e Navarro, 2012). Também é de grande importancia no periodo de maturacdo
sexual, onde pode ser utilizada como substrato energético para as atividades metabolicas
ligadas a vitelogénese (Kocaman et al., 2005; Tolussi et al., 2018). Dessa forma, a avaliacéo
da concentracdo de glicose em peixes pode auxiliar na identificacdo do estadio de maturacao
gonadal de machos e fémeas (Zakes et al., 2016; Melillo Filho et al., 2020).

2.3.7. Triglicerideos e colesterol

Triglicerideos e colesterol sdo fontes de energia sintetizadas no figado e circulantes na
corrente sanguinea (Takahashi et al., 2011). Sua funcdo em peixes esta relacionada a varios
aspectos fisioldgicos, incluindo a regulacdo do metabolismo energético e formacdo de
membranas celulares (Tocher, 2003), além de ser precursor para hormonios esteroides (Okoye
et al., 2020). Também sdo indicadores metabolicos importantes em situacdes de restricdo
alimentar (Jia et al., 2018). Esses lipideos tém fungdo importante no processo de maturagdo
sexual, onde, parte das reservas lipidicas sdo direcionadas as gonadas para suprir a energia
gasta no processo de vitelogénese (Nicula et al., 2010). Desta forma, € comum que sejam
observados niveis de concentracbes maiores de colesterol e lipideos nas fases finais de

maturacao, principalmente nas fémeas (Yeganeh, 2012; Zakes et al., 2016).

2.4. Sistema de recirculagdo de 4gua (SRA)

A aquicultura é caracterizada pela alimentacdo continua dos organismos em processo
produtivo (Mente et al., 2006). No entanto, 0 excesso de racdo pode causar danos aos
ambientes aquaticos, bem como prejudicar a atividade respiratéria de outros animais
presentes, levando-os a morte (Badiola et al., 2012). Esse fenémeno ocorre devido a falta de
capacidade dos microrganismos nativos para decompor eficientemente a matéria organica,
resultando na deterioracdo da qualidade da agua e no crescimento de microrganismos
prejudiciais (Zhou et al., 2017; Shao et al., 2019).

Considerando isso, a adocdo de sistemas de producdo sustentavel deve ser ampliada
nos proximos anos. Com base nas caracteristicas essenciais dos animais aquaticos e nos
diferentes equipamentos de tratamento de &gua disponiveis, 0s sistemas de recirculacdo de
agua (SRAs) tém a capacidade de reciclar entre 90% e 99% da &gua, contribuindo
significativamente para a reducdo da poluicdo, uma das principais metas da aquicultura
sustentavel (Badiola et al., 2012).
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O SRA permite um maior adensamento de animais por metro cubico, enquanto reduz o
consumo de &gua. Isso torna o cultivo mais intensivo, gracas ao eficaz controle de
temperatura e oxigénio, bem como ao tratamento dos residuos produzidos pelos animais e a
conversdao dos compostos nitrogenados (Dalsgaard et al., 2013; Lekang, 2013; Farias Lima et
al., 2019; Shao et al., 2019).

Os SRAs podem variar em suas estruturas de montagem, mas seus objetivos e
mecanismos sdo essencialmente os mesmos. Esses sistemas consistem em biofiltros
nitrificantes, onde microorganismos responsaveis pelo tratamento da agua se fixam e crescem
na superficie de estruturas conhecidas como "midias bioldgicas". 1sso permite a oxidagdo do
nitrogénio amoniacal total (NAT) e do nitrito (NO2") para nitrato (NOs’) (Shitu et al., 2020,
Shitu et al., 2021). A amoénia e o nitrito (NO2’), provenientes principalmente de residuos da
aquicultura e do metabolismo animal, sdo duas toxinas agudas perigosas para 0s animais
aquaticos (Crab et al., 2007; Avnimelech, 2012). Além disso, esses sistemas geralmente
incluem outros componentes, como dispositivos de remocdo de solidos, e alguns sdo
equipados com biofiltros desnitrificantes para remover o nitrito, proporcionando aos animais
um ambiente postivo para seu crescimento e desenvolvimento (Badiola et al., 2018; Xiao et
al., 2019; Yogev et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a idade, crescimento, fisiologia e tamanho de primeira maturacédo
gonadal em tambaqui alimentados com ragdo comercial, em sistema de recirculagéo de

agua.

3.2. Objetivos especificos

- Realizar a engorda e avaliar o desempenho do tambaqui até 0 momento de primeira
maturacéo;

- Estimar do tamanho e idade de primeira maturacdo do tambaqui;

- Determinar IHS e IGS do tambaqui em diferentes estadios de desenvolvimento;

- Verificar parametros hematoldgicos e bioquimicos sanguineos, relativos a idade e o
sexo durante o crescimento do tambaqui;

- Avaliar a qualidade espermatica dos machos de tambaqui;

- Verificar o sucesso reprodutivo desses animais.
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CAPITULO 2 - Artigo 1

Crescimento, primeira maturacao e reproducdo do Tambaqui (Colossoma macropomum,

Cuvier, 1818) em sistema de recirculacédo de agua

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o crescimento, desenvolvimento gonadal, primeira
maturacdo, qualidade da primeira espermiacdo e sucesso reprodutivo de C. macropomum
criados em condicdes controladas. Os animais foram mantidos em mesmas condicdes durante
todo o experimento. Os animais apresentaram crescimento em peso final, ganho em peso e
comprimento durante todo o estudo. Apds o primeiro, segundo e terceiro ano 0s animais
atingiram peso médio de 0,94 Kg (menor 0,50 e maior 1,42 kg), 3,78 Kg (menor 3,02 e maior
5,19 kg) e 5,66 Kg (menor 3,88 e maior 8,17 kg). A maior biomassa atingida foi aos 890 DAE
(total de 14,1 kg/m3), sendo que ao final esta foi de 5,6 kg/m3. A conversdo alimentar se
manteve abaixo de 2 durante todo o estudo. Ao comparar machos e fémeas de mesma idade,
ndo foi verificado diferencas para o peso e comprimento (P>0,05). Com 590 dias apds a
eclosdo (DAE) dos trés machos analisados, 1 estava em repouso e 2 em maturacdo inicial. A
maturacdo avancada foi registrada ap6s 710 DAE. Apo6s 710 DAE dias as seis fémeas
apresentavam maturacdo inicial. A maturacdo avancada foi registrada apds 890 DAE nas duas
fémeas analisadas. Resultados dos dados de IGVS, IHS e IGS sdo apresentados durante o
desenvolvimento dos animais. A comparacao da qualidade espermatica dos machos ap6s 890
e 990 DAE ndo mostrou diferengas entre as idades para os parametros avaliados (tabela 5).
Das 4 fémeas induzidas, duas desovaram. Este trabalho mostra pela primeira vez que é
possivel realizar todo o ciclo de vida do C. macropmum, desde o cultivo das larvas até a
reproducdo com sucesso quando os animais sdo criados em laboratério em sistema de

recirculacdo de agua.

Palavras-chave: tambaqui; reproducéo; maturacdo sexual; gdnadas.
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1. INTRODUCAO

Devido ao crescimento global da aquicultura mundial, a demanda tem sido cada vez
maior por alimentos produzidos de forma sustentavel. No entanto, a producdo aquicola
enfrenta gargalos em algumas fases do setor, como na formacao de plantel de reprodutores e
por consequéncia, na producdo de formas jovens (Amoussou et al., 2022). Para solucionar
essa questdo, € necessario compreender a biologia reprodutiva das espécies que sdo utilizadas
na producdo, a fim de otimizar e buscar alternativas de manejo para aumentar a producao de
gametas viaveis (Pires et al., 2018). Dessa forma, estudos relacionados a primeira maturacao
sdo de suma importancia, ja que esse estadgio em peixes é considerado um marco no ciclo de
vida do animal, dando inicio a sua fase adulta (Almeida et al., 2016), assim como ¢é
importante caracterizar animais que ja estdo aptos a iniciar o processo reprodutivo,
selecionando de forma correta sem que haja prejuizo ao bem-estar (Reboucas et al., 2014).

O tempo que os animais levam para atingir a primeira maturidade sexual, também é
um ponto importante, ja que o desenvolvimento gonadal vem acompanhado de alteracdes
fisioldgicas, na estrutura das gonadas e possiveis problemas como a diminuicdo da taxa de
crescimento, alteragdo no comportamento e no sistema imunoldgico, tornando-o susceptivel a
entrada de patgenos (Taranger et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2013). No decorrer
de todos os processos de maturacdo, as gbnadas vao sofrendo alteracbes morfoldgicas,
aumentando de tamanho e ficando mais vascularizadas com a presenca de 00citos
vitelogénicos no caso das fémeas, e nos machos, os testiculos também aumentam de tamanho,
onde é possivel observar o lumen dos tubulos seminiferos grande quantidade de
espermatozoides (Bazzoli, 2003; Melillo Filho et al., 2020).

Diversos processos complexos também sdo iniciados na fase de maturacdo final como
0 aumento na producdo de hormdnios, dando inicio a gametogénese e espermatogénese e
mudanca de comportamento das fémeas e machos (Lubzens et al., 2010; Schulz et al., 2010).
Todo o processo de maturacdo sexual € interligado, que se inicia através de estimulos
ambientais externos como fotoperiodo (Li et al., 2023) e temperatura da agua (Gongalves
Junior et al., 2022). Esses estimulos sdo captados por quimiorreceptores e chegam ao eixo
hipotalamo-hipofisario, onde se inicia a producdo de hormonios sexuais (Almeida, 2013).
Macroscopicamente, é possivel observar as fémeas que ja estdo maduras quando suas papilas
genitais estdo avermelhadas e a cavidade celomatica abaulada, indicando estagio de

maturagdo avangada (Sevignani, et al., 2020). Nos machos, basta realizar a massagem sentido
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cranio-caudal e observar no poro genital a saida de liquido esbranquigado e Vviscoso,
indicando que o macho se encontra apto para reproducédo (Bazzoli, 2003).

O Tambaqui, Colossoma macropomum Cuvier 1818, € uma espécie de peixe
encontrada na América do Sul, especificamente na bacia amazdnica. Pertencente a familia
Characidae, ordem dos Characiformes, pode atingir até um metro de comprimento e pesar 30
kg (Goulding e Carvalho 1982). E reofilico, necessitando de realizar migracdo para se
reproduzir na natureza, fato que ocorre nas épocas mais quentes do ano, sendo que em
cativeiro é necessario ser induzido atraves de doses hormonais para estimular a gametogénese
(Goulding e Carvalho 1982; Chellappa et al., 1996; Pires et al., 2019; Sevignani et al., 2020).
Dados recentes demonstraram a importancia desta espécie sendo o peixe nativo mais
produzido no Brasil, perdendo apenas para a tilapia (Oreochromis niloticus) (IBGE, 2023).
Na literatura, um Unico estudo feito até o presente momento com tambaqui mantidos em
viveiros escavados, relata que em machos, os primeiros indicios de espermatogénese
iniciaram em animais com 5 meses, pesando em média 750,0g e em fémeas pode-se observar
o inicio da foliculogénese em animais de 7 meses de idade, pesando aproximadamente 1.200g
(Almeida et al., 2016). Porém, em sistema de recirculagdo de agua (SRA), ainda ndo existe
nenhum estudo sobre maturacao inicial desta espécie.

Dessa forma, utilizar esse tipo de sistema de cultivo para avaliar o crescimento e
desenvolvimento gonadal de peixes, abre nova possilidade dentro do cenéario da producdo
aquicola. O RAS possibilita maior adensamento de animais por metro cibico, com reducdo do
consumo de agua, fazendo com que o cultivo se torne mais intensivo, devido ao controle
eficaz de temperatura e oxigénio, além do tratamento dos residuos gerados pelos proprios
animais e conversdo dos compostos nitrogenados (Dalsgaard et al., 2013; Lekang, 2013;
Farias Lima et al., 2019; Shao et al., 2019).

O objetivo desse estudo foi avaliar o crescimento, desenvolvimento gonadal, primeira
maturacdo, qualidade da primeira espermia¢do e sucesso reprodutivo de C. macropomum

criados em SRA.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Aquacultura (LAQUA) da Universidade
Federal de Minas Gerias, com aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo
80/2021, Belo Horizonte, Brasil).
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2.1. Produgéo de juvenis

Juvenis de C. macropomum com 50 dias apos a eclosdo (DAE), com peso médio de
0,10 g, provenientes da Fazenda Tataueira — Zona rural de Peixe boi no estado do Para, foram
aclimatados e divididos igualmente em 16 tanques em sistema de recirculagdo de &gua. A
temperatura foi mantida entre 27,5+0,4 °C, oxigénio dissolvido em 4,5+0,5 mg/L e amonia
total em 0,5+0,1 mg/L. Os peixes foram mantidos nos tanques até atingir o tamanho para
iniciar a fase de crescimento. Os animais foram alimentados com racdo farelada contendo
46% PB, 9% de extrato etéreo e 3,5% de fibra bruta trés vezes ao dia (09:00, 13:00 e 17:00 h),
até atingirem aproximadamente 5,0 g, quando passaram a receber ragdo extrusada de 1,8mm
contendo 40% de proteina bruta, 7,5 % de extrato etéreo e 4,0% de fibra bruta, segundo dados

dos fabricantes.

2.2. Fase de crescimento e primeira maturagao

A Tabela 1, sumariza as biometrias, tamanho dos tanques, n amostral e as dietas

utilizadas durante a fase de crescimento e primeira maturacao.

Tabela 1. Distribuicdo de Colossoma macropomum entre as diferentes fases do experimento e 0s

diferentes tipos de ragéo fornecida.

Biometrias Duracéo N° Volume do N @ pellet PB2

(DAEY) tanques tanque (m®)  amostral (mm) (%)
1 155a170 1 3 - 4-6 32
2 171 a200 2 3 - 4-6 32
3 201 a 230 2 3 - 4-6 32
4 231 a 290* 1 23 10 4-6 32
5 291 a 350 1 23 10 4-6 32
6 351a410 1 23 10 4-6 32
7 411 a 470 1 23 10 4-6 32
8 471 a 530 1 23 10 4-6 32
9 531 a590 1 23 10 4-6 32
10 591 a 650 1 23 10 6-8 32
11 651a710 1 23 10 6-8 32
12 711 a 800 1 23 10 6-8 32
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13 801 a 890 1 23 10 6-8 32
14 891 a 946 1 23 10 6-8 32
15 947 a 990 1 23 7 6-8 32
16 991 a 1080 1 23 7 6-8 32

IDAE; dias ap0s ecloséo.
2 PB; proteina bruta da racao.
* A partir desta biometria foram realizadas coleta das génadas.

Aos 155 DAE, 150 animais com peso médio de 56,54+22,59g e comprimento médio
de 14,44+1,57 cm, foram transferidos para um tanque de 3 m® em sistema estatico e
termostatizado (27,6+0,5 °C, oxigénio dissolvido mantido em 4,0+0,5 mg/L, amonia total de
0,5+0,1 mg/L e pH de 6,5+0,5. Os pardmetros de qualidade da agua foram verificados
diariamente com um medidor multipardmetro Asko AK88®. Os peixes foram alimentados
com dieta comercial contendo 32%PB, 7% de extrato etéreo e 5% de fibra, pellets de 4-6 mm
(dados do fabricante), duas vezes ao dia (09:00 e 16:00 hs) ad libitum, durante 15 dias.
Devido ao répido crescimento, com 171 DAE, os animais foram divididos em dois tanques de

3 m? como descrito anteriormente, onde permaneceram por mais 60 dias.

Com 231 DAE, os animais foram transferidos para um tanque de 23 m?® equipado com
sistema de recirculacdo de agua e controle de temperatura (Figura 1). Nesse tanque a
temperatura foi mantida em 27,5+0,7 °C, oxigénio dissolvido em 4,0+0,5 mg/L, amdnia total
em 0,5+0,1 mg/L e pH em 6,7+0,5. Os animais foram alimentados com dieta comercial de 4-6
mm contendo 32% PB na frequéncia de duas vezes ao dia (09:00 e 16:00 hs) até 590 DAE.
Apbs este periodo, foi oferecido dieta de 32% PB de 6 — 8 mm até o final do experimento,
com 1080 DAE.
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Figura 1. Sistema de recirculacdo de agua: tanque com volume util de 23m3, equipado com trocador
de calor Nautilus® AA-45 série Aquahot Automatic (A), motobomba Nautilus® Nbfc-2 de 1/2CV (B),
filtro mecanico/decantador com capacidade total de 1m3 (C), filtro biol6égico com capacidade total de
1m3 cada, equipado com midia bioldgica com éarea superficial de 800 m2/m3, ocupando 2/3 da
capacidade total de cada filtro (D), bomba centrifuga Dancor® sem pré-filtro 1/3CV (E), compressor
radial 4CV trifasico (F) e difusores de ar espalhados pelo tanque (G). Crédito da imagem: Helder
Guilherme.

O consumo de racdo foi avaliado, sendo as sobras recolhidas diariamente, 30 minutos
apos a alimentacao, e posteriormente secas em estufa a 56°C para a determinacdo do consumo

de alimento.

Devido ao crescimento dos animais e a alta biomassa, na biometria 13 foram retirados
do tangue 7 animais, enquanto que na biometria 14 foram retirados 8 animais aleatoriamente.

Machos que liberaram sémen, também foram estocados em outro tanque.

Apds esse periodo, os animais restantes foram mantidos no mesmo tanque até 1350

DAE, quando foi realizada a inducdo hormonal.
2.3. Avaliagéo do crescimento animal

A partir dos dados de peso, comprimento e consumo de racéo, foram calculados:
- Ganho de peso (g) (GP) = peso final — peso inicial médio;
- Ganho de peso diario (g/dia) (GPD) = ganho de peso médio/dias de experimento;
-Ganho meédio de comprimento (cm) (GC) = comprimento médio final — comprimento
médio inicial;

- Converséo alimentar (CA) = consumo de ra¢do/ ganho de biomassa.
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2.4. Desenvolvimento gonadal e indices

As coletas de gbnadas iniciaram aos 290 DAE (biometria 4) (Tabela 1). Treze coletas
foram realizadas durante o experimento. A cada biometria (Tabela 1) foram coletados,
aleatoriamente, 10 animais. Porém, nas duas ultimas biometrias (990 e 1080 DAE) foram
coletados 7 animais em cada. Os animais, apos a coleta de sangue foram eutanasiados com
solucdo de eugenol (285 mg / L) (Protocolo CEUA 396/2012). As gbnadas e o figado foram
removidos atraves de uma incisdo longitudinal feita na parte inferior, sentido caudo-cranial a
partir do poro urogenital. As visceras, gonadas e figado foram pesados para determinagdo dos
indices. O indice gonadossomaético (IGS) foi calculado para cada individuo usando a seguinte

férmula;

IGS (%) = (Pg / Pt) x 100

onde Pg representa 0 peso das génadas e Pt representa o peso corporal total (Vazzoler,
1996).

O indice hepatossomatico (IHS) foi calculado para cada individuo usando a seguinte
formula:

IHS (%) = (Pf/ Pt) x 100
onde, Pf representa o peso do figado, e Pt o peso corporal total de cada individuo (Silva et al.,
2015).

O indice viscerossomatco foi calculado individualmente utilizando a seguinte formula:

IVS (%) = (Pv/ Pt) x 100
onde Pv representa o peso das visceras, e Pt o peso total do individuo (Silva et al., 2015).

O indice de gordura visceral foi calculado individualmente utilizando a seguinte

formula:

IGVS (%) = (Pgor / Pt) x 100
onde Pgor representa 0 peso da gordura retirada das visceras, e Pt o peso total do individuo
(Silva et al., 2015).

Para avaliagdo do desenvolvimento gonadal, as amostras foram fixadas em solucao de
Bouin por 24 horas e transferidas para alcool 70% até processamento histolégico de rotina
com inclusdo de parafina através de desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool
etilico, diafanizacdo em xilol e coloragdo com Hematoxilina-Eosina. A microtomia foi
realizada com espessura de 5-7um sob microscopio Optico. A analise biométrica foi realizada
usando um estereomicroscépio e um critério de luz (Olympus BX50 acoplado a uma camera

Olympus SC-30.) As seguintes especificidades foram feitas no software Olympus CELL.
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2.5. Avaliagdo seminal

Durante as biometrias, foi realizada massagem abdominal no sentido cefalo-caudal
para identificar a liberacdo de sémen. Na 132 biometria, foi feita a primeira coleta de sémen
para anélise. Os machos estavam com 890 DAE, e foi coletado material de cinco animais. Na
14 @ biometria foram identificados mais 6 animais. Os animais foram contidos com um pano
umido e a coleta do material foi feita com micropipeta automatica seguindo o protocolo
descrito por Poupard et al. (1998). Em seguida o material foi armazenado em uma caixa
térmica com gelo e levado para analise no laboratério de reproducdo. Amostras de sémen
foram ativadas utilizando agua destilada na proporcéo de 10:200ul (sémen:agua destilada), 5
ul do sémen ativado foi colocado na camara de Makler e inserido no microscopio Nikon
Eclipse Ci® para a avaliacdo de motilidade, Velocidade curvilinear (VCL), velocidade
progressiva (VSL) e velocidade de trajeto (VAP) através de andlise computadorizada
utilizando o software CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) de acordo com a

metodologia descrita por Verstegen et al. (2002).

2.6. Reprodugéo induzida

Durante o experimento, alguns animais também foram canulados utilizando uma
sonda uretral n°10 que foi introduzida na papila genital para coleta de oécitos, com o objetivo
de observar a posicdo de vesicula germinativa, através da biopsia ovariana. Os 00citos
coletados por canulacdo foram colocados em placa de Petri com 5 ml de solucdo Serra por um
minuto, em seguida a solucdo foi descartada e foi adicionado 5 ml de solucdo fixadora
(formalina 40% e agua destilada). A apds cinco minutos, os odcitos foram colocados em um
microscopio de luz (Olympus BX50) em aumento de 10x para observacao e avaliacdo. Foi
encontrada uma fémea com 990 DAE, pesando 3,120kg. Apds o término da coleta de
gbnadas, onde foi identificado o estdgio avancado de maturacdo, este procedimento foi
realizado novamente em animais que foram mantidos no tanque com 1.350 DAE, quando
foram utilizadas para a inducdo hormonal mais trés fémeas pesando 5,795; 6,235 e 7,390 Kkg.
Para a reproducdo induzida, esses animais foram submetidos a indugdo hormonal como
descrito por (Woynarovich e Horvath, 1983, Harvey e Carolsfeld, 1993), onde fémeas
receberam duas doses de extrato bruto de hipofise de carpa (EHC) que foi macerada e diluida
em solucgdo salina (0,6% NaCl), sendo a primeira de 0,5 mg/kg e a segunda 12 horas apos a

primeira na dosagem de 5,0 mg/kg de peso vivo. Para os machos, previamente separados do
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lote de animais, foi utilizada a dosagem de 3,0 mg de EHC/kg aplicada em dose Unica
juntamente com a aplicacdo da segunda dose nas fémeas. A extrusdo ocorreu com 230 horas

grau a temperatura de 28 °C.

2.7. Andlise estatistica

Os dados gerais de crescimento, conversao alimentar, sobrevivéncia, histologia e
reproducdo induzida estdo apresentados de forma descritiva. Dados comparativos entre os
sexos dos animais (desempenho, indices e anlise espermatica), sdo demonstrados como
média e desvio padrdo. O desempenho e os indices foram submetidos ao teste de
homocedasticidade de Levene e normalidade de Shapiro-Wilk. Os parametros analisados
entre 0 sexo dos animais em cada periodo de cultivo foram submetidos ao teste T-student a
5% de significancia. J& os pardmetros analisados entre os animais do mesmo Sexo nos
diferentes periodos de cultivo foram submetidos a ANOVA seguido de teste Tukey a 5% de
significancia. A analise espermatica foi submetida ao teste T-student a 5% de significancia.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software InfoStat, Cérdoba, Argentina.

3. RESULTADOS

Os animais apresentaram crescimento em peso final, ganho em peso e comprimento
durante todo o estudo (Tabela 2). Apds o primeiro, segundo e terceiro ano 0s animais
atingiram peso médio de 0,94 Kg (menor 0,50 e maior 1,42 kg), 3,78 Kg (menor 3,02 e maior
5,19 kg) e 5,66 Kg (menor 3,88 e maior 8,17 kg). A maior biomassa atingida foi aos 890 DAE
(total de 14,1 kg/m®), sendo que ao final a biomassa foi de 5,6 kg/m®. Com relagio do GPD,
0s maiores valores foram registrados entre 530 e 990 DAE. O ganho em comprimento foi
variavel ao longo das coletas. A conversdo alimentar se manteve abaixo de 2 durante todo o
estudo. Ao comparar machos e fémeas ap6s 590 DAE, esse crescimento fica evidente para
peso e comprimento ao longo do experimento (Figura 2A e 2B) (P<0,05). Porém, quando
comparamos machos e fémeas de mesma idade, ndo foi verificado diferencas para o peso e

comprimento (P>0,05).



Tabela 2. Dados descritivos (média + desvio padrdo) de biomassa, crescimento e conversdo alimentar avaliados de acordo com a fase de crescimento de
Colossoma macropomum alimentados com racdo comercial em sistema de recirculacdo de agua.
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Fase AT' DAEiz DAEF (Bl:;’/r:;iifa cis cfe Pi7 pfe GP®  GPDY GCU CAR
1 15 155 170 058 1444157 1741%+864 56542259 88392771 31,85 212 2,97 183
2 30 171 200 095 17,41¢864 1025+143 88392771  14529+¢3603 5690 190 184 117
3 45 201 230 130 1925:143 21,78+161  14529+¢3603 200034509 54,74 182 253 1,38
4 75 231 290 265 21,78:t161 2807235 200034509  40655+9312 20652 344 629 184
5 135 201 350 399  28,07+235 3275201  40655:¢0312  65529+136,90 24873 415 4,68 1,77
6 195 351 410 522  32,75:201 3635:3,74 6552913690  94528+19009 289,99 483 360 161
7 255 411 470 611 3635374 4148+300 94528+10009  1210,81+260,38 26554 443 513 102
8 315 471 530 751 4148309 4378+254 1210814269,38 150940+317,72 38858 648 2,30 1,80
9 375 531 500 919  4378+254 4808#512 150940+317,72 215509+398,89 55659 928 4,30 182
10 435 591 650 10,84 4808#512 49,75:253 215599+308.89 2570,75:46570 41476 691 167 194
11 495 651 710 1261 49,75:2,53 52,57+204 2570,75:46570 2958,77+499,40 38801 6,47 282 1,80
12 555 711 800 1415 52574294 56,84+270 2058,77+49940 3782,99+66156 82422 9,16 427 154
13 645 801 890 14,17 5684+270 59,37+366 3782,09+66156 4656,71:03551 87373 971 253 1,88
14 735 891 946 1300 5937+3,66 60,88+339 4656,71:93551 498183+101107 32512 581 151 156
15 791 947 990 981  6088+3,30 6120+287 498183+1011,07 537355100800 391,71 890 040 1,32
16 835 991 1080 567 61294287 6315291 537355+100800 5667,35:104600 29380 3,26 187 126

'AT; duracdo da fase em dias, 2DAEIi; dia inicial apés ecloséo dentro da fase, 3SDAET; dia final apds eclosdo dentro da fase, “Biomassa (kg/mq)
5Ci; comprimento médio inicial (cm), 8Cf; comprimento médio final (cm), 7Pi; peso inicial médio(g), 8Pf; peso final médio (g), °GP; ganho de peso médio(g).
YGPD; ganho de peso diario(g/dia), **GC; ganho médio de comprimento(cm), 2CA; conversdo alimentar.
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Figura 2. Peso (A) e comprimento (B) médio (média * desvio padrdo) de Colossoma macropomum
cultivados em recirculating aquaculture system (RAS) durante a maturacdo sexual. Letras maiusculas
indicam diferencas significativas entre as diferentes biometrias de cada sexo pela ANOVA seguido de
teste de Tukey (5%). Letras minusculas indicam diferengas significativas entre os sexos dos animais e
cada biometria pelo teste T-student (5%).

Na primeira coleta onde se identificou os machos, apds 470 DAE (fig. 3A), ambos
estavam imaturos (Tabela 3). Apds 530 DAE foram registrados animais em repouso, mas com
a presenca das primeiras espermatogonias (fig. 3B). Porém, com 590 DAE dos trés machos
analisados, um estava em repouso e dois em maturacdo inicial (fig. 3C). Apos 650 DAE dos
trés machos analisados dois estavam em maturagdo intermediaria. A maturacdo avangada foi
registrada ap6s 710 DAE (fig. 3D). Cabe destacar aqui que ap6s 890 e 946 DAE machos que

liberaram sémen por pressdo abdominal foram separados para analise do sémen.

Com relacéo as fémeas, apos 590 DAE (fig. 4A) das quatro fémeas identificadas, duas

estavam em repouso (Tabela 4). Ap6s 650 DAE uma fémea estava em repouso apresentado
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organizacdo de lamelas ovigeras e duas com predominancia de ovocitos perinucleolares
avancados (fig. 4B). Apos 710 DAE dias, as seis fémeas apresentavam maturacéo inicial
(fig.4C). A maturacdo avancada foi registrada apds 890 DAE nas duas fémeas analisadas (fig.
4D).



Tabela 3. Caracteristicas histoldgicas dos testiculos de Colossoma macropomum durante o crescimento em diferentes estagios de maturacdo gonadal.

DAE! Estadio de Caracteristicas histoldgicas dos testiculos
maturagao
gonadal
Apenas espermatogonias primarias dispersas, ndo ha
470 Imaturo P x P , J _p, P
formacdo de tabulos seminiferos.
Espermatogbnias primérias e secundarias com inicio de
530 Repouso P . ~g ,p -
organizacdo dos tubulos seminiferos.
x Parede dos tabulos seminiferos formada por cistos de
Maturacéo . . - .
590 inicial diferentes células espermatogénicas, com IUumenes
contendo pequenas quantidades de espermatozoides.
650 Maturacao Tabulos seminiferos com maior quantidade de
intermediaria  espermatozoides que a fase anterior.
210 Maturacéo Tubulos seminiferos e ducto espermético preenchidos com
avancada espermatozoides.

IDAE; dias ap6s eclosao.
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Figura. 3. Secc¢des transversais de testiculos de C. macropomum corados por HE: A= 470 DAE,
estadio imaturo contendo espermatogdnias (setas) distribuidas aleatoriamente; B= 530 DAE,
repouso mostrando tubulos seminiferos contendo somente espermatogénias na parede limen
fechado (*); C= 590 DAE, maturacdo inicial com tubulos seminiferos com diferentes células da
linhagem espermatogénica na parede e limen com pequena quantidade de espermatozoides (z);
D= 710 DAE, maturacdo avangada (maduro) com tubulos seminiferos repletos de
espermatozoides (z).



Tabela 4. Caracteristicas histoldgicas dos ovarios de Colossoma macropomum durante o crescimento em diferentes estagios de maturacéo gonadal.

DAE!  Estédio de Caracteristicas histoldgicas dos ovarios
maturacgao
gonadal
Predominéancia de ninhos de células germinativas primordiais,
590 Imaturo A L . s
ovogonias e raros oocitos perinucleolares iniciais.
Organizagdo de lamelas ovuligeras contendo odcitos
650 Repouso g ¢ . g
perinucleolares iniciais e avangados.
710 Maturacao Presenca de odcitos pré-vitelogénicos com alvéolos corticais
inicial caracteristicos.
Odcitos vitelogénicos repletos de globulos de vitelina
890 Maturacao acidofila e de células foliculares prismaticas e uma zona

avancada pelacida delgada, além de odcitos em outras fases.
Caracterizando assim, o desenvolvimento assincrono.

IDAE; dias ap6s eclosao.

54



55

Figura. 4. Secces transversais de ovarios de C. macropomum corados por HE: A= 590 DAE, estadio
imaturo contendo ninhos de ovogbnias (*) e alguns ovdcitos (O) em formacdo distribuidos
aleatoriamente; B= 650 DAE, repouso mostrando lamelas ovuligeras contendo ovdcito perinucleolar
inicial (O1) e perinucleolar avancado (O2); C= 710 DAE, maturacdo inicial contendo O1, O2 e

ovacitos pré vitelogénicos (O3); D= 890 DAE, maturagdo avangada (maduro) com numerosos
ovacitos vitelogénicos (04), encarte = detalhe de micrépila.

O IGVS das fémeas foi maior apos 590, 650 e 990 DAE e menor ap6s 890 DAE
(Figura 5A) (P<0,05). Para os machos o IGVS foi semelhante ao logo das coletas (P>0,05).
Ao comparar machos e fémeas na mesma coleta, também néo foi registrado diferengas no
IGVS (P>0,05).

Para o IHS, ao longo do crescimento, ndo foram registradas diferencas para machos e
fémeas (Figura 5B) (P>0,05). Quando comparados machos e fémeas na mesma coleta, apds
710 DAE as fémeas apresentaram maior IHS e apds 800 DAE, os machos apresentaram o
maior IHS (P<0,05).

O IGS foi maior para as fémeas apds 1080 DAE (P<0,05), enquanto os machos nédo
apresentaram diferencas durante os dias de coleta (P>0,05) (Figura 5C). Este fato ocorreu

devido a que nem todos os peixes avaliados estavam em mesmo estadio de maturacdo
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gonadal. Comparando os animais na mesma coleta, apds 1080 DAE as fémeas apresentaram

maior IGS em relagcdo aos machos (P<0,05).
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Figura 5. indice de gordura viscerossomatica (A), indice hepatossomatico (B) e indice
gonadossomatico (C) (média + desvio padrdo) de Colossoma macropomum cultivados em sistema
recirculacdo de &gua (SRA) durante a maturagdo sexual. Letras mailsculas indicam diferencas
significativas entre as diferentes biometrias de cada sexo dos animais pela ANOVA seguido de teste
de Tukey (5%). Letras minusculas indicam diferencas significativas entre os sexos dos animais e cada
biometria pelo teste T de student (5%).

A comparacdo da qualidade espermatica dos machos apdés 890 e 990 DAE néo

mostrou diferencas entre as idades para os parametros avaliados (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise espermatica realizada no CASA dos machos de Colossoma macropomum

(biometria 13 e 14).
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Peso — Volume -, i ade VSL VAP
animal  de sémen (%) VCL (um/s) (um/s) (um/s)
DAE (kg) (ml) ° K K

890%  4,43+1,23 0,45+0,10 88,65+10,66 36,43+12,88 17,48+4,40 26,43+7,43
9902  4,87+1,08 0,43+0,12 85,36+10,28 30,13+3,35 15,66+3,07 22,80+1,99

P-valor  0,9943 0,197 0,5659 0,8434 0,8907 0,9579

VCL - Velocidade curvilinear ; VSL - Velocidade progressiva; VAP — Velocidade de trajeto.

Os dados foram comparados pelo teste T de student (5%). ! 5 machos liberaram sémen, mas sé foi
feita a leitura de 3 machos, devido a presenca de sangue em 2 machos. 2 6 machos liberaram sémen,
mas so foi feita a leitura de 4 machos, devido a presenca de sangue em dois machos.

Para a reproducdo induzida foram utilizadas quatro fémeas. A fémea com 990 DAE
teve resposta positiva com desova de 135 g de ovdcitos e taxa de fertilizacdo de 95%. Das
outras trés fémeas, uma teve resposta positive com desova de 650 g de ovos. Porém, por
problema na incubagdo ndo foi possivel determinar a taxa de fertilizagdo. As outras duas

fémeas ndo apresentaram resposta positiva.
4. DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo de primeira maturacdo de C. macropomum em condigdes
totalmente controladas e demonstrou a adaptabilidade da espécie, assim como 0 sucesso no
crescimento, primeira maturacdo, espermiagdo e reproducédo, fechando, assim, todo o ciclo.
Este estudo abre novas perspectivas para a reproducdo desta espécie em locais, onde as

temperaturas possam ser fora do ideal para C. macropomum.

Os animais apresentaram crescimento durante todo o estudo, alcancando, apds o
primeiro, segundo e terceiro ano de vida, peso médio de 0,94 kg (menor 0,50 e maior 1,42
kg), 3,78 kg (menor 3,02 e maior 5,19 kg) e 5,66 kg (menor 3,88 e maior 8,17 Kkg),
respectivamente. O crescimento em SRA para esta espécie durante a fase de engorda ja foi
relatado por Santos et al. (2021) que registraram que animais com peso médio de 34,8 ¢
atingiram entre 0,72 a 1,12 kg em 173 dias de cultivo. J4, em sistema semi-intensivo, onde
juvenis com peso medio de 160g foram estocados em tanque escavado com biomassa de 1,85
kg/mz2, alcancaram apds 300 dias de cultivo peso final médio de 2,620 kg (Izel e Melo, 2004),
enquanto em sistema semi-intensivo com aeracdo suplementar, Sousa et al. (2017) também
verificaram bons resultados utilizando biomassa de 0,78 kg/m?2, onde juvenis com peso inicial

de 42,7 + 16,3g atingiram peso final de 1949,0 + 239g apds 356 dias de cultivo. Desta forma,
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0s resultados apresentados mostram que esta espécie se adapta bem a diferentes sistemas, e
que o RAS surge como alternativa interessante, devido principalmente, a economia de agua e
a possibilidade de se criar essa especie em regides fora de sua zona de conforto, como
também manter os animais em altas densidades. Contudo, esses resultados podem ser
melhorados a partir de estudos de nutricdo e manejos que sejam mais especificos para o
cultivo de C. macropomum em SRA.

No sistema de SRA utilizado, a maior biomassa atingida foi aos 890 DAE (total de
14,1 kg/m?), sendo que ao final do experimento esta foi de 5,6 kg/m®. Esta biomassa foi bem
superior quando comparada aos 0,10 kg/m? para manutencdo de reprodutores desta espécie
em viveiros escavados com baixa renovacdo (Pires et al., 2018). Esses resultados ja
evidenciam a possibilidade de manter reprodutores de C. macropomum em maiores
densidades em SRA para futuros trabalhos. Poucos sdo os estudos sobre densidade de
reprodutores em SRA. Anil et al. (2019) utilizaram RAS para manter reprodutores de peixe
imperador (Lethrinus lentjan), porém com uma densidade de 12 animais com peso entre 0,7 e

1,2 kg em um tanque com capacidade de 10 ton.

Com relacdo do GPD, os maiores valores foram registrados entre 530 e 990 DAE
variando de 6,4 a 9,7 g/dia. Em RAS, Santos et al. (2021) verificaram que o GPD varia de
acordo com o tamanho dos animais, como no presente estudo. Além disso, 0s autores
encontraram resultados semelhantes, onde peixes entre 300 g e peixes acima de 500 g
apresentaram GPD entre 5,74 e 8,36 g/dia durante 60 dias de cultivo. Porém, Lopez e
Anzoategui (2013) obtiveram GPD de 2,67 g/dia, para a mesma espécie com peso final médio
de 818,0 g também em SRA, fato que pode ser atribuido a diferentes manejos entre 0s
estudos.

A conversdo alimentar se manteve abaixo de 2,0 durante todo o estudo. Em RAS,
durante a engorda, animais com peso médio de 34,8 g até atingirem entre 0,72 e 1,12 kg ap0ds
173 dias de cultivo em diferentes densidades de estocagem, a CA variou de 0,79 a 1,76
(Santos et al., 2021). CA abaixo de 2,00, também foram registradas em outros sistemas de
cultivo, como o encontrado por Brand&o et al., (2004) criando essa espécie em tanque rede,
por Gomes et al. (2006) em baixa densidade em tanque rede e por Santos et al. (2014) em
viveiro escavado. Assim como para o desempenho, esses resultados confirmam a adaptagéo

do C. macropomum a diferentes sistemas de cultivo, com baixa CA, o que é de extrema
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relevancia, j& que a alimentacdo pode representar até 78% dos custos de producdo (Freitas,
2019).

Ao comparar machos e fémeas de mesma idade apos 590 DAE, ndo foi verificado
diferencas para o peso e comprimento. Almeida et al. (2016) também ndo encontraram
diferencas entre machos e fémeas de C. macropomum em varias coletas realizadas ao longo
do tempo. Porém, os autores registram que as fémeas apresentaram maior peso comparadas
aos machos da mesma idade nas duas Ultimas coletas de seu estudo. Resultados semelhante ao
do presente estudo, também foram verificados por Melillo-Filho et al. (2020) avaliando a
primeira maturacdo de pacama (Lophiosilurus alexandri) em condi¢fes controladas, onde néo
foi verificado diferenca em peso e comprimento nos machos e fémeas ao longo do estudo.
Assim, esta relacéo de crescimento de machos e fémeas, deve ser melhor avaliada em futuros

estudos.

A maturacdo avancada nos machos foi registrada ap6s 710 DAE, sendo que a primeira
coleta de sémen foi realizada ap6s 890 DAE. Almeida et al. (2016) identificaram
espermatogénese inicial nos machos de C. macropomum com 150 DAE em viveiros
escavados, mas sem identificar a maturacdo final. Em outro estudo realizado na natureza,
Villacorta-Correa e Saint-paul (1999) encontraram machos de C. macropomum maduros com
comprimento médio 60,69 cm, tamanho maior ao dos animais que atingiram a maturidade
sexual no presente estudo. Assim, o0 RAS se torna uma outra alternativa para formacédo de

plantel de machos dessa especie.

Apbs 710 DAE, fémeas com 2,8 kg apresentaram maturacdo inicial e a maturacao
avancada foi registrada apds 890 DAE em fémeas com 4,2 kg. Em sistema de cultivo
extensivo, fémeas de C. macropomum com 360 DAE, atingiram peso médio de 3,0 kg, porém
ndo chegaram no estadio de maturacéo inicial (Almeida et al. 2016). Desta forma, em fémeas
de C. macropomum, a oogénese completa parece ndo ocorrer em animais com menos de 3,0
kg de peso vivo. Para o L. alexandri, outra espécie nativa criada em condicGes de laboratorio
desde larva, contudo, existem diferencas entre as espécies. Fémeas de L. alexandri atingiram a
maturidade sexual quando criadas em condi¢fes de laboratorio desde larvas com 783.05 +
48.57 g de peso vivo (Melillo-Filho et al., 2020).

No SRA foi evidente que os machos de C. macropomum atingiram primeiro a
maturidade sexual. Este fato é confirmado por Villacorta-Correa e Saint-Paul (1999) para C.

macropomum, e foi registrado também para corvina (Micropogonias furnieri) (Silva Santos et
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al., 2015), pintado (Pseudoplatystoma corruscans) (Barzotto et al., 2016) e pacaméa (L.
alexandri) (Melillo-Filho et al., 2020).

O IGVS das fémeas foi maior ap6s 590, 650 e 990 DAE (periodos de repouso e
regressdo) e menor apos 890 DAE (periodo de maturacdo avancada). Essa relacéo de variacao
do IGVS pode indicar relacdo com o estadio de maturidade sexual das fémeas, como relatado
por Barbieri et al. (2001) em fémeas de dourado (Salminus maxillosus), e por Romagosa et al.
(2003) em fémeas de cachara (P. fasciatum).

O aumento nos valores de IHS nos periodos em que 0s animais apresentaram
maturacdo sexual avancada, pode ser relacionada com o acimulo de reservas hepaticas que
sdo utilizadas para suprir as necessidades energéticas dos animais, como verificado por
Villacorta-Correa e Saint-Paul (1999). Para o IHS, ao longo do crescimento, ndo foram
registradas diferencas para machos e fémeas. Quando comparados machos e fémeas na
mesma coleta, apds 710 DAE as fémeas apresentaram maior IHS e apds 800 DAE, os machos
apresentaram o maior IHS. Como os individuos analisados ndo se desenvolveram de forma
sincrdnica, machos e fémeas apresentaram valores diferentes de IHS. Esses resultados diferem
dos encontrados por Almeida et al. (2016), onde IHS diminuiu significativamente a medida

que o IGS aumentava.

O IGS foi maior para as fémeas apés 1080 DAE, enquanto os machos néo
apresentaram diferencas durante os dias de coleta, fato esse, que pode ser devido a encontrar
nas amostras machos em diferentes estadios de maturacdo. Os valores de IGS para machos
foram semelhantes aos encontrados por Almeida et al. (2016) em seu estudo de primeira
maturacdo. Comparando 0s animais na mesma coleta, ap6s 1080 DAE as fémeas
apresentaram maior IGS em relacdo aos machos. A diferenca pode ser explicada pelas
caracteristicas morfoldgicas das gonadas que ficam extremamente vascularizadas e repleta de
odcitos vitelogénicos que s@o maiores e mais pesados que espermatozoides. Desta forma,
necessitam de uma estrutura maior para serem armazenadas, e consequentemente IGS é maior
nas fémeas do que nos machos (DeVlaming et al., 1982; Taranger et al., 2010; Flores et al.,
2019).

A qualidade espermética dos machos ap6s 890 e 990 DAE ndo mostrou diferencas
entre as idades para os parametros avaliados. Porém, comparando com estudo o feito por Pires
et al. (2019), a qualidade espermatica dos animais do presente estudo de primeira maturacao

foi inferior. Contudo, destacamos que no presente estudo, 0s animais eram menores € nédo
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foram induzidos. A coleta de sémen foi feita naturalmente durante a biometria. No estudo
realizado por Pires et al. (2019) foram utilizados animais com 4 anos de idade e média de 6,4
kg de peso que foram induzidos com extrato hipofisario de carpa para estimular a
espermiacdo. Pinheiro et al. (2016) também analisaram qualidade espermatica em machos de
C. macropomum induzidos com extrato hipofisario, utilizando crioprotetor e diluente no
congelamento do sémen. Apds o descongelamento os autores verificaram que a motilidade
observada foi bem inferior ao do presente estudo, mostrando que o sémen fresco possui

qualidade superior ao sémen criopreservado.

Pela primeira vez na literatura de grandes peixes migradores neotropicais de agua
doce, é realizado um estudo que avaliou todo o ciclo de vida dos animais culminado com o
sucesso reprodutivo em SRA, onde duas fémeas tiveram resposta positiva a inducdo
hormonal, j& na primeira maturagdo. Contudo, apesar do sucesso reprodutivo, 0S 0vOS
fertilizados de C. macropoum, sdo mantidos em incubadores do tipo funil com fluxo continuo
de agua (Woynéarovich e Van Anrooy, 2019). Notamos problemas na incubacdo em RAS,

necessitando de estudo especificos para esta etapa.

5. CONCLUSOES
E possivel formar um plantel de reprodutores de C. macropomum, criados em SRA
desde a fase larval, com sucesso reprodutivo de machos e fémeas. Nao foi verificado
diferenga no crescimento de machos e fémeas da mesma idade durante os 1080 dias de
estudo. Os machos atingiram primeiro a maturidade sexual avangada (710 DAE) quando
comparado as fémeas (890 DAE).
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CAPITULO 3 - Artigo 2

Existem diferencas na hematologia e bioquimica sanguinea de machos e fémeas de
Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) durante a maturacéo sexual em condigdes

controladas?

RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar a hematologia e bioquimica sanguinea de machos e
fémeas de Colossoma macropomum em condi¢bes controladas, durante o processo de
maturacdo sexual. Todos os animais foram mantidos sobre 0s mesmos manejos até 1080 dias
apos a eclosdo (DAE). Fémeas com 590, 650, 710 e 890 DAE apresentaram menores
porcentagens de hematdcrito comparado a 1080 DAE (P < 0,05). Para a proteina plasmaética,
fémeas com 590, 650, 710 e 800 DAE apresentaram as menores concentracdes. As menores
concentracdes de hemoglobina foram registradas em fémeas de 710, 800 e 990 DAE,
enquanto a maior foi com 1080 DAE (P < 0,05). Fémeas com 590 e 710 DAE, apresentaram
menores quantidades de leucdcitos, enquanto os maiores foram com 800, 990 e 1080 DAE (P
< 0,05). Machos apresentaram as menores quantidades de leucocitos com 590 DAE e maiores
com 800, 990 e 1080 DAE (P < 0,05). Fémeas apresentaram diferenca na quantidade de
eritrocitos entre as idades. Machos com 890 e 990 DAE, apresentaram maiores quantidades de
eritrécitos na comparacdo com as fémeas da mesma coleta (P < 0,05). Foi observada maior
glicose em fémeas com 990 DAE e machos com 990 e 1080 DAE (P < 0,05). Os
triglicerideos apresentaram diferencas na comparacdo entre machos e fémeas, em animais
com 800 DAE, sendo maior nos machos (P < 0,05). Entre as fémeas, animais com 890, 990 e
1080 DAE apresentaram concentracdes maiores de triglicerideos (P < 0,05). Nos machos os
maiores valores foram registrados com 800 e 890 DAE (P < 0,05). Na contagem de
eritrocitos, hematdcrito, proteina plasmatica e hemoglobina ndo houve diferenca para os
machos dentro das diferentes idades (P > 0,05). Também n&o houve diferenga nos valores de
hematocrito, proteina plasmatica, hemoglobina, leucocitos, glicose e colesterol entre machos e
fémeas de mesma idade (P > 0,05). Dessa forma, concluimos que fémeas durante o
crescimento, acompanhado da maturagdo sexual, apresentaram mais variagdes nos parametros
bioquimicos e hematoldgicos, do que machos em diferentes idades e quando comparamos
machos e fémeas de mesma idade.

Palavras-chave: hematologia; bioquimica sanguinea; tambaqui; reproducéo.
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1. INTRODUCAO

Compreender as diversas alterac6es fisioldgicas que ocorrem durante o ciclo de vida dos
animais, especialmente em fases como a maturacdo sexual de machos e fémeas, é importante
para a formacéo de plantel e selecdo de reprodutores (Santos et al., 2009).

As anélises hematoldgicas e bioquimicas sdo consideradas de suma importancia na
realizacdo de estudos de organismos aquaticos (Ranzani-Paiva et al., 2013). Através destas
analises, € possivel estabelecer parametros e padrbes para componentes do sangue total,
plasma ou soro, gerando resultados sobre niveis de glicose e proteina, perfil lipidico,
metabdlitos e horménios, atividades enzimaticas, entre outros (Witeska et al., 2022). Assim, é
possivel diagnosticar niveis de estresse, anemia ou até mesmo niveis hormonais em periodos
reprodutivos (Tanuja et al., 2017; Ahmed et al., 2020; Melillo-Filho et al., 2021; Bojarski et
al., 2023; Goncalves Junior et al., 2023). Porém, esses resultados sdo dificeis de serem
padronizados, pois diversos fatores como ambiente, agente infecciosos, deficiéncia
nutricional, idade e particularidade de cada espécie interferem diretamente nestes resultados,
dificultando a padronizacdo para cada espécie e sua faixa etdria (Tavares-Dias e Moraes,
2004; Clauss et al., 2008; Fazio, 2019).

Apesar de estudos de analises hematolégicas e bioquimicas terem sido realizados em
tambaqui Colossoma macropomum (Soberon et al., 2014; Reis e Almeida, 2018; Barroso et
al., 2020; Santos et al., 2021; Guilherme et al., 2022), existem poucos dados comparando 0s
valores destes componentes sanguineos entre machos e fémeas de mesma idade e durante o

seu desenvolvimento.

Destaque na producdo aquicola brasileira, o C. macropomum, € atualmente a espécie
nativa mais produzida em cativeiro no pais (IBGE, 2023). Nativo da bacia Amaz6nica, pode
atingir grandes tamanhos e superar os 25 kg (Woynéarovich e Van Anrooy, 2019), sendo
bastante apreciado para consumo humano pela qualidade da carne e na pesca esportiva por ter
um comportamento agressivo quando é capturado (Saint-Paul, 2017). Tolerante a altas
temperaturas, o C. macropomum é principalmente cultivado na regido norte e nordeste do
Brasil, onde a espécie tem bom desempenho zootécnico devido as caracteristicas climaticas
(Baldisserotto e Gomes, 2010). Porém, ja existem estudos com resultados positivos
demonstrando que é possivel cultivar a espécie em outras regies do pais, utilizando sistema
de recirculacdo de &gua (Santos et al., 2021a; Santos et al., 2021b; Souza e Silva et al., 2021).

De acordo com Almeida et al., (2016) machos iniciam a maturacdo sexual primeiro que as
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fémeas, porém ainda ndo se sabe se existem diferencas nos padrdes hematoldgicos e

bioquimicos durante esse processo.

Dessa forma, o objetivo deste estudo é comparar a hematologia e bioquimica sanguinea
de machos e fémeas de C. macropomum em condic¢Oes controladas, durante o processo de

maturacao sexual.

2. MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado no Laboratério de Aquacultura (LAQUA) da Universidade
Federal de Minas Gerias, com aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo
80/2021, Belo Horizonte, Brasil).

2.1. Fase de crescimento e primeira maturacao

Foram utilizados 150 juvenis de C. macropomum com peso médio de 200,03+45,09 g
e comprimento médio de 21,78+1,61 cm, com 231 dias po6s a eclosdo (DAE). Os animais
foram transferidos para um tanque de 23 m? equipado com sistema de recirculacio de 4gua e
controle de temperatura. Nesse tanque a temperatura foi mantida em 27,5+0,5 °C, oxigénio
dissolvido acima de 4 mg L, amdnia total abaixo de 0,5 mg L™ e pH entre 6,5 e 7,8. De 231
a 590 DAE os animais foram alimentados com dieta comercial contendo 32% PB, 7% de
extrato etéreo, 5% de fibra e pellets de 4-6 mm de diametro, duas vezes ao dia (09:00 e 16:00
hrs). A partir de 591 DAE até o final do estudo (1080 DAE), a alimentacdo dos animais
permaneceu na mesma frequéncia, porém com pellets de 6-8 mm de didmetro e de mesma

composicao a descrita anteriormente.

A partir de 591 DAE, quando foi possivel identificar machos e fémeas pela primeira vez
por analises macroscopicas e confirmacdo por analises histolégicas das gbnadas, foram
realizadas sete biometrias (Tabela 1). Foram escolhidos animais aleatoriamente para as
coletas de sangue. Nesse momento, os animais foram pesados em uma balanga digital semi-
analitica Marte®AD5002.



Tabela 1. Coleta sanguinea de Colossoma macropomum durante o estudo.

Coletas Duracéo N N Peso machos N Peso fémeas (g)  Indeterminados
(DAEY) amostral Machos ) Fémeas
1 591 a 650 10 3 1935,0+589,42 5 2064,2+412,02 2
2 651a710 10 3 2285,0+369,96 5 2747+376,07 2
3 711a 800 10 2 2647,5+392,44 6 2868,3+416,96 2
4 801 a 890 10 5 3646,0+468,43 5 3676,0+406,11 0
5 891 a 946 10 7 4498,5+981,43 2 4270,0+£1484,9 1
6 947 a 990 7 2 5298,0+103,23 5 5606,8+630,03 0
7 991 a 1080 7 2 4734,0+£1787,5 5 6464,2+545,4 0

IDAE; dias ap0s ecloséo.
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2.2. Andlises hematoldgicas e bioquimicas

Amostras de sangue foram coletadas dos animais a partir de 591 DAE, através de
puncdo venosa caudal (Ranzani-Paiva et al., 2013) com N amostral como apresentado na
Tabela 1. Foi realizada coleta de 1,0 mL de sangue em seringas heparinizadas. Este sangue foi
utilizado para avaliacdo do hematdcrito (%) por meio de tubos capilares preenchidos com até
dois tercos de sangue previamente homogeneizado. Os tubos capilares foram centrifugados
por 10 min a 10.867 x g (Micro SPIN 1000) e entdo observados em um micro hematdcrito
usando uma escala apropriada. A proteina plasmatica (g dL™) foi medida usando um
refratbmetro portatil (RHC 200-ATC, Huake Instrument Co. Ltd.;
https://instrumentchina.com) enquanto a concentracio de hemoglobina (g dL?) foi
determinada pela reacdo de cianometahemoglobina usando um kit comercial (referéncia no.
K023-1 QUIBASA Quimica Basica Ltda. Bioclin https://bioclin.com). Heparina sédica
(HEPAMAX-S® Cotia, Sdo Paulo, Brasil) foi adicionada a 10% pL mL™* de sangue restante.
As aliquotas de sangue total heparinizadas foram centrifugadas a 1165xg por 10 min
(Centrifuge Spinlab SL-5 AM), para separagdo de plasma e determinagdo de glicose (mg dL™?)
pelo teste de glicose oxidase (GOD Trinder) (referéncia n® KO082-2); triglicerideos
monorreagentes (mg dL™) por reagdo de Trinder (referéncia n® K117); e colesterol (mg dL™?)
pelo método enzimatico Trinder utilizando um kit comercial (referéncia n°® K083-3). Todos 0s
testes utilizaram Kits Bioclin (https://bioclin.com QUIBASA Quimica Basica Ltda, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e todas as analises foram lidas em um espectrofotémetro
(Biocrom Libra S22-https://analiticaweb.com.br).

As contagens de eritrocitos e leucocitos foram realizadas adicionando 10 puL de sangue
total a 2mL de formol citrato. Em seguida foi preenchido um lado de uma camara de
Neubauer coberta com laminula e a amostra diluida. Para a contagem de eritrécitos, cinco
quadrados do reticulo central foram contados sob uma objetiva de 40x e o resultado dividido
por 10.000 para obter o nimero de eritrocitos pL™ de sangue. Para a contagem de leucdcitos,
quatro quadrados laterais foram contados sob uma objetiva de 40x%, e o resultado dividido por

1.000 para obter o nimero de leucécitos uL.! de sangue.

2.3 Sexagem por analise macroscépica e histoldgica

Apbs a coleta de sangue, os animais foram sacrificados e realizada coleta das gonadas
para a identificagdo macroscopica e confirmacdo por histologia do sexo dos animais. As
gbnadas foram retiradas e amostras foram fixadas em solucdo de Bouin por 12 horas e

transferidas para alcool 70% até processamento histoldgico de rotina com inclusao de parafina
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através de desidratacdo em concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizacdo em xilol e
coloragdo com Hematoxilina-Eosina. A microtomia foi realizada com espessura de 5-7um sob
microscopio Optico. A analise das laminas histologicas foi realizada usando um
estereomicroscopio e um microscopio de luz (Olympus BX50 acoplado a uma camera

Olympus SC-30.) As seguintes medicOes foram feitas no software Olympus CELL.

2.4. Andlise estatistica

Dados comparativos entre os sexos dos animais na hematologia e bioguimica
sanguinea, sdo demonstrados como média e desvio padrdo (DP). Os dados foram submetidos
ao teste de homocedasticidade de Levene e normalidade de Shapiro-Wilk. Os parametros
analisados entre o sexo dos animais em cada periodos de cultivo, e os dados hormonais de
FSH e LH foram submetidos ao teste T-student a 5% de significancia. Ja, os parametros
analisados entre os animais do mesmo sexo nos diferentes periodos de cultivo foram
submetidos a ANOVA seguido de teste Tukey a 5% de significAncia. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas no InfoStat, Cordoba, Argentina.

3. RESULTADOS
Na figura 1 s&o apresentados exemplos da identificagdo de machos e fémeas realizadas
durante o estudo. Na figura 1A e 1B esta representado testiculos de um macho imaturo com
470 DAE. Na figura 1C e 1D pode-se observar um par de testiculos de um macho com 710
DAE em maturacdo avancada. Foram representadas nas figuras 1E e 1F fémeas com 710 DAE
em estadio inicial de maturacdo e maturacdo avangada fémeas com 1080 DAE (figura 1G e
1H).
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Figura 1. Setas pretas indicam a localizagdo das gonadas de machos e femeas (A C, F, G); seta azul
indica presenca de espermatogdnias no testiculo de macho imaturo (B); * indica tdbulos seminiferos
repletos de espermatozoides no testiculo do macho em maturacéo avangada (D); na figura F é possivel
observar a presenca de oécitos em formacéo inicial (Oc) e ninhos de ovogbnias (Og) em fémea, e na
figura H, a presenca de oovitos vitelogénicos no ovario de uma fémea em maturacéo avangada.

Fémeas com 590, 650, 710 e 890 DAE apresentaram menores porcentagens de
hematdcrito em relacdo a fémeas com 1080 DAE (Figura 2 A) (P < 0,05). Para os machos ndo
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foi registrada diferencgas entre as idades (P > 0,05). Ao comparar machos e fémeas de mesma
idade tambeém nao foi verificada diferenca entre os sexos nas diferentes idades (P > 0,05).

Para a proteina plasmatica, fémeas com 590, 650 e 800 DAE apresentaram as menores
concentracdes, sendo as maiores para fémeas com 1080 DAE (Figura 2 B). Para os machos
néo foi verificado diferencas entre as coletas (P>0,05). Entre os machos e fémeas de mesma
idade também ndo houve diferenca nas idades amostradas (P > 0,05).

As menores concentracdes de hemoglobina foram registradas em fémeas de 710, 800 e
990 DAE, enquanto a maior concentracao foi com 1080 DAE (Figura 2 C) (P < 0,05). Nao foi
verificada diferenca nas concentracfes de hemoglobina entre os machos de diferentes idades e

entre machos e fémeas na mesma coleta (P > 0,05).
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Figura 2. Valores médios (z erro padrdo) de hematocrito (A), proteina plasmatica (B) e hemoglobina
(C) de Colossoma macropomum em sete idades apds eclosdo (DAE). Letras mailsculas indicam
diferenca estatistica para animais do mesmo sexo de diferentes idades, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre machos e fémeas de mesma idade pelo
teste T-Student (P < 0,05).

Houve diferenca na quantidade de leucdcitos nas fémeas ao longo do tempo (Figura 3

A). Fémeas com 590 e 710 DAE, apresentaram 0S menores valores, enquanto 0s maiores
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foram apresentados por fémeas com 800, 990 e 1080 DAE (P < 0,05). Machos também
apresentaram diferenca entre as coletas (Figura 3 A), onde animais com 590 DAE
apresentaram as menores quantidades de leucocitos, e com 800, 990 e 1080 DAE
apresentaram maiores quantidades (P < 0,05). Na comparacéo entre fémeas e machos nas

coletas, néo houve diferenca (P > 0,05).

Na contagem de eritrécitos (Figura 3 B), ndo houve diferenca para os machos dentro
das diferentes idades avaliadas (P > 0,05). Nas fémeas, os animais com 890 DAE
apresentaram menores quantidades de eritrocitos e com 1080 DAE apresentaram maior
quantidade (P < 0,05). Houve diferenca também entre machos e fémeas da mesma idade.
Machos com 890 e 990 DAE, apresentaram maiores quantidades de eritrécitos ha comparagéo

com as fémeas da mesma coleta (P < 0,05).
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Figura 3. Valores médios (+ erro padrdo) de leucdcitos (A) e eritrocitos (B) de Colossoma
macropomum em sete idades apds eclosdo (DAE). Letras mailsculas diferentes indicam diferenga
estatistica para animais do mesmo sexo de diferentes idades, pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras
minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre machos e fémeas de mesma idade pelo teste
T-Student (P < 0,05).

Para a glicose (Figura 4 A), ndo foi verificada diferenga na comparacdo entre machos
e fémeas de mesma idade (P > 0,05). Porém, fémeas com 990 DAE apresentaram maiores
concentracdes de glicose na comparagdo com outras idades (P < 0,05). Nos machos, animais

com 590, 990 e 1080 DAE apresentaram maiores concentracdes de glicose (P < 0,05).

Também ndo houve diferenca nos valores de colesterol (Figura 4 B) entre machos e
fémeas de mesma idade (P > 0,05). Para as fémeas, foi registrada a menor concentragdo com

590 DAE e a maior com 1080 DAE. Resultados semelhantes foram encontrados nos machos,
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onde 0s animais mais novos apresentaram a menor concentracdo de colesterol e animais com
1080 DAE apresentaram as maiores concentracoes (P < 0,05).

Os triglicerideos apresentaram diferencas na comparacéo entre machos e fémeas, onde
com 800 DAE, nos machos foi maior (P < 0,05). Entre as fémeas, animais com 890, 990 e
1080 DAE apresentaram concentracdes maiores de triglicerideos (P < 0,05). Nos machos 0s

maiores valores foram registrados com 800 e 890 DAE (P < 0,05).
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Figura 4. Valores médios (x erro padrdo) de glicose (A), colesterol (B) e triglicerideos (c) de
Colossoma macropomum em sete idades ap6s eclosdo (DAE). Letras maitsculas diferentes indicam
diferenca estatistica para animais do mesmo sexo de diferentes idades, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Letras minGsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre machos e fémeas de mesma idade pelo
teste T-Student (P < 0,05).

4. DISCUSSAO

Esse € o primeiro estudo que mostra a fisiologia de machos e fémeas de C.
macropomum durante a primeira maturacdo em condi¢Oes totalmente controladas. A
bioquimica sanguinea e hematologia sdo importantes ferramentas que podem auxiliar no
monitoramento do ciclo de vida e maturagdo sexual dos peixes em cativeiro (Santos et al.,
2009; Ramesh et al., 2018; Melillo-Filho et al., 2021) como também indicar alteracfes
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fisiologicas dos animais (Soberon et al., 2014; Baghizadeh e Khara, 2015; Ahmed et al.,
2020).

Durante o estudo, ndo houve diferenca nos valores de hematdcrito, proteina
plasmatica, hemoglobina, leucocitos, glicose e colesterol entre machos e fémeas de mesma
idade. Para o hematdcrio, resultados semelhantes foram registrados por Seibert et al. (2001)
para adultos de C. macropomum criados em cativeiro e por Santos et al. (2009) em robalos
(Centropomus parallelus) adultos aclimatados e mantidos em laboratorio, apos captura na
natureza. Em machos e fémeas da mesma idade também ndo foi observada diferenga nos
valores de proteina plasmatica para carpa cruciana (Carassius carassius) (Bojarski et al.,
2023). Para hemoglobina, também néo foi verificada diferencas entre machos e fémeas de
mesma idade de robalo (C. parallelus) (Santos et al., 2009), robalo riscado (Morone saxatilis)
(Fazio et al., 2020) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Nabi et al., 2022). Sheikh et al.
(2022) tambem ndo observaram diferenca na contagem de leucocitos em machos e fémeas de
truta marrom (Salmo trutta), enquanto Melillo-Filho et al. (2021) ndo observaram diferenca
nas concentragcdes de glicose e colesterol em machos e fémeas de pacaméd (Lophiosilurus
alexandri) de mesma idade. Os resultados sugerem que alguns parametros fisioldgicos néo

sofrem interferéncia do sexo, quando os animais tém a mesma idade.

Na contagem de eritrocitos, hematocrito, proteina plasmatica e hemoglobina néo
houve diferenga para os machos dentro das diferentes idades. Este fato demostra que durante
0 desenvolvimento, machos foram menos influenciados pela idade do que as fémeas. Essas
alteracdes mais significativas nas fémeas podem ser relacionadas com a maturacdo gonadal,
gue demanda exigéncia maior de energia para realizacdo de todo o processo fisioldgico e

metabolico até o momento da desova (Washburn et al., 1992; Chatzifotis et al., 2004).

Para o hematocrito, no presente estudo houve diferenca entre fémeas de idades
distintas. Este fato pode ser devido aos diferentes estadios de maturacdo sexual conforme
verificado no presente trabalho e discutido por Baghizadeh e Khara, (2015) para carpa comum
(Cyprinus carpio). Contudo, para outras especies como, beluga (Huso huso) (Akrami et al.,
2013) e robalo (C. parallelus) (Santos et al., 2009), ndo houve altera¢cdo no hematdcrito em
fémeas, independentemente da idade ou do estdgio de maturacdo sexual, indicando a
particularidade de cada espécie. Apesar dessa diferenca, em todas as coletas, machos e fémeas
de C. macropomum apresentaram valores considerados dentro da normalidade para peixes

teledsteos saudaveis (Hrubec e Smith, 2010).
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A proteina plasmética € um bom indicador nutricional e imunoldgico a ser observados
em C. macropomum (Liebl et al., 2022). Nos animais adultos e em processo reprodutivo, essa
varidvel pode auxiliar na escolha de reprodutores para compor o plantel j& que proteinas
presentes no plasma como a albumina, sdo responsaveis pelo transporte de lipideos e
hormonios esteroides (McDonald e Milligan, 1992; Melillo-Filho et al., 2021). As
concentragcOes de proteina plasmatica foram maiores nas fémeas com 1080 DAE. Este fato
pode ser atribuido a fase reprodutiva mais avancada nessa idade. Nesta fase, esse aumento
significativo pode indicar a mobilizagdo de lipoproteinas em virtude da maturacdo dos o6citos
(Ghoroghi et al., 2009), corroborando com resultados obtidos por Yeganeh (2012), onde
houve aumento da concentragdo de proteina plasmatica em fémeas de carpa comum (Cyprinus
carpio), com 1095 DAE.

Com relagdo a hemoglobina, nas fémeas foi observada diferenca entre animais de
idades distintas, ndo sendo possivel estabelecer um padrdo de alteracdo relacionando com o
processo de maturacdo sexual. A hemoglobina é a proteina responsavel por transportar
oxigénio para os tecidos através da corrente sanguinea, sendo importante para identificar
problemas relacionados a hipdxia em peixes (Souza e Bonilla-Rodriguez, 2007), fato nédo
registrado durante o presente estudo.

Comparando machos e fémeas de mesma idade (890 e 990 DAE), os machos
apresentaram maior quantidade de eritrécitos nas duas coletas. Acreditamos que esse fato tem
relacdo direta com o desenvolvimento gonadal dos machos que atingiram a primeira
maturacdo (710 DAE) antes das fémeas. Além disso, podem ocorrer alteracfes
fisiometabdlicas e influéncia de hormoénios sexuais nesta fase, principalmente da testosterona,
levando ao aumento da liberacdo de eritrécitos na corrente sanguinea (\Vosyliené, 1999;
Golemi et al., 2013).

A glicose sérica tem funcdo primordial na identificacdo do nivel de estresse a qual o
animal foi submetido (Hertz et al., 1989). Porém, outros fatores também podem alterar o nivel
de glicose na corrente sanguinea, como a concentracdo de amoénia na agua (Cavero et al.,
2004), uso de anestésicos (Ferreira et al., 2023), restricdo da dieta (Favero et al., 2021) e o
processo de maturagdo gonadal (Melillo-Filho et al. 2021). No presente estudo foi observado
um pico de glicose nas fémeas com 990 DAE. Nas outras coletas, as concentragdes se
mantiveram iguais. Acreditamos que esse fato ocorreu devido ao processo final de maturacéo
sexual e a caracteristica da espécie, que por ser reofilica e ndo ter sido submetida o estimulo

final de maturacdo por indugdo hormonal para conseguir desovar, possa, ter levado a esse
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aumento. Este fato foi relatado por Dai et al. (2014) na regulacdo dos niveis de glicose no
sangue em truta arco-iris (O. mykiss). Para a glicose também houve diferenga entre machos
de idades distintas, onde, as maiores concentracGes foram observadas em animais mais
velhos. Resultados semelhantes foram registrados por Baghizadeh e Khara, (2015) em machos
adultos de carpa comum (C. carpio) cultivados também em sistema fechado. Porém, essa
variagdo na concentracdo de glicose em machos ndo segue um padrédo para diferentes
espécies, uma vez que em machos de pacama (L. alexandri) mantidos em condicdes
controladas, as concentracbes de glicose foram reduzindo a medida que os animais
avancavam em seu processo de maturagédo sexual, e consequentemente a idade (Melillo-Filho
et al., 2020). Contudo, cabe destacar que o pacama (L. alexandri) é uma espécie sedentaria
que passa grande parte do tempo parada no tanque (Costa et al., 2015) comparado ao C.

macropomum.

Colesterol e triglicerideos estdo diretamente ligados ao processo de maturacao sexual,
ja que essas reservas lipidicas, aléem de serem indicadores nutricionais e metabolicos séo
fontes de energia para o desenvolvimento gonadal dos peixes (Nicula et al., 2010; Jia et al.,
2018). Houve diferenga nos valores de colesterol entre fémeas de idades distintas com
aumento em fémeas com 710 DAE e 1080 DAE. Fato semelhante ocorreu nos machos de
diferentes idades. Esses resultados também podem estar relacionados com o processo de
maturacdo em fémeas e machos. Contudo, ndo houve diferenca entre 0s sexos
independentemente da idade. Essa auséncia de diferenca entre sexos de mesma idade também
foi registrada em carpa comum (C. carpio) (Baghizadeh e Khara, 2015) e carpa-do-limo
(Ctenopharyngodon idella) (Ejraei et al., 2015).

Para os triglicerideos foi observada diferenca entre machos e fémeas com 1080 DAE.
Também houve diferencas entre peixes do mesmo sexo com idades distintas, o que também
pode indicar efeitos do crescimento e processo reprodutivo. Okoye et al. (2016) também
verificaram em catfish africano (Clarias gariepinus) maiores valores de triglicerideos para
peixes mais velhos. Contudo, Melillo-Filho et al. (2021) verificaram situacdo contraria, com
triglicerideos mais alto em L. alexandri mais jovens. Dessa forma, fica evidente a influéncia

da idade e espécie nos valores de triglicerideos.

A escassez de estudos relacionando a maturacdo sexual de peixes adultos com
hematologia e bioquimica sanguinea dificulta a comparacdo de resultados obtidos para o C.
macropomum, devido ao fato da utilizacdo apenas de juvenis em estudos avaliando esses

parametros (Tavares-Dias et al., 1999; Chagas et al., 2013; Soberon et al., 2014; Costa et al.,
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2019; Bussons et al., 2021; Pereira et al., 2021; Guilherme et al., 2022) o que também ressalta

a importancia do nosso estudo.

5. CONCLUSOES
Machos e fémeas de C. macropomum de mesma idade apresentaram, durante o Seu
desenvolvimento, ter semelhangas em sua hematologia, bioquimica sanguinea e hormonal. J4,
fémeas durante o crescimento acompanhado da maturacdo sexual apresentaram mais

variacdes nos parametros bioquimicos e hematoldgicos, do que machos em diferentes idades.
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CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que o C. macropomum €é uma espécie que se adapta bem ao sistema de

recirculacdo de agua.

Em SRA, machos e fémeas crescem de forma homogénea, porém os machos atingem a

maturidade sexual primeiro, na comparagdo com as fémeas.

O presente estudo mostrou que machos e fémeas de C. macropomum de mesma idade
apresentam perfil hematoldgico e bioquimico sanguineo semelhantes, contudo, ao comparar
fémeas de idades distintas, devemos destacar que houve uma variagdo maior do que nos

machos.

Este trabalho se destaca por ser o primeiro estudo a acompanhar todo o
desenvolvimento gonadal de machos e fémeas de tambaqui, até atingirem a primeira
maturacdo sexual em sistema de recirculacdo. Gerando importantes resultados, mostrando que

é possivel utilizar o SRA para larvicultura, formacdo de plantel e reproducao da espécie.

Recomendamos que novos estudos sejam realizados com o objetivo de testar
densidades de estocagem maiores dentro desse tipo de sistema, podendo otimizar ainda mais a
producdo. Além de analisar outros parametros bioquimicos sanguineos e parametros
hormonais de peixes adultos desta espécie, para complementar os resultados deste trabalho.

Gerando assim, novos dados que possam servir de parametro para estudos futuros.



