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Resumo

A inclusdo de vitamina E na alimentacdo de peixes estd relacionada a melhoras no
desempenho produtivo e resposta imune ndo especifica em diversas espécies. Com o presente
trabalho objetivou-se avaliar o efeito de diferentes niveis de vitamina E (acetato de DL-a-
tocoferol, 50% ativo) sobre o desempenho produtivo, varidveis hematologicas, indices
hematimétricos e parametros fisiologicos em alevinos de tambaqui (Colossoma
macropomum). Um total de 150 peixes com peso médio de 2,94 + 0,14 g e comprimento
padrdo médio inicial de 4,29 + 0,07 cm foram distribuidos em aquarios (300 L) em sistema de
recirculacdo de agua, temperatura de 27,13 13 £ 0,45 °C, pH 7,16 £ 0,45, oxigénio dissolvido
7,15 + 0,88 mg L, condutividade elétrica 0,142 + 0,05 (us cm™); amdnia, 0,00 + 0,00 (ppm)
e nitrito, 0,19 + 0,25 mg L™. A densidade de estocagem foi de 10 peixes por unidade
experimental. Os niveis de inclusdo do a-tocoferol na dieta foram: 0, 250, 500, 700 e 1000 mg
kg'. Desta forma, foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e trés repeticdes, onde os peixes foram alimentados trés vezes ao dia durante 90
dias. Os resultados indicam que os diferentes niveis de vitamina E ndo influenciaram o
desempenho produtivo dos alevinos de tambaqui. Porém, a inclusdo de 1000 mg kg™ de o-
tocoferol reduziu (P<0,05) a quantidade de glicose em comparacdo aos tratamentos
suplementados com 0 e com 250 mg kg™*. O hematdcrito, a proteina total, 0 nimero de
eritrécitos e os indices hematimétricos dos alevinos de tambaqui ndo foram influenciados
(P>0,05) pela suplementacdo com a-tocoferol. Na contagem diferencial de leucécitos, ndo
houve diferenca significativa no namero de linfocitos, mondcitos e baséfilos. Contudo, a
quantidade de neutrdfilos foi maior no tratamento controle (P<0,05), enquanto o numero de
eosindfilos e células granulociticas especiais foi maior nos tratamentos com 700 mg kg™ e 250
mg kg™ de o-tocoferol, respectivamente. Apesar da suplementacdo com vitamina E na dieta
ndo ter influenciado o desempenho produtivo dos alevinos de tambaqui, 0s peixes
alimentados com a dieta ndo suplementada apresentaram aumento do namero de neutréfilos,

demonstrando maior susceptibilidade destes peixes a possiveis processos inflamatorios.

Palavras-chave: nutricdo, suplementacdo vitaminica, a-tocoferol, variaveis hematoldgicas,

piscicultura
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Abstract

The vitamin E inclusion in fish food is related to improvements in in growth performance and
nonspecific immune response for different species. The present study aimed to evaluate the
effect of different vitamin E levels (DL acetate-a-tocopherol, 50% active) on productive
performance, hematological variables, hematometric index and physiological parameters of
tambaqui (Colossoma macropomum) fingerlings. A total of 150 fishes with an average weight
of 2.94 + 0.14 g and initial average standard length of 4.29 + 0.07 cm were distributed in
aquariums (300 L) in water recirculation system, temperature of 27.13 + 0.45 °C, pH 7.16 £
0.45, dissolved oxygen 7.15 + 0.88 mg L™, electronical conductivity 0.142 + 0.05 (us cm™);
ammonia 0.00 + 0.00 (ppm) and nitrite 0.19 + 0.25 mg L. The stocking density was 10 fishes
per experimental unity. The inclusion levels of a-tocopherol in the diet were 0, 250, 700 and
1,000 mg kg*. Thus, was used a completely randomized design with five treatments and three
repetitions, where the fishes were fed three times a day during 90 days. The results indicate
that the different vitamin E levels did not affect the productive performance of tambaqui
fingerlings. However, the inclusion of 1,000 mg kg™ of a-tocopherol reduced (P<0.05) the
glucose amount in comparison to the supplemented treatments with 0 and with 250 mg kg™.
The hematocrit, total protein, erythrocytes number and hematometric index of tambaqui
fingerlings were not affected (P>0.05) by a-tocopherol supplementation. In differential
leukocyte count, there was no significant difference of lymphocyte number, monocytes and
basophiles. However, the neutrophil number was greater in the control treatment (P>0.05),
while eosinophil and specials granulocytic cells were better than control treatment (P<0.05),
while the eosinophils number was special granulocytic cells was higher than treatments with
700 mg kg* and 250 mg kg' of o-tocopherol, respectively. Although vitamin E
supplementation in the diet did not influence the productive performance of tambaqui
fingerlings, the fishes fed diet nonsupplemented showed increased of neutrophils number,

demonstrating greater susceptibility of these fishes to inflammation process.

Key-words: Nutrition, vitamin supplementation, o-tocopherol, hematologic variables,

fishfarm.



ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A dissertacdo apresenta uma introducdo geral e a revisdo de literatura, onde sao
descritas informacBes sobre o tambaqui (Colossoma macropomum), suas caracteristicas e
aspectos nutricionais. Também sdo abordadas informagdes sobre a utilizagdo de
micronutrientes com fungdo antioxidante na alimentacdo dos peixes com destaque para a
vitamina E. Ao final desses tdpicos sdo apresentados os objetivos do presente trabalho.

Os resultados estdo demonstrados em forma de um artigo, com o qual se objetivou
avaliar o desempenho produtivo, as variaveis hematoldgicas, os indices hematimétricos e 0s
parametros fisioldgicos de alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com
dietas suplementadas com vitamina E. Com excecéo das tabelas que foram dispostas ao longo
do texto, o artigo foi redigido sob as normas da revista Pesquisa Agropecudria Brasileira -

PAB para posterior submissdo ap6s apreciacdo da banca examinadora.
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1. Introducéo Geral

O Colossoma macropomum, também conhecido como tambaqui, pertence a familia
Serrasalmidae, habita aguas tropicais e ocorre nas bacias Solimdes/Amazonas e Orinoco.
Desperta interesse nos pesquisadores e produtores por ter facil adaptacao ao cativeiro, elevado
valor de sua carne e rapido crescimento (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998;
MENDONCA et al., 2009). Essa espécie pode atingir aproximadamente 30 kg e mais de um
metro de comprimento total em ambiente natural. Em cultivos, pode alcancar 1 kg/m?
primeiro ano e de 1,5 a 3 kg/m? no segundo (SILVA et al., 2006).

O tambaqui possui capacidade de adaptacdo a diferentes sistemas de cultivo e
consome diversos tipos de alimentos. Durante as fases juvenil e adulta é onivoro e, nas fases
pos-larva e alevino, alimenta-se de plancton. Este fato possibilita 0 melhor aproveitamento
dos nutrientes, reduzindo custos relacionados a racdo em sistemas semi-intensivos
(ZANIBONI-FILHO & MEURER, 1997; OLIVEIRA JUNIOR & COSTA, 2003). Contudo,
apesar de grande potencial zootécnico, ainda sdo necessarias mais informacgdes sobre suas
necessidades nutricionais (SILVA et al., 2006).

A deficiéncia em conhecimentos técnicos sobre nutricdo e a falta de dominio de boas
praticas de manejo alimentar dificulta a producdo em larga escala de peixes nativos
(OKAMURA et al., 2008; RESENDE et al., 2009). De acordo com Branddo et al. (2009), a
expansdo da piscicultura esta diretamente ligada a sua rentabilidade, que pode ser melhorada
guando sistemas utilizam ragdes balanceadas e de qualidade, possibilitando o aumento na
produtividade e reducdo dos impactos ambientais.

Segundo Navarro et al. (2007), o desenvolvimento eficiente e saudavel dos animais é
dependente de uma dieta que contenha concentracfes de seus nutrientes proximas do ideal,
aliada a tecnologia adequada de preparagdo para que sejam atendidas as exigéncias
nutricionais béasicas de crescimento. Alguns parametros como a biodisponibilidade e
estocagem dos nutrientes e a concentragdo de minerais e vitaminas presentes nas dietas podem
interferir no desenvolvimento dos peixes (NAVARRO et al., 2009).

As vitaminas sdo oferecidas aos peixes em pequenas quantidades e auxiliam o
crescimento, reproducdo e atuam como cofatores enzimaticos de rotas metabdlicas. A
inclusdo desses micronutrientes em dietas de peixes € necessaria, principalmente, em sistemas
intensivos de producdo, onde o peixe é completamente dependente do alimento ofertado

(GONCALVES et al., 2010). Algumas vitaminas atuam como imunoestimulantes, e tem sido



bastante investigadas e utilizadas na aquicultura, por serem um meio eficaz de aumentar a
imunocompeténcia e resisténcia a doencas atraves do reforco nos mecanismos de defesa ndo
especificos dos peixes (SAKAI, 1999).

Dentre as vitaminas, a vitamina E € um nome genérico que designa todas as moléculas
com bioatividade do a-tocoferol (NRC, 2011). Destaca-se por sua agdo antioxidante
especificamente contra a peroxidacdo lipidica em membranas bioldgicas (THERIAULT et al.,
1999). Sua inclusdo na alimentacdo de peixes esta relacionada a melhoras no crescimento,
taxa de eficiéncia proteica, eficiéncia alimentar, resposta imune nao especifica e
sobrevivéncia (PENG & GATLIN 2009; ZHOU et al., 2013). Além de melhorar a eficiéncia
reprodutiva dos peixes (NAVARRO et al., 2009).

Os requisitos qualitativos e quantitativos de vitamina E variam inclusive para mesma
espécie, pois fatores como o tamanho do animal, taxas de crescimento, idade, caracteristicas
anatomofisioldgicas do sistema gastrointestinal, fatores ambientais, disponibilidade da
vitamina e inter-relagdo dos nutrientes na dieta, podem interferir na capacidade de absorcéo,
transporte e metabolismo (NRC, 2011; NAVARRO et al.,, 2009). Dessa forma, sdo
necessarios estudos que determinem a exigéncia de micronutrientes para o tambaqui, a fim de
melhorar o aproveitamento das ragdes e para maximizar sua producdo (LEMOS et al., 2011,
SILVA et al., 2007).

Portanto, com o presente trabalho, objetiva-se contribuir com informacdes sobre a
exigéncia nutricional do tambaqui, especificamente relacionada ao efeito da inclusdo de
diferentes concentragbes de vitamina E sobre o desempenho produtivo, varidveis

hematoldgicas, indices hematimétricos e parametros fisioldgicos da espécie.

2. Revisao de Literatura

2.1 O tambagqui - Colossoma macropomum

O Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) é conhecido popularmente como tambaqui
(figura 1). Pertence a ordem characiformes, familia Characidae e subfamilia Serrasalminae.
Os caracideos formam o grupo de peixes mais diversificado da America do Sul, sendo o
tambaqui a maior espécie em tamanho. Em ambiente natural, pode atingir mais de 1 m de
comprimento total e 30 kg, 0 que o caracteriza como 0 segundo maior peixe de escamas.

Trata-se de uma espécie migradora, que vive em aguas tropicais e é distribuida nas bacias



Solim&es/Amazonas e Orinoco, abrangendo o Brasil, Venezuela, Colémbia, Peru e Bolivia
(ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998; SILVA JUNIOR et al., 2011).

Figura 1: Exemplar de tambaqui (Colossoma macropomum) medindo 8,8 cm de comprimento total.

Dados do Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura do Ministério da Pesca (MPA,
2013) mostram que, em 2011, na producdo aquicola continental, o C. macropomum passou a
ser a espécie nativa mais cultivada, com uma participacdo de 111.084,1 toneladas, perdendo
apenas para tilapia, com total de 253.824,1 toneladas. Juntas, essas duas espécies
representaram 67% da producgéo nacional.

Isso se deve as qualidades da espécie, como facil adaptacdo ao confinamento, rapido
crescimento e rusticidade (MENDONCA et al.,, 2009; SILVA JUNIOR et al., 2011). O
tambaqui também possui uma eficiente conversdo alimentar, estratégia adaptativa para
suportar situagcdes com baixas concentracfes de oxigénio e disponibilidade de formas jovens
durante o ano inteiro (OLIVEIRA JUNIOR E COSTA, 2003; BALDISSEROTO, 2009; IZEL
& MELO, 2004).

O tambaqui também é bastante apreciado devido a alta palatabilidade de sua carne
(SANCHEZ-BOTERO et al., 2006). Destaca-se pelo elevado valor de mercado e importancia
econbmica e social na América Latina (SILVA et al., 2007). Esses fatores, aliados as
caracteristicas zootécnicas proporcionam a espécie um excelente potencial para aquicultura e
desperta o interesse de pesquisadores e produtores, fazendo com que seja uma das principais
especies cultivadas na Amazonia (ARAUJO et al., 2004; SANTOS et al., 2010).



O C. macropomum é onivoro durante as fases juvenil e adulta, e pode consumir tanto
frutos e sementes quanto organismos plancténicos (ZANIBONI-FILHO & MEURER, 1997).
Durante as fases pds-larvas e alevinos, alimentam-se de plancton, sendo que em cativeiro
aceita dieta artificial, grdos e subprodutos agroindustriais. Esta caracteristica acaba sendo
outro aspecto positivo para o cultivo, pois seu hébito alimentar possibilita o melhor
aproveitamento de diversos tipos de alimentos, reduzindo custos relacionados a alimentacéo,
que representam o maior percentual de custos operacionais e é considerado um dos maiores
desafios da piscicultura (OLIVEIRA JUNIOR & COSTA, 2003; SILVA et al., 2007).

Peixes amazonicos utilizam diversos frutos e sementes como fontes de nutrientes e
energia naturais em suas dietas (SILVA et al., 2003). Essa complexidade do ambiente de
origem do tambaqui, bem como a sua flexibilidade alimentar tornam estudos que avaliam suas
adaptacdes fisiologicas e metabdlicas de grande importancia para maiores avancgos tanto na
nutricdo, quanto em outras areas de producdo (RODRIGUES, 2014).

Nesse sentido, diversos trabalhos investigaram a incorporacdo de diferentes tipos de
alimentos alternativos nas ra¢des. Silva Junior et al. (2011) e Santos et al. (2010), observaram
que é viavel a inclusdo de 30% de farinha de abdbora (Cuclrbita moschata) e farinha da
castanha da Amazonia (Bertholletia excelsa) na dieta de alevinos e juvenis, respectivamente.
Pereira Junior et al. (2013) sugerem um nivel de 24% de inclusdo de farinha de folha de
leucena (Leucaena leucocephala) em dietas para alevinos.

O intuito de todos esses trabalhos € similar; elaborar dietas nutricionalmente
completas para a espécie, nas diferentes fases de cultivo, que possibilitem alta produtividade e
economia com menor impacto ambiental. Todavia, apesar do apelo sustentavel, a maioria dos
ingredientes testados para o tambaqui sdo pouco concentrados em proteina e com alto teor de
fibras e umidade, além da disponibilidade restrita ao local e volume de producéo insipiente
para suprir a demanda necesséria nas industrias de racdo (RODRIGUES, 2014).

Diversos estudos avaliaram a exigéncia de proteina bruta (PB) para o tambaqui. Silva
et al. (2006), sugerem um nivel de 260 g kg™ de PB para alevinos com peso médio de 5,55 +
0,12 g. Santos et al. (2010) observaram um maior desempenho e composic¢do de carcaga em
juvenis (peso médio inicial de 50,3 + 0,26 g) alimentados com 360 g kg™ de PB na dieta, ap6s
a privacgdo alimentar. Entretanto, Guimardes & Martins (2015) indicaram que a quantidade de
proteina mais adequada para tambaquis de 1 a 50 g deve estar em torno de 440 a 480 g kg™,
considerando que durante as fases iniciais essa espécie se alimenta principalmente de

claddceros e copépodes, que apresentam uma quantidade similar de proteina bruta.



A abordagem principal dos trabalhos € para as exigéncias de proteina, energia e suas
relagOes, devido esse macronutriente, essencial para o crescimento do peixe, ser o ingrediente
de maior custo (BOSCOLO et al., 2011; SANTOS et al., 2010). Contudo, os micronutrientes
sdo fundamentais para um bom desenvolvimento dos animais em qualquer fase da vida,
especialmente as vitaminas, por participarem de acGes especificas no metabolismo, onde a
deficiéncia desse nutriente pode ocasionar deficiéncias no desempenho e atividade
imunolodgica ou, em casos crénicos, levar o animal a 6bito (BOSCOLO et al., 2011). Além
disso, muitos macro e microminerais ndao sdo absorvidos em quantidades suficientes, sendo
necessario que haja suplementacdo na dieta (NRC, 2011).

Portanto, apesar da quantidade relevante de informacfes referentes a nutricdo do
tambaqui, h& necessidade de estudos que esclarecam mais o aproveitamento da fibra bruta,
carboidratos, aminodcidos essenciais, niveis de acidos graxos essenciais, alimentos
alternativos e vitaminas (RODRIGUES, 2014; DAIRIKI & SILVA, 2011).

Através da determinagdo dessas informacdes serdo gerados subsidios para elaboragdo
de racBes economicamente sustentaveis e ambientalmente corretas. Estas serdo primordiais
para maximizacdo da producdo de tambaqui no Brasil, geracdo de renda aos piscicultores e
para o fornecimento de uma fonte de proteina de qualidade para populagdo humana (SILVA
etal., 2007; DARYKI & SILVA, 2011).

2.2 Radicais livres e estresse oxidativo

O processo de oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo,
assim, radicais livres sdo produzidos constantemente in vivo, seja naturalmente ou por alguma
disfuncéo bioldgica (HALLIWELL, 1994; BARREIROS & DAVID, 2006). Por defini¢do, os
radicais livres (RL) sdo moléculas organicas e inorganicas ou atomos, de existéncia
independente, que contém um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL, 1994). Essa
configuracdo torna essas especies quimicas altamente instaveis e 0 ndo emparelhamento de
elétrons da dltima camada confere uma alta reatividade (FERREIRA & MATSUBARA,
1997).

Os radicais superéxido (O;"7), hidroxila (OH), peroxila (LOO"), alcoxila (RO") e
hidroperoxila (HO,"), sdo exemplos de espécies reativas ao oxigénio (ERO). O 6xido nitrico e
dioxido de nitrogénio (NO;") séo radicais livres reativos ao nitrogénio (ERN). Os RL oxigénio

e nitrogénio podem ser convertidos em outras espéecies reativas ndo-radicais, como o peréxido



de hidrogénio (H,0), acido hipocloroso (HOCI), &cido hipobromoso (HOBr) e peroxinitrito
(ONOQ"). Deste modo, as ERO e ERN incluem espécies de radicais e ndo-radicais (FANG et
al., 2002).

No organismo, em baixas concentracfes, 0os RL participam de processos fisiologicos
essenciais. Contribuem com a producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacdo intracelular e sintese de substancias bioldgicas importantes (HUSAIN et
al., 1987). Sdo mediadores de respostas celulares, agindo como mensageiros especificos.
Além disso, uma das principais funcdes das ERO e ERN é a defesa imunoldgica do
hospedeiro. Neste sentido, estas moléculas sdo geradas por macréfagos e neutrofilos e
desempenham papéis criticos como bactericidas, antivirais e agentes antitumorais (LANDER,
1997; NATHAN, 1992).

Contudo, os RL sdo oxidantes fortes que, em altas concentracdes, sdo prejudiciais e
provocam agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e
DNA. Exemplos de danos mais graves sdo aqueles causados ao DNA e RNA. Caso a cadeia
do DNA seja quebrada, pode ser reconectada em outra posicdo, alterando a ordem de suas
bases. Além disso, podem iniciar o processo de peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacéao
(LPO) através da oxidacdo dos acidos graxos polinsaturados das membranas celulares que
interfere nos processos de transporte ativo e passivo (HUSAIN et al., 1987; BARREIROS &
DAVID, 2006). Esta situacdo proporciona um estado de estresse oxidativo aos organismos,
que pode provocar, além de lesdes, morte celular (ARUOMA, 1998).

Com a variedade de prooxidantes (RL) e sua constante producgéo, naturalmente foram
desenvolvidos diferentes tipos de mecanismos de defesa antioxidantes para combater o
acumulo destes e impedir a inducdo de danos (SIES, 1993). Em condicdes fisiologicas
normais, a producdo dessas defesas ocorre em equilibrio com a de radicais livres, 0 que
proporciona a manutengdo da homeostase redox, indispensavel para integridade e saide dos
organismos (SIES, 1986). O desbalanceamento na producdo de prooxidantes e antioxidantes,
onde o primeiro passa a ser dominante, & conhecido como estresse oxidativo. Nesta condig&o,
um dos principais mecanismos de leséo € a lipoperoxidacdo, que pode ser avaliada e utilizada
como um indicador desse estresse oxidativo celular (SIES, 1986; LIMA & ABDALLA,
2001).

O papel das reacbes dos radicais livres relacionados a patologia e a deterioracdo de
alimentos tornou-se uma area de intenso interesse. De modo geral, as reagGes dos RL
associados a peroxidacdo lipidica € uma questdo importante na area de nutri¢do, pois cada vez

mais os produtores buscam minimizar a oxidagdo dos alimentos que contém lipideos atraves



do uso de antioxidantes durante o processo de fabricagdo para manter a qualidade nutricional
a um determinado prazo de validade. Aliado a isso, as descobertas sobre o efeito dos radicais
livres no organismo colaboram para que exista um grande interesse no estudo dos
antioxidantes (ARUOMA, 1998 BARREIROS & DAVID, 2006).

2.3 Defesas Antioxidantes

O termo antioxidante, muitas vezes, é implicitamente restrito a substancias inibidoras
capazes de quebrar a cadeia de peroxidacdo lipidica. Todavia, os danos ocasionados pelos
radicais livres, in vivo, incluem também as proteinas, DNA e outras pequenas moléculas
(HALLIWELL et al., 1995). Deste modo, uma definicdo mais abrangente de antioxidantes é
“qualquer substancia que, mesmo em baixas concentragdes em relacdo ao substrato oxidavel,
seja capaz de retardar ou inibir significativamente o processo de oxidagdo desse substrato”
(SIES & STHAL, 1995).

Os antioxidantes incluem catalisadores enzimaticos e ndo enzimaticos (Tabela 1)
(SIES, 1986). O primeiro grupo € representado pelas macromoléculas, que podem atuar
diretamente contra as ERO e ERN ou reparar 0os danos causados ao 0organismo por essas
espécies. De acordo com Barreiros & David (2006), existem trés sistemas enzimaticos
antioxidantes. O primeiro € formado por dois tipos de enzima superéxido dismutase (SOD),
que catalisam a destruicdo do radical anion superoxido (O,"), convertendo-o em oxigénio e
peroxido de hidrogénio. O segundo é composto pela enzima catalase, que atua na dismutacdo
do peréxido de hidrogénio (H,0,) em oxigénio e agua. O Gltimo sistema é constituido pela
glutationa peroxidase, que opera em ciclos entre sua forma oxidada e reduzida, sendo que este
sistema também catalisa a dismutacéo do H,O..

O segundo grupo, o0s antioxidantes ndo enzimaticos, €é constituido pelas
micromoléculas. Estas sdo originadas no proprio organismo ou sdo adquiridas através da dieta
e podem ser particularmente importantes para diminuir o dano oxidativo cumulativo e
colaborar com a salde dos organismos, uma vez que 0s sistemas de defesas antioxidantes nao
sdo 100% eficazes (HALLIWELL, 1994; BARREIROS & DAVID, 2006). Porém, é
necessario reconhecer que niveis excessivos de alguns destes antioxidantes pode ter efeitos

potencialmente perigosos (FANG et al., 2002).



Tabela 1: Principais agentes de defesa antioxidante. Fonte: Bianchi e Antunes 1999, adaptado de Sies 1993.

N&o enzimatico Enzimatico

a-tocoferol (vitamina E) Superdxido dismutase (SOD)
B-caroteno (vitamina A) Catalase (CAT)

Acido ascorbico (vitamina C) NADPH-quinona oxidoredutase
Flavonoides Glutationa peroxidase
Proteinas do plasma Enzimas de reparo

Selénio

Glutationa

Clorofina

L-cisteina

Curcumina

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis de acdo. Em geral, para neutralizar as
reacOes danosas iniciadas por metabdlitos do oxigénio, os mecanismos de defesa incluem
quatro niveis de protecdo: A primeira é a prevencdo, que impede a formacédo de RL, sobretudo
pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre. A segunda, interceptacdo, onde os
antioxidantes inibem os radicais livres gerados por fontes enddgenas ou exdgenas, impedindo
0 ataque sobre os lipideos, aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poli-
insaturados e as bases do DNA. Nesta fase, os antioxidantes adquiridos da dieta como as
vitaminas C, E e A, os flavonoides e carotenoides sdo fundamentais. A terceira € o reparo das
lesbes provocadas pelos RL, processo relacionado com a remocdo de danos da molécula de
DNA e a reconstituicdo das membranas celulares. A quarta fase ¢ a de adaptacdo do
organismo, que pode ocorrer em resposta a geracdo desses radicais com 0 aumento da
producdo de enzimas antioxidantes (SIES, 1986; BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Adicionalmente, os antioxidantes melhoram a imunidade através da manutencdo da
integridade funcional e estrutural de células imunitarias importantes. Isto é de grande
interesse para a manutencdo de bons indices de lucratividade em pisciculturas, pois um
sistema imunoldgico comprometido tem como consequéncia a reducdo da eficiéncia da
producdo dos animais em decorréncia da maior suscetibilidade a doengas, ocasionando um
aumento da morbidade e mortalidade animal (MCDOWELL, 2002).

Portanto, os antioxidantes sdo nutrientes essenciais nas dietas de peixes, sendo a

vitamina E (a-tocoferol e seus derivados) um dos mais utilizados. Isto ocorre devido a



capacidade deste antioxidante em impedir a propagacdo das reacdes em cadeia provocadas
pelos radicais livres nas membranas biologicas e melhorar a resposta do sistema imunoldgico
néo especifico dos peixes (TRABER & PACKER, 1995; ZHOU et al., 2013).

2.4 Vitamina E

As vitaminas sdo classificadas como lipossollveis: retinol (A), Ds-colecalciferol (D),
tocoferol (E) e menadiona (K); e hidrossolUveis: vitaminas do complexo B (B, B>, B3, Bs e
B12) colina, biotina, &cido félico (folacina), inositol (mioinositol) e &cido ascorbico (C), sendo
estas as 15 vitaminas consideradas essenciais. Geralmente sdo obtidas na dieta e exigidas em
pequenas quantidades para o crescimento normal, reproducéo e saude. Contudo, a quantidade
requerida varia amplamente, até mesmo de forma intraespecifica, devido ser influenciada pelo
tamanho, idade, taxas de crescimento, fatores ambientais e pela inter-relagdo dos nutrientes
(NRC, 2011; PEZZATO et al. 2004).

Peixes, em ambiente natural, dificilmente apresentam deficiéncias nutricionais em
vitaminas, uma vez que consomem alimentos com teores satisfatorios destes nutrientes.
Todavia, em peixes de sistemas intensivos de producdo € comum encontrar sinais clinicos de
deficiéncia de vitaminas, seja por sua auséncia na dieta ou pela suplementacdo inadequada
(PEZZATO et al. 2004), ou devido a fatores estressantes comuns em pisciculturas, como
manejo, mudangas na temperatura, hipoxia e altas densidades de estocagem (Ortufio et al.
2003; Belo et al. 2005).

A Vitamina E é um termo genérico utilizado para todas as moléculas que possuem
bioatividade do a-tocoferol. Naturalmente, ocorrem oito compostos: 0s quatro isbmeros dos
tocotriendis (aT3, BT3, yT3 e &T3), estruturalmente relacionados aos seus correspondentes
homologos dos tocoferois (oT, BT, yT e 6T), mas que diferem nas suas cadeias laterais, nas
quais os isémeros contém trés duplas ligacdes (Figura 2). Dentre esses, 0 composto com
maior biopoténcia é o a-tocoferol, sendo a forma sintética (DL-a-tocoferol) de vitamina E
mais utilizada na nutricdo animal (NRC, 2011; THERIAULT et al., 1999). Além disso, esse &
0 representante mais importante devido ao maior indice de absorcdo intestinal, maior
deposicdo nos tecidos, menor excrecdo fecal e oxidacdo mais lenta (RICE & KENNEDY,
1998).

O a-tocoferol € importante em varios processos bioquimicos e fisioldégicos nos peixes,

sendo responsavel pela primeira defesa do organismo. E reconhecida por sua acio
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antioxidante, tanto em alimentos quanto in vivo, especificamente contra a peroxidacdo dos
lipidios em membranas bioldgicas, bem como na transducdo de sinal (BLAZER, 1992;
THERIAULT et al., 1999, PENG & GATLIN I11, 2009).

E o antioxidante lipossoluvel predominante nos animais e esta relacionado a melhoras
no desempenho do crescimento, taxa de eficiéncia proteica e sobrevivéncia, eficiéncia
alimentar, e respostas imune nédo especificas. Além de influenciar a eficiéncia reprodutiva dos
peixes (PENG & GATLIN I11, 2009, ZHOU et al., 2013, NAVARRO et al., 2009).

R? Tocoferol

R? Tocotrienol

Tocoferol / Tocotrienol R R2
o~ CH, CH,
B- H CH,
v- CH,
o- H

Figura 2: Estrutura dos varios homologos do tocoferol e tocotrienol. Fonte: Cerqueira et al. (2007).

Desta forma, é importante identificar os requisitos qualitativos e quantitativos de
vitamina E que melhor se adaptam a cada espécie, nas diferentes fases de desenvolvimento. O
minimo de vitamina E exigido para os peixes em geral € de 30 mg/ kg da dieta, e para tilapias
varia de 50 a 100 mg/ kg da dieta (NRC, 2011). Contudo, a exigéncia vitaminica € variavel
entre as espécies de peixes, dependendo das caracteristicas anatomofisioldgicas do sistema
gastrointestinal, do estado fisioldgico do animal, da idade e da disponibilidade da vitamina na
dieta, fatores que podem interferir na capacidade de absorcdo, transporte e metabolismo das
vitaminas no alimento (NAVARRO et al., 2009).
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Outro fator que interfere na exigéncia dessa vitamina é a quantidade e qualidade dos
lipideos presentes nas dietas. RagBes sem antioxidantes e com alta concentracdo de acidos
graxos poliinsaturados (PUFAs) e pro-oxidantes (de ferro e de cobre, etc.) aumentam a
exigéncia de vitamina E para proteger o sistema imunitario dos peixes (LALL, 2000). Em
juvenis do bagre africano (Clarias gariepinus), alimentados com dieta contendo lipideos
oxidados, foi necesséria a suplementacdo com vitamina E para manter os niveis de tocoferol
nos tecidos. Isso pode ser especialmente importante em paises onde rag¢fes instaveis podem
tornar-se oxidadas devido as condic6es climaticas (BAKER & DAVIS, 1997).

A vitamina E possui agdo acumulativa no organismo. Sua absorc¢do ocorre no intestino
e é facilitada em condicdes favoraveis a absorcdo de gorduras. Logo, niveis superiores as
necessidades metabdlicas geram o acumulo deste nutriente nos tecidos e podem produzir uma
condicdo toxica, hipervitaminose (NRC, 2011). Por outro lado, sinais de deficiéncia de
vitamina E como o escurecimento da pele, maior mortalidade, perda de peso associada a
atrofia muscular, hemorragia, atraso no crescimento, ineficiéncia alimentar, anemia e
elevacdo da peroxidacdo lipidica no figado, foram encontrados em varias espécies (CHEN et
al., 2004; ZHOU et al., 2013).

O uso da vitamina E na alimentacdo de peixes é bastante reconhecido e aplicado. A
melhora equilibrada no desempenho produtivo e na capacidade antioxidante, foi observada
por Li et al. (2014) para juvenis de carpa (Ctenopharyngodon idellus), com peso médio de
11,2 £ 0,03 g, alimentados com 100,36 mg de vitamina E/ kg da dieta. Além disso, estes
autores sugeriram que os beneficios de niveis mais altos da vitamina devem ser ponderados:
por um lado podem aumentar a capacidade antioxidante, por outro podem reduzir o
crescimento.

Navarro et al. (2012) também verificaram o beneficio deste antioxidante. De acordo
com estes autores, juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), pesando em média 1,40
+ 0,88 g, alimentados com 100 e 150 mg de vitamina E/ kg da dieta, apresentaram maior
relacdo PUFA:SFA e nivel de &cidos graxos poli-insaturados da série dmega-3 (&cido
linolénico) e 6mega-6 (acido linoleico), demonstrando que sua atividade preserva a estrutura
lipidica. Martins et al. (2008) mostraram que a inclusdo de 500mg/ kg de ragdo das vitaminas
C e E influenciou a resposta inflamatoria aguda de tilapias do Nilo com peso médio de 236,71
*+ 26,73 g, devido a maior migracdo de células de defesa (leucocitos e trombaocitos) para a
bexiga natatdria apos injecdo de carragenina e lipopolissacarideo - LPS.

Quando administradas em conjunto, as vitaminas C e E demonstram um efeito

sinergistico contra oxidacdo nas fases aquosas e lipidicas do tecido animal, respectivamente
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(HAMRE et al., 1997; MARTINS et al., 2008). Ao reagir com um radical livre peroxila de
um &cido graxo polinsaturado (PUFA) peroxidado, a vitamina E doa seu hidrogénio fendlico.
Assim, a reacdo em cadeia do radical livre é quebrada e o processo de peroxidacdo dos PUFA
em fosfolipidios nas membranas celulares e subcelulares é inibido. Entretanto, isso faz com
que a vitaina E seja convertida num radical tocoferil, inativo como antioxidante. Este radical é
reduzido pelo &cido ascérbico, formando um radical de vitamina C, enquanto a vitamina E é
regenerada (FANG et al., 2002; HAMRE et al., 1997).

As vantagens do uso da vitamina E aplicado a espécies nativas tambeém foram
avaliadas por muitos pesquisadores. Gongalves et al. (2010) mostraram que a suplementacao
das dietas com vitamina E ndo afetou as variaveis sanguineas de animais em equilibrio
fisiolégico. Entretanto, proporcionou melhoras no comprimento padrdo, ganho de peso e
conversdo alimentar aparente de juvenis de tambacu (peso médio inicial de 12,12 + 0,31 g),
resultando em um maior aproveitamento da dieta e melhor rendimento produtivo dos peixes.
Além disso, determinaram que a atividade da enzima glutationa peroxidase ndo estd
diretamente ligada a suplementacdo de vitamina E, mas sim a quantidade de selénio
disponivel na dieta.

Belo et al. (2005) sugeriram que a vitamina E pode contribuir para eficiéncia da
resposta inflamatoria de pacus (Piaractus mesopotamicus), com peso médio de 96,42 + 25,23
g, € parece agir sobre a resposta ao estresse dos peixes provocados por alta densidades de
estocagem, impedindo que ocorra a imunossupressao. Em juvenis (7,83 £ 0,04 g), Sado et al
(2013), determinaram niveis crescentes de vitamina E na dieta sobre o desempenho e
hematologia, demonstrando que esse micronutriente é essencial em dietas artificiais para o
crescimento e a manutencdo da eritropoiese nos valores normais para a espécie.

Garcia et al. (2007), em estudos com juvenis de pacu, testaram dietas com diferentes
niveis de vitamina C e E. Posteriormente, realizaram um desafio em diferentes temperaturas
com Aeromonas hydrophila e observaram que o0 acréscimo das vitaminas proporcionou uma
maior resisténcia dos peixes a bactéria e maior protecédo dos eritrocitos, sendo que a vitamina
E funcionou como antioxidante, evitando o dano as células por radicais livres. Com base nas
respostas hematoldgicas, recomendaram a suplementacdo de 250 mg de vitamina E/ kg da
dieta.

Em relagdo ao tambaqui, Marcon & Wilhelm Filho (1999) avaliaram niveis de
antioxidantes em diferentes tecidos do peixe em ambiente natural e verificaram a presenca de

a-tocoferol apenas no figado (7,8 £ 7 nmol/ g) e no plasma (4,3 £ 0,9 nmol/ mL), onde 0s
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antioxidantes e o contetdo de peroxidacdo lipidica no figado, sangue e plasma apresentaram
correlagdes, sendo sugerido que os antioxidantes em diferentes tecidos atuam em conjunto.
No entanto, apesar da quantidade de trabalhos relevantes publicados sobre as espécies
nativas, ainda sdo escassos estudos para determinacdo da exigéncia de vitaminas nas
diferentes fases do desenvolvimento. Além disso, as exigéncias de vitaminas sdo estimadas
sob suplementacdo que nem sempre atende a demanda dos peixes (BOSCOLO et al., 2011).
Portanto, para buscar melhorias no crescimento, saude e aperfeicoamento dos mecanismos de

defesa, fazem-se necessarios mais estudos para definir os requerimentos do tambaqui.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de dietas suplementadas com vitamina E (DL-a-tocoferol, 50% ativo)
sobre o desempenho produtivo, variaveis hematoldgicos, indices hematimétricos e parametros

fisiol6gicos em alevinos de tambaqui Colossoma macropomum.
3.2 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos da adicdo de diferentes niveis de vitamina E, acrescentados na dieta

de alevinos de tambaqui, sobre:

= Desempenho produtivo;
= Varidveis hematologicas e indices hematimétricos;

= Parametros fisioldgicos (glicose sanguinea e proteina plasmatica).
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Suplementacdo com vitamina E em dietas para alevinos de tambaqui
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Resumo — Um experimento de 90 dias foi conduzido para avaliar o efeito de diferentes niveis
de vitamina E sobre o desempenho produtivo, variaveis hematoldgicas, indices
hematimétricos e parametros fisioldgicos em alevinos de tambaqui (Colossoma
macropomum). As dietas foram suplementadas com 0, 250, 500, 700 e 1000 mg kg-! de
vitamina E (acetato de DL-a-tocoferol, 50% ativo). N&o ocorreu diferenca significativa no
desempenho produtivo dos peixes. Contudo, a inclusdo de 1000 mg kg™ de a-tocoferol
reduziu significativamente a quantidade de glicose, comparada aos tratamentos sem
suplementagdo e com 250 mg kg. As demais variaveis hematolégicas e os indices
hematimétricos ndo apresentaram diferencas (P>0,05) entre os tratamentos. Na contagem
diferencial de leucdcitos, o nimero de linfocitos, mondcitos e baséfilos ndo apresentaram
diferenca. Entretanto, os peixes alimentados com a dieta contendo 1000 mg kg™ apresentaram
uma menor propor¢do de neutrofilos (P<0,05) comparado aos demais tratamentos. A
guantidade de eosindfilos e células granulociticas especiais foi maior nos tratamentos com
700 mg kg™ e 250 mg kg™, respectivamente. Apesar da suplementacdo com vitamina E na
dieta ndo ter influenciado o desempenho produtivo dos alevinos de tambaqui, a dieta sem
suplementacdo promoveu aumento do numero de neutréfilos, demonstrando maior

susceptibilidade destes peixes aos processos inflamatdrios.

Termos para indexagdo: suplementacdo vitaminica, a-tocoferol, varidveis hematoldgicas,

nutricdo, piscicultura, Colossoma macropomum
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Vitamin E supplementation in diets for tambaqui fingerlings

Abstract — A experiment of 90 days was conducted to evaluate the effect of different vitamin
E levels on productive performance, hematological variables, hematometric index and
physiological parameters of tambaqui (Colossoma macropomum) fingerlings. The diets were
supplemented with 0, 250, 500, 700 and 1,000 mg kg™ of vitamin E (DL acetate-a-tocopherol,
50% active). There was no significant difference in fish productive performance. However,
the inclusion of 1,000 mg kg of a-tocopherol significantly reduced the glucose amount,
compared to treatments without supplementation and with 250 mg kg®. The others
hematological variables and the hematometric index did not differences (P>0.05) between
treatments. In the leukocyte differential account, the lymphocytes number, monocytes and
basophiles showed no difference. However, the fishes fed with diet containing 1,000 mg kg™
showed a lower neutrophils proportion (P<0.05) compared to other treatments. The
eosinophils number and special granulocytic cells was higher in the treatments with 700 mg
kg™ and 250 mg kg, respectively. Although the vitamin E supplementation in the diet did not
influence the productive performance of tambaqui fingerlings, the diet without
supplementation promoted increase in the neutrophils number, demonstrating greater

susceptibility of these fishes to inflammatory process.

Index terms: Vitamin supplementation, a-tocopherol, hematological variable, nutrition,

fishfarm, Colossoma macropomum

Introducéo

A vitamina E participa de varios processos bioquimicos e fisiolégicos nos peixes,

sendo responsavel pela primeira defesa do organismo. E reconhecida por sua acio
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antioxidante nos alimentos e in vivo, especificamente contra a lipoperoxidacdo em membranas
bioldgicas, bem como na transducéo de sinal (Blazer, 1992; Peng & Gatlin, 2009).

Vitamina E é um termo genérico utilizado para todas as moléculas que possuem
bioatividade do a-tocoferol (NRC, 2011), o antioxidante lipossolivel predominante nos
animais (Navarro et al., 2009). O uso na alimentacdo dos peixes esta relacionado a melhoras
no crescimento, taxa de eficiéncia proteica, sobrevivéncia, eficiéncia alimentar, (Sado et al.,
2013; Zhou et al., 2013) respostas imunes ndo especificas e acdo antioxidante em diversas
espécies (Galaz et al., 2010; Li et al., 2014). Contudo, a exigéncia em vitamina E pode variar
dependendo da fase do desenvolvimento do animal, das condi¢Ges experimentais e das
interacdes com os demais nutrientes da dieta (Hamre, 2011; Zhou et al., 2013).

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma espécie importante economicamente e
socialmente na América Latina, especialmente na regido amazonica. Na aquicultura brasileira
¢ a segunda espécie mais produzida. Seu excelente potencial produtivo deve-se ao seu elevado
valor de mercado, qualidade de sua carne e ao seu desempenho zootécnico, destacando-se
pela boa adaptacdo ao cativeiro, rusticidade no manejo, aceitacdo de dietas artificiais, rapido
crescimento e elevado sucesso de desovas obtidas pela reproducdo induzida (Guimardes &
Martins, 2015).

Apesar do potencial para a piscicultura, existem lacunas em informacgdes sobre as
exigéncias nutricionais da espécie, especialmente em estudos que avaliem as necessidades em
vitaminas e outros micronutrientes (Rodrigues, 2014; Guimardes & Martins, 2015). Além
disso, as exigéncias de vitaminas sdo estimadas sob suplementagdo que nem sempre atende a
demanda dos peixes (Boscolo et al., 2011). Portanto, com o presente trabalho objetiva-se
avaliar o efeito da suplementacdo de diferentes niveis de vitamina E sobre o desempenho
produtivo, variaveis hematoldgicas, indices hematimétricos e parametros fisiologicos em

alevinos de tambaqui.
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Material e Métodos

Local, delineamento e condig¢Ges experimentais

Os alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum) foram adquiridos na piscicultura
Da Torre, localizada no municipio de Uliandpolis — PA e, em seguida transportados para o
Laboratdrio de Piscicultura da Universidade Federal do Para, Campus de Braganca, onde 0
experimento foi conduzido no periodo de 18 de dezembro de 2015 a 17 de marco de 2016.

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos, um
sem suplementacdo e os demais com quatro diferentes niveis de suplementacao de vitamina E
(0, 250, 500, 700 e 1000 mg kg™ da dieta) e trés repetices, sendo o aquério de 300 L a
unidade experimental.

Foi realizada uma biometria inicial dos alevinos, na qual foi selecionado um total de
150 exemplares com média de 4,29 + 0,07 cm de comprimento padrao e peso médio de 2,94 +
0,14 g. Posteriormente, os peixes foram dispostos em aquarios (300 L), sistema de
recirculacdo com biofiltro e filtro mecénico, taxa de renovacdo diaria de 13%, temperatura
constante de 27 °C e densidade de estocagem dez peixes por aquario.

Durante o periodo experimental, os parametros de qualidade de agua se mantiveram
adequados, apresentando os seguintes valores: oxigénio dissolvido, 7,15 + 0,88 mg L™; pH,
7,16 + 0,45; temperatura, 27,13 + 0,45 °C; condutividade elétrica, 0,142 + 0,05 (us cm™);
amdnia, 0,00 + 0,00 (ppm) e nitrito, 0,19 + 0,25 mg L™ . Os niveis de aménia e nitrito foram
verificados a cada quinze dias por meio de Kits colorimetricos (Labtest). Os demais
pardmetros foram mensurados semanalmente por meio de uma sonda multiparametro (Horiba
U50). Os peixes permaneceram nessas condi¢des por um periodo de 90 dias, onde foram

alimentados com as dietas-teste.
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Preparacao das dietas

Cinco dietas isoproteicas e isocal6ricas, com 399,98 g kg™ de proteina bruta e 3209,80
kcal de ED/ kg de racéo, respectivamente, foram preparadas para posterior inclusdo de 0, 250,
500, 700 e 1000 mg kg™ de vitamina E (Tabela 1). A formulagéo e o preparo das dietas foram
realizados no laboratorio de piscicultura e a avaliagdo da composicdo quimica dos
ingredientes (proteina, lipidio, matéria seca e matéria mineral) foi realizada no Laboratério de

Tecnologia do Pescado, ambos da Universidade Federal do Para, Campus de Braganca.

Tabela 1. Valores da composi¢do percentual da dieta basal.

Ingredientes gkg’
Farelo de soja 640,00
Farinha de Peixe 150,00
Fubéa de milho 70,00
Farelo de trigo 66,00
Oleo de soja 39,50
Fosfato bicalcio 13,50
Premix vit./min.* 5,00
Lisina 10,80
DL metionina 5,00
BHT? 0,20
Total 1000,00
Nutrientes e Energia

Proteina Bruta (g kg™) 399,98
Energia digestivel (kcal kg™) 3209,80
Extrato etéreo (g kg™) 53,20
Fibra Bruta (g kg™) 45,30

Premix vitaminico e mineral isento de vitamina E: Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 24.000
Ul; Vit. D3, 6.000 UI; Vit. K3, 30 mg; Vit. B1, 40 mg; Vit. B2, 40 mg; Vit. B6, 35 mg; Vit. B12, 80mg; Ac.
félico, 12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg; Niacina; Ferro,200

mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg; ?Butil Hidroxi Tolueno.



26

Apos a formulagéo das dietas experimentais, os ingredientes foram finamente moidos
(0,05 mm), pesados em balanca analitica e homogeneizados. Em seguida, a quantidade de
vitamina E, na forma de acetato de DL-a-tocoferol, 50% ativo (Mapric, Sdo Paulo),
correspondente a cada dieta, foi pesada e misturada aos ingredientes. Posteriormente, ocorreu
uma nova homogeneizacao, desta vez com todos os ingredientes umedecidos em 50% de agua
a 50 °C. As dietas foram peletizadas em moedor elétrico, congeladas em freezer — 20°C por
24 h e posteriormente liofilizadas durante 26 h para garantir a secagem da racdo sem a
degradacdo da vitamina E. As racGes foram trituradas e peneiradas para a padronizacdo do
tamanho dos peletes de 1,0 a 2,0 mm, devidamente compativeis com a fase de
desenvolvimento da espécie. Depois de finalizado o processamento, as racGes foram

armazenadas sob refrigeracdo a uma temperatura de aproximadamente 10°C.

Manejo alimentar

O alimento foi fornecido trés vezes ao dia as 08, 12 e 16 h, num nivel préximo a
saciedade aparente (quantidade correspondente a 8% do peso vivo). Quinzenalmente foram
realizadas biometrias em todos os tratamentos para acompanhar o crescimento dos peixes e
ajustar o fornecimento da dieta. Diariamente foram registrados os dados de consumo e de
sobrevivéncia, assim como foi realizado o sifonamento dos tanques, uma hora apds a ultima

alimentacéo.

Avaliacao do desempenho produtivo

Ap0s o término do experimento, os alevinos passaram por um periodo de 24 horas de
jejum. Em seguida, os peixes foram contabilizados, pesados e medidos para se obter os
seguintes indices de desempenho produtivo:

= Taxa de sobrevivéncia: TS (%) = (nimero final de peixes/numero inicial de peixes) x 100;
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= Ganho de peso: GP (g) = peso final — peso inicial;

= Ganho de comprimento: GC (cm) = comprimento final — comprimento inicial,

= Taxa de crescimento especifico: TCE (% dia™) = (In peso final — In peso inicial/niimero de
dias de experimento) x 100

= Conversdo alimentar: CA = consumo de racdo/ ganho de peso

= Taxa de eficiéncia proteica: TEP = ganho de peso/ consumo de proteina

= Fator de condicdo: 100 x [peso final / (comprimento final)?]

Apds coleta de sangue, os animais foram individualmente eutanasiados por meio de
decaptacdo. Em seguida, os peixes foram eviscerados, sendo separados o figado, as visceras, a
gordura visceral e o baco, os quais foram pesados individualmente para a obtencdo dos
seguintes indices de rendimento:

= Rendimento de carcaca: RC (%) = (peso do peixe eviscerado sem cabeca/peso final do
peixe) x 100

= Indice hepatossomatico: IHS (%) = (peso do figado/peso final do peixe)x 100;

= Indice viscerossomatico: 1VS (%) = (peso das visceras/peso final do peixe)x 100;

= Indice gorduroviscerossomatico (IGVS) = (peso da gordura visceral/ peso final do peixe)x
100

= indice esplenossomético (IES) = (peso do bago/peso final do peixe)x 100

Avaliacbes hematologicas, hematimétricas e fisiologicas

Todos os peixes foram utilizados para coleta de amostra sanguinea, realizada por
puncdo dos vasos caudais com o auxilio de agulhas e seringas de 1 mL previamente
umedecidas com EDTA (10%). Cada amostra de sangue foi transferida para microtubos de 2

mL devidamente etiquetados.
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Com uma aliquota de 10pL de sangue foi determinada a glicemia (mg dL™) utilizando
0 medidor automatico (Acon® modelo On Call Plus). O hematocrito (%) foi determinado
pelo método do microhematocrito em centrifuga a 12000 rpm durante cinco minutos
(Quimis® modelo Q222H ). Com o plasma obtido apés centrifugacdo dos microcapilares, foi
determinado o valor de proteina plasmatica total (g dL™), por meio de um refratdmetro da
marca Quimis®. A taxa de hemoglobina total (g dL™) foi determinada em espectrofotdmetro
(Bioespectra® modelo SP22) com leitura em comprimento de onda de 540nm, utilizando o
reagente de Drabkin.

Com auxilio de microscopio de luz em aumento de 40X, realizou-se a contagem total
de eritrocitos em camara de Neubauer (nimero de eritrocitos/ uL de sangue). Posteriormente,
com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do nimero total de eritrécitos (Er) e do

hematocrito (Ht) foram calculados os indices hematimétricos absolutos:

= Volume corpuscular médio: VCM (fL) = Ht x 10/Er
* Hemoglobina Corpuscular Média: HCM (ng) = Hb x 10/Er

= Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média: CHCM (g/dL) = Hb x 100/Ht

Para a realizacdo da contagem diferencial relativa de leucdécitos, foram confeccionadas
extensdes sanguineas secas ao ar e coradas com May-Grinwald-Giemsa-Wrigth - MGGW
(tempo de coloracgdo: 1 min. puro e 7 min diluido com solucdo tampd&o). Foram diferenciados

100 leucocitos em cada extensdo sanguinea avaliada por peixe.

Analise estatistica

Para andlise estatistica, foi utilizado o programa STATISTICA 7.0. A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-wilk e a homocedasticidade pelo teste de Levene.

Apenas os dados referentes ao percentual de mondcitos e neutrofilos foram transformados



29

utilizando a funcdo Logl0. Posteriormente, os resultados foram submetidos a uma analise de

variancia (ANOVA - oneway, o = 0,05), seguido pelo o teste de Tukey.

Resultados

Nao houve efeito significativo dos niveis crescentes de a-tocoferol sobre as variaveis
de desempenho produtivo dos alevinos de tambaqui. (Tabela 2). Da mesma forma, nao foi
observada diferenca (P>0,05) entre os tratamentos em relacdo aos indices de rendimento

(Tabela 3).

Tabela 2. Média (x DP) das variaveis de desempenho produtivo dos alevinos de tambaqui

(Colossoma macropomum) alimentados com diferentes niveis de vitamina E.

Niveis de Vitamina E na dieta (mg kg™)

0 250 500 700 1000 CV(%) P

S (%) 100 100 100 100 100 - -

GC (cm) 753014  7,33:0,97  7,49+113  7,12+¢116  7,44+0,13 9,92  0,9742
PF (g) 64,86+2,22 63,57+18,07 69,43+20,04 60,98+19,23 64,05+154 19,94 0,9685
GP (g) 61,82+2,15 60,8318,11 66,35:19,65 58,14+1923 61,02¢1,81 20,75 0,9713
TCE (% dial)  340:08  347:0,33  343+023  3,37+0,34  340%0,16 623  0,9902
CR (g dia?) 1,23+006  121#025  126#0,32  113#0,16  1,24+0,05 14,20 0,9396
CA 1,61#006  1,64#0,16  156%0,17  164%0,30  1,64+0,09 9,34  0,9739
TEP 1564006  153#0,15  1,61#0,18  1,56+0,31 1,520,009 9,98  0,9786
FC 393:0,15  4,08+0,12  4,08:0,04  4,02+0,19  3,92¢0,18 3,59  0,5034

S: sobrevivéncia; GC: ganho de crescimento; PF: peso final; GP: ganho de peso; TCE: taxa de crescimento

especifico; CR: consumo médio de racdo diario; CA: conversdo alimentar; TEP: taxa de eficiéncia proteica.



30

Tabela 3. Média (£ DP) dos indices de rendimento dos alevinos de tambaqui (Colossoma

macropomum) alimentados com diferentes niveis de vitamina E na dieta.

Niveis de Vitamina E na dieta (mg kg™)

(%) 0 250 500 700 1000 CV (%) P

RC 66,46:164 6587+119 67,11+2,52 6505+1,07 66,40£065 226 05858
IHS 1,64:007 143+030 145+037 126+003 126001 1649 02564
IVS 7,68£0,10  7,41:0,34  7,32+0,69 6,98+0,35 7,43+024 557  0,3627
IGVS 1,0740,26  1,08+0,22  0,96:0,12 0,89+0,13  0,78#0,24 21,71 0,3805
IES 0,04+0,01  0,04:0,01  0,07+0,05 0,05:0,05 0,08£005 67,28 0,6960

RC: Rendimento de carcaga; IHS: indice hepatossomdtico; IVS: indice viscerossomatico; IGVS: indice

gorduroviscerossomatico; IES: indice esplenossomatico.

Os constituintes hematoldgicos estdo apresentados na Tabela 4. Houve efeito
significativo dos niveis de vitamina E na dieta sobre a glicemia dos alevinos de tambaqui. Os
peixes do tratamento contendo 1000 mg kg’ de o-tocoferol apresentaram uma redugéo
significativa na quantidade de glicose em comparacdo aos peixes alimentados com a dieta
controle e com 250 mg kg™*; porém ndo diferiram (P>0,05) dos peixes alimentados com 500 e
700 mg kg' de o-tocoferol. O hematdcrito, a proteina total, 0 nimero de eritrécitos, o
volume corpuscular médio, a hemoglobina corpuscular média e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média dos alevinos de tambaqui ndo foram influenciados (P>0,05)

pelos niveis de vitamina E na dieta (Tabela 4).
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Tabela 4. Média (xDP) das varidveis hematologicas e indices hematimétricos de alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados

com diferentes niveis dietéticos de vitamina E®.

Niveis de Vitamina E na dieta (mg kg™)

0 250 500 700 1000
Gli (mg dL-) 117,3£9,959a  126,77+18,94a 116, 67+19,64ab 92,37+#8,11ab  80,4+1,85b
Ht (%) 30,43+1,06 31,40+1,16 30,02+1,46 30,19+4,02 27,24+0,84
Pt (g dL™) 5,30+0,34 5,09+0,26 5,04+0,28 5,15+0,20 5,07+0,26
Hb (g dL™) 7,39+0,66 7,39+0,54 6,40+0,36 6,98+0,62 7,45+0,81
Er (10°uL) 1,730,15 1,80+0,22 1,49+0,13 1,48+0,05 1,7040,22
VCM (fL) 180,62+20,48  174,53+17,03  194,38+16,61  206,86+36,15  177,32+17,84
HCM (g dL™) 44,05£3,72 40,99+3,67 41,57+3,77 46,16+5,42 44,06+6,80
CHCM (g dL*%) 24,55+1,47 23,64+0,81 21,47+1,43 23,61+2,16 25,80+2,77

CV (%)

12,66
6,88
5,03
8,65
10,08
11,86
11,16

6,86

P
0,0009
0,3877
0,7855

0,256
0,1301
0,4682

0,694

0,144

@ Médias acompanhadas por letras iguais, nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Gli: glicose, Ht: hematocrito, Pt: proteina plasmatica total, Hb:

hemoglobina, Er: eritrécitos, VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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Na contagem diferencial de leucdcitos, seis diferentes tipos de células foram
encontrados nas laminas hematologicas dos alevinos de tambaqui. Os linfécitos foram mais
predominantes em todos os tratamentos. Contudo, os diferentes niveis de a-tocoferol na dieta
ndo afetaram a quantidade deste leucdcito (P>0,05) (Tabela 5). Do mesmo modo, ndo ocorreu
diferenca (P>0,05) no numero de mondcitos e basofilos, sendo que deste Gltimo foram
contabilizadas apenas duas células no tratamento contendo 700 mg kg™ de a-tocoferol. J& o
namero eosinofilos, neutrofilos e células granulociticas especiais diferenciaram
significativamente nos alevinos alimentados com diferentes niveis de vitamina E na dieta

(Tabela 5).

Tabela 5. Média (xDP) do percentual do ndmero de leucécitos presentes nas laminas

hematoldgicas de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) .

Niveis de Vitamina E na dieta (mg kg™)

(%) 0 250 500 700 1000 CV (%) P

Lin  72,47+284  75,07+10,24 71,87+7,68 79,13+4,32 84,60+4,20 9,57 0,1670
Mon  14,33%£3,97 13,40+3,62 17,13+8,90 12,33+0,92 11,33+3,82 34,12 0,7074
Eos 1,40+0,53ab 0,87+0,6lab  0,47+#0,12b 1,67+0,23a  0,40+0,00b 63,58  0,0210
Neu 11,40+191a 10,13#6,11a 10,27+1,40a 6,27+4,50a 3,53+0,31b 5156 0,0354
Bas 0 0 0 0,13+0,23 0 387,30 0,4520

CGE 0,33%0,12ab  0,53%#0,12a  0,07+0,12b  0,33%0,31ab 0,07+0,12b 88,14  0,0322

W Médias acompanhadas por letras iguais, nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Lin: linfécitos; Mon: mondcitos; Eos: eosinofilos; Neu: Neutrofilos; Bas: baséfilos; CGE: Células granulociticas
especiais.

A guantidade de eosinofilos foi significativamente maior nos peixes alimentados com
a dieta suplementada com 700 mg kg™ de o-tocoferol, diferindo apenas dos tratamentos com
500 e 1000 mg kg™ de vitamina E (Tabela 5). Em relacdo aos neutrofilos, os peixes

alimentados com a dieta contendo 1000 mg kg™ apresentaram uma menor proporcdo deste
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leucdcito (P<0,05) comparado aos demais tratamentos. Foi observado maior quantidade de
células granulociticas especiais (P<0,05) no tratamento contendo 250 mg kg™ de vitamina E,

diferindo apenas dos tratamentos com 500 e 1000 mg kg™ de a-tocoferol (Tabela 5).

Discusséo

A deficiéncia em vitamina E é associada ao atraso no crescimento, ineficiéncia
alimentar, perda de peso, maior mortalidade e anemia em diversas espécies de peixes (Chen et
al., 2004; Zhou et al., 2013). No entanto, no presente estudo, ndo foi detectado nenhum destes
sinais clinicos de deficiéncia em vitamina E nos alevinos de tambaqui.

Em Oreochromis niloticus, a vitamina E também ndo influenciou o desempenho
produtivo de pdés-larvas (Navarro et al., 2010). Contudo, o desempenho dos juvenis de
Rachycentron canadum alimentados com diferentes niveis de a-tocoferol foi superior quando
comparado aos peixes do tratamento sem suplementacdo (Zhou et al., 2013).

Diferentes niveis dietéticos de a-tocoferol ndo influenciaram o consumo de racdo e a
conversao alimentar de juvenis de P. mesopotamicus (Sado et al., 2013), corroborando com o
presente estudo. Entretanto, em juvenis de O. fasciatus e R. canadum a inclusdo de o-
tocoferol melhorou significativamente a conversdo alimentar e a taxa de eficiéncia proteica
(Galaz et al., 2010; Zhou et al., 2013). Portanto, a vitamina E parece melhorar a eficiéncia
alimentar e, consequentemente, promover um melhor crescimento em algumas especies.

Todavia, o efeito da vitamina E sobre o crescimento dos peixes ainda é controverso
(Sado et al., 2013). Como ocorrem interagdes com outros nutrientes da dieta, € normal que
ocorram variacdes de forma interespecifica e dependendo das condi¢bes experimentais e da
fase do desenvolvimento. Além disso, também ocorre variagdo dos niveis de a-tocoferol nos
tecidos das diferentes espécies de peixes (Hamre, 2011; Zhou et al., 2013).

Estudos com diferentes espécies de peixes mostraram uma redugdo no crescimento,

ganho de peso e aumento da mortalidade dos animais quando as dietas continham 6leos
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oxidados e baixos niveis de vitamina E (Hamre, 2011). Normalmente, quanto menor o nivel
de lipideos, menor a necessidade em utilizar a vitamina E para resistir ao estresse oxidativo e
proteger o sistema imunologico dos peixes (Huang & Huang, 2004). No presente trabalho as
dietas isocaléricas continham 53,20 g kg™ de lipidio, quantidade adequada para espécies
onivoras como o tambaqui. Desta forma, como a exigéncia de lipideo para a espécie é
relativamente baixa em relacdo a de um peixe carnivoro, isso provavelmente resultou em uma
baixa exigéncia em vitamina E, apresentando a dieta sem suplementacdo, apenas em seus
ingredientes, quantidade satisfatdria deste nutriente para suprir a exigéncia do animal.

Deste modo, o nivel e a qualidade dos lipideos, outros antioxidantes ou enzimas
antioxidantes presentes no organismo ou na alimentacdo sdo fatores que podem afetar a
exigéncia de vitamina E (Huang & Huang, 2004). Além disso, a quantidade requerida varia
amplamente, até mesmo de forma intraespecifica, pois outros fatores como as caracteristicas
anatomofisioldgicas do sistema gastrointestinal, disponibilidade da vitamina na dieta e o
estado fisioldgico do animal, também podem afetar na capacidade de absorcdo, transporte e o
metabolismo da vitamina (Navarro et al., 2009; NRC, 2011).

Sobre os indices de rendimento, assim como foi demonstrado no presente estudo,
diferentes niveis de vitamina E ndo tiveram efeito significativo sobre o indice
hepatossomatico e sobre o fator de condi¢do em juvenis de R. canadum (Zhou et al., 2013). Da
mesma forma a vitamina E néo influenciou o indice viscerossomatico em juvenis de C. idellus
(Li et al., 2014). De acordo com Sheare (1994), considerando um estado de nutricdo
adequado, o tamanho relativo dos tecidos e 6rgdos dos peixes depende do tamanho e do ciclo
de vida da espécie.

Quanto aos parametros hematologicos, em juvenis do hibrido tambacu (Colossoma
macropomum @ x Piaractus mesopotamicus &) ndo foram observadas diferencas

significativas para o hematocrito, proteina total, nimero de eritrocitos, volume corpuscular
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médio, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
entre os tratamentos (Goncalves et al., 2010). No presente trabalho, o tamanho dos peixes
utilizados e as condicdes experimentais mantidas, juntamente com os ingredientes da dieta
sem suplementacdo com vitamina E, proporcionaram um desempenho produtivo e higidez
favoraveis aos alevinos de tambaqui, ndo afetando a maioria das variaveis avaliadas, como foi
observado por Gongalves et al. (2010).

As concentracdes de glicose podem variar bastante dependendo do estado fisiologico
do animal e dos procedimentos experimentais. Deste modo, esse parametro funciona como
indicador da resposta ao estresse (Miar et al., 2013; Sado et al., 2013). Semelhante a presente
pesquisa, a administragdo de vitaminas antioxidantes como o a- tocoferol foi capaz de reduzir
os valores de glicose no sangue de O. mykiss (Ortufio et al., 2003). De acordo com esses
autores, a vitamina E estd envolvida nas células do eixo hipotalamo-simpético-cromafim.
Além disso, também pode interferir nas respostas terciarias como a imunossupressao, onde
protegeria as func@es dos leucocitos (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

No leucograma dos alevinos de tambaqui do presente trabalho, os linfocitos foram as
células predominantes, como observado por Tavares-Dias & Moraes (2004). Ja os eosindfilos,
células granulociticas especiais e basofilos foram encontrados em menor proporcao.
Normalmente, a presenca desses leucécitos ndo ocorre com frequéncia no sangue dos peixes
(Tavares-Dias & Mataqueiro, 2004; Tavares-Dias & Moraes, 2004). O baixo percentual
dessas células ocasionou uma alta dispersao dos dados em relacdo a média. Todavia, valores
elevados no coeficiente de variacdo em variaveis hematoldgicas sdo considerados normais em
peixes (Tavares-Dias & Mataqueiro, 2004). O maior percentual de células granulociticas
especiais também foi observado em juvenis de P. mesopotamicus alimentados com 250 mg

kg™ de vitamina E (Garcia et al., 2007).
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A maioria dos leucaocitos, especialmente os linfocitos sdo responsaveis pela producao
de anticorpos ou de imunoglobulina nos peixes. A membrana dessas células tornam-se mais
insaturadas durante a estimulacdo imune (Blazer & Wolke ,1984; Amlashi et al., 2011). Deste
modo, um dos diferentes sinais de deficiéncia em vitamina E nos peixes € a diminui¢do do
numero de linfdcitos e atividade imunoldgica devido a fragilidade da membrana e lise celular
e/ou a migracao desse leucdcito para o tecido muscular degenerado (Sado et al., 2013). No
entanto, no presente trabalho, os peixes alimentados com a dieta controle ndo apresentaram
essa caracteristica.

Em juvenis de Arapaima gigas, ndo houve diferenca no nimero de mondcitos
(Menezes et al., 2006), resultado similar ao presente trabalho. Contudo, ap6s o desafio com
altas densidades de estocagem, juvenis de P. mesopotamicus, alimentados com 450 mg kg™
de vitamina E apresentaram melhor eficiéncia da resposta inflamatoria em comparagdo aos
peixes do tratamento controle (Belo et al., 2005). De acordo com esses autores, o a-tocoferol
pode ter estimulado a imunidade desses peixes devido o aumento da atividade cinética de
recrutamento de macréfagos e formacao de células gigantes nas reacdes de corpo estranho.

Em relacdo aos neutrofilos, assim como no presente trabalho, foi observada uma
grande proporcdo em juvenis de Notemigonus crysoleucas alimentados com a dieta sem
suplementacdo vitaminica. 1sso pode estar relacionado a redugdo da capacidade antioxidante
devido a deficiéncia em a-tocoferol e, consequentemente, maior susceptibilidade a inflamacao
(Chen et al., 2004). Normalmente, respostas inflamatorias sdo associadas ao acumulo de
neutrofilos no local lesionado, processo conhecido por neutrofilia (Secombes, 1996).

Muitas vezes, os beneficios do a-tocoferol nas varidveis hematoldgicas, respostas
imunes, ou no desempenho produtivo sdo observados apos algum tipo de desafio fisioldgico
(manejo, mudancas na temperatura, hipoxia, altas densidades de estocagem ou agentes

patogénicos) (Ortufio et al., 2003; Belo et al., 2005; Garcia et al., 2007; Galaz et al., 2010).
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Como os peixes do presente trabalho ndo foram submetidos a nenhum desafio e as condi¢bes
experimentais estavam favoraveis a espécie, ndo houve mudancas entre os tratamentos com
diferentes niveis de vitamina E na maioria das varidveis estudadas. De acordo com Blazer &
Wolke, (1984), é possivel que os peixes possuam deficiéncia em vitamina E sem demostrar
sinais evidentes e que continuem a crescer aparentemente saudaveis. Contudo, esses animais
podem estar com a resisténcia imunologica natural comprometida.

Adicionalmente, o tipo de dieta utilizada nos experimentos também pode ter
influenciado as respostas do a-tocoferol no organismo. Diversos trabalhos que utilizaram
dietas purificadas ou semi-purificadas, observaram o efeito significativo da vitamina E em
diferentes espécies de peixes nas varidveis de desempenho produtivo e acdo antioxidante
(Peng & Gatlin, 2009; Galaz et al., 2010; Li et al., 2014). Nestes trabalhos, os autores
recomendam quantidades que variaram entre 25 e 200 mg kg ** de vitamina E na dieta, sendo
o minimo exigido para os peixes, em geral, de 30 mg kg * (NRC, 2011).

No presente estudo foram utilizadas dietas convencionais, ou seja, nao purificadas, as
quais foram suplementadas com vitamina E. Deste modo, é possivel que os niveis de vitamina
E fornecidos somente com os ingredientes da dieta foram suficientes para atender a exigéncia
dos alevinos de tambaqui do tratamento controle, ndo influenciando a maioria das variaveis
avaliadas. Portanto, varios fatores estdo envolvidos na expressdo dos sinais de deficiéncia

dessa vitamina, poupando ou aumentando a necessidade do seu uso (Miar et al., 2013).

Conclusdes
1. Efeitos da suplementacdo com vitamina E em espécies nativas com potencial para
piscicultura nas diferentes fases do desenvolvimento devem ser mais explorados.
2. Melhoras significativas em alguma variavel de desempenho produtivo proporcionadas

pela suplementacdo com vitamina E sdo utilizadas para determinar a dose mais adequada.
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Contudo, nas condicBes experimentais apresentadas, a maioria das variaveis ndo foi
afetada pelos diferentes niveis de vitamina E na dieta.

3. A utilizagdo de 1000 mg kg * de a-tocoferol reduziu o nivel de glicose, podendo
melhorar a resisténcia dos peixes em condicdes de estresse, enquanto os alevinos de
tambaqui alimentados com dieta sem suplementacdo apresentaram aumento do nimero de
neutrofilos, demonstrando estarem mais suscetiveis aos processos inflamatorios.

4. Deste modo, o uso de vitamina E na alimentacdo de alevinos de tambaqui ndo deve ser
descartado. Porém, sdo necessarias mais pesquisas que avaliem a exigéncia do a-tocoferol

apos desafios fisioldgicos para elucidar os efeitos relacionados as respostas imunolégicas.
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numeradas.
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No passo 3 da submissdo (Inclusdo de metadados), em “resumo da biografia” de cada autor,
informar o link do sistema de curriculos lattes (ex.: http://lattes.cnpg.br/0577680271652459).
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trabalho nos respectivos campos do sistema.

No passo 4 da submissdo (Transferéncia de documentos suplementares), carregar, no sistema
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Termos para indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract, Index
terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexagdo, Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables,
figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Resumen,
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- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracdes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o contelido e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposi¢des e as conjuncoes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.
- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou “influéncia”.

- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binério.

- Né&o deve conter subtitulo, abreviacdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperagdo do artigo por indices desenvolvidos por
bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maitscula, por extenso, separados por virgula;
0s dois Ultimos sdo separados pela conjungdo “e”, “y” ou “and”, no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico,
em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do autor.

Endereco dos autores

- S&o apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e 0 endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituigéo.
- Os enderecos eletrdnicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.
Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no m&ximo, 200 palavras, incluindo nameros, preposi¢des, conjungdes e
artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, 0 material e 0os métodos, 0s
resultados e a conclusao.
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- Né&o deve conter citacdes bibliograficas nem abreviaturas.
- O final do texto deve conter a principal concluséo, com o verbo no presente do indicativo.
Termos para indexacao

- A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minUscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

- N&o devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural
Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introducéo

- A palavra Introducgdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a letra
inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre 0 assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

- A expressdao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronologica.

- Deve apresentar a descri¢do do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar 0s
tratamentos, 0 nimero de repeti¢des e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descri¢do detalhada dos tratamentos e variaveis.
- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e 0s métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢des de técnicas de uso corrente.

- Deve conter informacéo sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.
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- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sdo citadas seqtiencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relacéo
aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.
- Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos.

- N&o deve conter afirmacfes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no proprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracdo do texto
em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

- Né&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.
- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.
Conclusodes

- O termo ConclusGes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentérios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.
- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou institui¢des).
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- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minudsculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periodicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacfes descritas
a sequir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeragéo.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periodicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacao de citacéo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagédo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)
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SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia Florestal,
2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacio de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja.Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO,
N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.).O agronegocio da
mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algod&o; Brasilia: Embrapa Informacéo
Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecuéaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 116p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Sistemas de producéo, 6).
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- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagido dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecuéria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacOes

- Néo sdo aceitas citacbes de resumos, comunicacdo pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitagdo deve ser
evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as
adaptacOes descritas a seguir.

- Redacéo das citacdes dentro de parénteses

- Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula, seguido de
virgula e ano de publicacéo.

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maidscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacéo.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira
letra maidscula, seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacéo.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronolégica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacéo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido
da expressao “citado por” e da citagcdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacédo de citacao, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso
de citacdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

- Redacéo das citacOes fora de parénteses

- CitagBes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagdes anteriores,
com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da
fonte Times New Roman.



51

- Ndo devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arébico, e apresentadas
em folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sao: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.

- No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o conteldo de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo
Ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numeéricos devem ser alinhados pelo tltimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé
explicativa.

- Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras mindsculas ou maiusculas, com a indicacdo em nota-de-rodapé
do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-los
ainda na base da tabela, para separar o conteudo dos elementos complementares. Fios
horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios
verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; nao
fazer espacamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informagdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. S&o indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre
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parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna
indicadora. S&o apresentadas de forma continua, sem mudanga de linha, separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativoa 5 e 1%
de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- S&o consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o
texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacao dos
fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencgfes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo.

- Nos gréficos, as designacdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maiusculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigatério, como também é obrigatério o crédito
para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua elaboracdo. - As
unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informacgdes que
comprometa o entendimento do gréafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducdo gréfica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edi¢éo
em possiveis correcoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.
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- No caso de gréafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicacdes, cuja publicacdo imediata € justificada, por se
tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo
cientifico completo.

Apresentacdo de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as
chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacdo, titulo em inglés,
Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introducdo, material e métodos,
resultados e discussdo, e conclusdo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico, exceto
nos seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustracdes (tabelas e figuras).

Outras informac6es

- Néo ha cobranca de taxa de publicacéo.

- Os manuscritos aprovados para publicagdo sdo revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacfes nos artigos e
de decidir sobre a sua publicacao.

- Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231, via e-mail:
sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacéo Tecnologica Pesquisa Agropecudria Brasileira— PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF.



