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RESUMO

Com este trabalho objetivou-se avaliar a suplementacéo de fosfolipideo e
vitamina C, bem como a interacdo destes dois nutrientes sobre o crescimento,
sobrevivéncia, composicdo da carcaca e resisténcia ao estresse térmico em pos-
larvas de piracanjuba Brycon orbignyanus. Para isso, foram utilizados 12
aquarios, nos quais foram alojados 120 p6s-larvas com peso inicial de 0,07g. Foi
utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, arranjado em
esquema fatorial 2x2, com quatro tratamentos e trés repeti¢des. Os tratamentos,
foram compostos por dietas isoenergéticas (3582 Kcal de energia digestivel kg?)
e isoprotéicas (32% de proteina digestivel kg?), variando quanto aos niveis de
suplementacdo de fosfolipideos (FL) e vitamina C (VC) sendo a Dieta 1 (0g kg
de FL; Og kg™ de VC), Dieta 2 (0g kg de FL; 2g kg™ de VC), Dieta 3 (20g kg
de FL; Og kg de VC) e Dieta 4 (20g kg™ de FL; 2g kg de VC). As pds-larvas
foram alimentadas quatro vezes ao dia, durante 34 dias. No inicio e final do
experimento obteve-se 0 comprimento padrdo e o peso. Foram calculados 0s
pardmetros de desempenho: consumo de racdo, ganho de peso, converséo
alimentar, taxa de crescimento especifico e taxa de sobrevivéncia. No final do
experimento, foi realizado o teste de resisténcia ao estresse térmico, no qual as
poés-larvas foram submetidas a baixa temperatura (14°C) e observado o
comportamento de sua movimentagdo. Realizou-se também a analise quimica das
carcagas dos animais restantes de cada tratamento. N&o foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos, para as variaveis
comprimento padrdo, consumo de ragdo, conversdo alimentar e sobrevivéncia.
Para as varidveis ganho de peso e taxa de crescimento especifico, houve efeito
significativo (P<0,05) da interagdo, sendo observados melhores valores para as
larvas que receberam a dieta 1. Para o teste de estresse térmico, 0s animais que
receberam a dieta 3 apresentaram-se mais resistentes. Em relagdo a composigéo
quimica das carcacas, foram observados valores significativamente (P<0,05)
maiores de acidos graxos poliinsaturados nos animais que receberam a dieta 3.
Para os teores de proteina e extrato etéreo, houve efeito significativo (P<0,05) de
tratamento, sendo maiores nos peixes que ndo receberam suplementacdo. Efeito
significativo (P<0,05) da interagdo, foi observado sobre o contelido de calcio,
sendo maiores nos animais que receberam a dieta 3 e menores nos animais que
receberam a dieta 4. Nao houve diferenca significativa (P>0,05) para os teores de
fosforo nas carcacas. Em conclusdo, com base nos dados de desempenho,
composicdo corporal e resisténcia ao estresse térmico de poés-larvas de
piracanjuba, preconiza-se a dieta 3 suplementada com 0,0 g kg de vitamina C
(0,350 g kg* de vitamina C) e 20,0 g kg™ de fosfolipideo.

Palavras-chave: Lecitina de soja. Acido ascorbico. Larvicultura. Peixe nativo.



ABSTRACT

This work aimed at evaluating the supplementation of phospholipids and
vitamin C, as well as the interaction of these two nutrients, over growth, survival,
carcass composition and resistance to thermal stress in post-larvae piracanjuba
Brycon orbignyanus. For this, we used 12 tanks, in which were housed 120 post-
larvae piracanjuba with initial weight of 0.07g. We used an entirely randomized
design arranged in a 2x2 factorial scheme, with four treatments and three
replicates. The treatments were comprised of isoenergetics (3582 kcal digestible
energy kg?) and isoproteics (32% protein digestible kg?) diets, with varying
levels of phospholipid (FL) and vitamin C (VC) supplementation. Diet 1 consisted
of 0g kg™ FL; 0g kg* VC, Diet 2, of 0 g kg FL, 2 g kg™ VC, Diet 3, of 20g™* Kg
FL; 0g kg VC and Diet 4, of 20 g kg FL, 2 g kg™ VC. The post-larvae were fed
four times a day, during period of 34 days. At the beginning and end of the
experiment, we determined standard length and weight. In addition, we calculated
the performance parameters of feed intake, weight gain, feed conversion, specific
growth rate and survival rate. At the end of the experiment, we performed a heat
stress resistance test, in which the post-larvae were subjected to low temperature
(14 °C), observing their drive. We also performed chemical analysis of the
carcasses of the animals in each treatment. There was no significant difference
(P>0.05) between treatments for the variables of standard length, feed intake, feed
conversion and survival. For weight gain and specific growth rate, we observed
significant interaction (P<0.05), with the best values observed for larvae fed diet
1. For the thermal stress test, the animals that received diet 3 became more
resistant. Regarding carcass chemical composition, we observed significantly
higher (P<0.05) values of polyunsaturated fatty acids in the animals fed the diet
3. For protein and ether extract, there was a significant effect (P<0.05), appearing
higher in fish that did not receive supplementation. There was also significant
effect (P<0.05) over calcium content with higher values found in animals that
received diet 3, and lower values in the animals fed diet 4. There was no
significant difference (P>0.05) for phosphorus content in the carcasses. In
conclusion, based on the performance data, body composition and resistance to
thermal stress of post-larvae piracanjuba, we recommended diet 3 supplemented
with 0.0 g kg? of vitamin C (0.350 g kg of vitamin C) and 20.0 g kg* of
phospholipid.

Keywords: Soybean lecithin. Ascorbic acid. Larviculture. Native fish.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos paises de maior potencial para a
expansdo da aquicultura, principalmente neste momento em que é crescente a
demanda mundial por alimentos de origem aquatica, ndo apenas em funcéo da
expansdo populacional, mas também em busca de alimentos mais saudaveis. No
entanto, o atendimento a crescente demanda, depende de soluces eficazes para
0s problemas ainda existentes nos processos de criacao.

Inevitavelmente, em todas as fases do processo de producdo intensivo,
ocorrem procedimentos considerados adversos aos peixes. As praticas comuns da
piscicultura, tais como, captura, transporte, confinamento, entre outros, geram
estresse nos animais, aumentando & incidéncia de doencas e mortalidade. O
periodo larval apresenta-se como uma fase critica dentro de um sistema de
producdo, uma vez que, 0s animais, nessa fase, sdo mais sensiveis.

Durante a fase larval, os peixes apresentam sistema imunolégico e
digestorio imaturo em comparacdo a fase adulta, no entanto, possui rapido
crescimento, necessitando de bom suporte nutricional. Observa-se, nessa fase,
uma alta taxa de mortalidade, que pode ser decorrente da alta densidade
populacional, baixa renovacdo da &gua, canibalismo, alta oscilagdo na temperatura
da &gua e a alta contagem de pat6genos na agua. A manutengdo dessas variaveis
dentro de uma faixa aceitavel para a espécie se torna dificil quando se trabalha a
campo, principalmente com espécies que ndo tém seus limites bem estabelecidos.

Esses fatores dificultam a adaptacdo dos peixes durante a larvicultura,
atuando como agentes estressores. Assim, um aspecto importante é o
fornecimento de alimentos capazes de sustentar o crescimento e de atenuar 0s
efeitos desses agentes estressores em peixes quando mantidos em sistema

intensivo de criacdo. Portanto, a formulacdo de uma dieta apropriada para supriras



12

deficiéncias nutricionais e metabdlicas torna-se essencial para 0 sucesso da
producéo.

A vitamina C, tem sido bastante utilizada na formulacéo de dieta para
peixes, por atuar em muitas fungdes fisioldgicas e metabdlicas do animal, sendo
imprescindivel para o crescimento dos peixes, uma vez que, sdo incapazes de
sintetiza-la. A suplementacdo de vitamina C pode prevenir problemas de
deformidades, melhorar o ganho de peso, além de prevenir contra o estresse e
auxiliar na resisténcia contra bactérias patogénicas. Em geral, atua como suporte
para o desenvolvimento e o sistema imune, refletindo em uma melhor
sobrevivéncia das pos-larvas.

Os fosfolipidios, também apresentam grande importancia para os peixes,
principalmente na fase inicial de desenvolvimento, onde as pds-larvas possuem
rapido crescimento e o seu perfil enziméatico, por ser ainda rudimentar, nao
consegue sintetizar as quantidades necessarias de fosfolipidios para proporcionar
uma melhor taxa de desenvolvimento. A inclusdo de fosfolipideo na dieta tem
demonstrado efeitos positivos sobre a sobrevivéncia, o crescimento, a resisténcia
ao estresse, assim como a diminui¢do da incidéncia de ma formacéo em pos-
larvas.

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) é uma espécie com grande potencial
para a piscicultura, por possuir caracteristicas zootécnicas desejaveis, tais como:
rpido crescimento, habito alimentar onivoro, boa aceitagdo de alimentos
artificiais e elevado valor de sua carne. Entretanto, durante a sua fase larval
apresenta um comportamento agressivo, sendo observada a ocorréncia de
canibalismo e baixos indices de sobrevivéncia. Além disso, é uma espécie sensivel
ao manejo diario e ao cultivo intensivo, 0 que ocasiona estresse para as larvas

durante o processo de criagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

e Com este trabalho, objetivou-se avaliar a suplementagdo de fosfolipideo
e vitamina C, bem como a interacdo desses dois nutrientes sobre o
crescimento, sobrevivéncia, composicdo da carcaca e resisténcia ao

estresse térmico em pos-larvas de piracanjuba Brycon orbignyanus.

2.2 Obijetivo especifico

e Observar o efeito da vitamina C e do fosfolipideo no ganho de peso, na
taxa de crescimento especifico, no consumo de ragdo, na conversdo
alimentar e na taxa de sobrevivéncia.

e Observar o efeito da vitamina C e do fosfolipideo sobre a resisténcia das
pos-larvas submetidas ao estresse em baixa temperatura (14°C).

e Observar o efeito da vitamina C e do fosfolipideo sobre a composicao
corporal de 4cidos graxos, proteina bruta, extrato etéreo, calcio e fosforo

das pds-larvas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Piracanjuba (Brycon orbignyanus)

A espécie Brycon orbignyanus (Valenciennes, 1849), conhecida
popularmente como piracanjuba, na regido Sudeste do Brasil, é da ordem
Characiforme, familia Characidae e subfamilia Bryconinae. E uma espécie
onivora, alimentando-se preferencialmente de insetos e vegetais, principalmente
frutos e sementes (HOWES, 1982). Prefere ambientes I6ticos de aguas claras,
sendo encontrada nos locais em que as arvores se deitam sobre o rio, onde obtém
os frutos que lhes servem de alimento. E uma espécie nativa das bacias formadas
pelos rios Uruguai e Parana, amplamente distribuida na América do Sul, mas
encontrada principalmente nos Rios Grande e Parand (CASTAGNOLLI, 1992;
CAVALCANTI, 1998; GERY; MAHNERT; LOUHY, 1987).

Considerado um peixe de grande porte, a fémea de piracanjuba pode
atingir 80 cm de comprimento e 8,2 Kg de peso vivo, enquanto o macho pode
alcangar aproximadamente 68 cm e 3,6 Kg (VAZ; TORQUATO; BARBOSA,
2000). E bastante apreciada na pesca esportiva, em razio do seu comportamento
arisco e agressivo que apresenta quando fisgada, motivo pelo qual tem sido muito
procurada para 0 povoamento de tanques de pesque-pague, além do sabor delicado
e aparéncia réseo-salmao de sua carne (MURGAS; FRANCISCATTO; SANTOS,
2003; VAZ; TORQUATO; BARBOSA, 2000).

E uma espécie reofilica, bem como todos da subfamilia Bryconinae,
subindo os rios entre 0s meses de setembro e outubro para desovar entre 0s meses
de novembro e janeiro. Apresenta fecundacéo externa e sem cuidado parental da
prole (NAKATANI; AGOSTINHO; BAUMGARTNER, 2001). Entretanto, com
a sobrepesca e a presenca de uma grande quantidade de barragens hidrelétricas,

que impedem sua migracdo reprodutiva, tém reduzido e restringindo suas
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populagdes para pequenas regides da bacia do Rio Uruguai (ZANIBONI-FILHO;
SCHULZ, 2003) e do Rio Parand (GERY; MAHNERT; LOUHY, 1987).

Como consequéncia da excessiva exploracdo dos estoques naturais e
construgdo de represas, as populacdes naturais dessa espécie vém diminuindo
drasticamente. Esse fato, aliado as boas caracteristicas zootécnicas, tais como,
rapido crescimento em cativeiro, habito alimentar onivoro, boa aceitacdo de
alimentos artificiais, baixas taxas de conversdo alimentar e elevado valor de sua
carne, tem despertado grande interesse de pesquisadores e produtores para sua
criagdo em cativeiro, seja para fins comerciais ou para repovoamento do ambiente
natural (CAVALCANTI, 1998; MENDONCA, 1994).

E crescente o nimero de pesquisas para aprimorar a tecnologia de seu
cultivo intensivo, viabilizando a produgdo em larga escala. Assim, a piracanjuba
vem recebendo atencédo especial dos pesquisadores em estudos sobre reproducao,
desenvolvimento inicial e cultivo. Apesar de algumas técnicas, como a reprodugédo
induzida, ja terem bons resultados, 0 mesmo ndo acontece na larvicultura, fase em
gue se observam as maiores perdas do processo produtivo, associadas
principalmente a problemas na alimentagdo das larvas e ao comportamento
agressivo que elas apresentam logo apo6s a reabsorcéo do saco vitelino (GANECO
et al., 2001; SENHORINI; GASPAR; FRANSOZO, 2002).

As larvas de piracanjuba eclodem com aproximadamente 18,5 horas pés
fertilizacdo, apresentando comprimento total de 4,46 milimetros. Com 10,5 horas
apos a eclosdo, as larvas atingem um comprimento de 5,65 milimetros com a
abertura da boca logo em seguida. Entretanto, o inicio do canibalismo s6 é
observado com 36 horas apés eclosdo, onde as larvas apresentam olhos e boca
bem desenvolvidos, além de apresentar dentes e trato digestivo completo
(REYNALTE-TATAJE; ZANNIBONI-FILHO; ESQUIVEL, 2004).

Varios estudos tém sido conduzidos para melhor compreender o

comportamento alimentar dessa espécie na fase inicial de desenvolvimento, uma
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vez que, as poés-larvas apresentam trato digestivo rudimentar ou incompleto, ndo
sendo capazes de aproveitar de imediato as ragOes, necessitando ingerir
organismos vivos como primeiro alimento. Segundo Senhorini, Gaspar e
Fransozo (2002), avaliando a alimentagdo com organismos zooplanctonicos para
Brycon cephalus e Brycon orbignyanus em viveiros, concluiram que o
zooplancton Claddcera foi 0 mais selecionado pelas duas espécies. Entretanto,
segundo 0 mesmo autor, no cultivo em cativeiro dos géneros Salminus e Brycon,
observa-sea preferéncia dessas larvas por larvas de outros peixes, como curimba,
piau, tambaqui, pacu, entre outros.

De acordo com Reynalte-Tataje, Zaniboni-Filho e Esquivel (2004),
avaliando o conteudo estomacal de larvas de piracanjuba, observaram que as
larvas s6 comecaram a se alimentar de racGes artificiais apos o 12° dia de vida,
dando preferéncia aos alimentos vivos nos primeiros dias de vida. Mas, Pedreira
e Sipalba-Tavares (2002), relataram que os melhores resultados, em estudo de
comportamento alimentar, foram obtidos com ragdo acrescida de plancton.

O problema do canibalismo enfrentado durante a alimentagéo de larvas
gue apresentam um comportamento agressivo torna-se um fator limitante para esta
fase de vida. Entretanto, durante toda a larvicultura e alevinagem, podem surgir
problemas secundarios relacionados ao estresse como variagdo da temperatura da
agua, diferenca de tamanho das larvas, manejo, qualidade de &gua, parasitas, entre
outros, o que também pode prejudicar o cultivo dessa espécie em escala comercial,
uma vez que, situacoes estressantes induzem ao canibalismo (AUSTIN; AUSTIN,
2007).

Portanto, modificacfes na dieta que permitem um aporte necessario de
nutriente para atender ao rapido desenvolvimento da espécie na larvicultura e
alevinagem, bem como, reduzir o estresse que as mesmas sofrem durante o cultivo
intensivo, é de fundamental importancia para se obter maiores taxas de

sobrevivéncia e crescimento.
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3.2 VitaminaC

As vitaminas sdo nutrientes organicos requeridos em pequenas
guantidades para uma série de fungdes bioquimicas e que, geralmente, ndo podem
ser sintetizadas pelo organismo, 0 que as torna essenciais, devendo, portanto, ser
obtidas por meio da alimentacdo (MURRAY et al., 2002). As vitaminas sao
classificadas em dois grupos, de acordo com a sua solubilidade. As vitaminas que
sdo solluveis em lipideos, sdo classificadas como lipossoliveis, sendo
representadas pelas vitaminas A (retinol), D (calcitriol), E (tocoferol) e K
(menadiona). Em contrapartida, as vitaminas solUveis em agua, sdo classificadas
como hidrossoluveis, incluindo as vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina,
niacina, &cido pantoténico, piridoxina, biotina, acido folico e cobalamina) e
vitamina C (MURRAY et al., 2002; WOODWARD, 1994).

A Vitamina C, também chamada de acido L-ascérbico, é um composto
hidrossoltvel, com férmula molecular CsHsOs (Figura 1). Essa vitamina foi
isolada e suas propriedades anti-escorbuto demonstrada por King e Waugh em
1932 (HALVER, 2002).

Figura 1 Estrutura quimica da vitamina C (Adaptado de Darias et al.2011b).

No metabolismo, o acido ascorbico pode ser oxidado pelos radicais livres,
formando o acido dehidroascérbico (Figura 2). Essa forma oxidada, ndo é tao

hidrofilica como o acido ascorbico, 0 que permite seu movimento, por meio das
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membranas. O 4&cido dehidroascorbico pode ser reconvertido para é&cido
ascorbico, por meio de redutases e cofatores especificos, como a enzima
glutationa e o0 NADPH ou pode ter o seu anel quebrado irreversivelmente,
formando o &cido 2,3-dicetogulénico (ROTTA, 2003).

i i |
H—C—OH H—C—OH H_(IZ_OH
| | H 0= OH
H—C—OH H—C— OH
o S H— C— OH
N B C} N _ |
H—C c=0 H—C C=0 o=
\ / 2H \ / .75
Ascorbato Redutase A
HO OH 0 © O=C—OH
Acido Ascormico Acido Desidroascorbico Acido Dicetogulénico

Figura 2 Oxidacdo e degradacdo do &cido ascorbico (MASUMOTO; HOSOKAWA,;
SHIMENO, 1991).

3.2.1 Funcdes da vitamina C nos peixes

A vitamina C é um nutriente essencial para a manutencéo das fungdes
fisioldgicas e metabdlicas das células animais. Sua forma reduzida de ion
ascorbato atua como um poderoso agente redutor em uma variedade de reagdes
de hidroxilacéo, que s&o prejudicadas na sua deficiéncia. As mais caracterizadas,
sdo as reagdes onde a vitamina C funciona como co-substrato para as hidroxilase
e oxigenase, enzimas envolvidas na biossintese de colageno, carnitina e
neurotransmissores. Além disso, ainda estd envolvida em outros processos
fisioldgicos e metabolicos como os da tirosina e dos ions metélicos, além da
protecdo das células contra processos oxidativos (TOLBERT, 1979).

A participacdo da vitamina C para a formacao do colageno é fundamental.
Ela atua como cofator das enzimas lisil e prolil hidroxilase, o que permite catalisar
a hidroxilacdo de prolina e lisina na molécula de procolageno, possibilitando a

formacdo e estabilizacdo da tripla hélice e subsequente eliminacdo de colagenos
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maduros para 0 meio extracelular (NAKAGAWA et al., 2000). A lisil e a prolil
hidroxilase sdo enzimas férricas e a vitamina C previne a oxidacdo do ferro,
evitando a sua auto-inativagdo (Figura 3). Dessa forma, ela contribui para a
formacdo de cartilagem, pele, bem como formagé&o e remodelacdo de 0sso e, por
conseguinte, para o crescimento (DARIAS et al., 2011b; KRAUS et al., 2004).
A deficiéncia de vitamina C nos peixes pode gerar escoliose, cifose e
lordose, além de problemas nas branquias, ja que, sua presenca foi detectada na
pele, nadadeira caudal, cabeca, mandibulas, cartilagem das branquias e areas de
colageno do osso (HALVER, 1972; MASUMOTO; HOSOKAWA, 1991).

R NH, R NH,

. Prolina-Lisina Hidroxilase .

Gly ) Gly

Pro Acido Ascomico, Fe**, O, Pro-OH
Pro - Pro-OH
Gly Gly

Lys Lys-OH

. o-Cetoglutarato Sucinato +CO,

Lys Lys-OH
R COOH R COOH
Protocolageno Colageno

Figura 3 Sintese de coldgeno (MASUMOTO; HOSOKAWA, 1991).

A vitamina C também atua como cofator das enzimas trimetillisina e beta-
buritobetaina hidroxilase, responsaveis pela conversao do aminoacido lisina em
carnitina, a qual exerce importante papel no metabolismo de energia (Figura 4)
(PEAKE, 2003). Para sofrer beta oxidac&o, os acidos graxos precisam entrar na
mitocondria, sendo que, para isso, eles precisam ser ativados e transportados. A
carnitina é responsavel pelo transporte de alguns acidos graxos de cadeia longa
para o interior das mitocondrias, onde, posteriormente, pela beta oxidacéo, sdo
utilizados como fonte de energia (BURTLE; NEWTON; BLURN, 1991).
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COOH COOH COOH

Lisina Trimetilisina Hidroxi-trimetillisina y-Butirobetaina Camitina

Figura 4 Biossintese da carnitina (MASUMOTO; HOSOKAWA, 1991).

Outro importante papel da vitamina C esta relacionado a producdo de
catecolaminas e corticosterdides, ambos relacionados ao metabolismo do estresse.
Esses hormdnios produzidos e liberados principalmente pela glandula interrenal
dos peixes, pode influenciar o equilibrio catiénico e aniénico, o que gera um
desequilibrio osmorregulatério. Essas alteragbes metabdlicas resultam em
diminuigdo da capacidade de resposta inflamatdria e a resisténcia as doengas nos
animais (ANDRES; MARTI; ARMARIO, 1999; BARTON; IWAMA, 1991;
FRISCH; ANDERSON, 2000).

Nos teledsteos, a glandula interrenal, ndo apresenta uma regido cortical e
outra medular como os demais vertebrados. No entanto, possuem células
cromafins, que sdo analogas as existentes na medula adrenal, e as interrenais,
equivalentes as do cortex de outros vertebrados (BALDISSEROTTO, 2009).

Nas células cromafins, ocorre a producdo de duas catecolaminas:
adrenalina e noradrenalina. O &cido ascérbico auxilia na biossintese dessas
catecolaminas, mantendo o cobre reduzido. A forma reduzida do ion cobre é
necessaria para a atuagdo como cofator da enzima dopamina B-hidroxilase, a qual
é responsavel pela conversdo da dopamina em noradrenalina (Figura 5)
(MASUMOTO; HOSOKAWA, 1991).
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Dopanima B -Hidroxilase

Cu*

Dopamina / \ »  Noradrenalina

Acido Ascérbico  Acido Desidroascérbico
Figura 5 Biossintese da noradrenalina (MASUMOTO; HOSOKAWA, 1991).

As células interrenais, sdo responsaveis pela producao de corticosteroides,
como o cortisol. O efeito do acido ascérbico na biossintese ou na liberagcdo do
cortisol ainda é muito contraditdrio. Entretanto, acredita-se que o acido ascorbico
atue como suporte para a sintese do cortisol, neutralizando radicais superoxidos
que sdo gerados durante a conversao do colesterol até a formacéo do cortisol
(PEAKE, 2003). Durante a sintese, o colesterol recebe oxigénio e um par de
elétrons fornecido pelo NADPH. Essa transferéncia de elétrons pode gerar
radicais superoxidos que inibem a acdo da enzima 11-B-hidroxilase, a qual é
responsével por catalisar o Gltimo passo da sintese do cortisol. Com a atuacéo do
acido ascorbico neutralizando esses radicais, impede a inibicdo da 11-B-

hidroxilase, favorecendo a formacéo do cortisol (Figura 6).

ACTH

Colesterol desmolase

colesterol /0 2\

NADPH+ H* NADP* 11-deoxicortisol

— pregnenolona — progesterona

11-beta-hidroxilase

cortisol
Figura 6 Biossintese do cortisol (adaptado de PEAKE, 2003).
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Apesar de toda a importancia da vitamina C em diversos processos
fisioldgicos e metabdlicos ja citados anteriormente, a vitamina C é conhecida,
principalmente, pela sua atuagdo como antioxidante. Essa caracteristica se d&, em
razdo da sua capacidade de combater radicais livres. Contudo, em determinadas
condi¢bes, o acido ascérbico também pode atuar como um pro-oxidante.
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) séo radicais livres derivados do
oxigénio e, parcialmente, reduzidos (Figura 7). As EROs sdo formadas no
organismo durante os diversos processos fisioldgicos como, por exemplo,
fosforilacdo oxidativa, destruicdo de organismos estranhos pelos macréfagos,
sinalizacdo celular (recrutamento de macréfagos para o reparo do tecido
danificado), controle da pressdo sanguinea, da divisdo celular e da apoptose
(BENZIE, 2003; DAVIES, 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 2001; SIES, 1986).

02 +9_—)0.2_+ e - H202 +e = HO' + OH
\: \x !

radical peroéxido radical
superoxido de hidrogénio hidroxila

Figura 7 Reducéo do Oxigénio (COITINHO; DUTRA-FILHO; SALBEGO, 1997)

Os radicais livres, em excesso, sdo moléculas que podem ser tdxicas ao
nosso organismo, lesionando os tecidos, por meio de diversos mecanismos:
alteracéo da permeabilidade da membrana celular, em decorréncia da agéo sobre
os lipideos; acdo sobre o nucleo celular, interferindo no DNA,; ativacdo de enzimas
proteoliticas, que atuam sobre os aminodcidos, alterando estruturalmente as
proteinas ou aumentando a permeabilidade vascular (COITINHO; DUTRA-
FILHO; SALBEGO, 1997). Os antioxidantes, como a vitamina C, podem ser
reduzidos em sua concentracdo, em razao da sua utilizacdo durante a neutralizacéo

dos radicais livres.



23

Assim, a vitamina C, quando presente na dieta pode diminuir riscos de
doencas e danos oxidativos ocasionados pelas espécies reativas de oxigénio, além
de apresentarem agdo como agente doador de elétrons (agente redutor), o que
permite que participem da desintoxicacdo de varios radicais (BENZIE, 2003;
GAETKE; CHOW, 2003).

3.2.2 Vitamina C na nutricao de pds-larvas

A necessidade de uma fonte exdgena da vitamina C é atribuida a auséncia
da enzima gulonolactona oxidase, responsavel por catalisar a conversdo do acido
glucurénico em &cido ascérbico (SMITH; BROWN; RITAR, 2004a). Mesmo 0s
peixes que sintetizam essa vitamina, em certas circunstancias, ndo sao capazes de
sintetiza-la na velocidade necessaria para um 6timo desempenho (GOUILLOU-
COUSTANS; BERGOT; KAUSHIK, 1998). Um exemplo é o esturjao Acipenser
fulvescens, em decorréncia da sua capacidade de sintetizar o &cido L-ascérbico,
por possuir a L-gulono-1,4-lactona oxidase nos rins, ndo precisam de
suplementacdo adicional de &cido ascorbico na dieta (MOREAU et al., 1999). No
entanto, verificou-se que o acido ascorbico na dieta para o esturjdo pode ser
necessario para obter melhores respostas imunoldgicas, particularmente nas fases
iniciais do desenvolvimento (XIE et al., 2006).

Varios autores demonstraram que o suporte dietético de vitamina C é
essencial para os peixes (Al et al., 2006; BARROS et al., 2002; SHIAU; HSU,
1995; TOYAMA,; CORRENTE; CYRINO, 2000). Isso se deve ao fato de que a
maioria dos peixes teledsteos ndo possuem a capacidade de sintetizar essa
vitamina em suas vias metabolicas (Al et al., 2006; DARIAS et al., 2011b;
FRACALOSSI et al., 2001; ROTTA, 2003).

A exigéncia de vitamina C foi estudada em juvenis, sendo proposto que a

concentragdo ideal é espécie especifica. A dosagem de 30 mg kg na dieta de
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Vitamina C melhorou a sobrevivéncia e crescimento em perca-gigante, Lates
calcarifer (PHROMKUNTHONG; BOONYARATPALIN; STARCH, 1997),
enquanto que a inclusdo de 118 mg kg™'na dieta foi necessaria para maximo
crescimento em peixe papagaio, Oplegnathus fasciatus (WANG et al., 2003).

Entretanto, em razéo da elevada taxa metabolica e rpido crescimento que
as pos-larvas apresentam, as reservas corporais de vitamina C sofrem rapido
declinio, sendo observado um consumo mais rapido das reservas de vitamina C
nessa fase do que quando juvenis (GOUILLOU-COUSTANS; BERGOT;
KAUSHIK, 1998). Portanto, as exigéncias de vitamina C para pos-larvas podem
ser maiores do que para os juvenis (DABROWSKI, 1992). Em larvicultura, os
resultados sd@o muito contraditérios, sendo observadas respostas de 20 a 100 mg
de vitamina C kg'* de ragdo durante o desenvolvimento e até 1.000 mg de vitamina
C contra as consequéncias do estresse (OKAMURA et al., 2007).

Toyama, Corrente e Cyrino (2000), ao estudarem a suplementagdo de
vitamina C para pos-larvas de tilapia do Nilo, observaram melhores resultados de
ganho de peso quando suplementaram, niveis acima de 800 mg kg*da dieta, sendo
observados piores desempenhos com niveis abaixo de 50 mg kg?. Ja Soliman,
Jauncey e Roberts (1994), determinaram a exigéncia de 1.250 mg de vitamina C
kg da dieta, para 6timo desenvolvimento da tilapia, destacando que esse valor
equivale a 420mg kg*de dieta no momento da ingestéo.

Em geral, doses relativamente baixas de vitamina C séo suficientes para
um bom crescimento e conversdo alimentar, que sdo as respostas desejadas na
criagdo comercial de peixes. Entretanto, para se obter uma resposta adaptativa
maxima, como a resisténcia a doencas e tolerancia ao estresse ambiental, sdo
necessarias doses maiores (ROTTA, 2003). Sendo assim, niveis de exigéncia de
vitamina C que garantam uma taxa de crescimento adequada podem ser
insuficientes para as reacdes imunolégicas e resposta ao estresse ambiental
(CYRINO, 2000).
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Segundo Ortufio et al. (2003), em estudo com altas doses de vitamina C
na dieta (3000 mg kg™), foram observados efeitos positivos sobre o sistema imune
e reducéo do estresse em dourada exposta a estressores comumente encontrados
na piscicultura. De acordo com Betancor et al. (2012), o aumento da
suplementagdo dietética de vitamina C de 1.800 a 3.600 mg kg* melhorou
significativamente a prote¢do contra a peroxidacgdo lipidica, poupando vitamina E
que estava com concentragdes elevadasem tecidos de larvas, e reduzindo
efetivamente a incidéncia de lesdes musculares.

Em ragdes para pés-larvas, a utilizacdo de megadoses de vitamina C é
altamente recomendada para compensar eventuais perdas desse nutriente quando
estiver em contato com a agua. As ragdes comerciais existentes para pos-larvas
possuem a textura muito fina, 0 que estdo sujeitas a excessivas perdas de
nutrientes por dissolu¢cdo ou lixiviagdo na &gua, principalmente nutrientes
hidrossollveis que se encontram na composi¢do da racdo como € o caso da
vitamina C (KUBITZA, 1999). Além disso, outro problema enfrentado quando se
trata de adicdo de vitamina C em alimentos para organismos aquaticos, é a
instabilidade dessa vitamina que, em razdo da sua labilidade em altas temperaturas
e propensdo a oxidacao, acaba se perdendo durante o processamento e estocagem
do alimento (FRACALOSSI et al., 1998).

Nesse sentido, de uma forma geral, altas dosagens de vitamina C na ragéo,
podem compensar as perdas sofridas desse nutriente, decorrentes de suas
propriedades quimicas, bem como, prevenir problemas de deformidades,
cicatrizacdo e melhorar o ganho de peso nos animais. Além disso, previne contra
0 estresse e auxilia na resisténcia contra bactérias patogénicas, atuando como
suporte para o sistema imune, refletindo em uma melhora da sobrevivéncia das
pos-larvas (GAPASIN et al., 1998; LAVENS et al., 1999; MERCHIE et al., 1996;
SMITH; BROWN; RITAR, 2004b).
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3.3 Fosfolipideos

Fosfolipideo € um termo geral que abrange todos os lipideos contendo
fosforo. Existem dois tipos de fosfolipideos, os glicerofosfolipideos, o mais

comum dos fosfolipideos e as esfingomielinas (Figura 8).

Glicerofosfolipideos Esﬁngo‘lipideos

Esfingomielinas Glicoesfingolipideos

Acido Graxo

Acido Graxo

Acido Graxo Acido Graxo

P Alcool P Alcool “yien

‘— Fosfolipideos —I

Figura 8 Principais classes de fosfolipideos (MOTTA, c2009)

Os glicerofosfolipideos ou também chamados de fosfoglicerideos, sdo
lipideos de membranas caracterizados por uma estrutura comum de &cido
fosfatidico, o qual é formado a partir doL-glicerol-3-fosfato com dois &acidos
graxos esterificados nas posi¢des um e dois da molécula de glicerol (Figura 9). O
acido fosfatidico é a molécula precursora de outros fosfoglicerideos. Os principais
fosfoglicerideos de animais, incluindo tecidos de peixes, sdo: fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e fosfatidilinositol, os quais s&o formados
pela ligacdo fosfodiéster de um grupo fortemente polar ou carregado de colina,
etanolamina, serina e inositol no grupo fosfato do &cido fosfatidico,
respectivamente (MOTTA, ¢2009).
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Figura 9 Estrutura quimica a) glicerol-3-fosfato; b) &cido fosfatidico (MOTTA, ¢2009)

3.3.1 Funcdes do fosfolipideo nos peixes

Os fosfolipideos possuem caracteristica anfipatica, isto é, apresentam em
sua estrutura regides hidrofébicas (sn-1 e -2 de &cidos graxos) e regido hidrofilica
(sn-3-fosfato/grupo-cabeca), permitindo a eles papel central na estrutura das
camadas duplas da membrana celular do peixe como ocorrem em mamiferos
(Figura 10). Evidéncias demonstram que os fosfolipideos das membranas
celulares dos peixes possuem distribuicdo assimétrica, assim como ocorre nos
mamiferos. Dessa forma, os fosfolipideos contendo colina, como a fosfatidilcolina
e a esfingomielina, concentram-se na camada mais externa das membranas,
enquanto a fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e o fosfatidilinositol

concentram-se na camada interna (KAGAN et al., 1984).
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Figura 10 Estrutura anfipatica dos lipideos de membranas (MOTTA, ¢c2009)

A anfipaticidade dos fosfolipideos, também é essencial para o papel que
eles exercem na estrutura de lipoproteinas que sdo importantes para o transporte
extracelular de lipideos no sangue e na linfa (Figura 11). Permitindo, assim, 0s
lipideos hidrofébicos, tais como: triglicerideos e ésteres de estéril a serem
transportados em meios aquosos, formando, juntamente com o colesterol e

proteinas, as interfaces lipideo/agua (TOCHER, 1995).

Intestino Figado
Lipidios da dieta Triacilglicerol
| — Colesterol 4—
Ester de colesteril

Q| /|-

Quilomicrons VLDL
a o @ @ V/JJ s 5%
22 0 o ] : ? 2049
2 s
Quilomicrons IDL LDL HDL

remanescentes

Colesterol
+—» Triacilglicerol .
Ester de
colesteril

Figura 11 Principais lipoproteinas responsaveis no transporte dos lipideos (MOTTA,
€2009)
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Outro papel estrutural importante dos fosfolipideos é durante a digestao
dos lipideos, uma vez que eles sdo essenciais juntamente com sais biliares e
lipideos da dieta para a formacdo das micelas mistas intra-luminais (Figura 12)
(OLSEN; RINGO, 1997). Esse papel dos fosfolipideos pode ser desempenhado
por fosfolipideos de origem dietética e biliar, ja que a bile de peixe pode conter
quantidades variaveis de fosfolipideos (MOSCHETTA et al., 2005).

~ 2 )
Figura 12 Formacao de micelas mistas (Adaptado de MOTTA, ¢2009)

Além do papel estrutural, os fosfolipideos sdo importantes precursores
para uma série de mediadores biologicamente ativos do metabolismo e fisiologia,
incluindo eicosandides, diacilglicerol, fosfatos de inositol e fatores de ativacao de
plaquetas. Com exce¢do dos eicosanodides, o metabolismo de fosfolipideos é
relativamente pouco estudado em peixes. No entanto, hd evidéncias de
ocorréncias de todas essas vias no peixe e que os mediadores derivados de
fosfolipideos desempenham funcGes semelhantes em peixes como o fazem em
mamiferos (TOCHER, 1995, 2003).

Os eicosandides sdo um grupo de substancias altamente bioativas, sendo
os fosfolipideos a fonte de substratos de acidos graxos para a formagdo desses
compostos, em particular os acidos graxos Cyo altamente insaturados (HUFA),
especialmente o acido araquidénico (ARA, 20:4 n-6) e &cido eicosapentaendico
(EPA, 20:5 n-3). Esses &cidos graxos sdo liberados dos fosfolipideos de
membranas, por meio da acdo de fosfolipase A, e sdo convertidos por enzimas
cicloxigenase, produzindo derivados oxigenados ciclicos, denominados

coletivamente de prostanoides, incluindo as prostaglandinas, prostaciclinas e
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tromboxanos. Mas também, podem sofrer acdo de enzimas lipoXigenase,
produzindo derivados lineares oxigenado, incluindo acidos graxos hidroperoxi e
hidroxi, leucotrienos e lipoxinas (Figura 13) (SARGENT et al., 1989, 2002).

Acido Araquidonico (20:4 n-6)
Acido eicosapentaenoico (20:5 n-3)

/ enzimas \

| Ciclo-oxigenase lipoxigenase

prostaglandinas lprostaciclinas lipoxinas lécidos graxos hidroxi
tromboxanos leucotrienos

Figura 13 Representacdo esquematica dos principais eicosanodides.

Os eicosandides sdo produzidos por diversos tecidos em resposta a varios
estimulos extracelulares e sdo substdncias autdcrinas (ou seja, atuam nas
imediagdes do local de produgdo), eficazes em baixissimas concentra¢cdes com
tempo de vida muito curto. De modo geral, os eicosandides estdo envolvidos em
numerosos processos fisiologicos, como na coagulacdo sanguinea, resposta
imune, resposta inflamatdria, tbnus cardiovascular, funcdo renal e neural, bem
como na reproducdo (SARGENT et al., 1989, 2002; TOCHER, 1995, 2003).

Outra funcéo importante dos fosfolipideos é na geragdo de energia. Os
triacilglicerideos sé&o a principal classe de lipideos utilizados como reserva e fonte
energética. Entretanto, em determinadas circunstancias, como durante o
desenvolvimento embrionario e no crescimento inicial das larvas, os peixes
podem utilizar fosfolipideos como fonte de energia (TOCHER et al., 2008).

De certa forma, qualquer classe de lipideos contendo os acidos graxos
pode atuar como uma fonte de energia. Esse processo se da pela p-oxidacgdo das
cadeias acil, produzindo o acetil-CoA e coenzimas reduzidas NADH e FADH2.

O acetil-CoA produzido é, entdo, direcionado para ser oxidado, através do ciclo
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do &cido tricarboxilico e as coenzimas reduzidas para serem reoxidadas através da
fosforilacdo oxidativa (Figura 14). Assim, a B-oxidacdo dos acidos graxos que
ocorre nas mitocondrias e nos peroxissomos produz energia disponivel na forma
de adenosina trifosfato (ATP), para ser utilizada pelo organismo (BERG,;
TYMOCZKO; STRYER, 2002; NELSON; COX, 2008).

4 reacdes da [J-oxidacdo

Acil,,, graxo-CoA Acil, » graxo-CoA
® & ﬁr"o 7'?7"@A ( )+

FAD FADH, NAD*' NADH +H*

( ') Acetil-CoA
Cadeia Ciclo
ATP < | transportadora |- de
de elétrons Krebs

Figura 14 Representacdo esquematica das vias envolvidas na oxida¢do dos &cidos graxos
para a geracdo de energia.

Os principais acidos graxos utilizados pelos peixes como fonte de energia,
tanto para o desenvolvimento, crescimento e natacdo, bem como para reprodugéo
sdo os C16:0, C18:1 n-9, C20:1 n-9, C22:1 n-11 e os &cidos graxos altamente
insaturados (HUFA n-3), eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA)
(SARGENT; HENDERSON; TOCHER, 2002). Entretanto, os acidos graxos
C16:0, C18:1 n-9, C20:1 n-9, C22:1 n-11 sdo metabolizados em grandes
quantidades para a produgdo de energia durante o crescimento de juvenis e
maturagdo gonadal das fémeas (HENDERSON; ALMATAR, 1989;
HENDERSON; SARGENT; HOPKINS, 1984). Ambos EPA e DHA podem ser
utilizados para a producdo de energia, mas o EPA ¢ rapidamente oxidado nas
mitocondrias, enquanto o catabolismo do DHA requer [-oxidagdo nos
peroxissomos e, por isso, esse acido graxo € proporcionalmente menos utilizado
para a producdo de energia (SARGENT; HENDERSON; TOCHER, 2002).
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3.3.2 Fosfolipideos na nutricédo de pés-larvas

Em decorréncia do rapido crescimento e desenvolvimento, as larvas de
peixe requerem uma grande quantidade de fosfolipideo, para a formacao de novos
componentes celulares. J& se sabe que sdo necessarios VArios precursores e
enzimas para a biossintese de fosfolipideo. A falta desses precursores e enzimas
pode comprometer a biossintese de novo fosfolipideo em peixe (IRITANI et al.,
1984; KANAZAWA et al., 1981).

As vias metabdlicas de fosfolipideos, incluindo os de biossintese de novo
fosfolipideos em peixes, sdo bem semelhantes como a que ocorre em mamiferos.
No entanto, larvas e juvenis de algumas espécies, tanto marinhas quanto de agua
doce, possuem capacidade limitada de sintese de novo fosfolipideos
(COUTTEAU et al., 1997). Possivelmente, isso € reflexo da abundancia desse
nutriente na dieta natural das larvas. Durante o periodo larval, os peixes obtém
esse nutriente do vitelo, por meio da alimentacdo endégena e, posteriormente, das
presas capturadas pelas pds-larvas, quando comeca a alimentagdo exdgena.

A suplementacdo adicional de fosfolipideo pode ser usada diretamente ou
indiretamente para a formacdo da membrana da célula, para a manutencdo do
desenvolvimento e crescimento, bem como para melhores respostas de
desempenho. Os fosfolipideos podem promover a absorcéo de lipideos por meio
de suas propriedades emulsificantes e, assim, compensar a falta de secrecéo de
bile em larvas de peixes e em juvenis (SALHI et al., 1994). Além disso, na dieta,
o fosfolipideo pode beneficiar a maturacdo do trato digestivo das pos-larvas de
peixes (ZAMBONINO-INFANTE; CAHU, 2001).

Outros beneficios também s8o encontrados com a utilizagdo de
fosfolipideo dietético, como 0 aumento da palatabilidade da dieta, a melhora da

estabilidade da alimentacéo na &gua e o fornecimento denutrientes essenciais, por
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exemplo, acidos graxos essenciais, fosforo, colina e inositol (HALVER, 2002;
TOCHER et al, 2008).

As pos-larvas séo bastante sensiveis a deficiéncias de fosfolipideos na
dieta e exigem niveis mais elevados que os juvenis (COUTTEAU et al., 1997;
TOCHER et al., 2008). Portanto, valores de exigéncias de fosfolipideos tém sido
mais relatados em pds-larvas e juvenis iniciais, jA que a exigéncia diminui
conforme o desenvolvimento.

De modo geral, a exigéncia por fosfolipideos para pds-larvas e juvenis de
peixes estad entre 2 a 12% da dieta (TOCHER et al., 2008). Entretanto, é
importante ressaltar que nem sempre é apropriado fazer comparacdes entre
exigéncias nutricionais de fosfolipideos de diferentes espécies de peixes, uma vez
que, na maioria dos estudos ndo leva em consideracdo o conteudo real de
fosfolipideos presente na dieta. Além disso, as diferencas de tamanho inicial de
larvas ou juvenis utilizados, e as duragGes dos ensaios de alimentacdo, sdo
aspectos importantes para a geracéo dos dados (TOCHER et al., 2008).

Em situagdo de cultivo, a inclusdo de fosfolipideos na dieta melhorou o
desempenho de vérias espécies de peixes, entre elas da truta e do salmdo. Além
disso, aumentaram a sobrevivéncia das larvas e juvenis, provocando menor
incidéncia de malformac&o e deformidade esquelética nesses animais (POSTON,
1990a, 1990b).

Dessa forma, os indicadores de desempenho total, incluindo o
crescimento e sobrevivéncia, sdo critérios que tém sido utilizados para medir as
exigéncias de fosfolipideos. Varios outros estudos também analisaram a
resisténcia ao estresse e mostraram que a resisténcia pode ser aumentada pela
suplementacdo de fosfolipideos (KANAZAWA, 1997; TAKEUCHI et al., 1992;
WEIRICH; REIGH, 2001).



34

3.4 Vitamina C x fosfolipideos

Mudancas intensas na temperatura da agua tém impactos profundos sobre
processos fisiologicos em peixes. No metabolismo aerébico, a variacdo de
temperatura afeta, tanto o metabolismo energético bem como o consumo de
oxigénio (JOHNSTON; BENNETT, 2008; LIN; DECUYPERE; BUYSE, 2006),
alterando assim a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que séo o
subproduto do metabolismo aerobico e gerado, principalmente, pela respiracéo
mitocondrial (RICE et al., 2002; SKJAERVEN et al., 2013). O excesso de
producdo de EROs ou baixa capacidade antioxidante pode conduzir a oxidagdo
irreversivel de macromolécula incluindo a peroxidacdo lipidica, oxidacdo de
proteinas, e danos no DNA, resultando, assim, num estado de estresse oxidativo
(HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 2001).

Os peixes apresentam em sua composi¢do acidos graxos insaturados 0s
quais sdo bastante vulneraveis ao ataque por EROs a temperaturasbaixas, 0 que
leva a peroxidagio lipidica e aos danos oxidativos no tecido (BLAGOJEVIC,
2014; VENDITTI; DI STEFANO; DI MEO, 2010).

Os fosfolipideos, contendo cadeias de acidos graxos insaturadas sdo
também susceptiveis a peroxidacdo lipidica. Esse processo acontece, devido aos
ataques de oxigénio a ligacdo dupla em &cidos graxos, ocorrendo a formacao de
hidroperdxidos de lipideos (FRANKEL, 1998). Hidroperdxidos de lipideos sdo os
produtos primérios da oxidacdo de lipideos. S80 moléculas instaveis e que se
decomp6em, facilmente, sob a a¢do dos radicais de &cidos graxos, reagindo com
biomembranas celulares, proteinas e DNA, causando lesdes severas e,
posteriormente, elevada mortalidade (CORTESI; PRIVETT, 1972). Por outro
lado, para proteger células e tecidos dos danos oxidativos, 0s peixes contam com
o0 sistema de defesa antioxidante, o que ajuda a neutralizar a atividade dos radicais

livres (Figura 15).
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Figura 15 Etapas da lipoperoxidacdo e acdo do antioxidante a-tocoferol (Adaptado de
CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007)

A Vitamina C é um nutriente essencial para a funcdo fisiol6gica da
maioria das espécies de animais (LIM; LOVELL, 1978). Esse nutriente
desempenha um importante papel como antioxidante solivel em agua. A principal
acdo do sistema de defesa antioxidante contra os radicais pela vitamina C é
impedindo a peroxidacéo lipidica no plasma (NORDBERG; ARNER, 2001). A
vitamina C também promove efeitos benéficos sobre a atividade bactericida do
soro, a atividade fagocitaria, nos niveis de anticorpos e da atividade de lisozima
(HARDIE et al., 1993; LIN; SHIAU, 2005; REN et al., 2005).

Portanto, a vitamina C é um importante componente na prevencdo da
peroxidacéo lipidica, e a sua atuagdo em moléculas contendo &cidos graxos, tais
como os fosfolipideos, garante a protecdo dos danos causados pelo estresse
oxidativo. Essa protecédo se d& pela capacidade que a vitamina C tem de regenerar
a vitamina E (HAMRE et al., 1997; MONTERO et al., 1999; NIKI et al., 1982).

E proposto que a vitamina E (a-tocoferol) tenha sua cadeia fitil
posicionada na regido interna da membrana, na parte hidrofébica, enquanto o

grupo OH (reativo e polar) reside préximo ou junto a superficie da membrana
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celular, ficando, assim, acessivel aos componentes solGveis em &gua, como o
acido ascarbico (Figura 16). Este pode reduzir o radical do a-tocoferolxil formado
quando o a-tocoferol doa um H para um peroxido de lipideo. Os produtos
formados pela reagdo do acido ascorbico e o a-tocoferolxil sdo um radical ascorbil

e um a-tocoferol (4cido dehidroascdrbico e a vitamina E, respectivamente).

H,0 Ascér. H Ascor.
e =T
0 Ho
g 00-H | s '
Ay ) %‘g
( o0 0

II Membrana celular

Figura 16 Redugio do a-tocoferolxil em a-tocoferol pelo acido ascorbico (RODRIGUEZ,
1997).

Dessa forma, a adicao de vitamina C inibe a perda do a-tocoferol presente
nas membranas, atrasando a oxidagéo dos lipideos, consequentemente protegendo
os fosfolipideos, principal componente lipidico nas membranas celulares. Esse
mecanismo de acdo sugere que os radicais produzidos nas membranas celulares
sdo transportados para a fase aquosa via vitamina E e vitamina C (BUETTNER,
1993; HAMRE et al., 1997).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e instalagdes

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Lavras (UFLA),
no Biotério Central localizado no Departamento de Medicina Veterinaria. Foi
utilizado um sistema de recirculagdo de agua, contendo 12 aquarios com
capacidade de 20 litros cada. Para a manutencdo da qualidade da agua, junto a
esse sistema, estava acoplado um filtro fisico e biolégico, aeradores e termostato
regulado para manter a temperatura em torno de 28°C.

4.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
arranjado em esquema fatorial 2x2, com quatro tratamentos e trés repeticoes,
sendo dois niveis de suplementacdo de fosfolipideos, FL (0; 20 g kg™* da dieta) e

dois niveis de vitamina C, VC (0; 2 g kg da dieta).

4.3 Dietas experimentais

Para a formulacao das dietas, foram utilizados ingredientes convencionais
de forma a se apresentarem isoenergéticas e isoprotéicas com aproximadamente
3582 Kcal de energia digestivel kg™ e 32% de proteina digestivel kg* na dieta,
com base nas exigéncias da espécie encontradas por Sa e Fracalossi et al. (2002).
As quatro dietas experimentais variam quanto aos niveis de suplementacéo de
fosfolipideo (FL) e vitamina C (VC), sendo a Dieta 1 (0g kg™de FL; Og kgde
VC), Dieta 2 (0g kg* de FL; 2g kg de VC), Dieta 3 (20g kg*deFL; Og kg™ de
VC) e Dieta 4 (20g kg'de FL; 2g kg* de VC) (Tabela 1).
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Tabela 1 Composicdo dos ingredientes e bromatoldgia das dietas experimentais de pds-
larvas de piracanjuba Brycon orbignyanus

. Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Ingredientes
FL1O FL 20
(9 kg™)
VCt0 VC?2 VCO VC?2
Farelo de Soja 400,00 400,00 400,00 400,00
Farinha de Peixe 150,00 150,00 150,00 150,00
Fubéa de Milho 210,00 210,00 210,00 210,00
Farelo de Trigo 60,00 60,00 60,00 60,00
Gluten de Milho 50,00 50,00 50,00 50,00
Gelatina 50,00 50,00 50,00 50,00
Oleo de Soja 45,00 45,00 15,00 15,00
Lecitina de Soja2 0,00 0,00 30,00 30,00
Fosfato bicalcico 19,80 19,80 19,80 19,80
Cloreto de sodio 5,00 5,00 5,00 5,00
Inerte 5,00 0,00 5,00 0,00
Vitamina C3 0,00 5,00 0,00 5,00
Premix* 5,00 5,00 5,00 5,00
BHT 0,20 0,20 0,20 0,20
Total 1000 1000 1000 1000

Composigéo quimica (g kg?)
Energia digestivel® 3582,00 3582,00 3582,00 3582,00

Proteina Bruta 396,00 398,00 399,00 404,00
Lipideo total 74,62 73,97 74,06 74,34
Calcio 14,40 13,97 15,13 15,09
Fosforo 12,65 12,49 12,63 13,64

IFL, fosfolipideos; VC, vitamina C; 2Lecitina de soja emulsdo Grings, com 66% de FL;
SVitamina C Fagron, com 40% de estabilidade; *Niveis de Garantia Premix kg* do
produto: Fe 19,6g; Cu 2,8g; Zn 28,0g; Mn 5,2¢g; Se 119mg; Co 40mg; iodo 120mg; VitA
1995KUI; vitD3 798KUI; vitE 19,9g, vitK3 1,09;B1 4,9¢g; B2 4,99;B6 4,99g; B12 5985
mcg;B3 19,9g; B5 9,9g, acido félico 1,0g, B7 159600 mcg, inositol 10,0g, vitC 70,0g,
etoxiquina 24,7g; *Valor calculado e apresentado em Kcal de energia digestivel kg*.
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Durante a preparacdo, os ingredientes foram moidos a uma granulometria
menor que 0,5 mm e pesados com auxilio de balanca de precisao. Apds a pesagem,
realizou-se a mistura dos ingredientes, sendo homogeneizados manualmente com
incluséo de 6leo e aproximadamente 40% de agua a 60°C. Posteriormente, cada
dieta foi identificada e mantida no freezer a -18,0 °C por 12 horas. As dietas
congeladas foram levadas para o liofilizador e mantidas por um periodo de 48
horas.

A granulometria das dietas foi ajustada de acordo com a fase de
desenvolvimento. Para isso, o0s pellets foram quebrados manualmente e
selecionados com o auxilio de pineiras com malhas entre 0,5 a 1 mm de didmetro.

A suplementacéo de FL na dieta foi obtida pela incluséo de lecitina de
soja contendo, aproximadamente, 66% de FL total. Para a suplementacéo de VC,
foi utilizado o L-&cido ascorbico, possuindo em torno de 40% de estabilidade nas
formulagdes.

Os valores encontrados do perfil de acidos graxos de cada dieta

experimental estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 Composicdo dos &cidos graxos nas dietas experimentais de pés-larvas de

piracanjuba Brycon orbignyanus

) Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Acidos graxos
(% total de &cidos graxos) Lo FL20
VCLO0 VC2 VCO VC?2
C14:0 26,80 26,67 21,18 21,57
C16:0 9,80 9,84 11,51 11,52
C18:0 2,32 2,36 2,68 2,58
C20:0 3,30 3,33 3,33 3,28
T SFA? 42,23 41,21 38,70 38,95
Cil4:.1 0,47 0,49 0,58 0,59
Cl6:1 0,65 0,65 0,78 0,77
C18:1n-9 19,16 18,83 20,23 19,92
~ MUFA?® 20,28 19,96 21,59 21,28
C18:2n-6 35,96 36,57 38,96 37,97
C18:3n-6 0,20 0,20 0,20 0,20
C20:2n-6 0,12 0,12 0,17 0,16
C20:3n-6 0,82 0,81 0,99 1,00
> n-6 PUFA* 37,11 37,70 40,32 39,32
C18:3n-3 0,07 0,07 0,07 0,08
C20:3n-3 0,86 0,82 1,01 1,28
¥ n-3 PUFA® 0,93 0,89 1,08 1,36
Y PUFA® 38,04 38,59 41,40 40,68

LFL, fosfolipideos; VC, vitamina C
2SFA: Acidos graxos saturados

3 MUFA: Acidos graxos monoinsaturados
4n-6 PUFA: Acidos graxos poliinsaturados n-6
5n-3 PUFA: Acidos graxos poliinsaturados n-3
8 PUFA: Acidos graxos poliinsaturados
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4.4 Procedimento experimental

Ovos de piracanjuba foram obtidos da estacdo de piscicultura da CEMIG
e transportados para o Biotério Central da Universidade Federal de Lavras. Em
seguida, os ovos foram mantidos em incubadora experimental até a eclosdo. Apds
a eclosdo, as larvas foram transferidas para duas caixas de 20 litros, com aeracdo
constante e com temperatura da agua em torno de 28°C, sendo alimentadas com
larvas de curimba (Prochilodus lineatus) nos trés primeiros dias de vida. Apos
quatro dias de eclosdo, as larvas foram alimentadas quatro vezes por dia com
zoopléncton e racdo comercial de 40% de proteina bruta até completarem 14 dias
apos a ecloséo.

Para compor os aquarios experimentais, um grupo homogéneo de 120
pos-larvas de piracanjuba (machos e fémeas) com 15 dias p6s-eclosédo, possuindo
comprimento padrao de 1,60+0,12cm e peso médio individual de 0,069+0,0088¢g
foram selecionadas e distribuidas aleatoriamente em 12 aquarios com capacidade
de 20 litros na densidade de 10 peixes por aquério.

As pos-larvas foram alimentados manualmente quatro vezes ao dia (8h;
11h; 14h; 17 horas), por um periodo de 34 dias, sendo mantidas em um
fotoperiodo de 12L:12E. O arragoamento foi ad libitum até a saciedade aparente.
Foi realizado o sifonamento dos aquarios a cada dois dias, para a retirada das fezes
acumuladas e manuteng&o da limpeza.

A temperatura da agua dos aquarios foi mantida a 28,0+0,53°C, sendo
aferida diariamente no momento do arragoamento através de termdmetros. J& os
parametros de pH (7,24), aménia (0,001ppm) e oxigénio dissolvidos na agua
(6,8ppm) foram aferidos semanalmente, por meio de kits comerciais da Labcon.
Durante o arragcoamento, eram observados o comportamento alimentar a
ocorréncia ou ndo de ataques entre os peixes de cada tratamento, bem como, sinais

de deficiéncia de vitamina C.
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4.5 Parametros de desempenho

No inicio e no final do experimento, os peixes foram deixados em jejum
alimentar durante 12 horas e com o emprego de balanca analitica e paquimetro,
foram determinados o peso e 0 comprimento padrdo do grupo de peixes de cada
aquario, respectivamente. Foram calculados os parametros de desempenho,
utilizando as médias obtidas em cada unidade experimental.

e Consumo de racdo aparente médio
CR (g) = (Peso inicial da racdo — peso final da racdo) / N° peixes final
e Ganho de peso médio
GP (g) = (Peso final-Peso inicial) / N° peixes final
e Conversdo alimentar aparente médio
CA = consumo de ra¢do médio e mg /ganho de peso médio e mg
e Taxa de crescimento especifico médio
TCE (% dia) = (Ln Peso final-Ln Peso inicial) x 100 / dias experimentais
e Taxa de sobrevivéncia

S (%) = 100 x (n° peixes final) / n° de peixe inicial)

4.6 Teste de estresse térmico

Ao final do experimento, 14 animais de cada tratamento foram mantidos
em quatro aquéarios separados para o teste de estresse térmico. ApOs serem
identificados e alojados nos aquarios correspondentes, a temperatura da agua foi
alterada de 27°C para 14°C em uma taxa de 6°C h'. Os animais foram mantidos
nesta temperatura por um periodo de uma hora. A cada 15 minutos foi observado
e anotado o estado fisico dos peixes, considerando-se debilitados aqueles que se
encontravam vivos, mas que apresentavam perda de postura no fundo dos

aquarios, e normais aqueles que se encontravam nadando na coluna d’agua. Com
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esses dados obteve-se a resisténcia ao estresse ao frio. Os aquarios foram

equipados com aeradores individuais para o controle do oxigénio dissolvido.

4.7  Composi¢do quimica das carcacas e dietas experimentais

No final do experimento, os animais restantes de cada tratamento foram
eutanasiados em solugdo de eugenol 285 mg/L, armazenados em freezer com
temperatura regulada para -18°C. Posteriomente, os animais foram liofilizados e
moidos em um moedor de carne para, em seguida, realizar as analises quimicas
do corpo inteiro. As anélises quimicas das dietas e das carcagas foram realizadas
no Laboratdrio de Anélise Avangadas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos
da UFLA, segundo metodologia descrita por AOAC (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1995).

As dietas e os peixes foram homogeneizados e analisados para proteina
bruta, extrato etéreo, composi¢do mineral (calcio e fosforo) e perfil de acidos
graxos. O teor de proteina bruta foi determinado pela quantidade de nitrogénio
(N x 6,25) utilizando o método de Kjedal. O teor de extrato etéreo foi determinado
por extragdo com éter etilico, com o auxilio do sistema de extracdo Soxleth. Para
a determinacédo da concentracdo dos minerais célcio e fésforo, as amostras foram
primeiramente digeridas em mistura de acido nitrico e perclérico e diluidas com
dgua deionizada para posterior quantificacdo. Célcio e fdsforo foram
quantificados por Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica em Chama (FAAS),
segundo metodologia de Cookbook Shimadzu (2002).

Os procedimentos para a analise dos perfis de acidos graxos, foram
realizados de acordo com o método descrito por Folch, Lees e Sloane-Stanley
(1957). Foram utilizados 100 mg de cada amostra, os lipideos foram extraidos
com cloroférmio: metanol (2:1v/v). Posteriormente, foram saponificados com 2

mL de NaOH 0,5 M em metanol (w:v) e esterificados com 2,5 mL de reagente
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esterificante (10g NH4CI: 300mL de CH30OH:15mL H2504) em banho, no ponto
de ebulicdo (5 min por processo). Apés a adicdo de 4 ml de solucdo saturada de
NaCl, os ésteres metilicos foram extraidos com 2,5 ml de hexano e preservados
em seco com ar de nitrogénio a -80°C antes das andlises quimica.

Os ésteres metilicos dos 4&cidos graxos foram analisados por
cromatografia gasosa, através do cromatografo (GC Solution, Shimadzu, Italy),
equipado com detector por ionizacdo de chama e coluna capilar Carbowax (30 m
x 0,25 mm). Para a separacdo cromatografica, 1 uL de amostra foi injetado com
auxilio de seringa de 10 uL (Hamilton®) em sistema Split = 10. O gas Nitrogénio
foi utilizado como carreador com velocidade linear programada para 43,2 cm/s.
Os gases Hidrogénio e Ar sintético formaram a chama no detector.

As temperaturas do injetor e do detector foram controladas isotérmicas
em 200°C e 220°C. A temperatura inicial da coluna foi de 150°C (mantida por 5
minutos), aumentando em 4°C por minuto até atingir 220°C (mantida por 20
minutos). O Fluxo do gés de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto. Os picos dos
acidos graxos foram integrados e quantificados, usando o software GC Solution
(Shimadzu, Italy), e a identificacdo feita por comparacéo dos tempos de retencéo

com o padrdo interno certificado (Supelco® 37 Component FAME Mix).

4.8  Andlises estatisticas

Para as variaveis de desempenho e composicao corporal, os dados foram
verificados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk), correlacdo (teste de Durbin
Watson) e homogeneidade de variancias (teste de Levene F) dos residuos. Os
dados de cada tratamento foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e 0s
efeitos dos tratamentos e da interacdo verificados pelo teste de F. Para verificar o
efeito do tratamento sobre estresse térmico e sobrevivéncia, foi utilizada a

metodologia de modelos lineares generalizados (Mc Cullagh & Nelder, 1989)
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com Distribuicdo Binomial e fungdes de ligacdo logit e probit, e verificado o
intervalo de confianca dos pardmetros. As analises estatisticas foram realizadas,
utilizando o programa computacional R versdo 3.1.0 (R CORE TEAM, 2014).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros de desempenho

Os resultados obtidos para os pardmetros de desempenho estdo
apresentados na Tabela 3 e 4. Ndo foram observados efeitos significativos
(P>0,05) da interacdo e nem de tratamento, para as variaveis comprimento padréo,

cosumo de ragdo, conversdo alimentar e sobrevivéncia (Tabela 3).

Tabela 3 Desempenho de pos-larvas de Brycon orbignyanus alimentadas durante 34 dias
com dietas suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e fosfolipideos*
PL! Vit.C!
(9kg?)
0 1,61 5,08+0,25 2,01+0,13 0,64+0,06  50,00+20

CPI? CPF3 CR* CA® S6

0
2 161 4,87+0,09 1,91+0,22 0,74+0,08 56,67+40
20 0 1,61 4,72+0,23 1,82+0,09 0,75+0,06  70,00+10
2 161 4,81+0,07 2,07+0,21 0,77+0,08  50,00+36

CcVv’ - 3,69 8,72 10,05 26,31

* Valores estdo expressos em média + DP. As médias seguidas por letras diferentes na
mesma coluna, diferem significativamente pelo teste F.

LFL, fosfolipideos; VC, vitamina C.

2CPI, comprimento padr&o inicial (cm)

SCPF, comprimento padrao final (cm)

4 CR, consumo de racéo (g)

5 CA, conversao alimentar

6 S, sobrevivéncia (%)

CV, coeficiénte de variagdo (%)
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Entretanto, foi observado efeito da interacdo (P<0,05) para as variaveis
ganho de peso e taxa de crescimento espcifico (Tabela 4). Foramverificados
maiores valores de ganho de peso para as pos-larvas alimentadas com a dieta
controle (Dieta 1), ndo havendo diferenca significativa para os demais
tratamentos. Para a variavel taxa de crescimento especifico, foram observados
também maiores valores para 0s animais que receberam a dieta controle, seguido

pela dieta quatro.

Tabela 4 Valores medios de ganho de peso (GP) e taxa de crescimento especifico (TCE)
de pos-larvas de Brycon orbignyanus alimentadas durante 34 dias com dietas
suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e fosfolipideos™

Fosfolipideo Vitamina C (g kg?)
S 0 2 0 2
(g kg?) GP (0) TCE (% dia?)
0 3,11+0,14Aa 2,58+0,01b 11,34+0,11Aa  10,67+0,08Bb
20 2,450,27B 2,69+0,06 10,56+0,36Bb  11,03+0,05Aa
CV! 5,72 1,77

* Valores estdo expressos em média + DP. Médias seguidas por letras minusculas
diferentes na linha e por letras maiusculas diferentes na coluna da mesma variavel, diferem
significativamente entre si pelo teste F.

L CV, coeficiénte de variacdo (%)

Durante todo o periodo experimental, ndo foi observado nenhum sinal de
deficiéncia de vitamina C, tais como, escoriose, lordose e cifose, sendo todas as
dietas bem aceitas pelas pos-larvas. Esse fato indica, que os tratamentos ndo
suplementados com vitamina C (Dieta 1 e Dieta 3), possuiam niveis suficientes
vitamina C para o desenvolvimento das pos-larvas. O suplemento mineral e
vitdminco utilizado (PREMIX) forneceu cerca de 350 mg de vitamina C kg
ldadieta, o que pode ter atendido as quantidades exigidas pelas pés-larvas.

Entretanto, os peixes que receberam a dieta controle (Dieta 1)

apresentaram comportamento mais agressivo em todos os aquarios, sendo
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observada diferenca no tamanho das pds-larvas e maior ocorréncia deataques
entre 0s peixes. Os animais desse tratamento apresentaram maiores valores
médios de ganho de peso e taxa de crescimento especifico e uma tendéncia a uma
melhor conversdo alimentar. Mas, esses valores foram influenciados pelo
comportamento agressivo apresentado por esses animais durante o experimento,
sendo alterada a densidade de estocagem,em raz&o da morte dos animais.

Nas pos-larvas que receberam suplementacdo de vitamina C (Dieta 2 e
Dieta 4), foi observado dominédncia de um dos peixes. Esse comportamento
ocasionou um aumento da mortalidade em um dos aquarios de ambos o0s
tratamentos. Essa dominancia pode ter sido causada, por maiores valores de
vitamina C na dieta. Segundo Okamura et al. (2008), aumentos crescentes na
concentragdo de ascorbil palmitato (derivado da vitamina C) na ragao,
porporcionaram aumentos cada vez maiores da altura da cabega em pos-larvas de
dourado (Salminus brasiliensis). O mesmo pode ter acontecido no presente
estudo, favorecendo os animais que mais se adaptaram com a dieta contendo
niveis elevados de vitamina C, deixando o grupo de animais do mesmo aquaério,
heterogéneo. Segundo Kestemont et al. (2003), o crescimento heterogéneo é o
principal problema da larvicultura em espécies com habitos predatorios.

De acordo com relatos observados por Baras et al. (2000), a variagdo do
tamanho no estagio larval geralmente possui consequéncias mais drasticas que em
juvenis ou adultos, em decorréncia do grande didmetro da boca das pos-larvas em
relacdo ao corpo, ocorrendo predagéo de presas menores. Segundo 0 mesmo autor,
para algumas espécies, as pds-larvas sdo capazes de atacar suas irmas, mesmo
apresentando maior comprimento corporal, sendo que, muitas vezes, ndo
conseguem consumi-las por inteiro e acabam morrendo.

Como, neste trabalho, ndo se objetivou avaliar 0 aumento ou diminuigéo
do canibalismo e sim a taxa de sobrevivéncia, o canibalismo néo foi quantificado.

Entretanto, sabe-se que o tamanho heterogéneo esta relacionado ao aumento do
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canibalismo e a uma menor taxa de sobrevivéncia. Apesar de ser uma
caracteristica comum da espécie estudada, assim como de outras do género
Brycon (LOPES; SENHORINI; SOARES, 1994; PEDREIRA et al., 2008;
SACCOL-PEREIRA; NUNER, 2003), o canibalismo foi mais intenso nos animais
que receberam as dietas 1, 2 e 4 o que interferiu na taxa de sobrevivéncia entre 0s
tratamentos, fazendo com que tivessem uma tendéncia a menores taxas.

Ao contrério dos outros tratamentos, 0s animais que receberam somente
a suplementacdo de fosfolipideo(Dieta 3), apresentaram-se mais homogéneos e
menos agressivos. As pos-larvas de piracanjuba desse tratamento, tiveram
maiores valores de sobrevivéncia. Contudo, essa diferenga ndo foi significativa
(P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3). Talvez ndo tenha sido encontrada
diferenca, em razdo do nimero pequeno de animais utilizados nas parcelas (10
animais/aquario). Assim, a morte de um animal no aquario representa muito para
a taxa de sobrevivéncia (10% a menos), aumentando o desvio em torno da média
e, dificultando a significancia dos dados. De qualquer forma, os animais que
receberam a dieta 3, apresentaram sobrevivéncia de 70%. Isso demonstra que a
biossintese de novo fosfolipideos ndo poderia atender a exigéncia desse nutriente,
para essa espécie, nessa fase de desenvolvimento.

Os resultados de sobrevivéncia encontrados com a suplementagdo de
fosfolipideos, neste estudo, corroboram aos encontrados por Zhao et al. (2013),
obtendo-se resultados maiores de sobrevivéncia em pés-larvas de grande corvina
amarela Larmichthys crocea, quando estas receberam niveis relativamentes mais
elevados de fosfolipideos dietéticos.

De um modo geral, os valores de sobrevivéncia obtidos neste estudo
utilizando dietas, sem ou com suplementacao de fosfolipideos,variaram entre 50%
a 70%. Para pos-larvas de piracanjuba, sdo valores relativamente altos, uma vez

que é uma espécie que esta em extincdo, e durante a sua larvicultura muitas vezes
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€ necessario entrar com espécies forrageiras,por apresentar alto indice de
canibalismo (SACCOL-PEREIRA; NUNER, 2003).

Em relacdo aos resultados de desempenho encontrados neste estudo,estéo
diferentes aos encontrados por Peng et al. (2013), que apesar de ndo terem
observado diferencas significativas, avaliando niveis mais altos vitamina C (450
e 800mg kg?) para juvenis de pomfret prata Pampus argenteus, observaram um
ligeiro aumento no ganho de peso, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia,
além de uma possivel melhora na conversao alimentar, quando comparados com
a dieta controle (100 mg kg'). Entretanto, a dieta controle, deste estudo, apresenta
valores de 350 mg kg* da dieta e que pode ter atingido as necessidades das pés-
larvas melhorando o desempenho. Enquanto que as dietas suplementadas com
niveis altos de vitamina C (2000 mg kg da dieta) pode ter sido muito para essa
espécie, proporcionando piores resultados.

5.2  Teste de estresse Térmico

A proporcdo de p6s-larvas normais (nadando na coluna d’agua), durante

o teste de resisténcia a baixa temperatura (14°C) esta apresentado na Figura 17.
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Figura 17 Proporcéo de pds-larvas de piracanjuba mantidas sobre estresse por baixa
temperatura (14°C) durante uma hora.

De acordo com a analise de modelo binomial, aos animais que nao
receberam suplementacdo de fosfolipideos na dieta (Dieta 1 e Dieta 2), ndo houve
efeito significativo do tempo sobre a resposta ao estresse e, portanto, esses
tratamentos ndo se ajustaram ao modelo binomial e suas estimativas néo diferiram
de zero. Entretanto, para 0s animais que receberam dietas suplementadas com
fosfolipideos (Dieta 3 e Dieta 4), houve efeito do tempo sobre o estresse dos
animais, ajustando-se o modelo binomial. De acordo com o modelo, as p6s-larvas
que receberam a dieta 3, apresentaram maior resisténcia a baixas temperaturas
guando comparados com animais que receberam a dieta 4.

Neste estudo, observou-se que os fosfolipideos dietético possuem grande
importancia em pos-larvas de piracanjuba, para aumentar a resisténcia desses
animais quando submetidos a baixas temperaturas. Esse resultado foi consistente

aos encontrados com varias outras espécies (JING-KE et al., 2002;
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KANAZAWA, 1997; ZHAO et al. 2013). Estudos tém demonstrado que os
fosfolipideos dietéticos podem aumentar a fluidez da membrana celular,
aumentando o teor de &cidos graxos insaturados e, consequentemente,
aumentando & resisténcia dos animais em temperaturas baixas (CAO; LIN; LAO,
1997).

Entretanto, para 0s animais que receberam suplementacdo de
fosfolipideos e vitamina C (Dieta 4), apresentaram-se menos resistentesa baixa
temperatura, quando comparado com animais que receberam somente
suplementacdo de fosfolipideos (Dieta 3). Esse fato,pode esta ligado ao efeito pro-
oxidante que a vitamina C apresenta quando consumida em altas doses. Segundo
estudos realizados in vitro, mostraram que essa vitamina na presenca de metais de
transicéo, tais como o ferro, pode atuar como uma molécula pro-oxidante e gerar
radicais livres e peroxido de hidrogénio. Geralmente, esses metais estdo
disponiveis em quantidades muito limitadas e as propriedades antioxidantes dessa
vitamina predominam in vivo (ODIN, 1997).

No entanto, a vitamina C auxilia na absorcéo géastrica de ferro, reduzindo-
0 no estbmago, ao estado ferroso, forma a qual, é absorvido (KANEKO;
HARVEY; BRUSS, 1997; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1993). Assim,
no presente estudo, provavelmente ocorreu maior absor¢do de ferro, o que levou
a producdo de radicais livres pelo excesso de vitamina C na dieta e,
consequentemente, promoveu a oxidacdo de acidos graxos presentes nos
fosfolipideos das membranas, prejudicando a eficiéncia da membrana plasmatica

como camada fluida e semipermeével.

5.3 Composicdo quimica das carcagas

Os resultados encontrados para a composicdo de &cidos graxos das

carcacas das pos-larvas podem ser observados na Tabela 6. Os animais nao
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suplementados com fosfolipideos dietéticos, obtiveram em suas carcacas teores
significativamente (P<0,05) elevados de C14:0, dieta 1 (48,88%) e dieta 2
(48,74%). Enquanto isso, as pos-larvas suplementadas com fosfolipideos na dieta
apresentaram teores menores de C14:0, dieta 3 (35,23%) e dieta 4 (36,80%). Da
mesma forma, a soma de &cidos graxos saturados foi significativamente (P<0,05)
maior para as pos-larvas ndo suplementadas com fosfolipideos, dieta 1(64,03%) e
dieta 2 (65,86%) do que quando comparadas com as que receberam fosfolipideos,
dieta 3 (53,78%) e dieta 4 (54,85%).

Também foi obtida, diferenca significativa (P<0,05), para os contetdos
de acidos graxos essenciais, C18:2n-6 e C18:2n-3, sendo encontrados menores
valores de C18:2n-6 para as pés-larvas que receberam adieta 1 (18,12%) em
relacdo as demais, dieta 2 (21,60%), dieta 3 (23,82%) e dieta 4 (23,07%). Para o
C18:3n-3, foram encontrados maiores valores nas carcagas das pos-larvas que
receberam somente a suplementacédo de fosfolipideos dieta 3 (0,29%).

N&o foi detectada a presenca do araquidénico (C20:4 n-6) na carcaga dos
animais. Entretanto, os seus precursores C20:2 n-6 e o C20:3 n-6 foram
identificados, sendo encontrados maiores quantidades em pdés-larvas que
receberam a dieta 3 (0,94% e 0,32%) e menores nas que receberam a dieta 1
(0,61% e 0,17%). Da mesma forma, ndo foram identificados os &cidos graxos
C20:5 n-3(EPA) e C22: 6n-3 (DHA). Mas, foram encontrados valores de C20:3
n-3, sendo observados em maiores quantidades nos peixes que receberam a dieta
3 (0,40%) e dieta 2 (0,35%) e menores para 0s que receberam a dieta 1 (0,25%) e
dieta 4 (0,28%). Contudo, maiores valores da soma dos PUFA-n3 foram
encontrados para as poés-larvas que somente receberam suplementacdo de

fosfolipideos, dieta 3 (0,68%) e menores valores para a dieta 1 (0,44%).
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Tabela 5 Composicdo de acidos graxos do corpo inteiro das pos-larvas de piracanjuba
Brycon orbignyanus, alimentadas com diferentes contetidos de fosfolipideo e vitamina C,
durante 34 dias*

% total de Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
acidos FLtO FL 20
graxos VCL0 VC?2 VCO VC?2
C14:0 48,88+3,98a  48,74+0,62a 35,23+1,81b 36,80+6,28b
C16:0 10,48+0,99  11,82+1,45 12,60+0,25 12,46+1,22
C18:0 3,46+0,44 3,87+0,50 4,38+0,10 4,07+0,37
C20:0 1,21+0,11 1,43+0,21 1,57+0,07 1,52+0,17
¥ SFA? 64,03+2,44a  65,86+2,05a 53,78+1,48b 54,85+4,55b
Cl4:1 0,44+0,06 0,51+0,06 0,54+0,01 0,50+0,04
Cl6:1 0,59+0,06 0,59+0,08 0,69+0,03 0,70+0,08
C18:1n-9 15,76+1,23  17,02+2,15 18,87+0,58  20,31+3,10
>~ MUFA3 16,80+1,34  18,12+2,29 20,11+0,61 21,51+3,20
C18:2n-6 18,12+1,66b  21,60+2,95a 23,82+0,72a 23,07+2,39a
C18:3n-6 0,08+0,01 0,09+0,01 0,10+0,01 0,09+0,01
C20:2n-6 0,61+0,05c  0,78+0,12b 0,94+0,04a  0,79+0,10b
C20:3n-6 0,17+0,01c  0,28+0,04b 0,32+0,01a  0,25+0,03b
¥ n-6 PUFA* 18,98+1,72b 22,76+3,11a 25,18+0,78a 24,20+2,50a
C18:3n-3 0,1940,02b  0,24+0,03b 0,29+0,01a  0,22+0,02b
C20:3n-3 0,25+0,01b  0,35+0,03a 0,40+0,04a  0,28+0,01b
¥ n-3 PUFA®  0,44+0,01c  0,59+0,07b 0,68+0,05a  0,52+0,03b
Y PUFA® 19,42+1,73d  23,35+3,21c 25,87+0,82a 24,70+2,52b

* Valores estdo expressos em média + DP. As médias seguidas por letras diferentes na
mesma linha, diferem significativamente entre si pelo teste F.

LFL, fosfolipideos; VC, vitamina C. Apresentados em g kg™ da dieta

2SFA: Acidos graxos saturados

SMUFA: Acidos graxos monoinsaturados

“n-6 PUFA: Acidos graxos poliinsaturados n-6

5n-3 PUFA: Acidos graxos poliinsaturados n-3

8 PUFA: Acidos graxos poliinsaturados
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Em peixes, assim como em outras espécies de animais monogastricos, a
composicdo lipidica tecidual reflete a alimentacdo e pode ser alterada pela
manipulacgdo da dieta. Normalmente, as fontes de &cidos graxos mais utilizadas na
alimentacdo animal sdo as de origem vegetal, por possuirem precos mais
acessiveis no mercado (RIBEIRO et al., 2008)

No presente estudo, foram utilizadas como principais fontes de lipideos,
0 6leo de soja e a lecitina de soja. Ambos os 6leos, sdo fontes ricas de &cidos
graxos monoinsaturados e poliinsaturados da familia 6mega-6. No entanto,
durante os processos normais de refinacdo de Oleos, como o de soja, 0s
fosfolipideos sédo separados pelo processo de degomagem do 6leo bruto, obtendo-
se a lecitina. Assim, os &cidos graxos presentes no 6leo de soja estdo contidos
principalmente nas moléculas de triacilgliceréis. Enquanto, na lecitina de soja, 0s
acidos graxos encontram-se principalmente nos fosfolipideos (TOCHER et al.,
2008).

Na anélise de composi¢do quimica dos &cidos graxos presentes nas dietas
experimentais (Tabela 2), pode-se perceber que as dietas que tiveram incluséo de
fosfolipideos, apresentaram maiores valores de acidos graxos poliinsaturados e
menores valores de acidos graxos saturados, quando comparados com as dietas,
nas quais ndo se incluiram fosfolipideos. Por conseguinte, as poOs-larvas que
receberam suplementacdo de fosfolipideos (Dieta 3 e Dieta 4), apresentaram
valores significativamente maiores (P<0,05) de &cidos graxos poliinsaturados e
valores significativamente menores (P<0,05) de &cidos graxos saturados em sua
composicdo, quando comparados com 0s animais que receberam a dieta sem
inclusdo de fosfolipideos (Dieta 1 e Dieta 2).

No entanto, foi observado que nas carcacas das pos-larvas que receberam
somente a suplementacdo de fosfolipideos (Dieta 3), obtiveram valores
significativamente maiores (P<0,05) de acidos graxos poliinsaturados quando

comparados com 0s animais que receberam a suplementacdo de fosfolipideos e
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vitamina C (Dieta 4). Esse fato, comprova o motivo pelo qual as pés-larvas que
receberam a dieta 4, apresentaram menores resisténcias em temperaturas baixas
(14°C), quando comparado com o dos animais que receberam a dieta 3, observado
na figura 17. Os altos niveis de vitamina C contidos na dieta 4, provavelmente,
promoveram efeitos prd-oxidantes no metabolismo do animal, causando a
peroxidacao lipidica e diminuicéo dos teores de &cidos graxos poliinsaturados nos
tecidos das pos-larvas que receberam essa dieta.

Estudos realizados por Ren et al. (2010) avaliando diferentes niveis de
vitamina C e fosfolipideos em dietas para larvas de goraz sobre o crescimento,
sobrevivéncia e resisténcia ao estresse, concluiram que a utilizacdo de 800 mg de
acido ascarbico e 40g de fosfolipideoskg*na dieta, sdo necessarios para as larvas
de goraz com 26 a 40 dias pds eclosdo, para proporcionar maior sobrevivéncia em
ambientes estressante. O presente estudo, demonstrou que as poés-larvas de
piracanjuba alimentadas com a dieta suplementada apenas com fosfolipideos
(dieta 3) apresentaram maiores valores de acidos graxos poliinsaturados o que,
possivelmente, promoveu melhor resposta ao estresse térmico. No entanto, vale
ressaltar que, na dieta 3, apesar de ndo ter sido suplementada com vitamina C, o
Premix utilizado, nesse experimento, continha niveis de 350 mg de vitamina C kg
! da dieta, o que pode ter atuado como antioxidante melhorando a resposta.

Os resultados da composigao de extrato etéreo e proteina bruta do corpo
inteiro das pos-larvas de piracanjuba, estdo apresentados na Tabela 7. Ndo houve
interacdo significativa (P>0,05) dos niveis de vitamina C e fosfolipideos sobre a
composicao corporal de proteina bruta e extrato etéreo nas pos-larvas. Mas, foi
observado efeito significativo de tratamento (P<0,05), onde os valores de proteina
bruta e extrato etéreo nos animais que receberam fosfolipideos dietéticos foram
significativamente menores (P<0,05). Além disso, foi encontrada diferenca

significativa (P<0,05) na suplementacdo de vitamina C sobre os valores de
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proteina bruta, sendo observado que houve diminui¢do da proteina bruta das

larvas suplementadas com vitamina C.

Tabela 6 Composicéo de extrato etéreo (EE) e proteina bruta (PB) do corpo inteiro de p6s-
larvas de piracanjuba Brycon orbignyanus alimentadas com diferentes conteddos de
fosfolipideos (FL) e vitamina C (VC), durante 34 dias (%do peso seco). *

Contelido FL VvC oV (o
(g kg) 0 20 0 2 )
EE 17,43+0,38a  14,98+0,65b 16,05+1,71 16,35+1,09 3,02

PB 57,38x2,20a  53,84+2,40b 57,40+2,48a  53,82+2,06b 2,41

* Valores estdo expressos em média £ DP. As médias seguidas por letras diferentes na
linha do mesmo suplemento, ndo diferem significativamente entre si pelo teste F.

Os resultados encontrados neste trabalho estdo diferentes aos obtidos por
Zhao et al. (2013). Esses autores obtiveram maiores valores de proteina bruta e
extrato etéreo em pds-larvas da grande corvina amarela Larmichthys crocea
alimentadas com dietas moderadas de fosfolipideos. Entretanto, vale ressaltar que,
no presente estudo, 0s animais que ndo receberam suplementacao de fosfolipideo
e vitamina C (Dieta 1), apresentaram problemas como agressividade dos animais
nos aquarios, provocando a morte dos mesmos e, alterando a densidade de
estocagem, além de terem obtidos nutrientes que estavam contidos na carcaca de
outros animais. Portanto, essas pos-larvas apresentaram melhor crescimento e
maiores teores de proteina bruta e extrato etéreo.

A composicdo mineral de Calcio (Ca) e fésforo (P) encontrados na
carcaca das pds-larvas de piracanjuba, esta apresentada na Tabela 8. Ndo houve
efeito significativo da interacdo (P<0,05) entre os niveis de fosfolipideo e
vitamina C da dieta, sobre a concentracdo de P. Para as concentracdes de Ca, a
interacdo foi significativa (P<0,05), sendo a maior concentracdo de Ca obtida para

as pos-larvas que receberam somente a suplementacéo de fosfolipideo na dieta
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(Dieta 3). A menor concentracdo de Ca foi encontrada para pds-larvas

suplementadas com fosfolipideos e vitamina C (Dieta 4).

Tabela 7 Composicdo de Calcio e fdsforo do corpo inteiro de pés-larvas de piracanjuba
Brycon orbignyanus alimentadas com diferentes contetidos de fosfolipideos (FL) e
vitamina C (VC), durante 34 dias (g kg do peso seco). *

Conteldos de ve
FL (g koY) o 2 o 2
Fosforo Calcio
0 27,44+0,76 27,95+0,84 44,08+0,20B  43,74+0,08A
20 28,80+0,30 26,66%0,42 46,74+0,18Aa 38,68+0,49Bb
CV (%) 2,24 0,65

* Valores estdo expressos em média + DP. Médias seguidas por letras mintsculas
diferentes na linha e por letras maiusculas diferentes na coluna da mesma variavel, diferem
significativamente entre si pelo teste F.

Uma possivel explicacdo para o baixo valor de Ca encontrado na carcaga
das pos-larvas que receberam a dieta com suplementacdo de fosfolipideos e
vitamina C (Dieta 4) se deve, principalmente, a alta concentra¢do de vitamina C
na dieta. Segundo Darias et al. (2011a), em estudo de dose-resposta com vitamina
C, em larvas de robalo europeu, foi observada uma diminuigdo na quantidade de
transcritos de SVCT-1 (principal transportador de vitamina C no intestino) e
TRPV-6 (principal transportador de Calcio no intestino), com o aumento da
vitamina C na dieta, sugerindo a existéncia de um mecanismo de controle para a
absorcdo de vitamina C e Ca a nivel de transcri¢do. De acordo ainda com o0s
mesmos autores, para a transcricdo de SVCT-1 requer ions de Ca, logo, baixa
expressao de TRPV-6 poderia implicar baixa sintese de transportador de TRPV-
6, impedindo, assim, a absorcéo intestinal suficiente de Ca para promover altos
niveis de expressdo de SVTCT-1. Dessa forma, a dieta com vitamina C poderia
modular a expressdao de TRPV-6, um gene que é modulado pelo receptor da

vitamina D.
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No presente estudo, a menor concentracdo de Ca nas carcacas foi
encontrada em pés-larvas que receberam dieta contendo maior valor de vitamina
C e fosfolipideo (Dieta 4), ndo sendo observada diferenca significativa na
concentracdo de Ca quando os animais receberam somente altas doses de vitamina
C (Dieta 2) em comparacdo com a dieta controle. Assim, provavelmente, além
dos altos niveis de vitamina C influenciando a reducéo da concentracéo de Ca nas
pos-larvas que receberam a dieta 4, a inclusdo de fosfolipideos dietéticos pode ter
influenciado também nessa diminuicdo. Sabe-se que os fosfolipideos favorecem
a absorcao de vitaminas lipossolUveis, incluindo a vitamina D. Essa vitamina, por
meio de seus receptores (VDR) induz a expressdo de varias proteinas de ligacdo
de transporte de Ca no intestino, estimulando a absorcao ativa de Ca, preservando,
assim, a normocalcemia e, indiretamente, a manutengdo de mineralizacdo 6ssea.
Como o principal transportador de Ca no intestino (TRPV-6), possivelmente,
estivesse com sua expressao sendo inibida pelo excesso de vitamina C na dieta, a
manutenc¢do da normocalcemia pela vitamina D, foi por meio da reabsorc¢ao de Ca
nos 0ssos e assim, diminuiu a concentracdo de Ca na carcaga das pos-larvas.

Para os animais que receberam dieta somente com a suplementagdo de
fosfolipideo (Dieta 3), a concentragdo de Ca na carcaca foi significativamente
superior (P<0,05) que dos demais tratamentos, demonstrando que uma possivel
melhora na absorcdo de vitamina D, nesse grupo, foi obtida pela inclusdo de
fosfolipideo. Provavelmente, essa vitamina promoveu uma maior absorcdo de Ca
no intestino, em decorréncia de que a expressdo dos transportadores de Ca no
intestino, ndo estivesse inibida pela alta concentracao de vitamina C na dieta.

O mesmo ndo foi observado para a concentracdo de P na carcaga das pos-
larvas, onde ndo houve efeito significativo (P>0,05) para as diferentes dietas.
Apesar disso, houve uma pequena tendéncia de niveis mais altos de P para as pds-
larvas que receberam a dieta 3 e niveis mais baixos para as pos-larvas que

receberam a dieta 4, possivelmente, em razdo de que Ca e 0 P estivessem
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estreitamente relacionados entre si no metabolismo e fisiologia animal. Estudos
ttm demonstrado que a suplementacdo de fosfolipideo pode afetar o
desenvolvimento do intestino, aumentando a atividade de algumas enzimas
intestinais, sendo a fosfatase alcalina uma delas (ZHAO et al., 2013). A atividade
dessa enzima esta, positivamente, correlacionada com a absorcdo de lipideos,
glicose, célcio e fdésforo inorganico (TENGJAROENKUL; SMITH; CACECI,
2000).

Os resultados obtidos com este trabalho, demonstram que a utilizagéo de
altas doses de vitamina C pode ndo ser a forma mais eficiente de aumentar a
concentracdo de vitamina C no corpo do animal. Isso estd em conformidade com
estudos anteriores que mostraram que a vitamina C é bem absorvida em doses
baixas, mas a absor¢do diminui @ medida que aumenta o nivel na sua dieta
(PADAYATTY; LEVINE, 2001).

6 CONCLUSAO

Em conclusdo, com base nos dados de desempenho, composicao corporal
e resisténcia ao estresse térmicode pos-larvas de piracanjuba, preconiza-se a dieta
3 suplementada com 0,0 g kg de vitamina C (0,350 g kg™ de vitamina C) e 20,0
g kg de fosfolipideos.
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