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RESUMO
Dissertagdo de mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

CRESCIMENTO E PERFIL OXIDATIVO DE JUVENIS DE Rhamdia quelen
ALIMENTADOS COM DIFERENTES NIVEIS DE VITAMINA E (a-TOCOFEROL)
NA DIETA
AUTOR: JULIANO UCZAY
ORIENTADOR: BERNARDO BALDISSEROTTO
Data e local da defesa: Santa Maria 04 de dezembro de 2013

Os parametros de crescimento, bioquimicos, sanguineos e de estresse oxidativo foram
avaliados em juvenis de jundias alimentados com diferentes niveis de vitamina E (0, 200, 300
e 400 mg kg™ na dieta) ap6s 60 dias. Ao final do experimento, observaram-se melhoras nas
variaveis de crescimento: comprimento total, padréo, taxa de crescimento especifico e fator de
condicdo, com a adi¢do de vitamina E na racdo. A contagem de eritrécitos foi maior nas dietas
contendo vitamina E. O nivel 400 mg kg™ de vitamina E, diminuiu o teor de triglicerideos
plasmaticos e aumentou a resisténcia dos eritrécitos. As doses de 300 e 400 mg kg™,
reduziram o estresse oxidativo conforme os biomarcadores oxidativos, avaliados no encéfalo,
figado, branquias e mausculo: substancias que reagem ao acido tiobarbitrico (TBARS),
hidroperéxidos lipidicos (LOOH), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-
S-transferase (GST) e o contetdo dos grupos tidis ndo proteicos (NPSH). Doses de vitamina E
na dieta de juvenis de jundias acima de 300 mg kg™ promovem melhoras nos parametros de

crescimento, sanguineos e do sistema antioxidante.

Palavras Chave: Dano oxidativo. Nutricdo. Espécies reativas de Oxigénio, hematologia.



ABSTRACT
Animal Science Master thesis
Postgraduate Program in Animal Science
Universidade Federal de Santa Maria

GROWTH AND OXIDATIVE PROFILE OF Rhamdia quelen JUVENILES FED
DIFFERENT LEVELS OF DIETARY VITAMIN E (a-tocopherol)

AUTHOR: JULIANO UCZAY
ADVISER: BERNARDO BALDISSEROTTO
Date and place of defense: Santa Maria, December, 4™, 2013

The growth parameters, biochemical, and blood oxidative stress were evaluated in
juvenile jundias fed different levels of vitamin E (0, 200, 300 and 400 mg kg™ in diet) after 60
days. At the end of the experiment, we observed improvements in growth variables: total
length, standard, specific growth rate and condition factor, with the addition of vitamin E in
the diet. The erythrocyte count was higher in diets containing vitamin E. The level of 400 mg
kg of vitamin E, decreased plasma triglyceride content and increased resistance of
erythrocytes. Doses of 300 and 400 mg kg™, reduced oxidative stress as oxidative biomarkers
evaluated in the brain, liver, gills and muscle substances which thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), lipid hydroperoxides (LOOH), superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutathione-S- transferase (GST) and the content of non-protein thiol groups (NPSH).
Doses of vitamin E in the diet of juvenile catfishes above 300 mg kg™ promotes
improvements in growth parameters , and blood antioxidant system .

Keywords: Oxidative stress. Nutrition. Reactive oxygen species. Hematology.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta escrita da seguinte forma: primeiramente estdo apresentados a
INTRODUGAO, os OBJETIVOS e a REVISAO BIBLIOGRAFICA.

A seguir os resultados sdo apresentados na forma de MANUSCRITO. No final
encontra—se o item CONCLUSOES GERAIS sobre 0 estudo em questAo.



1. INTRODUCAO

A producdo aquicola tem aumentado a uma taxa de crescimento médio anual de 6,3%,
passando de 34,6 milhdes de toneladas em 2001 a 59,9 milhdes de toneladas em 2010. Para o
mesmo periodo a pesca de captura tem mantido um nivel em torno de 90 milhdes de toneladas
(FAO, 2010). Em 2009, o consumo mundial anual de pescado per capita foi estimado em 18,4
kg, sendo que o peixe representou 16,5% da ingestdo de proteina animal e 6,4% de todas as
proteinas consumidas. Em escala mundial, o pescado proporciona a mais de 2900 milhdes de
pessoas quase 20% do aporte médio de proteina animal per capita (FAO, 2010).

Em termos de Brasil, no ano de 2010, a producdo aquicola nacional apresentou um
incremento de 15,3% em relacdo a 2009. Comparando-se a producdo de 2010 com o montante
produzido em 2008, este incremento fica ainda mais evidente, sendo equivalente a 31,2%. A
maior parcela da producéo aquicola é oriunda da aquicultura continental, na qual se destaca a
piscicultura continental, que representou 82,3% da producao total nacional (MPA, 2010). Nos
ultimos anos houve um aumento na procura por espécies nativas de silurideos e algumas
outras espécies carnivoras, como é o caso dos jundids, pintados, surubins, dourados e
pirarucus. Apesar de alguns destes peixes apresentarem caracteristicas como carne branca e
saborosa, sem espinhos intramusculares (espinhas) aliadas a um porte avantajado, a
inexisténcia de um pacote tecnoldgico de producdo de juvenis destas espécies, aliado ao
pouco conhecimento dos aspectos como a biologia, nutricdo e manejo correto restringe a
expansdo do cultivo (ANDRADE; YASUI, 2003).

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie promissora, principalmente na regido sul do
Brasil, onde o clima limita o cultivo de muitas espécies. Pertencente a ordem dos
Siluriformes, sua distribuicdo se da desde a regido sudeste do México até a regido central da
Argentina (BALDISSEROTTO; RADUNZ-NETO; BARCELLOS, 2010). Dados do
Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2010) mostram que a producdo brasileira de jundia
oriunda da criagdo em cativeiro cresceu de 911 toneladas em 2008 para 1274,3 toneladas em
2010, o que representa um incremento de quase 40% no cultivo da espécie. Porém, para a
espécie em questdo ainda ndo ha dados suficientes para o desenvolvimento de um pacote
tecnoldgico envolvendo tabelas com exigéncias nutricionais, como por exemplo, vitaminas e

minerais.
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As vitaminas sd0 compostos necessarios para o crescimento, reproducao e manutencao
da salde em condices ideais. Sdo classificadas como hidrossoluveis as vitaminas do
complexo B e a vitamina C (&cido ascorbico). As vitaminas A, D, E e K séo classificadas
como lipossolaveis (NRC, 2011). A vitamina E (tocoferol) é conhecida pelo seu efeito
antioxidante e como protetor de membranas bioldgicas. A presenca desta vitamina tem
proporcionado melhoras nos parametros de crescimento de algumas espécies como Channa
punctatus (ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012,), Huso huso (AMLASHI et al., 2011) e
em hibrido de Colossoma macropomum X Piaractus mesopotamicus (GONCALVES et al.,
2010).

Em algumas espécies de peixes alimentadas com vitamina E, foram observados
aumento no hematdcrito e na contagem de eritrécitos (ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN,
2012). Peixes alimentados com dietas contendo vitamina E apresentam, tambeém, uma menor
fragilidade eritrocitaria (AMLASHI et al., 2011). Estes resultados nos parametros da série
vermelha sanguinea, demonstram que a vitamina E atua prevenindo a anemia em peixes,
devido a uma maior protecdo do eritrdcito, por conta de um aumento na estabilidade oxidativa
das membranas dessas células (SANTOS; OBA, 2009; NRC, 2011). A auséncia de niveis
ideais de vitamina E em dietas para peixes pode reduzir o hematdcrito, gerar distrofia
muscular, degeneracdo de gorduras do figado, anemia, hemolise eritrocitaria, hemorragias e
despigmentacdo (SANTOS; OBA, 2005; NRC, 2011).

Em filés a vitamina E reduz os niveis de lipoperoxidacao (LPO) e diminui a formacéo
de “off-flavors” (CHAIYAPECHARA et al.,, 2003). Filés de Sparus macrocephalus
alimentados com vitamina E aumentaram a atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD)
e reduziram a LPO, mas ndo houve nenhum efeito sobre a enzima glutationa peroxidase
(GPx) (ZANG et al., 2007). A diminuicdo da LPO é resultante do funcionamento do sistema
de defesa antioxidante, e isto pode ser adquirido com a ingestdo de niveis corretos de vitamina
E (ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012) ou outros compostos com a mesma propriedade
como, por exemplo, a propolis (DENG et al., 2011), vitamina A (FONTAGNE et al., 2006) e
extratos vegetais (ZHENG et al., 2009).

Assim, levando em consideragdo o contexto abordado, e de forma também a explorar
o0 potencial do jundi4, visando um maior avanco na pesquisa de espécies nativas da regido sul
do Brasil, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inclusdao de vitamina E (a-tocoferol)
em dietas para juvenis de jundias em parametros de crescimento, hematoldgicos e de estresse

oxidativo.



2. ESTUDO BIBLIOGRAFICO

2.1. Mercado de peixes

Em 2010, a producdo aquicola nacional foi de 479.399 t, representando um
incremento de 15,3% em relacdo a producdo de 2009. Comparando-se a produc¢do atual com o
montante produzido em 2008 (365.366 t), fica evidente o crescimento do setor no pais, com
um incremento de 31,2% na producdo durante o triénio 2008-2010 (MPA, 2010).

As espécies mais criadas no Brasil sdo as carpas e as tilapias, tendo uma producdo de
94.579,0 e 155.450,8 toneladas respectivamente (MPA, 2010). Ambas sdo espécies exaticas, e
por serem amplamente estudadas em outros paises, ja& possuem um pacote tecnoldgico que
envolve o conhecimento de suas exigéncias nutricionais, técnicas de manejo e condicdes de
qualidade da &gua ideais, com isso hd uma maior facilidade da criacéo.

Porém, se tratando de espécies nativas, ainda ha pouco conhecimento sobre os
aspectos bioldgicos, nutricionais e fisioldgicos, o que acaba dificultando a criacdo em
sistemas de cultivo. Além disso, de maneira geral a tendéncia na criacdo de peixes é a
intensificacdo do cultivo, com o uso cada vez maior de tecnologia e aumento da densidade de
estocagem. Paralelo a isso, hd também o aumento de doencas e parasitas que podem vir a
infectar principalmente juvenis, que sdo mais suscetiveis a moléstias (TACON; FOSTER,
2003; CYRINO et al., 2010;).

Para tanto, estudos nas linhas de nutricio e de saude de peixes nativos sdo
considerados o ponto fundamental para o desenvolvimento da piscicultura nacional. Dados
gerados com estes trabalhos proporcionam subsidios para a exploracdo de forma racional das

espécies brasileiras, contribuindo assim para o fortalecimento desta atividade no pais.

2.2. Jundia (Rhamdia quelen)

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe que apresenta grande aceitagdo pelo mercado

consumidor devido a sua carne saborosa e auséncia de espinhas intramusculares. Os adultos
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desta espécie sdo onivoros no ambiente natural, tendo preferéncia por peixes, crustaceos,
insetos, restos vegetais e detritos organicos (BALDISSEROTTO; RADUNZ-NETO;
BARCELLOS, 2010).

Alguns trabalhos sobre nutricdo do jundi& foram feitos utilizando fontes alimentares
tradicionais como farinhas de origem animal e farelo de soja e também com fontes
alternativas como as leveduras (COLDEBELLA; RADUNZ NETO, 2002; LAZZARI et al.,
2008). A utilizacdo de prébiodticos, um deles derivado de flavonoide e outro de uma
combinacdo de &cidos organicos e parede celular de levedura, adicionados na dieta para
jundid, mostraram ndo ter efeito sobre o ganho de peso, porém melhoraram a taxa de
sobrevivéncia dos juvenis (HERNANDEZ et al., 2012). Ha poucos trabalhos envolvendo
produtos antioxidantes para jundias, sendo que a maioria esta relacionada com a adi¢do destes
compostos na agua para o transporte (CUNHA et al., 2010; AZAMBUJA et al., 2011,
VEECK et al., 2013). Em adicdo, na literatura consultada encontrou-se apenas um trabalho
envolvendo a adicdo de vitaminas em dietas para o jundia. Foi utilizado vitamina C nas doses
de 148, 252, 580 e 1233 mg kg, sendo que essas ndo influenciaram o crescimento,
sobrevivéncia e grau de infestacdo por ictio (Ichthyophthyrius multifiliis) (BORBA et al.,
2007).

2.3. Vitamina E e o estresse oxidativo

A vitamina E é um termo genérico utilizado para um grupo de moléculas
lipossoluveis, os tocoferois e tocotriendis, que tém uma funcdo importante na protecdo dos
organismos contra a LPO e que também podem ter outras func¢des bioldgicas especificas. Em
peixes, como em outros vertebrados, o a-tocoferol (TOH) é preferencialmente retido no corpo
em comparagdo com outros tocoferois, provavelmente por causa da presenca da proteina de
transferéncia de a-tocoferol (TTP) no figado. Esta proteina tem diferentes afinidades com os
tocoferdis e os que possuem ligacOes fracas com a TTP sdo em maior parte excretados na bile
(HAMRE, 2011). Além das fungdes de protecdo do organismo contra a LPO, a vitamina E
pode afetar o metabolismo lipidico, como por exemplo os processos de dessaturacdo e/ou
alongamento dos acidos graxos (MOURETE, 2007).
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O oxigénio é bastante toxico devido a sua natureza quimica, sendo um bom agente
oxidante, que se reduz ao receber elétrons. Através de reducBes parciais do oxigénio sdo
formados intermediérios reativos também conhecidos como espécies reativas de oxigénio
(EROs) tais como o anion superoxido (02°), o perdxido de hidrogénio (H,O;), o radical
hidroxil (OH") e o oxigénio singlete (*0). Alguns desses intermediérios s&o radicais livres,
definidos por Halliwell; Gutteridge (1999), como sendo qualquer espécie quimica capaz de
existir de forma independente, apresentando elétrons desemparelhados. Estes radicais sdo
formados pela perda ou ganho de um elétron de um ndo-radical.

Altas concentracdes das EROs devem ser evitadas pelo organismo, uma vez que a
reatividade destes compostos traz consequéncias celulares deletérias. Esses compostos podem
provocar a oxidacdo de biomoléculas como proteinas e lipidios, levando a lipoperoxidacéo
(LPO), que ocasiona alteragOes na estrutura e permeabilidade da membrana celular; danos no
DNA, ocasionando muta¢fes; e o rompimento da homeostase celular (SIES, 1991). Quando
hd um desequilibrio entre a concentracdo das EROs e a geracdo do sistema de defesa
antioxidante, o quadro é reconhecido como estresse oxidativo, podendo levar a injarias e até
mesmo a morte celular (MARTiNEZ-ALVAREZ et al.,, 2005; PAVANATO; LLESUY,
2008).

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados pelo sistema de defesa enzimatico,
representado principalmente pelas enzimas SOD, CAT, GPx e glutationa-redutase (GR)
(BONNEFOY et al., 2002). H4 ainda o sistema de defesa ndo enzimatico representado pelas
vitaminas (A, C e E), os compostos polifenolicos (como a préopolis) e os compostos de baixo
peso molecular (como os carotenoides). Eles atuam como varredores de radicais livres,
quelantes de minerais e bloqueadores de EROs (SPADA; SILVA, 2004).

2.4. Vitamina E em peixes

Para algumas espécies de peixes a exigéncia de vitamina E ja foi determinada e os
trabalhos mais recentes sdo apresentados na Tabela 1. Maiores niveis de vitamina E (120, 165
e 216 mg kg™*) conferiram uma menor fragilidade osmética eritrocitaria (PAUL et al., 2004).

De uma forma geral em peixes, quando ocorre reducdo na ingestdo de vitamina E, ha reducéo
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no hematocrito e aumento da fragilidade dos eritrocitos, com isto ha perda da estabilidade das

membranas devido a acdo dos radicais livres sobre as mesmas (SANTOS; OBA, 2009).

Tabela 1 - Exigéncia de vitamina E para algumas espécies de peixes cultivados.

Espécie Recomendacéo Referéncia
Tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) 110-140 mg kg’ (NAVARRO et al., 2010)
Tilapia hibrida (O. niloticus x O. aureus) 60-67 mg kg™ (SHIAU; HSU, 2002)
Bagre indiano (Channa punctatus) 140-169 mg kg™ (ABDEL-HAMEID;
ABIDI; KHAN, 2012)
Red drum (Sciaenops ocellatus) 31 mg kg* (PENG; GATLIN, 2009)
Mrigal (Cirrhinus mrigala) 99 mg kg™ (PAUL et al., 2004)
Rohu (Labeo rohita) 131,91 mg kg™ (SAU et al., 2004)
Garoupa (Epinephelus malabaricus) 104-115 mg kg™ (LIM; SHIAU, 2005)
Tambacu (Colossoma macropomum X 400 mg kg™t (GONCALVES et al.,
Piaractus mesopotamicus) 2010)
Pacu (Piaractus mesopotamicus) 150 mg kg™ (SADO; BICUDO;

CYRINO, 2013)

A adicdo de vitamina E até 31 mg kg’ em dietas para o red drum (Sciaenops
ocellatus) promoveu uma reducdo nos niveis de LPO medida através das substancias que
reagem ao &cido tiobarbitarico (TBARS). Além disso, 0s peixes alimentados com uma dieta
sem a adicdo de vitamina E, obtiveram menor indice de &cido ascorbico plasmatico e
apresentaram edema no coragdo (PENG; GATLIN, 2009).

Os niveis 6timos de vitamina E para o garoupa (Epinephelus malabaricus) variaram
conforme o nivel de lipidios, sendo 61— 68 mg kg™ em dietas com 4% de lipidios e 104-115
mg kg™ em dietas com 9% de lipidios (LIN; SHIAU, 2005). Nestes niveis os peixes tiveram
0s melhor ganho de peso e diminuigdo da LPO medida através do TBARS. Esta técnica mede
a quantidade de malondialdeido (composto presente em tecidos bioldgicos oxidados) e devido
a sua facilidade de mensuracdo € comumente analisada em trabalhos envolvendo o uso de
antioxidantes. Em trabalhos com incluséo de vitamina E em dietas para peixes verificou-se a
reducdo da LPO para Channa punctatus (ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012).
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O teor de 400 mg kg™ de vitamina E favoreceu o peso final, comprimento padrio,
ganho de peso e a conversdo alimentar aparente de juvenis de tambacu, com maior
aproveitamento da dieta e melhor rendimento produtivo dos peixes. Os autores néo
verificaram alteracBes na enzima glutationa peroxidade (GPx), concluindo que esta ndo é
influenciada pela adicdo de vitamina E na dieta (GONCALVES et al., 2010).

Para juvenis de tilapia nildtica infectados com a bactéria Streptococcus iniae a
vitamina E proporcionou um bom crescimento e eficiéncia alimentar com a quantidade
presente na dieta basal (23,1 mg kg™), sendo que esses parametros ndo foram influenciados
em doses maiores (50 e 500 mg kg™). Porém, para aumentar a sobrevivéncia foi necessaria a
adicdo de 50 mg kg™ de vitamina E (LIM et al., 2010).

Além de beneficios no crescimento e no sistema de defesa antioxidante dos peixes, a
vitamina E também proporciona melhoras em parametros sanguineos e bioquimicos. Os
niveis de triglicerideos foram maiores em dietas com alta quantidade de 6leo e sem adicdo de
vitamina E para juvenis de Pagrus major (GAO et al., 2012). O aumento nos niveis de
hemoglobina, hematocrito e do numero de eritrdcitos foi verificado no sangue de Channa
punctatus quando alimentados com 140 mg kg™ da vitamina E na dieta (ABDEL-HAMEID;
ABIDI; KHAN, 2012). Maior fragilidade eritrocitaria é verificada em dietas sem a inclusdo de
vitamina E (ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012), sendo que isto é decorrente de uma
maior perda da estabilidade das membranas por conta da acdo dos radicais livres sobre as
mesmas (SANTOS; OBA, 2009).

A vitamina E também influencia na manutencdo da estabilidade de filés de peixes
durante o armazenamento dos mesmos. Em juvenis de truta arco-iris a vitamina E diminuiu a
quantidade de malondialdeido dos filés, e também o “off-flavor” (CHAIYAPECHARA et al.,
2003). A dieta suplementada com vitamina E n&o influenciou o desempenho de tilapia do
Nilo, porém os autores recomendam uma dose entre 110 mg kg™ a 140 mg kg™ para uma
melhora no perfil de &cidos graxos essenciais da carcaca (NAVARRO et al., 2010)

Percebe-se entdo a importancia da inclusdo de vitamina E em dietas para peixes,
visando a manutencdo da saude e consequentemente favorecendo o crescimento dos mesmos.
Porém, para que esta vitamina tenha a maxima eficiéncia, torna-se necessario verificar para
cada espécie de peixe qual o nivel de inclusdo ideal na dieta, o que é a proposta deste trabalho

para a espécie Rhamdia quelen.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da inclusdo de vitamina E (a-tocoferol) em dietas para juvenis de

jundia em parametros de crescimento, hematologicos e de estresse oxidativo.

3.2. Objetivos Especificos

 Avaliar a inclusdo de vitamina E na dieta de jundids na fase de recria sobre os
pardmetros de crescimento e bromatologicos.

« Verificar as alteracdes no balanco de 6xido-reducdo ocasionadas pela alimentacdo dos
jundias com dieta contendo diferentes niveis de vitamina E.

* Observar se a inclusao de diferentes niveis de vitamina E em dietas para o jundia causa

alteracOes nos parametros hematolégicos e bioquimicos.
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CRESCIMENTO E PERFIL OXIDATIVO DE JUVENIS DE Rhamdia quelen
ALIMENTADOS COM DIFERENTES NiVEIS DE VITAMINA E (a-TOCOFEROL)
NA DIETA.

Resumo: Os parametros de crescimento, bioguimicos, sanguineos e de estresse oxidativo
foram avaliados em juvenis de jundias alimentados com diferentes niveis de vitamina E (0,
200, 300 e 400 mg kg™ na dieta) ap6s 60 dias. Ao final do experimento, observaram-se
melhoras nas varidveis de crescimento: comprimento total, padrdo, taxa de crescimento
especifico e fator de condicdo, com a adicdo de vitamina E na racdo. A contagem de
eritrécitos foi maior nas dietas contendo vitamina E. O nivel 400 mg kg™ de vitamina E,
diminuiu o teor de triglicerideos plasmaticos e aumentou a resisténcia dos eritrocitos. As
doses de 300 e 400 mg kg™, reduziram o estresse oxidativo conforme os biomarcadores
oxidativos, avaliados no encéfalo, figado, branquias e musculos: substancias que reagem ao
acido tiobarbiturico (TBARS), hidroperdxidos lipidicos (LOOH), superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e o conteldo dos grupos tidis ndo
1

proteicos (NPSH). Doses de vitamina E na dieta de juvenis de jundias acima de 300 mg kg

promovem melhoras nos parametros de crescimento, sanguineos e do sistema antioxidante.

Palavras Chave: Dano oxidativo. Nutricdo. Espécies reativas de Oxigénio, Hematologia.

4.1. Introducéo

Em sistemas de cultivo intensivo o objetivo é otimizar o crescimento e a producdo de
peixes de alta qualidade. No entanto como em todo o cultivo intensivo, hd uma grande
preocupacdo com surto de doencas, o que faz com que piscicultores busquem alternativas
sustentaveis para evitar o aparecimento de moléstias, que venham a comprometer 0s sistemas
de producdo de peixes (AMLASHI et al., 2011). Atualmente o conceito de alimentos
funcionais tem sido aplicado na industria de alimentos para peixes, onde busca-se ndo apenas
atender as exigéncias nutricionais, mas que essas dietas também melhorem a condigdo de
salde (IBRAHEM et al., 2010).

A inclusdo de niveis adequados de vitaminas em dietas para peixes podem trazer

melhoras na saude. Em tilapias a vitamina A é necessaria para um 6timo ganho de peso (HU
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et al., 2006). Deficiéncias de vitamina D podem causar atraso na maturacdo do sistema
digestorio, dificuldades na absorcdo de Ca, resultando em aparecimento de deformidades
esqueléticas (DARIAS et al., 2011). A vitamina C traz beneficios a atividade de macrofagos
em pacus (BELO et al., 2012), linguados alimentados com dieta isenta de vitamina C
apresentaram deficiéncias como escoliose, anorexia e hemorragia, além de um menor ganho
de peso (WANG; KIM; BAI, 2002). Dietas isentas de vitamina C também mostraram casos de
escoliose, lordose, erosdo das nadadeiras e alta mortalidade para o Japanese seabass (Ai et
al., 2004) A vitamina E fornecida via dieta € essencial para a manutencdo do metabolismo e a
sua deficiéncia leva ao aumento da atividade oxidante no organismo, produzindo altos niveis
de perdxidos (NRC, 2011; TOCHER et al., 2002). Em peixes o nivel minimo de vitamina E
de adicéo em dietas é de 50 mg kg™ (NRC, 2011)

A vitamina E é um poderoso antioxidante, que constituido por quatro tocoferéis e quatro
isbmeros de tocotrienol a, P, y ¢ d, respectivamente, € possuem propriedades que melhoram a
estabilidade oxidativa em peixes (HUANG; APPEL, 2003). O a-tocoferol é o representante
mais importante do grupo de substancias com atividade de vitamina E, por apresentar maior
indice de absorcdo intestinal, maior deposicdo nos tecidos, menor excrecdo fecal e ser oxidado
mais lentamente (SAMPAIO et al., 2004). A vitamina E tem uma importante atividade
antioxidante sobre as macromoléculas celulares como DNA, proteinas e acidos graxos contra
a acdo de radicais livres (SADO; BICUDO; CYRINO, 2013).

Em outras espécies de peixes, inclusGes de vitamina E resultaram em beneficios nos
parametros de crescimento (CHEN et al., 2013; LIM et al., 2010; NAVARRO et al., 2010;
KIRON et al., 2004; TRUSHENSKI; KOHLER 2007; HUANG et al., 2004; ZANG et al.,
2007), melhoras no desenvolvimento embrionario (MILLER et al., 2012), diminuicdo da
lipoperoxidacdo (LPO) dos tecidos (SAU et al., 2004; PENG; GATLIN IIl, 2009; ABDEL-
HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012; LIM; SHIAU, 2005; GAO et al., 2012), melhoras no
sistema de defesa oxidante ndo-enzimatico (TOCHER et al., 2002; LIU et al., 2007; LEE;
SHIAU, 2004; ZANG et al., 2007; HUANG et al., 2004) e aumento da estabilidade dos filés
(CHAIYAPECHARA et al., 2003), da quantidade de eritrécitos (ABDEL-HAMEID; ABIDI,
KHAN, 2012; LI et al., 2013), da estabilidade da membrana eritrocitaria (SAU et al., 2004;
PAUL et al., 2004; ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012), além de diminuir os niveis de
triglicerideos e colesterol (GAO, et al., 2012).

A deficiéncia de vitamina E causa distrofia muscular, diatese exudativa, anemia,
eritropoiese deficitaria e fragilidade eritrocitaria (MOURENTE; BELL; TOCHER, 2007).
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Uma de suas principais funcdes é remover radicais livres e desempenhar um papel importante
na prevencdo do estresse oxidativo em tecidos bioldgicos, o qual que pode ser agravado
quando h& desequilibrio vitaminico na formulacdo de dietas (ABDEL-HAMEID; ABIDI;
KHAN, 2012). Portanto, a vitamina E ¢é essencial tanto para o bom crescimento e manutencédo
da saude de peixes cultivados, bem como para a qualidade do produto final como postas e
filés.

O jundia (Rhamdia quelen) (Quoy; Gaimard, 1824, Heptapteridae, Siluriformes) ocorre
principalmente no Brasil, e esta espécie nativa foi a mais cultivada do sul do Brasil, em 2001 -
2005 (BALDISSEROTTO, 2009). Estudos com essa espécie envolvem principalmente a
utilizacdo de fontes regionais em substituicdo a ingredientes tradicionais em dietas
(LAZZARI et al., 2008; PEDRON et al., 2008). H& ainda trabalhos utilizando extratos
vegetais como agentes antioxidantes na dieta (SACCOL et al., 2013) e no transporte
(AZAMBUJA et al., 2011) e a utilizacdo de vitamina C na prevencdo do Ichthyophthyrius
multifiliis (BORBA et al., 2007). Porém, ndo ha estudos envolvendo a adicdo de vitamina E
em dietas para juvenis de jundig, e a acdo desta sobre parametros de crescimento, bioquimicos
e de estresse oxidativo.

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar niveis de vitamina E para juvenis
de jundia, verificando possiveis alteracbes nos parametros de crescimento, bioguimicos,

sanguineo e de estresse oxidativo.

4.2. Material e métodos

Peixes e condigdes experimentais

O experimento foi conduzido em um sistema de recirculacdo de &gua localizado no
Laboratorio de Piscicultura da Universidade Federal de Santa Maria - Campus de Palmeira
das Missbes (UFSM-PM), Rio Grande do Sul (RS), Brasil. O sistema era composto por 16
tanques de polipropileno (0,90 m X 0,62 m X 0,67 m) com capacidade de 250 L cada, com
filtragem bioldgica, resisténcias e termostatos para o controle da temperatura da agua

(26,31£1,02). Juvenis de jundids (55,57 + 25,7g) foram obtidos em uma piscicultura
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comercial (Paz Peixe Ltda., Cruz Alta, RS, Brasil) e aclimatados no laboratério por duas
semanas. Durante esse periodo o0s peixes receberam um tratamento profilatico com cloreto de
sodio (4g L™ de 4gua). Apds a adaptacdo os peixes foram distribuidos em 16 tanques
totalizando 25 peixes por unidade experimental. O ensaio experimental foi aprovado no

comité de ética e uso de animais da UFSM de acordo com o parecer 025/2013.

Preparacao das dietas e niveis de vitamina E utilizados

Foram testados 3 niveis de vitamina E: 200, 300 e 400 mg kg™. Uma quarta dieta foi
formulada sem a inclusdo de vitamina E (controle). A fonte suplementar de vitamina E
utilizada foi o DL - a-tocoferol (Puro Trato Nutricdo Animal Ltda., Santo Augusto, RS,
Brasil), com 50% de pureza. Os ingredientes utilizados para a fabricacdo da dieta (Tabela 1)
foram inicialmente moidos em um triturador tipo martelo com peneira de 0,5 mm. Apds a
moagem, os ingredientes foram pesados e misturados, acrescentando-se os diferentes
suplementos minerais e vitaminicos. As misturas foram umedecidas (28% de agua) e
submetidas ao processo de extrusdo através de uma extrusora (EX-MICRO®) com capacidade
de producdo para 10 kg h™'. As ragBes foram secas em estufa com ventilagdo forcada por 12
horas a 55 °C.

Metodologia de fornecimento de ragéo

Nos primeiros 21 dias de experimento o0s peixes receberam 3% peso vivo/dia, e apds
2% peso vivo/dia. Em ambos os periodos o fornecimento foi dividido em 2 refeigdes (09:00 e
16:30 h). Antes de cada alimentacdo eram retirados todos os residuos através de sifonagem. A
quantidade de racdo a ser fornecida por unidade experimental foi aferida semanalmente,

através da pesagem de todos os peixes de cada unidade experimental.

Analise bromatologica
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A umidade foi determinada pela perda de peso apds 4h a 60°C em estufa com
circulacdo forcada de ar, seguida de 8h a 105°C. O conteudo de matéria mineral foi
determinado a 550°C (método 923.03) de acordo com AOAC (1995). A proteina bruta (N x
6,25) foi determinada pelo método de micro Kjeldahl (método 960.52) da AOAC (1995). Os
lipidios foram quantificados seguindo o método de Bligh; Dyer (1959).

Os teores de vitamina E (Tabela 1) foram mensurados por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) conforme Nelis; D’Haese; Vermis (2000). As anélises foram
realizadas na CBO Anaélises Laboratoriais (Campinas, SP, Brasil). Os niveis de amino&cidos

foram determinados no laboratoério de analises de micotoxinas (Lamic-UFSM)

Controle e andlise dos parametros fisico-quimicos da agua

O controle da qualidade da agua do sistema de criacdo foi realizado através de
limpezas periddicas dos encanamentos que compdem o sistema, sifonagem diaria dos residuos
de cada tanque e controle dos parametros fisico-quimicos da agua.

Foram analisadas as seguintes caracteristicas fisicas e quimicas da agua: temperatura e
oxigénio dissolvido (diariamente); amonia total e nitrito (a cada 3 dias); alcalinidade, pH e
dureza (1 vez por semana). Para a afericdo da temperatura, utilizou-se um termémetro com
bulbo de merclrio; para o oxigénio, um oximetro digital (YSI ProDO®); para o pH, um
pHmetro digital (YSI F1100®). Para as demais analises, utilizou-se um kit colorimétrico
(Alfa-Tecnoquimica®). A 4gua que foi utilizada para a realizagdo das analises era sempre
coletada na entrada do primeiro filtro bioldgico, sempre antes da sifonagem diéria.

Os dados de qualidade de agua obtidos ao longo do experimento mostraram as
seguintes médias: pH (7,3%0,2); temperatura pela manha (25,9+1,3°C); temperatura pela tarde
(26,7+1,1°C); oxigénio dissolvido (5,01+0,68 mg L™); aménia (2,38+0,76 mg L™); nitrito
(0,16+0,05 mg L™); alcalinidade (58,0+13,4 mg CaCOs L™) e dureza (92,7+30,7 mg CaCOs
LY.

Parametros de desempenho zootécnicos avaliados
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Aos 30 e 60 dias foram tomadas as medidas de peso, comprimento total (CT),
comprimento padrdo (CP) de cada juvenil de jundid. As demais medidas para o calculo dos
indices foram feitas ao final do experimento. Os seguintes pardmetros de desempenho foram

determinados:

logn (peso final) — logn (peso inicial)
x

Taxa de crescimento especifico = 100
specif tempo
Peso corporal (g)
Fator de Condicao = - P Y
’ Comprimento total® (cm)
— ee.._ Pesodo figado (g)
Indice Hepatossomatico = Peso do peixe inteiro (g]xiﬂﬂ
(Peso do filé)
Rendi to de filé =
endimento de filé (%) (Peso do peixe inteiro)
. ) ) ) Peso do trato gastrintestinal
Indice digestivo — somatico (%) = x100

Peso do peixe

Ap0s os 60 dias de alimentacdo, os peixes foram eutanasiados por meio da sec¢do da
medula espinhal, para amostragem dos seguintes 6rgaos: encéfalo, branquias, figado, rim e
musculo. Estes 6rgdos foram armazenados individualmente em tubos plasticos esterilizados,
congelados em nitrogénio liquido e estocados a -70°C, para posterior homogeneizagdo e

avaliacdo dos parametros oxidativos.

Parametros hematol6gicos

A coleta de sangue foi realizada ao final do experimento, sendo amostrados 6 peixes,
aleatoriamente, por tratamento. Cinco minutos antes da coleta de sangue os animais foram

retirados do tanque, anestesiados com benzocaina. A coleta foi realizada por puncdo vaso
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caudal com auxilio de seringas (3 mL) e agulhas (25 x 0,7 mm) descartaveis contendo
heparina.

O sangue foi diluido em formol citrato e a contagem total de eritrécitos foi realizada
no microscopio 6ptico (Bioval®) em camara de Neubauer (Loptik Labor®). A fragilidade
eritrocitaria foi analisada conforme Ezell; Sulya; Dodgen (1969). Os demais parametros
mensurados (triglicerideos, colesterol, albumina, proteinas totais, glicose e hemoglobina)
foram determinados por meio de kits bioquimicos (Doles®) e com auxilio de

espectrofotdmetro (Bioespectro®).

Determinacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo

Antes das analises cada tecido foi homogeneizado conforme descrito por Azambuja et
al. (2011). O teor de proteina foi medido usando o método de Lowry et al. (1951) e albumina
de soro bovino como um padrio. Os resultados estdo apresentados em mg mL™. A
lipoperoxidacdo (LPO) foi estimada utilizando a substancia reativa ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (BUEGE; AUST, 1978). Os resultados sao reportados em nmol mg proteina™. LPO
foi também medida por meio da determinacdo de hidroperoxidos de lipideos (LOOH)
utilizando o método de Sodergren et al. (1998). As leituras foram feitas usando um
espectrofotdmetro a 560 nm e os resultados estdo expressos em nmol mg proteina™.

A superdxido-dismutase total (SOD), expressa em unidades mg proteina SOD, foi
determinada baseando-se no indice de inibi¢do da geracdo de adrenalina autocatalitica a 480
nm (MISRA; FRIDOVICH, 1972). A atividade de catalase (CAT) foi avaliada seguindo o
decréscimo na absorcdo de 240 nm, de peroxido de hidrogénio (H,0,) e foi expressa como
pmol mg proteina™ (BOVERIS; CHANCE, 1973). A atividade de glutationa-S-transferase
(GST), expressa em nmol min™ mg proteina®, foi medida seguindo a taxa de formacdo de
dinitrofenil-S-glutationa a 340 nm (HABIG et al., 1974).

O conteudo de tidis ndo proteicos (NPSH), uma medida indireta da GSH, foi avaliada
a 412 nm, ap0s reacdo com o acido 5,5'-ditiobis-(&cido 2-nitrobenzoico). As proteinas foram
eliminadas por meio da adicdo de 0,5 M de acido percldrico (ELLMAN, 1959). O contetdo

de NPSH contetido é apresentado em nmol mgproteina™.
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Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com 4 tratamentos e
4 repeticbes (16 unidades experimentais). Inicialmente, realizou-se analise de deteccdo das
observagdes aberrantes (outliers) em todos os dados, sendo excluidas as observa¢Ges maiores
ou menores que a média £ 2x desvio-padrdo. Apos, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para
verificacdo da normalidade dos dados (homogeneidade de variancias). Para as variaveis que
apresentaram distribuicdo normal, realizou-se estudo de regressao polinomial. Se nenhum
modelo ajustou-se a distribuicdo dos dados, foi realizada ANOVA de uma via e posterior
comparacgdo de médias pelo teste de Dunnett. As variaveis que ndo apresentaram distribuigdo
normal foram submetidas a ANOVA de Kruskall-Wallis e quando apresentaram p<0,05 as
médias foram comparadas pelos escores de Wilcoxon. As variaveis peso, taxa de crescimento
especifico e fator de condigcdo foram submetidos a analise de co-variancia, utilizando o peso
inicial como co-variavel e as médias ajustadas posteriormente foram comparadas pelo teste de
PDIFF. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico

Statistical Analysis System®.

3.2 Resultados

Desempenho zootécnico

O CT e o CP foram maiores em dietas contendo vitamina E. A TCE e o FC foram
maiores com a inclusdo de 400 mg kg™ de vitamina E. O IHS aumentou linearmente (r* =
0,79; p=0,0168). O peso final, RF e IDS ndo foram influenciados pelas dietas (Tabela 2). A
inclusdo de 300 mg kg™ de vitamina E reduziu a quantidade de lipidios no filé de jundias em
relacdo ao controle (p=0,02). Os demais parametros (MS, MM e PB) n&o foram influenciados

pelas dietas (Tabela 3).

Parametros sanguineos e bioquimicos
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A inclusdo de 400 mg kg™ diminuiu a quantidade de triglicerideos no plasma (p=0,02)
e a fragilidade eritrocitaria (p=0,05) em relacdo a dieta controle. A quantidade de eritrocitos
aumentou nos jundids alimentados com as dietas contendo vitamina E (p=0,02). Os demais
pardmetros analisados (glicose, hemoglobina, albumina, colesterol e proteinas plasmaticas)

ndo foram influenciadas pela vitamina E na dieta (Tabela 4).

Biomarcadores de estresse oxidativo

No encefalo houve um menor nivel de LPO (p=0,0284) tanto avaliado pelo TBARS
nos peixes alimentados com 300 mg kg de vitamina E como por LOOH (também nos
alimentados com 400 mg kg™ de vitamina E). O conteido de NPSH foi maior no encéfalo de
peixes alimentados com 400 mg kg™ de vitamina E (p=0,047). Os demais biomarcadores
oxidativos avaliados (SOD, GST e CAT) nédo foram influenciados pelas diferentes doses de
vitamina E (Tabela 5).

Nas branquias os niveis de LPO, medido através dos LOOH, foram menores em todas
nas dietas contendo vitamina E (p=0,0008). A atividade da CAT foi menor nas dietas
contendo 300 e 400 mg kg™ de vitamina E (p=0,0036). O contetido de NPSH foi maior no
branquias de peixes alimentados com 300 e 400 mg kg™ de vitamina E (p=0,0006).0s demais
biomarcadores oxidativos avaliados (TBARS, SOD e GST) nao foram influenciados pelas
diferentes doses da vitamina E (Tabela 5).

No figado os niveis de NPSH foram maiores nas dietas com a inclusdo de vitamina E
(p<0,0383). Os demais biomarcadores oxidativos avaliados (TBARS, LOOH, SOD, CAT e
GST) ndo foram influenciados pelas diferentes doses de vitamina E (Tabela 5).

No rim os niveis de LPO, medida através dos LOOH, foram menores nos jundias que
receberam as dietas contendo vitamina E (p=0,0009). A atividade da CAT foi menor nos
jundias alimentados com as dietas contendo vitamina E (p=0,002). Os demais biomarcadores
oxidativos avaliados (TBARS, SOD, GST e NPSH) néo foram influenciados pelas diferentes
doses de vitamina E (Tabela 5).

No musculo os niveis de LPO (p=0,0284) medidos pelo TBARS foram menores nos
jundias que receberam as dietas contendo vitamina E (p=0,0001). A atividade da CAT foi

menor nos jundias alimentados com as dietas contendo 300 e 400 mg kg™ de vitamina E
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(p=0,0042). A atividade da SOD aumentou no musculo dos peixes alimentados com dietas
contendo 400 mg kg™ de vitamina E. Os demais biomarcadores oxidativos avaliados (LOOH,
GST e NPSH) ndo foram influenciados pelas diferentes doses de vitamina E. A dieta ndo
alterou significativamente o conteudo de proteina de nenhum dos tecidos analisados (Tabela
5).

3.1 Discussao

Parametros de crescimento

Os efeitos da vitamina E sobre os parametros de crescimento em peixes ainda tém
dados controversos (SADO; BICUDO; CYRINO, 2013). Autores ndo relataram efeitos da
suplementacédo de vitamina E sobre o crescimento, em algumas espécies, tais como o “golden
shiner”, Notemigonus crysoleucas (CHEN et al., 2004), a tilapia do Nilo (LIM et al., 2010;
NAVARRO et al., 2010), a truta-arco-iris (KIRON et al., 2004), e o hibrido de “striped bass”
(TRUSHENSKI; KOHLER, 2007) Oncorhynchus kisutch (HUANG et al., 2004), Sparus
macrocephalus (ZANG et al., 2007).

Da mesma forma que ocorreu no presente estudo, dietas contendo 20 mg kg™ ou mais
de vitamina E melhoraram o crescimento no bagre indiano (Channa punctatus) (ABDEL-
HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012). O FC e a TCE mostraram aumento quando 25 mg kg™ ou
mais de vitamina E foram adicionados na dieta de juvenis de beluga (Huso huso) (AMLASHI
et al., 2011). Para a carpa “mrigal” a adi¢io de 120 mg kg™ vitamina E melhorou a TCE e
indice de conversdo alimentar aparente, sendo que a exigéncia foi definida em 99 mg kg™ por
analise de regressao polinomial e baseado no ganho de peso maximo (PAUL et al., 2004).

A melhora dos parametros de crescimento proporcionado pela inclusdo de vitamina E
em dietas esta relacionada principalmente com a sua funcdo de protecdo de membranas
bioldgicas e lipoproteinas contra a oxidagdo, trazendo assim beneficios ao sistema de defesa
antioxidante, como a reducdo do malondialdeido (SAU et al., 2004; PENG; GATLIN III,
2009; ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012), aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (TOCHER et al., 2002; LEE; SHIAU, 2004; LIU et al., 2007; ZANG et al.,
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2007). e compostos antioxidantes ndo-enzimaticos (HUANG et al., 2004). O aumento da
suplementacdo de vitamina E (6000 para 10000 mg kg™) evita deformidades na coluna
vertebral e em células neurais de larvas de Sparus aurata, proporcionando melhor
desenvolvimento para as mesmas (IZQUIERDO et al., 2012).

O IHS teve um aumento quando houve a inclusdo de vitamina E em dietas para o
jundia. Devido & falta de vitamina E na dieta controle (0 mg kg™), houve uma maior quebra da
gordura hepética para a liberagdo dessa vitamina no organismo, com isso houve uma
diminuicdo do IHS dos jundias. A redugdo do IHS também foi observada em juvenis de
beluga (Huso huso) alimentados com doses mais baixas de vitamina E (AMLASHI et al.,
2011).

Parametros de composicéo corporal

O nivel de 300 mg kg™ de inclusdo de vitamina E diminuiu o teor de lipidios nos filés
de jundias. Para juvenis de black sea bream (Acanthopagrus schlegeli) houve um menor
acumulo de gordura corporal nos peixes alimentados com dietas contendo 6leo oxidado e pelo
menos 150 mg kg™ de vitamina E (PENG et al., 2009). Os autores explicam que a maior
concentracdo de vitamina E nos tecidos, protege os acidos graxos essenciais, promovendo
uma maior assimilacdo e transporte de lipidios pelo organismo do peixe e diminuindo o

armazenamento na forma de adipdcitos.

Parametros bioquimicos e sanguineos

Sugere-se que o menor nivel de triglicerideos plasmaticos encontrado em jundias
alimentados com 400 mg kg™ vitamina E seja em decorréncia de um efeito protetor dessa
vitamina prevenindo a oxidagdo da Lipoproteina de baixa densidade (LDL). A LDL atua no
transporte da vitamina E do figado aos tecidos periféricos, ja a Lipoproteina de Alta densidade
(HDL) realiza o inverso (HAMRE, 2011). A vitamina E quando presente na dieta evita a
oxidacdo da LDL (NIKI, 2011). O aumento das EROs eleva a quantidade de LDL e diminui
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os niveis de HDL no plasma. O HDL tem como funcdo transportar o colesterol e triglicerideos
até o figado, remover os lipideos oxidados da LDL, inibir a fixacdo de moléculas de adesdo e
mondcitos ao endotélio e estimular a liberagdo de Oxido nitrico, protegendo contra a
aterogénese (LIMA; COUTO, 2006). Sob essas circunstancias o processo de remoc¢do dos
triglicerideos oriundos da dieta pode torna-se prejudicado, resultando assim em um acumulo
no plasma sanguineo em niveis mais baixos de vitamina E na dieta, conforme foi verificado
neste estudo. Em juvenis de Pagrus major os niveis de triglicerideos foram maiores em dietas
com alta quantidade de 6leo e sem adigdo de vitamina E (GAO et al., 2012).

Neste trabalho, os jundias alimentados com 400 mg kg™ de vitamina E na dieta
apresentaram uma menor fragilidade eritrocitaria e maior nimero de eritrécitos. Um dos
sinais clinicos da deficiéncia de vitamina E em peixes € a anemia (MOURETE 2007,
HAMRE, 2011; NRC, 2011). Os peixes alimentados com dietas isentas de vitamina E e altas
guantidades de acidos graxos altamente insaturados (HUFAS) apresentaram anemia como
consequéncia de uma diminuicdo do hematdcrito, hemoglobina, contagem de células
vermelhas (RBC), volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo corpuscular média de
hemoglobina (HCM) (TRENZADO et al., 2009). A vitamina E contribui para manter a
estabilidade das membranas das células sanguineas e, com isto, diminui a fragilidade
eritrocitaria no sangue de peixes (Al et al., 2008). Esse efeito de protecdo foi verificado
também em juvenis de Labeo rohita (SAU et al., 2004) Cirrhinus mrigala (PAUL et al.,
2004) e Channa punctatus (ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012).

O aumento nos niveis de hemoglobina, hematocrito e do ndmero de eritrdcitos foi
verificado no sangue de Channa punctatus quando alimentados com 140 mg kg™ de vitamina
E na dieta (ABDEL-HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012). Para Pelteobagrus vachelli
alimentados com 200 e 400 mg kg™ de vitamina E os niveis de hematdcrito e contagem de
eritrécito também foram maiores que na dose 50 mg kg™ (LI et al., 2013). Em juvenis de
pacu a deficiéncia de vitamina E aumentou o nimero de eritroblastos, sendo que isto é
explicado como um efeito compensatdrio, que ocorreu por conta de um menor tempo de vida
dos eritrécitos (SADO; BICUDO; CYRINO, 2013). Portanto, a vitamina E é um nutriente
essencial para a protecdo e estabilidade dos eritrdcitos contra a agdo das EROs, evitando
assim a anemia e mantendo o bom funcionamento do sistema circulatério dos peixes de

cultivo.
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Biomarcadores oxidativos

Estudos recentes tém mostrado que a adicdo de vitamina E na dieta de peixes
cultivados melhora a estabilidade oxidativa, protege as membranas bioldgicas das células e,
consequentemente, proporciona ganhos no desempenho e melhoras na condi¢do de satde dos
peixes (Al et al., 2008; GAO et al., 2012; L1 et al., 2013).

A LPO medida por LOOH foi menor nas branquias e no rim quando adicionou-se a
vitamina E na dieta. A LPO medida por TBARS nas branquias e no musculo teve menores
valores quando os peixes foram alimentados com 200, 300 e 400 mg kg™ de vitamina E. No
encéfalo foi menor apenas no nivel 300 mg kg™. Isso indica que essas dosagens de vitamina E
na dieta contribuem para evitar danos nos tecidos pela agdo das EROs para juvenis de jundia.

A analise de TBARS ¢é uma das técnicas mais utilizadas para a determinacdo de LPO
em tecidos, onde € verificada a quantidade de malondialdeido presente no tecido. Em juvenis
de rohu (Labeo rohita), houve diminuicdo de TBARS no musculo indicando que o alto
contetudo de a-tocoferol na carcaga contribuiu para isso (SAU et al., 2004). Em juvenis de red
drum (Sciaenops ocellatus), os niveis de TBARS diminuiram linearmente com a inclusdo de
vitamina E na dieta, sendo que o nivel minimo estimado para diminuir a LPO é de 30 mg kg™
(PENG; GATLIN I, 2009). Em outras espécies como o Channa punctatus (ABDEL-
HAMEID; ABIDI; KHAN, 2012), Epinephelus malabaricus (LIM et al., 2005) e Pagrus
major (GAO et al., 2012), também observou-se diminui¢do nos niveis de malondialdeido com
a adicdo de vitamina E em dietas. Como ja era esperado, neste ensaio, a vitamina E teve uma
acdo benéfica contra as EROs, evitando a formacdo de malondialdeido que é um produto
resultante da LPO das membranas biologicas.

Nos niveis de 300 e 400 mg kg™ de vitamina E a atividade da CAT diminuiu no rim,
branquias e mdsculo. Por conta de seu papel como um antioxidante ndo enzimatico, a
vitamina E pode ter sido a causa da diminuicdo do contetdo de CAT, visto que reduziu o
substrato para esses antioxidantes enzimaticos e consequentemente a sua atividade (ELIA et
al., 2006). No rim de truta arco-iris a atividade de CAT foi menor nos peixes alimentados com
100 mg kg™ vitamina E que nos sem adi¢cdo ou com 1000 mg kg* (PUANGKAEW et al.,
2005).

Os niveis de NPSH aumentaram no figado dos jundias alimentados com 300 e 400 mg

kg™ de vitamina E. No encéfalo, os maiores valores foram no nivel 400 mg kg™*. Os NPSH
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sdo compostos antioxidantes ndo enzimaticos, essenciais para a integridade estrutural e
metabolica das células. O maior conteudo dos NSPH pode ser devido ao aumento da
biossintese, devido a uma maior disponibilidade da cisteina. A vitamina E age sinergicamente
com o enxofre contido no aminoécido e pode dispensar a funcdo da cisteina, o principal
aminoacido que compbe os NPSH (DANDAPAT et al.,, 2000). O contetdo de NPSH do
figado foi maior em tilapias alimentadas com vitamina E, onde os autores atribuem esse
aumento a um efeito poupador de vitamina (HUANG et al., 2004).

A atividade da SOD aumentou no musculo de jundias alimentados com 400 mg kg™ de
vitamina E. Resultados semelhantes foram encontrados para Scophthalmus maximus, halibut
(Hippoglossus hippoglossus), sea bream (Sparus aurata), Litopenaeus vannamei (TOCHER
et al., 2002; LIU et al., 2007) e Penaeus monodon (LEE; SHIAU, 2004). Filés de Sparus
macrocephalus tiveram aumento na atividade de SOD e redugdo da LPO, mas nenhum efeito
sobre a enzima GPx (ZANG et al., 2007). Esses autores relatam que a vitamina E em dietas
pode ter efeitos diferentes sobre cada uma das enzimas que compde o sistema enzimatico. A
mesma divergéncia de resultados ocorreu nesse estudo, onde a CAT teve uma reducéo e a
SOD sofreu um aumento, com a adi¢do de vitamina E na dieta.

Estudos tém mostrado que é dificil determinar uma quantidade correta de vitamina E
na dieta, pois ela é dependente de muitos fatores que afetam a exigéncia em peixes de cultivo
como a quantidade de acidos graxos polinsaturados (LIN; SHIAU 2005; HAMRE, 2011),
lipidios oxidados (KIRON et al, 2004) e a presenca de outros nutrientes que tem papel no
sistema de defesa antioxidante como o selénio e a vitamina C (SEALEY; GATLIN 2002;
HAMRE, 2011). Ainda, a exigéncia de vitamina E pode ser afetada por fatores do ambiente
em que o animal se encontra, como por exemplo, oxigénio (RITOLA et al., 2002) densidade
de estocagem (MONTERO et al., 1998) e poluicdo ambiental (MARCOGLIESE et al., 2005).
Cabe ressaltar que tanto a deficiéncia como o excesso de vitamina E pode ocasionar aumento
da atividade oxidante (TANG et al., 2013)

Dessa forma, a adicéo de vitamina E em doses acima de 300 mg kg™ para juvenis de
jundias € necessaria para favorecer parametros de crescimento, sanguineos e do sistema de
defesa antioxidante. Trabalhos precisam ser realizados futuramente, buscando relacionar a
adicdo de vitamina E com outros fatores que afetam a sua exigéncia, como por exemplo, nivel

de selénio e quantidade de acidos graxos insaturados presentes na dieta.
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Tabela 1 - Composicao da dieta utilizada no experimento

Ingrediente %
dieta

Farelo de soja 34
Farinha de carne e 0ss0s 33
Farelo de trigo 10
Milho moido (gréos) 17
Oleo de soja 3
Vitaminas e minerais** + vitamina E livre*** (%) 1
Fosfato bicélcico 1
Sal comum 1
Composicao centesimal
Matéria seca (%) 95,36
Proteina (%) 35,96
Gordura (%) 9,84
Matéria mineral (%) 14,29
Aminoacidos****
Lisina 1,10
Fenilananina 1,20
Leucina 2,16
Isoleucina 1,14
Metionina 0,46
Valina 1,48
Tirosina 0,71
Treonina 0,80
Arginina 1,97
Histidina 0,97
Serina 1,69
Acido glutamico 5,82
Acido aspartico 3,05
Cistina 0,31
Prolina 2,10
Glicina 2,22

*Determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), conforme NELIS; D’HAESE; VERMIS,
(2000); **Mistura vitaminica e mineral (niveis de garantia por 100 g do produto) — Acido félico 8 mg; Acido
nicotinico 160mg; Acido pantoténico 80 mg; Cobalto 0,06 mg; Cobre 20 mg; Biotina 0,32 mg; Ferro 333 mg;
lodo 0,66 mg; Manganés 133 mg; Selénio 0,66 mg; Vitamina A 2,4 mg; Vitamina D3 0,03 mg; Vitamina B1 320
mg; Vitamina B2 320 mg; Vitamina B6 320 mg; Vitamina B12 32 ug; Vitamina C 320 mg; Vitamina K3 16 mg;
Zinco 20 mg.

***A quantidade de vitamina E presente nas dietas suplementadas (200, 300 e 400 mg kg™) foi de 158, 234 e
339 mg, respectivamente. Ndo foi possivel determinar o valor na dieta basal por estar abaixo do limite de
deteccdo analitica era de 2,00 mg kg™.

****Determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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Tabela 2 - Parametros e indices de crescimento em jundias (Rhamdia quelen) alimentados
com diferentes niveis de vitamina E na dieta por 60 dias.

Niveis de Vitamina E (mg kg™

Parametro 0 200 300 400 p
PF 78,33+2,68 81,31+2,56 79,71+2,92 80,53+2,61 0,88
CT 19,93+0,71 21,01+2,39* 20,30+2,86* 21,25+3,20*  0,0001
CP 16,61+0,66 17,86+2,01* 17,17+2,34* 18,09+2,75*  0,0001
TCE 0,72+0,39 0,96+0,51 0,99+0,08 1,17+0,84* 0,02
FC 0,83+0,04 0,94+0,11* 0,88+0,08 0,93+0,06* 0,01
RF 24,22+0,99 26,65+1,11 24,34+1,39 25,12+1,83 0,58
IHS" 1,1040,03 1,16+ 0,17 1,29+0,13 1,34+0,03 0,53
IDS 2,28+0,17 1,85+0,32 2,15+0,12 2,66+0,32 0,22

PF = Peso final; CT = Comprimento total; CP = Comprimento padrdo; TCE= Taxa de crescimento especifico
(%/dia); FC = Fator de condi¢do; RF = Rendimento de filé (%); IHS = Indice hepato-somatico (%); IDS = indice
digestivo-somatico (%); Os valores de peso, TCE e FC foram submetidos a analise de co-variancia, utilizando o
peso inicial como co-variavel. As médias ajustadas foram comparadas pelo teste de PDIFF. * Efeito linear (y =
1,10 + 0,00142x; r* = 0,79; p <0,0168), onde y = e x = * significativamente diferente da dieta com 0 mg kg™.
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Tabela 3 - Composicao centesimal do peixe inteiro e dos filés de jundias (Rhamdia quelen)
alimentados com diferentes niveis de vitamina E na dieta por 60 dias

Niveis de vitamina E (mg kg™)

0 200 300 400 p
Peixe inteiro
Matéria seca (%) 27,04+0,94 27,4673 25,51+0,14  26,67+0,32 0,08
Matéria mineral (%) 3,47+0,50 2,85+0,17 2,89+0,24 2,97+0,17 0,48
Lipidios (%) 4,6+0,35 5,98+0,27 5,39+0,46 6,08+0,55 0,14
Proteina Bruta (%)" 16,46+0,68  16,99+0,05  18,17+1,67 17,79+0,11 0,2250
Filé
Matéria seca (%) 23,27+0,38  23,63+0,27 22,50+0,16  22,74+0,10 0,059
Matéria mineral (%) 1,21+0,11 1,53+0,13 1,33+0,0 1,19+0,08 0,1792
Lipidios (%)" 2,11+0,27 2,19+0,42 1,02+0,09* 1,39+0,10 0,0215
Proteina Bruta (%) 18,82+0,08  19,55+0,76  19,55+0,57  20,69+0,05 0,2406

*Anova de Kruskall-Wallis.
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Tabela 4 - Parametros sanguineos e biogquimicos de jundias alimentados com diferentes

niveis de vitamina E na dieta por 60 dias.

Niveis de vitamina E (mg kg™)

Parametro 0 200 300 400 p
Glicose 78,79+13,35 77,19+7,69 61,70+8,00 54,32+7,81 0,18
(mg dL™)

Hemoiqlobina 7,62+1,63 7,35+0,84 7,25+1,26 5,69+0,63 0,48
(gdL™)

Triglicerideos  644,96+£142,65 724,06£97,69 426,46+48,01 315,07+64,51* 0,03
(mgdL™)

Alburrllina 0,57+0,04 0,59+0,02 0,59+0,02 0,60+0,04 0,91
(gdL™)

Colest?rol 162,33+14,16 171,34+7,47 157,09+£12,75 156,34+14,35 0,80
(gdL™)

Proteinas 3,90+0,12 4,27+0,12 3,80+0,20 4,01+0,21 0,28
plasmaticas

(gdL™

Eritrdcitos 2,26+0,13 3,17+£0,26* 3,14+0,28* 3,11+0,21* 0,02
(10° uL

Fragilidade 94,23+7,59 89,22+7,81 92,22+3,88 79,20+2,48* 0,05
eritrocitaria

(0,20% sal)”

Médias com desvio padréo assinaladas por * indicam diferenca pelo teste de Dunnett em rela¢do a dose 0 mg/kg.
*Percentual de salinidade utilizado para a determinagéo do da fragilidade do eritrécito.
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Tabela 5 — Biomarcadores de estresse oxidativo de jundias alimentados com diferentes niveis
de vitamina E na dieta por 60 dias.

Niveis de vitamina E (mg kg™)

Parametros 0 200 300 400 p
Encéfalo

Proteina® 11,6140,26  12,35+0,33  12,47+0,88  12,39+0,33 0,5790
TBARS® 0,71+0,04 0,56+0,07 0,45+0,03* 0,64+0,06 0,0284
LOOH® 12,45+0,69  10,50+0,74  10,07+0,41*  9,49+0,49* 0,0008
soD¢ 1,12+0,05 1,26+0,08 1,25+0,11 1,25+0,07 0,5900
CAT®? 0,14+0,02 0,17+0,05 0,17+0,04 0,18+0,04 0,0927
GST' 1,18+0,21 1,35+0,08 1,57+0,13 1,64+0,06 0,0924
NPSH? 5,80+0,12 6,42+0,43 5,87+0,52 7,05+0,07* 0,047
Branquia

Proteina® 8,81+0,76 10,63+0,72 9,52+0,46 10,30+0,23 0,1373
TBARS™ 0,49+0,04 0,31+0,03°  0,31+0,02°  0,33+0,05° 0,0113
LOOH® 11,2940,38  8,34+0,61*  9,07+0,55*  7,99+0,57* 0,0008
sop* 0,31+0,05 0,31+0,04 0,39+0,04 0,45+0,05 0,1141
CAT® 0,34+0,02 0,29+0,02 0,24+0,02*  0,23+0,02* 0,0036
GST' 1,04+0,31 1,08+0,38 1,3240,30 1,28+0,38 0,1884
NPSH? 0,26+0,04 0,33+0,04 0,44+0,03*  0,49+0,05* 0,0006
Figado

Proteina® 10,05+0,99  10,41+0,68 9,57+0,77 9,10+0,76 0,6878
TBARS™ 0,35+0,03 0,33+0,01 0,34+0,02 0,33+0,02 0,1113
LOOH® 11,47+0,99 9,03+0,69 11,50+0,65  11,25+0,87 0,1359
soD¢ 1,47+0,10 1,61+0,13 1,70+0,66 1,66+0,11 0,4983
CAT® 6,03+0,66 6,87+0,53 5,88+0,64 6,88+0,84 0,6322
GST™ 2,56+0,47 3,87+1,48 3,50+1,42 2,67+1,26 0,0730
NPSH% 7,56+0,76 6,63+0,55 0,61+1,47°  10,77+1,14° 0,0383
Rim

Proteina® 16,1440,71  20,66+1,09  18,81+2,11  18,90+2,28 0,2873
TBARS"™ 1,48+0,21 0,59+0,18 0,56+0,36 0,69+0,41 0,1106
LOOH® 6,84+0,25 3,07+0,51° 4,10+0,35° 4,22+0,24° 0,0001
CAT® 1,3240,21 0,93+0,19*  0,99+0,30*  0,93+0,24* 0,002
GST' 1,12+0,16 1,0840,15 1,20+0,17 1,27+0,15 0,8569
NPSH? 7,06+0,66 5,22+0,57 6,38+1,94 5,40+0,78 0,1853
Mdsculo

Proteina® 6,34+0,32 6,77+0,37 7,35+0,04 7,08+0,29 0,1414
TBARS" 0,57+0,03 0,35+0,03° 0,34+0,01° 0,27+0,02° 0,0001
LOOH® 15,45+0,60  14,85+1,07  14,59+0,58  13,58+0,92 0,4414
sop¢ 0,96+0,10 1,1940,11 1,22+0,10 1,37+0,09* 0,0403
CAT® 0,11+0,01 0,10+0,003  0,08+0,003*  0,08+0,007* 0,0042
GST™ 0,49+0,05 0,37+0,05 0,55+0,11 0,69+0,03 0,0715
NPSH? 11,1940,39  12,37+0,76  11,17+0,28  10,83+0,53 0,2060

*Proteina = Contelido de proteina tecidual (mg/mL); "TBARS = substancias que reagem ao &cido tiobarbitdrico
(nmoles por mg de proteina); ‘LOOH = concentracdo de hidroperdxido lipidico (nmoles por mg de proteina);
SOD = Superéxido Dismutase (unidades SOD/mg proteina); °CAT = Catalase (pmoles por mg de proteina);
'GST = Glutationa-S-Transferase (umol/mg de proteina); *NPSH = Tidis ndo proteicos (umol/mg de proteina);
*Dados ndo paramétricos, utilizou-se a Anova de Kruskall-Wallis; °indica diferenca pelo teste de Wilcoxon em
relagdo & dose 0 mg kg ™. Médias com desvio padréo assinaladas por * indica diferenca pelo teste de Dunnett em
relagdo a dose 0 mg kg™.



CONCLUSOES GERAIS

A vitamina E em doses a partir de 300 mg kg™ tem efeito positivo sobre o crescimento

de peixes.

Doses a partir de 400 mg kg™ diminuem a quantidade de triglicerideos no plasma de

jundias.

Doses de vitamina E a partir de 300 mg kg™ mantém a estabilidade da membrana e

aumentam a quantidade eritrocitos no sangue de jundiés.

Doses a partir de 300 mg kg™ aumentam a eficiéncia do sistema de defesa antioxidante

enzimatico e ndo enzimatico e com isso, contribuem no combate das EROs.
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7. ANEXOS

ANEXO A - Imagem do sistema de recirculacdo de &gua do laboratério de piscicultura da

UFSM (Campus de Palmeira das Missdes).
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Anexo B - Imagem de um exemplar de juvenil de jundia utilizado durante o ensaio no

laboratdrio de piscicultura da UFSM (Campus de Palmeira das Missoes).




