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RESUMO
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CRESCIMENTO, HEMATOLOGIA E PARAMETROS OXIDATIVOS DE JUNDIAS
(Rhamdia quelen) ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO VITAMINA A

AUTOR: EDUARDO KELM BATTISTI
ORIENTADOR: RAFAEL LAZZARI
Data e Local da Defesa: 23 de fevereiro de 2016, Santa Maria - RS

A vitamina A ¢ lipossolavel e ocorre de trés formas quimicas no tecido animal: alcool
(retinol), aldeido (retinal) e acido carboxilico (4cido retindico). E um nutriente essencial para
0s peixes, exigido em pequenas quantidades, importante para a salde, crescimento e
reproducdo. Neste estudo, o objetivo foi determinar a exigéncia nutricional e a resposta em
crescimento, alteragdes hematoldgicas e pardmetros oxidativos de juvenis de jundia (Rhamdia
quelen) alimentados com dietas contendo niveis de vitamina A. Para isso, foi realizado um
experimento com duracdo de 70 dias, com 500 jundiés (peso médio inicial = 23,00 + 4,27 g),
distribuidos em 20 tanques (25 peixes por tanque), com quatro repeti¢ces por tratamento. As
dietas utilizadas foram semi-purificadas e formuladas para atender as exigéncias proteicas e
energéticas da espécie (37% proteina bruta e 3.400 kcal/kg de energia digestivel). Foram
testados cinco niveis de vitamina A: 0; 1500; 3000; 4500; 6000 Ul/kg na dieta. Os peixes
foram alimentados trés vezes ao dia (8, 12 e 18 horas), 3% do peso vivo, em trés refeicoes.
Foram realizadas trés biometrias para coleta de dados: no dia 0, aos 35 e aos 70 dias (final do
experimento). Foram mensurados 0s seguintes parametros: peso médio (g), comprimento total
e comprimento padrdo (cm). Os peixes utilizados para coleta de amostras de tecidos foram
eutanasiados por meio de overdose de benzocaina (dose: 250mg/L). Foi realizada coleta de
amostras de figado, branquias e musculo para a determinacdo de parametros oxidativos
(proteina tecidual, TBARS, ti6is ndo proteicos, catalase, superdxido dismutase, glutationa-S-
transferase). Foram realizadas analises hematoldgicas dos peixes, quantificando namero total
de eritrocitos, hematdcrito, taxa de hemoglobina, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Também foram
realizadas analises de composicdo corporal (proteina bruta, gordura, matéria seca e matéria
mineral) dos jundias utilizando amostras de peixe inteiro e amostras de filé. Constatou-se que
fornecer dietas com niveis acima de 3500 Ul de vitamina A/kg é ideal para melhor
crescimento, animais cresceram proporcionalmente ao aumento de quantidade de vitamina A
na dieta. Ndo ocorreu efeitos nos parametros hematologicos e bioquimicos de plasma.
Considerando os pardmetros de qualidade de filé e protecdo oxidativa o nivel de 4500 Ul/kg
de vitamina A na dieta apresentou melhores resultados. No filé, houve maior quantidade de
proteina e menor quantidade de gordura e quanto ao estresse oxidativo, foi observado menor
atividade de enzimas que atuam como antioxidante, provando que retinoides e carotenoides
agem doando elétrons para espécies reativas ao oxigénio, poupando a protecdo enzimatica.

Palavras-Chave — Dieta, enzimas oxidativas, exigéncia, metabolismo, nutrigdo,
parametros de crescimento.
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Vitamin A is a fat soluble compound occurring in three chemical forms in animal
tissues: alcohol (retinol), aldehyde (retinal) and acid (retinoic acid). It is an essential nutrient
for fish, required in small quantities, important for the health, growth and reproduction. In this
study, the objective was to determine the nutritional requirement and the response in growth,
hematological disorders and oxidative parameters of juvenile catfish (Rhamdia quelen) fed
diets with vitamin A. We conducted an experiment lasting 70 days, with 500 silver catfish
(initial weight = 23.00 + 4.27 @), distributed in 20 tanks (25 fish per tank), with four
replications. The semi-purified diets were formulated to meet the protein and energy
requirements of the species (37% CP and 3.400 kcal/kg DE). Five vitamin A levels were
tested: 0; 1500; 3000; 4500; 6000 IU kg™. Fish were fed three times a day (8, 12 and 18
hours), at 3% PV. Three sampling was performed at the beginning, the middle and the end of
the experiment. The following parameters were measured: average weight (g), total length
and standard length (cm). Fish used to collect tissue samples were killed by benzocaine
overdose (dose: 35 mg L°). Liver, gills and muscle samples were collected to determine
oxidative stress parameters (tissue protein, TBARS non-protein thiols, catalase, superoxide
dismutase, glutathione-S-transferase). Hematological analyzes of fish were made by analyzing
the total number of red blood cells, hematocrit, hemoglobin, mean corpuscular volume, mean
corpuscular hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin concentration. Analysis of body
composition (crude protein, fat, dry matter and mineral matter) of silver catfish to whole fish
and fillet samples were also carried out. It has been found that providing diets with levels
greater than 3500 IU of vitamin A kg is ideal for better growth, animals increased
proportionally to the increase of vitamin A in the diet. There were no effects on hematological
and biochemical parameters of plasma. Considering the fillet quality parameters the level of
4500 1U kg™ of vitamin A in the diet showed better results, there were a higher amount of
protein and less fat in the fillet. To oxidative protection the level of 4500 1U kg™ of vitamin A
in the diet showed better results too, was observed lower activity of enzymes that act as an
antioxidant, proving that retinoids and carotenoids act by donating electrons to reactive
oxygen species, saving the enzymatic protection.

Keywords - Diet, oxidative enzymes, nutritional requirements, metabolism, nutrition, growth
parameters.
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1 INTRODUCAO GERAL

O consumo de pescado no Brasil em 2013 foi de 14,5 kg per capita. A producdo de
peixes em cativeiro no Brasil somou 628.704,3 toneladas em 2011, 31,1% mais que 0 ano
anterior. Esta quantidade ainda é insuficiente para suprir a demanda interna. A origem do
pescado produzido no Brasil é de 34% nacional e 66% de proveniente de importacdo. A
balanca comercial brasileira de pescado no ano de 2010 apresentou um déficit de US$ 748
milhdes, representando uma elevagdo de US$ 273 milhGes em relagdo ao déficit computado
em 2009 (US$ 475 milhdes) (MPA, 2014).

A espécie mais produzida no Brasil ¢ a tilapia, com um total de 253.824,1 toneladas.
Entre as espécies nativas destaca-se o jundid (Rhamdia quelen), com um total produzido de
1.747,3 toneladas em 2011 (MPA, 2011). Este peixe apresenta boa velocidade de crescimento,
boa eficiéncia alimentar, facilidade de reproducdo e larvicultura (BALDISSEROTTO &
RADUNZ NETO, 2004; RADUNZ & BORBA, 2012).

A obtencdo de indices produtivos satisfatorios na piscicultura € fortemente
influenciada pela nutricdo, visto que a alimentacdo representa mais de 60% do custo da
atividade (TEIXEIRA et al., 2008). Na busca de estratégias eficientes para minimizar os
custos na alimentacdo e melhorar a qualidade nutricional das dietas, é necessario o
conhecimento das exigéncias corretas de cada nutriente para cada peixe.

Entre os nutrientes exigidos, as vitaminas destacam-se pela importancia nos processos
metabolicos e fisiologicos. Além disso, podem influenciar na diminuicdo do estresse,
geralmente causado pela alta densidade e manejo, afetando o sistema imunoldgico e a saude
do animal (MC DOWELL, 2000). Devido a importancia destas substancias e por ndo serem
sintetizadas ou acumuladas em quantidades insuficientes para atender as exigéncias dos
peixes, é essencial a sua suplementacdo na dieta (WEBSTER & LIM, 2002). Mesmo que 0
jundia apresente potencial produtivo, poucos estudos com vitaminas foram publicados
(BORBA et al., 2007; PEIL et al., 2007).

A gquantidade de vitamina A que os peixes exigem ja foi estudado para algumas
espécies exoticas (NRC, 1993; NRC, 2011). No entanto para o jundid, assim como a maioria
das espécies nativas, ainda ndo foram determinados niveis adequados de vitamina A e
tampouco ha informagdes a respeito das respostas do animal frente a incluséo deste nutriente
na dieta. Neste contexto, o estudo da influéncia de diferentes niveis dietéticos de vitamina A

no desempenho produtivo, hematologia e pardmetros oxidativos tornam-se necessarios.
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2 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a exigéncia dietética de vitamina A do jundia (Rhamdia quelen) por meio

de resposta em crescimento, alteracdes hematoldgicas e pardmetros oxidativos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da inclusdo de niveis de vitamina A na dieta sobre o crescimento

e deposicao proteica de filé, deposicdo de gordura intra-visceral de juvenis de jundia.

e Verificar alteracbes no balanco de Oxido-reducdo ocasionadas pela alimentagédo

dos jundias com dieta contendo niveis de vitamina A.

e Analisar a hematologia de juvenis de jundia alimentados com niveis de vitamina
A na dieta.
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3 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

3.1 VITAMINAS NA NUTRICAO DE PEIXES

Vitamina €, na verdade, uma descri¢do genérica para todos os compostos de um grupo
que tém a mesma atividade biologica (COMBS, 1992). As vitaminas sdo compostos
organicos, tais compostos podem ser vitamina para algumas espécies e para outras ndo, alguns
outros compostos sdo vitaminas somente sob condi¢des dietéticas ou ambientais especificas.
Esses nutrientes sdo exigidos em pequenas quantidades, porém essenciais para a saude,
crescimento e reproducdo dos organismos vivos (LEHNINGER et al., 2000). Podem agir
como cofatores ou substratos, desempenhando fungdes especificas nos processos metabdlicos
celulares, com atividade catalitica (STEFFENS, 1989). Devido a importancia destas
substancias e por ndo serem sintetizadas ou acumuladas em quantidades suficientes para
atender as exigéncias dos peixes, € essencial a sua suplementacdo na dieta (WEBSTER &
LIM, 2002).

As vitaminas sdo classificadas em lipossoliveis (vitaminas A, D, E e K) e
hidrossoltveis (vitaminas C, Mioinositol, Colina e vitaminas do Complexo B). As vitaminas
hidrossoltiveis normalmente funcionam como coenzimas, ja as vitaminas lipossollveis
funcionam independentemente de enzimas, com excecdo da vitamina K que também pode
atuar como coenzima (COMBS, 1992; NRC, 2011).

As vitaminas hidrossolUveis, com excecdo da vitamina Bj,, ndo sdo armazenadas em
grandes quantidades no organismo. Ja as lipossoliveis sdo absorvidas no intestino,
conjuntamente com os lipidios da dieta, e posteriormente armazenadas no figado. Quando
ingeridas em grandes quantidades, excedendo as exigéncias metabolicas da espécie, ha
possibilidade de acumulacdo nos tecidos, resultando em toxidade, ou seja, hipervitaminose
(NRC, 2011).

Para muitas espécies de peixes produzidos, as exigéncias em vitaminas ainda nao
foram determinadas e geralmente usam-se os resultados de estudos com salmonideos, carpas e
bagres como referéncia (SILVA & ANDERSON, 1995). No entanto, a resposta de varias
espécies de peixes pode ser diferente, alterando o valor quantitativo da exigéncia (HEPHER,
1988). Normalmente, sdo avaliados pardmetros de crescimento, concentracdo minima de
vitamina no figado e auséncia de anormalidade para definir as exigéncias de vitaminas,
baseando-se em resultados de ensaios de dose-resposta. Porém, outros critérios bioquimicos e

respostas imunoldgicas também séo utilizados (NRC, 2011).
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Em sistemas intensivos de criagdo, ha menor disponibilidade de alimento natural,
reforcando a necessidade de uma dieta bem balanceada. Logo, € necessaria a suplementacéo
vitaminica adequada, além da necessidade de adicionar as dietas um suplemento vitaminico
que garanta uma diminuicdo nos efeitos do estresse causada pela alta densidade e manejos
intensos (HALVER, 1985; TOGUYENI et al., 1997; DAVIS et al.,, 1998;). Estudos
demonstram que altas doses de algumas vitaminas podem influenciar positivamente o sistema
imunologico de peixes, aumentando a tolerancia ao estresse e resisténcia a doencas (LIM &
WEBSTER, 2001; KOSHIO, 2007).

As exigéncias nutricionais em vitaminas para maximo crescimento, sob condicfes
Otimas, podem ser aumentadas de 3 a 10 vezes sob condi¢cBes como estresse, doencgas e
interacdo social (HALVER, 1985; TOGUYENI et al., 1997; DAVIS et al., 1998). Além de
crescimento reduzido e aumento da mortalidade, outros sinais clinicos como perda de apetite,
descoloracdo da pele, perda de coordenacgdo, nervosismo, hemorragias, figado com granulos
de gordura e aumento a susceptibilidade a infeccGes bacterianas podem ser observados em
peixes com deficiéncias vitaminicas (DAVIS et al., 1998; HEPHER, 1988).

Devido a importancia desses nutrientes, é indispensavel o cuidado ao manusear tais
nutrientes, pois as vitaminas geralmente sdo instaveis ao aquecimento, umidade e oxidacdo
que ocorrem no processamento das ragdes, por isso em geral sdo utilizadas em quantidades
maiores do que a exigida (NRC, 1993). Além do processamento das ragdes, outro problema
na mensuracdo da quantidade de vitaminas € a incerteza do contetdo e biodisponibilidade das
vitaminas nos ingredientes que compde as racdes, as exigéncias em vitaminas sao, na maioria
das vezes, atendidas pela adicdo de um suplemento vitaminico contendo quantidades
excessivas. Os suplementos vitaminicos podem ser vitaminas isoladas ou associadas entre si,
adicionadas nas dietas para suprir a demanda desses nutrientes pelo animal. Dentre as

vitaminas lipossoluveis, temos a vitamina A também conhecida como retinol.

3.2 VITAMINA A

Vitamina A é a denominacdo geral para qualquer composto que possui atividade
bioldgica de retinol (BLOMHOFF, 1994). Desempenham atividade biolégica em trés formas
quimicas: alcool (retinol), aldeido (retinal) e acido (acido retindico). O &cido retindico, ao se
ligar a receptores nucleares, regula a expressdo génica, processos de diferenciacdo e
proliferagéo celular, crescimento e desenvolvimento de estruturas do esqueleto, bem como de

sistemas, tais como sistema nervoso e imunoldgico (BORBA et al., 2012).
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Segundo Fernandez & Gisbert (2011), os peixes ndo sdo capazes de sintetizar vitamina
A, necessitando obté-la em concentracdo e forma quimica adequada. Esse processo de
conversdo e transformacdo é varidvel conforme a espécie de peixe. Compostos vegetais
(carotenoides) e animais (retinol esterificado) podem ser considerados como fontes de
vitamina A (BORBA et al., 2012). Dos quase 600 tipos de carotenoides, apenas cerca de 50
tém atividade pré-vitamina A, como o beta-caroteno, que apds conversao para retinol por acdo
da beta-caroteno-15,15'-dioxigenase, atua como vitamina A (COMBS, 1992). O primeiro
passo na transformacdo do beta-caroteno em vitamina A é uma clivagem oxidativa para
produzir all-trans-retinal, o qual é reduzido a retinol (ONG, 1994). E muito provavel que a
conversdo de beta-caroteno em vitamina A seja maior quando ha deficiéncia da mesma
vitamina no animal (AMAR et al., 2001).

O metabolismo de compostos retindides é absorvido da dieta por meio de metabolismo
complexo, que inclui um nimero elevado de proteinas transportadoras (FERNADEZ &
GISBERT, 2011). Compostos de retinol esterificados sdo incorporados a micelas que séo
secretadas na linfa. No figado, as micelas sdo incorporadas para os hepatdcitos e o0s
compostos de retinol esterificados sdo armazenados, apos hidrélise sao langados como retinol
livre no plasma (BORBA et al., 2012). Segundo os mesmos autores, depois de circular no
plasma ligado a determinada proteina (RBP), o retinol, nas células-alvo, liga-se a outra
proteina transportadora (CRBP) podendo transformar-se pela acdo de enzimas em duas
formas ativas: o retinal, utilizado para a regeneracdo da rodopsina na retina do olho e o acido
retindico, principal metabdlito ativo da vitamina A.

A vitamina A e seus derivados do &cido retindico atuam no controle de divisdo celular,
tendo como fungdo, controlar o crescimento dos tecidos e/ou controlar a polaridade ou
orientacdo das células dentro de um tecido. No linguado japonés (Paralichthys olivaceus),
além de estar envolvido com o desenvolvimento das nadadeiras dos animais, o acido retingico
estimula o desenvolvimento de cromatoforos durante a metamorfose (MIWA & YAMANO,
1999). O acido retindico, que tem efeito no desenvolvimento da morfologia das células cone
horizontal presente nos olhos dos peixes (WEILER et al., 1997; WEILER et al., 2000).

A vitamina A tem apresentado papel importante no sistema imune, influenciando tanto
no sistema inato quanto no adaptativo (STEPHENSEN, 2001). Juvenis de Carassius auratus,
apos alguns meses ingerindo dietas sem vitamina A apresentaram maior susceptibilidade a
infeccOes bacterianas, além de avitaminose no figado, glandulas intestinais e na pele
(GRAHAM & JONES, 1969). Niveis elevados de vitamina A na dieta reforcam certas

funcBes imunes, tais como a migragédo de leucocitos do rim e da atividade bactericida do soro



16

em salmdo (Salmo salar). Também reforcam a agdo inibidora das proteases, migracdo de
leucocitos, atividade do complemento sérico e da atividade fagocitaria em truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss (THOMPSON et al., 1995; AMAR et al., 2000).

Nos peixes, 90% da vitamina A armazenada é encontrada no figado e os outros 10%
estdo divididos entre olhos, plasma, gordura e aparelho reprodutivo (KATSUYAMA &
MATSUNO, 1988). Por consequéncia disto, somado ao fato de que a deficiéncia de vitamina
A € a segunda forma mais comum de ma nutricdo, é importante determinar as exigéncias
nutricionais desta vitamina, especialmente a partir da quantificacdo dos depodsitos hepaticos
(HOLE & TAYLOR, 1996).

Quantidade de vitamina A tem sido determinado para algumas espécies, mas 0s
valores variam entre as espécies (NRC, 1993, 2011). Os valores de exigéncia em vitamina A
encontrados no NRC (2011) para algumas espécies sdo de 1,8 mg/kg para tilapia nilotica
(Oreochromis niloticus), 1,2-6,0 mg/kg para carpa comum (Cyprinus carpio), 0,3-0,6 mg/kg
para bagre do canal (Ictalurus punctatus), 0,75 mg/kg para truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e 0,9 mg/kg para larvas de jundia (Rhamdia quelen) (PEIL et al., 2007).

Na preparacdo e armazenagem das racdes, a vitamina A pode sofrer oxidacéo,
independente da forma quimica, especialmente na presenca de calor Umido, minerais ou
gorduras rancificadas (MASUMOTO, 2002). Em funcdo disso, pode haver menores
quantidades de vitamina A do que o calculado na dieta, quando a suplementacdo ndo é
suficiente, ha déficit. Varios efeitos negativos sdo relatados em peixes alimentados com dietas
deficientes em vitamina A: hemorragias, crescimento retardado, baixa eficiéncia alimentar,
anorexia, coloracdo anormal, deformidade Gssea, lesbes nos olhos, hemorragias, quantidade
de eritrécitos, fragilidade osmética, anemia, letargia e alta mortalidade (MOHAMED et al.,
2003; NRC, 2011).

Por outro lado, o excesso de vitamina A também causa problemas aos peixes, tais
como aumento da mortalidade, crescimento anormal da coluna vertebral e redugdo no ganho
em peso corporal (ORNSRUD et al., 2002).

Para o jundia, os valores usados na formulacdo de racdes sdo baseados em dados
conhecidos para a exigéncia do bagre do canal (Ictalurus punctatus) (BALDISSEROTTO et
al., 2010). Na literatura, encontramos apenas um trabalho envolvendo a suplementacdo de
vitamina A para larvas de jundia, sendo o nivel de 3000 Ul/kg foi considerado o mais
adequado, considerando a sobrevivéncia, biomassa e comprimento total (PEIL et al., 2007).

Devido as caracteristicas que apontam o jundid como uma espécie nativa importante e

promissora ao desenvolvimento da piscicultura, somado a falta de informacGes sobre as
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respostas metabolicas e fisiologicas do animal em consequéncia de diferentes niveis de
vitaminas na dieta, tornam-se necessarios estudos para determinar os niveis 6timos de

vitamina A, de modo a alcancar melhores indices de crescimento e de salde para o jundia.
3.3 HEMATOLOGIA E ESTRESSE OXIDATIVO EM PEIXES

As alteracdes do hemograma, quando o animal esta enfermo, podem estar relacionadas
ao tipo de patogeno do grau de evolucdo da patologia, em funcdo disso o quadro
hematoldgico de diferentes peixes e condi¢des de criacdo vém sendo estudado (TAVARES-
DIAS et al., 2002). Ainda é muito dificil determinar quantidades ou resultados hematoldgicos
ideais para as espécies, pois fatores, como estado nutricional, sazonalidade, maturacdo
gonadal, sexo e variacdo genética influenciam significativamente as variaveis hematologicas
(KORI-SIAKPERE, 1985). Diferencas na metodologia de coleta de sangue, quanto ao tipo de
anticoagulante utilizado, também podem atuar como fonte de variagdo de resultados
hematoldgicos em peixes (TAVARES-DIAS et al., 2002). Para a espécie Rhamdia, foram
avaliadas diferentes variaveis eritrocitarias: Eritrocitos (10%/mL); Hemoglobina (g/dL);
Hematdcrito (%); VCM (fL); HCM (g/dL). Para estas varidveis foram encontrados os

seguintes valores apresentados na tabela abaixo.

Tabela 1 - Variaveis eritrocitarias do jundia (Rhamdia quelen)

Eritrocitos Hemoglobina Hematécrito VCM  HCM

6 Ambiente Autores
(10°/mL) (g/dL) (%) (fL)  (g/dL)
FORESTI et al.,
1,700 7,44 30,14 24194 2492 -
1977
KAVAMOTO et
1,585 11,43 35,19 23,11 32,98 natural
al., 1983
TAVARES —
1,950 6,73 26,50 139,03 25,94  cativeiro

DIAS et al., 2002

Em dietas isentas de vitamina A, houve reducdo dos valores de hematdcrito,
hemoglobina e nimero de eritrécitos em tilapias (GUIMARAES, 2009). Para juvenis da
mesma espécie, ndo houve diferencas quanto ao hematdcrito e a hemoglobina, na avaliacdo

das quantidades de vitamina A na dieta. E importante que mais estudos sobre hematologia em
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diferentes condi¢Ges nutricionais sejam conduzidos, pois geralmente, enfatiza-se
exclusivamente o aspecto de ganho em peso, sem levar em consideracdo o estado metabdlico
e de salde dos peixes. Além disso, a hematologia uma ferramenta importante para monitorar
condicdes de bem-estar (LAZZARI et al., 2011).

O oxigénio é necessario para muitas reagdes metabolicas de suporte da vida. O
oxigénio e os seus intermediarios, no entanto, podem reagir com os componentes celulares,
com resultante degradacdo ou inativacdo de moléculas essenciais (CHOW, 1979). Também ¢é
um bom agente oxidante, que se reduz ao receber elétrons podendo formar intermediarios
reativos como o anion superéxido (O,), o peréxido de hidrogénio (H,O), radical hidroxil
(OH") e o oxigénio singlete (10,) que sdo radicais livres (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999). Esses intermediarios também sdo conhecidos como Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs). Radicais livres podem ser atomos, grupos de atomos ou moléculas que possuem
elétrons livres ndo pareados em sua camada orbital externa, o que explica sua instabilidade e
elevada reatividade (KIRKHAM et al., 2006). Quando h& 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 injdrias e até mesmo & morte celular (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2005; PAVANATO & LLESUY, 2008). O estresse oxidativo pode ocorrer
pelo excesso de producdo de radicais livres e pela sua deficiéncia nos mecanismos
antioxidantes (PETEAN et al., 2007; BARREIROS & DAVID, 2006).

Para neutralizar o ataque dessas EROs, células vivas tém um sistema de defesa
biolégico composto de antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos (SIES, STAHL &
SEVANIAN, 2005; HUANG & PRIOR, 2005). O sistema de defesa enzimatico, representado
principalmente pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-
peroxidase (GPx) e glutationa-redutase (GR), minimiza os danos causados pelo estresse
oxidativo (BONNEFOY et al.,, 2002). Outro sistema de defesa € o ndo enzimatico,
representado pelas vitaminas (A, C, E), os compostos polifendlicos (como a propolis), e o0s
compostos de baixo peso molecular (como os carotendides) que atuam como varredores de
radicais livres, quelantes de minerais e bloqueadores de espécies reativas de oxigénio
(SPADA & SILVA, 2004).

Os perdxidos lipidicos sdo resultado da deterioracdo oxidativa de lipidios poli
insaturados. Os acidos graxos poli insaturados s@o excelentes alvos para o ataque de radicais
livres, devido a suas multiplas duplas ligacbes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999;
NORBERG & ARNER, 2001). Como a membrana das células e organelas celulares contém

grandes quantidades de acidos graxos poli insaturados, sdo eles os componentes celulares
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mais atingidos pelas espécies reativas ao oxigénio. Ha perda da seletividade idnica, liberacdo
do conteldo das organelas e formacdo de produtos citotoxicos, culminando com a morte
celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999;
YOSHIDA et al., 2003). Os derivados de acidos graxos poli insaturados sdo instaveis e se
decompdem para formar uma seérie de compostos complexos, que incluem compostos
carbonilicos reativos, como o malondialdeido (MDA) (YAGI, 1998, ARMSTRONG &
BROWNE, 1994).

Em situacdo de estresse oxidativo pode ocorrer a peroxidacdo lipidica, observado
pelo aumento do malondialdeido (MDA) (PARVEZ & RAISUDDIN, 2005). A quantificacdo
do MDA tem sido utilizada para avaliar a extensdo do dano oxidativo. Esta quantificacdo
pode ser feita pela reacdo de substancias que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBA)
(OHKAWA et al., 1979), a qual tem sido usada como uma medida de lipoperoxidacao.

Devida importancia de tais pardmetros, os mesmos devem ser avaliados em
experimentos, nesse caso, nos jundias que serdo alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de vitamina A, avaliar ndo apenas crescimento, relacionar nutricdo e saude e verificar
se a vitamina A atua como sistema de defesa ndo enzimatico em meio a situacdes de estresse
oxidativo.

O seguinte e uUnico capitulo, Capitulo — I, intitulado “Crescimento e defesa
antioxidante de jundids Rhamdia quelen alimentados com dietas contendo diferentes niveis de

vitamina A” serd submetido para o periddico Aquaculture.
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4 CAPITULO |

CRESCIMENTO E DEFESA ANTIOXIDANTE DE JUNDIAS ALIMENTADOS COM
DIETAS CONTENDO DIFERENTES NIVEIS DE VITAMINA A

RESUMO - A vitamina A é um nutriente essencial para varias espécies de peixes,
exigido em pequenas quantidades, importante para a saude, crescimento e reproducdo. Foi
realizado um estudo para avaliar a exigéncia nutricional e a resposta em crescimento,
alteracdes hematoldgicas e pardmetros oxidativos de juvenis de jundia (Rhamdia quelen)
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de vitamina A. Para isso, foi realizado um
experimento com duracdo de 70 dias, com 500 jundids (peso médio inicial = 20 g),
distribuidos em 20 tanques. As dietas foram semi-purificadas e formuladas para atender as
exigéncias proteicas e energéticas dos animais, (37% PB e 3.400 kcal/kg ED). Foram testados
cinco tratamentos: 0; 1500; 3000; 4500; 6000 Ul/kg de vitamina A na dieta. Ao final do
experimento foram aferidos e mensurados diferentes parametros zootécnicos, foi realizada
coleta de sangue e alguns exemplares foram eutanasiados, utilizados para analises
metabolicas, qualidade de carcaca e parametros oxidativos. Os resultados obtidos mostram
que diferentes quantidades de vitamina A na dieta interferem no crescimento de peixes da
espécie Rhamdia quelen. O crescimento dos peixes aumentou proporcionalmente a quantidade
incluida de vitamina A, o nivel minimo para crescimento é de 3500 Ul/kg de vitamina A na
dieta. Peixes que receberam 4500 Ul/kg de vitamina A na dieta apresentaram filés de melhor
qualidade com maiores quantidades de proteina e menos gordura. Niveis de vitamina A até
6000 Ul/kg dieta ndo afetaram parametros hematoldgicos. A elevacgdo dos niveis de vitamina
A, testados no presente estudo (a partir de 4500 Ul/kg) melhoram o sistema de defesa
antioxidante de peixes, foi observado menor atividade de enzimas que atuam como
antioxidante, provavelmente retindides e carotendides agiram como scavengers doando
elétrons para espécies reativas ao oxigénio, poupando a protecdo enzimatica e colaborando
para a economia de energia do animal. Baseado nos resultados bioquimicos, para as condicoes

experimentais, recomendamos o nivel de 4500 Ul/kg para juvenis de R. quelen.

Palavras-Chave: vitaminas, retinol, Rhamdia quelen, ganho de peso, estresse oxidativo



21

1. Introdugéo

Nos processos metabdlicos ocorrem reacdes de oxidacdo que envolve transferéncia de
elétrons, no entanto quando ha desequilibrio das reacdes de oxirreducdo, ocorre producdo de
radicais livres, que em quantidades excessivas, podem resultar em stress oxidativo para
diferentes sistemas bioldgicos, onde proteinas, lipidios e DNA podem ser danificados (Han et
al., 2012).

Certas vitaminas constituem uma categoria de antioxidantes exdgenos que em
conjunto com carotenoides contribuem para os sistemas antioxidantes. Recentemente a
vitamina A tem ganhado destaque, impulsionando a pesquisa de Seus precursores,
considerados como importantes antioxidantes (Baydas et al. 2002; Ramalho et al., 2003;
Paiva e Russel, 1999).

A vitamina A ocorre em trés formas no tecido animal, alcool (retinol), aldeido (retinal)
ou acido (&cido retindico), € um nutriente com alto potencial de oxidacdo. Nutriente
indispensavel para 0s peixes, presente em inimeros processos bioldgicos, como diferenciacdo
e proliferagdo celular, crescimento, visdo, reproducdo, desenvolvimento embrionario, estresse,
resisténcia a infecgdes e manutencdo da saude (Fernandez e Gisbert, 2011).

Apesar da importancia nos sistemas bioldgicos, a vitamina A foi pouco estudada para
a maioria das espécies de peixes, pouco se sabe da demanda de vitaminas para o jundia
(Rhamdia quelen), para formular racdes para essa espécie, € usada a tabela de exigéncias
nutricionais do catfish (Ictalurus punctatus). Assim como outras espécies nativas cultivadas, o
jundia requer estudos sobre exigéncia nutricional para cada fase de crescimento, devida
importancia da espécie no Brasil, com um total produzido de 1747.3 toneladas em 2011
(MPA 2011).

H& uma lacuna quanto o crescimento e resposta oxidativa associados a vitamina A.
Nesse ambito foi realizado um estudo com o objetivo de avaliar a exigéncia nutricional e a
resposta em crescimento, alteracbes hematologicas e parametros oxidativos de juvenis de

jundia (Rhamdia guelen) alimentados com dietas contendo diferentes niveis de vitamina A
2. Materiais e métodos
2.1. Dietas experimentais

As dietas foram formuladas contendo 37% de PB e 3.400 kcal/kg de ED , para atender

as exigéncias proteicas e energéticas de jundids conforme SALHI et al., (2004). A exigéncia
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dos demais nutrientes foi utilizada com base nas exigéncias do bagre do canal, Ictalurus
punctatus (NRC, 2011). As dietas para os cinco tratamentos foram semi-purificadas, onde 0s
niveis de vitamina A foram adicionados gradualmente (0; 1500; 3000; 4500; 6000 Ul/kg da
dieta) respectivamente para cada tratamento, através da inclusdo de retinol acetato como
vitamina A (Lutavit — 1000 Plus BASF®: 1.000.000 Ul/g), pré-misturado ao restante da pré-
mistura vitaminica e mineral (sem vitamina A). Os ingredientes foram misturados em
misturador horizontal, durante esse processo, a pré-mistura vitaminica e mineral, o 6leo e a
agua destilada foram adicionados aos ingredientes. Durante a mistura dos ingredientes, foi
medido o pH de todas as dietas e ajustado para 7 usando uma solucdo de NaOH 6 N, para
evitar possiveis diferencas no consumo de racdo causada pela variacdo na palatabilidade da
dieta (Montes-Girao e Fracalossi, 2006).

A massa de todos os tratamentos foi submetida a peletizacéao, os pelletes foram secos a
55° C durante 24 h. Apos a secagem, as dietas foram armazenadas em recipientes de vidro
fechado a temperatura de -15° C. A formulacdo das dietas e composi¢do bromatoldgica para
cada tratamento estdo apresentados na Tabela 1. Para quantificacdo de vitamina analisada nas
dietas, amostras foram envidas para laboratério, as andlises foram realizadas pela CBO

Anaélises Laboratoriais — Campinas/SP, por cromatografia liquida - HPLC.

Tabela 1. Composicao das dietas experimentais

Niveis de inclusdo de Vitamina A (Ul)

0 1500 3000 4500 6000
INGREDIENTES Quantidade em g/Kg
Caseina 300 300 300 300 300
Farinha de Peixe 50 50 50 50 50
Gelatina 75 75 75 75 75
Celulose 21,3 21,2995 21,2991 21,2988 21,2982
Maltodextrina 350 350 350 350 350
Amido 140 140 140 140 140
Oleo de canola 20 20 20 20 20
Mistura vitaminico e mineral* 10 10 10 10 10
Fosfato bicalcico 25 25 25 25 25
Sal 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
DL-Metionina 6 6 6 6 6
Vitamina A** 0 0,0005 0,0009 0,0014 0,0018
Melbond 2 2 2 2 2
BHT 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Composicdo analisada

Proteina bruta (%) 35,14+0,25 35,58+0,54  35,11+0,24  35,52+0,40 35,88+0,62

Lipidio (%) 3,16+0,14 3,16+0,16 3,17+0,12 3,19+0,03 3,17+0,02
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Matéria seca (%) 91,2¢1,05  91,87+121 91,671,221  91,11#1,33  91,80+2,07
Cinzas (%) 5124081  551+0,10  527#0,15 5624031  5,88+0,52
Vitamina A (mg/kg) *** 0,33 0,35 0,52 0,78 0,86
Vitamina A (Ul/kg) *** 1090 1180 1750 2610 2880

*Mistura vitaminica e mineral (niveis de garantia por quilograma do produto) acido félico 2.400 mg; acido
nicotinico 48 g; acido pantoténico 24 g; antioxidante 19,6 g; biotina 96 mg; cobalto 20 mg; cobre 6.000 mg;
ferro 100 g; iodo 200 mg; manganés 40 g; selénio 200 mg; vitamina B1 9.600 mg; vitamina B2 9.600 mg;
vitamina B6 9.600 mg; vitamina B12 9.600 pg; vitamina C 96 g; vitamina D3 400.000 Ul; vitamina E 24.000
Ul; vitamina K 4.800 mg; zinco 6.000 mg. A mistura vitaminica e mineral adquirida ndo possuia a adicdo de
vitamina A. ** Quantidade calculada segundo NRC (2011), onde 10000 Ul de vitamina A equivale a 3000
microgramas (Hg) e 0,000003 quilogramas (kg). *** Quantidade de vitamina A analisada nas dietas, analise
realizada pela CBO Analises Laboratoriais — Campinas/SP.

2.2. Manejo experimental

O experimento foi realizado no laboratorio de piscicultura do Departamento de
Zootecnia e Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Maria, campus Palmeira
das Missoes (altitude 639 m, 27°55'16.9"S, 53°19'05.7"W), durante dez semanas, no periodo
de 04 de novembro de 2014 a 12 de janeiro de 2015.

Todos os animais e procedimentos usados nesse experimento foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (ndmero:
123/2014).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (dietas) e quatro repeticdes. Foram utilizados 500 juvenis de jundia com peso
médio de 23 + 4,23 g, com idade aproximada de 80 dias, provenientes de piscicultura
comercial. Antes do inicio do periodo experimental os peixes foram adaptados as unidades
experimentais, durante 15 dias. Durante todas as manipulac@es, os peixes foram anestesiados
com benzocaina (dose: 35mg/L). Foram alojados 25 animais por tanque. O experimento foi
realizado em sistema de recirculacdo de agua composto por 20 tanques (quatro repetices por
tratamento) de polipropileno com capacidade de 250L (entrada e saida de agua individual),
com filtragem bioldgica e termostatos para controle de temperatura da agua. Os animais
foram alimentados trés vezes ao dia (8, 12 e 18 horas), com 3% da biomassa dividida nas trés
refeicbes. Semanalmente foram realizadas pesagens para ajuste de oferta da racao.

A temperatura e oxigénio da agua foram verificados diariamente com 0 oximetro
digital. Semanalmente a amdnia total foi determinada utilizando a técnica do salicilato
conforme Verdouw et al. (1978); o pH com (pHmetro), a alcalinidade total (mg CaCOs/L)
pelo método titulacdo de neutralizacdo; a dureza total (mg CaCO3/L) pelo método de titulacéo

de complexacdo; e o nitrito por kit colorimétrico Alfakit® (Florianipolis, SC, BR). Durante 0
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transcorrer do periodo experimental a qualidade da dgua (Tabela 2) se manteve em niveis
ideias para espécie, segundo Baldisserotto e Silva (2004).

Tabela 2. Parametros médios de qualidade da agua no decorrer do experimento

Parametros de qualidade da agua

Parametros Médias
Temperatura 23,40+2,7°C
Oxigénio dissolvido 6,86+0,9 mg L™

pH 7,2340,3
Alcalinidade 61,2+17,2 mg L™ CaCO3
Dureza 80,1+13,4 mg L™ CaCO
Amonia 0,14+0,03 mg L™

Valores médios + desvio padréo.

2.3. Coleta de amostras

Ao final do periodo experimental, 0s peixes permaneceram em jejum de
aproximadamente 16 horas. Foram utilizados dois animais por tanque (oito por tratamento)
aleatoriamente para coleta de sangue. Os animais foram anestesiados com benzocaina (dose:
35mg/L) e a coleta de sangue foi realizada por puncdo da veia caudal com auxilio de seringas
e agulhas descartaveis (25x0,7mm) contendo EDTA a 10%, como anticoagulante. Foi
realizada biometria onde todos os animais foram pesados e medidos individualmente para
avaliacdo de crescimento e ganho de peso. Foram retirados sete peixes por tanques (28 por
tratamento), os mesmos, anestesiados (dose: 250mg/L) e posteriormente eutanasiados por
seccdo medular. Dentre esses animais eutanasiados, dois foram utilizados para a coleta de
dados para os indices somaticos; trés para coleta e analise de composicdo centesimal; e dois

para retirada de tecidos para analises dos parametros oxidativos.

2.4. Analises das amostras

2.4.1. Parametros de composicao centesimal animal

A analise de composigéo corporal inicial foi feita utilizando amostra de 20 animais e
ao final do periodo experimental foram utilizados trés animais por tanque. Foram analisadas
composicdo de peixe inteiro e de filé, sendo os parametros avaliados: umidade, cinzas e
proteina bruta, seguindo metodologias recomendadas pela AOAC (1995); e gordura, extraida

e quantificada pelo método de Bligh e Dyer (1959).
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2.4.2. Parametros zootécnicos

Na biometria, os peixes foram medidos, sendo avaliados o0 peso (g), comprimento total
(cm) e padrédo (cm), a partir desses dados, foi calculado o ganho em peso diario (g), ganho de
peso total (g), taxa de crescimento especifico expresso em %/dia™’ [TCE = 100 x (In peso
médio final In peso médio inicial)/tempo (dia)] , fator de condicdo (peso médio/comprimento
padréo®), ganho de peso relativo em gramas (peso final - peso inicial / peso inicial x 100) e
biomassa total (g). Os parametros de indices somaticos analisados foram: Rendimento de
carcaca (%): RC=((peso eviscerado com cabeca e branquias)/(peso peixe inteiro))*100; indice
digestivossomatico (%): IDS=(peso trato/peso peixe inteiro)*100); Indice hepatossomatico

(%): IHS=(peso figado/peso peixe inteiro)*100.

2.4.3. Parametros hematoldgicos

Foi feita andlise da série eritrocitaria (nimero total de eritrdcitos, hematdcrito e taxa
de hemoglobina) por contagem em camara de Neubauer, e posteriormente determinado 0s
seguintes indices eritrocitarios: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), pelas férmulas a
seguir: VCM= (Hematdcrito x 10)/ Numero de eritrocitos; HCM= (Hemoglobina x
10)/Numero de eritrécitos; CHCM= (Hemoglobina x 100)/Hematdcrito.

2.4.4. Parametros bioquimicos plasmaticos

O sangue coletado foi centrifugado a 3000 rpm/minuto para a obtencdo do plasma. No
plasma, foram determinados os niveis de glicose, proteinas totais circulantes, triglicerideos,
colesterol total, alanina-aminotransferase e aspartato-aminotransferase utilizando-se Kits

colorimétricos comerciais da marca Doles® (Goiania, GO, BR).

2.4.5. Parametros bioquimicos do figado

Para analise de proteinas totais (Bradford, 1976), amostra de tecido hepético (50 mg)
foi aquecida a 100 °C com KOH 6N e apo6s centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos. Para
determinacéo de glicogénio (Duboie et al., 1956), adicionou-se alcool etilico para a hidrolise e
precipitacdo do glicogénio. Para quantificacdo de aminoacidos livres (Spies, 1957) e
transaminases, uma amostra de 50 mg de figado foi homogeneizada em tampéo (TFK 20 mM)
e centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos. Para quantificacdo de glicose foi utilizado kit
comercial por metodologia enzimatica. Para determinacdo de amonia total foi utilizada a

técnica do salicilato conforme (Verdouw et al., 1978). O nivel de alanina-aminotransferase e
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aspartato-aminotransferase foi quantificado utilizando Kits colorimétricos comerciais, por
metodologia de Reitman e Frankel (1957). Para todos os parametros foram feitas leituras em
espectrofotbmetro, utilizando curva de calibracdo para o célculo de determinacdo da

quantidade ou atividade da enzima na amostra.

2.4.6. Parametros de estresse oxidativo

Os tecidos retirados dos peixes eutanasiados foram branquias, figado e masculo.
Foram feitas as seguintes analises para determinacdo dos parametros oxidativos: Medida das
substancias que reagem ao &cido tiobarbitirico (TBARS, conforme Buege e Aust 1978);
grupos tidis ndo proteicos (NPSH, conforme Ellman, 1959); atividade de catalase (CAT,
determinada conforme Nelson e Kiesov 1972); atividade da Glutationa-S-transferase (GST,
determinada conforme Habig et al., 1974); atividade da superoxido dismutase (SOD, segundo

McCord e Fridovich 1969); e proteinas teciduais, pelo método de Lowry et al. (1951).

2.5. Andlises estatisticas

Para a analise estatistica, foi utilizado pacote estatistico Statistical Analysis System®.
Para os parametros de crescimento, ao executar as analises, foram analisados cinco
tratamentos (dietas) e trés repeticfes. Analises estatisticas para ganho de peso e ganho relativo
de peso foi utilizado o modelo descontinuo LRP (Linear Response Plateau — regressdo nao-
linear) metodologia de Gauss-Newton.

Primeiramente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
sendo considerados de distribuicdo normal aqueles dados que apresentaram P>0,05. Os dados
que ndo se enquadraram em tal distribuicdo, foram submetidos as transformacfes (a
logaritmica, a logaritmica dos (dados+1), a raiz quadrada dos dados, a raiz quadrada dos
(dados + 1, ou mais 1/2), a raiz cubica dos dados), quando este procedimento nao ajustava 0s
dados na distribuicdo normal, era feita deteccdo das observacOes influentes (outliers),
utilizando o intervalo, chamado de Inter-Quartil (IQR) x 1,5, os mesmos eram excluidos.

Foram testadas as analises de regressdao linear, polinomial quadratica e polinomial
clbica para o nivel de inclusdo de vitamina A testado em nivel de 5% de significancia,
guando mais de um modelo de regressdo era significativo, optando-se pelo uso do modelo
com maior coeficiente de determinacdo (r?). Quando a analise de regressdo ndo apresentou
significancia os dados foram submetidos ao teste de comparacdo de medias, Tukey em nivel

de significancia de 5%. Valores sdo expressos como média * desvio padrao.
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3. Resultados
3.1. Crescimento e paréametros de carcacga

O ganho de peso relativo foi 130,26 = 14,4% para o tratamento com 0 Ul/kg de
inclusdo e 216,34 = 6,37% para o tratamento com 6000 Ul/kg (Figura 1), mostrando que
houve um bom crescimento dos peixes e efeito significativo da vitamina A no crescimento de
juvenis de jundia. O ganho de peso e o crescimento foram maiores nos peixes alimentados
com 6000 Ul de vitamina A/kg na dieta, seguido dos peixes alimentados com a dieta contendo
4500 Ul/kg. Além de influenciar no ganho de peso e crescimento desses peixes, a vitamina A

melhorou as demais variaveis zootécnicas, com exce¢do do comprimento padrdo (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de crescimento de Rhamdia quelen alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de vitamina A

Varive Niveis de incluséo de vitamina A (Ul / kg) P RLE Igz
1S 0 1500 3000 4500 6000
gi;?a) 0,44+0,05° 0,43+0,04° 0,50+0,02°8 0,62+0,03" 0,71+0,02% * * *

GPT (g) 30,76+3,81°  30,47+3,48°  3500+1,67°  43,84+2,33"  50,32+#1,39" *  * *
TCE
(%l/dia)

*
FC 0,95+0,08°  1,03+0,01°°  1,10+0,01"®*  1,15+0,03*  1,18t0,02* , * = *

1,240,108 1,19+0,098 1,30+0,048 1,51+0,05" 1,64+0,03%* *  * *

Biom 1081,82+75,4 1077,37£71,3 1167,83+33,1 1343,43+44,3 1471,69%+27,0
(g) 2B SB GB 3A 1A

* * *

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes, na linha, diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). NS: ndo significativo. * p<0,0001; **p<0,0003; ***p=0,008; ****p=0,04;
*Hxx*p=0,03; ******p=0,02. REL: Regressdo de efeito linear. REQ: Regressao de efeito quadratico. Peso: Peso
do peixe inteiro (g) ; CTM: Comprimento total médio (cm); CPM: Comprimento padrdo médio (cm); GPD:
Ganho de peso diario (g/dia); GPT: Ganho de peso total (g); TCE: Taxa de crescimento especifico; FC: Fator de
condicédo; e Biom: biomassa total (g).

Os peixes que receberam as dietas suplementadas com 4500 ou 6000 Ul/kg tiveram
maior ganho de peso. Utilizando anéalise de regressdo polinomial para o peso, mesmo havendo
significancia da ANOVA da regressdo, entendemos que este modelo ndo representou
adequadamente a distribuicdo dos dados. No entanto, 0 modelo descontinuo LRP (Linear
Response Plateau — regressdo nédo-linear), estima o nivel minimo de suplementacdo em 3511
Ul/kg para o peso (Figura 1.A) e nivel minimo em 3519 Ul/kg, considerando o ganho de
peso relativo (Figura 1.B). Nestes pontos calculados, observa-se um angulo maior entre a
linha que expressa o crescimento em relagcdo ao eixo X, ou seja, momento em que a resposta
para determinada variavel apresenta maior acessdo e aos poucos se estabiliza e/ou pode se
estabilizar a partir de um aumento do nivel de vitamina incorporado na dieta, segundo

metodologia de Gauss-Newton (Figura 1).
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Figure 1. A: Nivel suplementacéo e broken line para ganho de peso (g); B: Nivel de suplementacdo e broken line
para ganho de peso relativo (%). Amplitude: Desvio padrao.

O indice digestivo somatico, quociente intestinal, o rendimento de carcaca e indice
hepatossomatico ndo foram influenciados pela adicdo de vitamina A (Tabela 4). Houve efeito
significativo entre os peixes alimentados com dieta contendo vitamina A em relacdo a
proteina bruta e gordura dos filés. A dieta contendo O de inclusdo de vitamina A resultou em
quantidades inferiores de proteina bruta e os peixes alimentados com a dieta contendo 4.500
Ul/kg apresentaram menor quantidade de gordura no filé. No entanto, ndo houve efeito sobre
a umidade e cinzas dos filés dos peixes. Nao foi observado efeito da adi¢do de vitamina A no

peixe inteiro (Tabela 5).

Tabela 4. indices de deposicdo de lipidio e proteina na carcaca de jundias, digestivo e
hepatossomatico, quociente intestinal

Variaveis Niveis de inclusdo de vitamina A (Ul / kg) P
% 0 1500 3000 4500 6000
RC 85,95+1,47 85,80+2,19 87,64+0,91 87,03+1,94 86,17+2,28 NS
IHS 1,59+0,30 1,96+0,40 1,91+0,61 2,25+0,58 2,11+0,46 NS
IDS 1,89+0,53 1,75+0,33 1,88+0,34 2,11+0,36 2,14+0,33 NS
Ql 0,81+0,22 0,80+0,12 0,86+0,13 0,84+0,22 0,89+0,17 NS

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes, na linha, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). NS: ndo significativo. Parametros: RC: rendimento de
carcaca com branquias; IHS: indice hepato-somatico; IDS: indice digestivo-somatico; QI: quociente
intestinal.
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Tabela 5. Composicdo centesimal dos peixes (peixe inteiro e filé) ao final do periodo
experimental

Variaveis Niveis de inclusdo de vitamina A (Ul / kg) P
% 0 1500 3000 4500 6000

Peixe inteiro
PB* 16,25+0,55 16,31+0,13 16,47+0,24 16,69+1,02 17,29+0,59 NS
GOR 1,93+0,94 16,00+0,48 1,88+0,30 1,47+1,06 1,84+0,33 NS
MS 31,75+0,92 30,72+1,52 32,42+1,50 31,38+1,87 30,18+1,82 NS
MM 2,07+0,22 1,79+0,17 1,84+0,06 1,74+0,08 1,81+0,25 NS
Filé
PB** 18,86+0,46°  19,64+0,31"®  20,01+0,22"  20,17+0,61"  20,27+0,08" 0,007
GOR 2,80+0,5778 2,39+0,5278 2,70+0,54"8 2,06+0,37® 3,33+0,54" 0,03
MS 25,27+0,54 25,37+0,31 25,10+0,18 25,04+0,62 25,48+0,28 NS
MM 1,65+0,05 1,63+0,13 1,68+0,40 1,62+0,03 1,61+0,09 NS

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Variaveis: PB: proteina bruta; MM: matéria mineral/cinzas; MS: massa seca;
GOR: gordura. Equacdes da regressdo do efeito linear: * y= 16,11 + 0,0002x; r’= 0,54; p=0,02. ** y= 19,12 +
0,0002x; r’= 0,65; p=0,0005.

3.2. Parametros hematoldgicos, parametros biogquimicos do plasma e figado

N&o foram observados efeitos significativos nos indices de série eritrocitaria e de
namero de eritrocitos em peixes alimentados com diferentes niveis de vitamina A na dieta
(Tabela 6). Os resultados bioquimicos plasméticos sdo apresentados na Tabela 7, ndo foram

observados efeitos significativos assim como para os parametros hematolégicos.

Tabela 6. Hematologia de jundias alimentados com diferentes niveis de vitamina A

Niveis de inclusdo de vitamina A (Ul / kg) P

Variaveis 0 1500 3000 4500 6000

Hematocrito (%) 34,00+1,08 35,50+1,77 38,87+1,38 35,50+0,60 36,37+1,42 NS
Eritrécito

troc 1,85+0,13 1,84+0.18 1,55+0.11 1,72+0,14 173+019 NS
(milhées/mm3)
g%nsgk’b'na 7.68+0,24 7.8740,20 8,03+0,25 8,73+0,41 8144035 NS
VCM (fL) 176,27+12,65  212,0+18,15  236,06+7,04  20827+27.60  186,63+9.98 NS
HCM (pg) 37.80+408  4542+464 51464332 5185744 4265304 NS
CHCM (g/dL) 22004085 21244054 21712091 24462117 22714055 NS

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Parametros: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 7. Bioquimica plasmatica de jundias alimentados com diferentes niveis de vitamina A

Variéveis Niveis de inclusdo de vitamina A (Ul / kg) P
0 1500 3000 4500 6000
PT (g/dL) 3,97+0,32 4,13+0,41 4,22+0,45 3,69+0,54 3,50+0,52 NS

TG (mg/dL)  402,94+59,67  388,22+69,47  375,84+4359  397,73+62,00  364,20+25,45 NS

coL 153,27+16,89  177,08+40,46  156,53+10,31  159,50+16,46  139,59+16,52 NS

(mg/dL)

GLI (mg/dL)  53,85+10,39 50,50+8,65 51,75+5,64 46,70+6,22 44,3045,77 NS
AST (Ul/dL) 21,34+5,79 15,19+6,09 15,72+11,36 16,49+3,09 17,98+10,04 NS
ALT (Ul/dL) 4,71+1,69 5,23+1,74 3,84+0,85 3,82+1,65 3,91+1,32 NS

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Parametros: TG: triglicerideos; COL.: colesterol total; PT: proteinas totais; GLI:
glicose. AST: Aspartato aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase.

Os parametros bioquimicos do figado ndo foram alterados, exceto ALT (Tabela 8). A
atividade da ALT foi menor nos peixes alimentados com 4500 Ul/kg do que os alimentados
com 0 e 1500 Ul/kg, dietas com 0, 1500, 3000 e 6000 Ul/kg ndo apresentaram efeitos

significativos.

Tabela 8. Bioquimica hepatica dos jundias alimentados com diferentes niveis de vitamina A

Variaveis Niveis de incluséo de vitamina A (Ul / kg) P
0 1500 3000 4500 6000

AST 2,10+0,37 2,23+0.40 2,08+0,38 2,01+0,40 1,07+0.22 NS

(UI/dL)

ALT A A AB B AB

1) 1,40+0,22 1,23+0.30 1,13+031 0,670,23 1,00+0.43 0,006

Amonia 12,10+1,13 11,05+2,24 12,56+2,69 12,93+3,03 13064370 NS

(umol/g)

Glicose 5374141 3,56:0,85 4,36:+0,94 5,19+1,61 5114112 NS

(umol/g)

Glicogénio

(umol 401,13+178,29 40871+10510 20177+119.60 358,17+109.03 320,82+18437 NS

glicose/q)

AA 48,88+12,31 33,43+6.91 56,60+1624  38.43%1528 38791542 NS

(Hmol/g)

zgz)”a 39,27+5,93 33,2647 .52 36,31+8,95 42.81+9.97 41.95¢758 NS

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Pardmetros: AST: Aspartato aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase,
AA: Aminoécidos livres.

3.3. Parametros de estresse oxidativo em tecidos de jundias

Os parametros do estresse oxidativo em jundias foram diferentes nos peixes
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de vitamina A e sdo mostradas na Tabela 9
e Figura 2. As concentracdes de TBARS nos peixes foram diferentes no figado, musculo e
branquias. NPSH e GST ndo foram significativamente diferentes nas branquias e musculo. A

atividade de catalase (CAT) foi analisada somente no figado e foi inferior em peixes
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alimentados com dietas 3000, 4500 e 6000 Ul/kg (Figura 1.A). As concentracGes de TBARS
foram menores no figado de peixes alimentados com dietas contendo niveis mais elevados de
vitamina A (4500 e 6000 Ul/kg) apresentadas na Figura 1.B.

Tabela 9. Parametros oxidativos dos jundias alimentados com diferentes niveis de vitamina A

Variéveis Niveis de inclusdo de vitamina A (Ul / kg) P
0 1500 3000 4500 6000

Figado
NPSH 0,58+0,08°% 0,86+0,12" 0,76+0,08" 0,87+0,04" 0,81+0,10" 0,0001
GST 0,28+0,04" 0,25+0,05"8 0,16+0,028 0,17+0,03® 0,21+0,08"8 0,002
SOD 5,14+1,05" 3,68+0,42"8  4,76+0,65"®  3,45+0,58"® 3,18+1,598 0,01
Branquias
NPSH 0,16+0,01 0,14+0,02 0,15+0,03 0,14+0,01 0,160,01 NS
GST 0,15+0,03 0,15+0,02 0,17+0,03 0,13+0,01 0,1610,02 NS
TBARS 2,53+0,53" 2,08+0,48"%  1,84+0,15"® 1,45+0,36° 1,81+0,40"® 0,02
Mdsculo
NPSH 0,33+0,02 0,35+0,01 0,35+0,01 0,35+0,01 0,35+0,01 NS
GST 0,14+0,01 0,13+0,03 0,12+0,01 0,11+0,01 0,10+0,01 NS
TBARS 1,82+0,324 1,13+0,418 0,67+0,195¢  0,66+0,165¢ 0,51+0,14° <0,001

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Parametros: TBARS = substancias que reagem ao acido tiobarbitdrico (nmol
MDA/mg proteina); SOD = Superdxido Dismutase (Ul SOD / mg proteina); GST = Glutationa-S-Transferase
(umol GS-DNB/min/mg proteina); NPSH = Tibis ndo proteicos (umol SH/g tecido).
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Figure 2. A: Atividade da enzima catalase no figado de peixes alimentados com diferentes niveis de vitamina A;
B: substancias que reagem ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) no figado de peixes alimentados com diferentes
niveis de vitamina A. Intervalo: desvio padrdo. Letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(P<0,05). Amplitude: Desvio padrao.

4. Discussdo

Os peixes cresceram proporcionalmente ao aumento das concentracdes de vitamina A
na dieta. Ndo foram observados sinais de deficiéncia de vitamina A nos jundias, no periodo
testado, onde a sobrevivéncia foi de 100%. Os resultados observados no presente estudo

devem estar relacionados com o possivel conteddo de vitamina A da dieta basal (sem incluséo



32

de vitamina A comercial), visto que essas dietas continham 5% de farinha de peixes
(comumente rica em vitamina A). A razdo pela qual foi adicionado farinha de peixe, 0 que
caracterizou a dieta como semi-purificada, foi melhorar a palatabilidade da ragdo em quest&o.

Exigéncias de nutrientes para peixes podem ser estimada pelo modelo de regressdo
segmentada (Robbins et al., 1979). A "Linear Response Plateau - LRP" permite resultados
consistentes em uma avaliacdo final, em comparacdo com outros modelos ndo lineares e
ganho de peso é o melhor parametro para avaliar exigéncia nutricional de uma espécie (Portz
et al., 2000). Assim, com base na andalise LRP, o nivel étimo de suplementacdo é 3511 Ul/kg
para ganho de peso e 3519 Ul/kg para o ganho de peso relativo. Os resultados obtidos neste
estudo sdo semelhantes aos de Shim & Tan (1990), para estes autores a exigéncia
recomendada para peixes de agua doce foi estimada entre 2000 Ul e 4000 Ul/kg na dieta para
manter o crescimento. Determinar o nivel minimo de um nutriente que assegura o crescimento
maximo de um peixe é considerado um componente importante da eficacia de custos na
composigdo de alimentos para peixes.

A estimativa de exigéncia de nutrientes com base no ganho de peso apenas pode ser
enganosa, porque um animal pode depositar uma grande quantidade de gordura sem
crescimento real (Phillips e Brockway, 1957). A concentracdo de gordura no filé de peixe
tende a diminuir & medida que o nivel de vitamina A na dieta é aumentada até o nivel de 4500
Ul/kg. Ja a dieta contendo 6000 Ul/kg apresentou maior quantidade de gordura no filé. Outro
resultado importante quanto a qualidade de filé foi observado em peixes que receberam
quantidades superiores a 3000 Ul/kg, apresentaram maior quantidade de proteina no filé
(Tabela 5). Estes resultados podem ser explicados porque as células possuem receptores de
acido retindico. Estes acidos ou derivados (retindides) atuam como os hormonios esteroides
por induzir a sintese de RNA mensageiro e de proteina especifica (Gouillou-Constant e
Guillaume, 2001). Neste estudo ndo houve diferenca para composicdo centesimal de corpo
inteiro, assim como observado por Thompson et al. (1995), que ao fornecer diferentes niveis
de vitamina A, ndo observaram efeito significativo sobre a composicéo corporal de truta arco-
iris.

A atividade de alanina aminotransferase (ALT) no figado foi reduzida em tratamentos
com niveis mais elevados de vitamina A (Tabela 8). As transaminases sdo enzimas
relacionadas a transaminacdo dos aminoacidos no metabolismo intermediario e sé&o
considerados indicativos de catabolismo de proteina. A desaminacdo da proteina ocorre
guando ha excesso de proteina na dieta ou desequilibrio de aminoacidos essenciais na dieta,

quando o corpo comeca a usar a proteina com fonte de energia (Veiverberg et al., 2008;



33

Champe et al., 2009). Quanto aos efeitos bioldgicos dos retindides (metabdlitos da vitamina
A) ocorrem principalmente por meio da ativacdo de dois grupos de receptores no ndcleo da
célula, os receptores para acido retindico (RAR) e os receptores X de retindides (RXR) (Ross
et al. 2000). Ao se ligarem aos receptores nucleares, regulam a expressao génica, processos de
diferenciagcdo e proliferacdo celular, crescimento e desenvolvimento de estruturas do
esqueleto, além de sistemas nervoso e imunolégico (Borba et al., 2012). Receptores estes
ativados por diferentes isbmeros do &cido retindico, o que produz uma reacdo em cadeia que
resulta na ativacdo ou supressdao da transcricdo de genes que codificam a sintese de
determinadas proteinas, esta pode ser a via pela qual a vitamina A afeta a sintese e deposicéo
de proteina nos tecidos (Guimaraes, 2009). Ao codificar a sintese de determinadas proteinas, a
reacdo em cadeia resultante da ativacdo de receptores ativados por isdmeros do &cido
retindico pode contribuir para deposicdo de tecido proteico no filé, como observado em
animais que receberam maior quantidade de vitamina A na dieta. Estes apresentaram maior
quantidade de proteina no filé e maior peso.

Apesar de haverem poucos estudos relacionados a acdo antioxidante da vitamina A,
recentemente esse tema tem ganhado destaque, impulsionando a pesquisa de seus precursores,
principalmente os carotenoides, anteriormente reconhecidos apenas por sua atividade pro-
vitaminicos, e que atualmente sdo considerados como importantes antioxidantes (Baydas et al.
2002; Ramalho et al., 2003; Paiva e Russel, 1999). Os mesmos autores caracterizam 0s
carotenoides e os retindis como importantes sequestradores de radical oxigénio singlet, que
interrompem a geracdo de espécies reativas ao oxigénio ainda nas etapas iniciais de sua
formacdo. Uma Unica molécula de retinol ou B-caroteno é capaz de inativar varios radicais
oxigénio singlet antes de ser destruida (Bast A, et al., 1998). O R-caroteno é ainda
reconhecido como varredor de radicais peroxil, especialmente em condic¢Oes de baixa tenséo
de oxigénio.

A atividade de CAT (Figura 2.A) reduziu no figado de peixes alimentados com dieta
contendo 3000, 4500 e 6000 Ul/kg, a menor atividade foi a dieta 4500 Ul/kg. Anschau (2011)
encontrou resultados em que a infec¢do causada por Trypanosoma evansi causou um aumento
significativo na atividade de CAT em ratos, e concluiu que as atividades da enzima
antioxidante CAT é aumentada diretamente proporcional aos elevados niveis de estresse
oxidativo. Nesse sentido, a dieta alimentar de peixe contendo 4500 Ul/kg exibem menor
atividade da enzima catalase, logo peixes que receberam essa dieta tinham niveis mais baixos
de estresse oxidativo, ou porque a quantidade de vitamina A foi adequada, ou seja, ndo houve

estresse devido a falta do nutriente (vitamina A) e/ou porque a vitamina A possui poder
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antioxidante. A atividade de GST e SOD também diminuiu no figado, quando houve aumento
nos niveis de vitamina A na dieta (Tabela 9).

A quantificacdo de MDA foi usada para avaliar a extensdo do dano oxidativo. Esta
medicdo pode ser realizada por reacdo de substancias que reagem com acido tiobarbiturico
(TBA) (Ohkawa et al., 1979). A peroxidacao lipidica medida pelo TBARS no tecido hepatico
apresentou valores inferiores para peixes alimentados com dietas contendo 4.500 e 6.000
Ul/kg de vitamina A (Figura 2.A). Em vaérios estudos na nutricdo de peixes que avaliam o
efeito antioxidante de vitamina E mostraram uma diminui¢do nos niveis de malondialdeido
com a adicdo de vitamina E na dieta (Sau et al., 2004;. Lim et al., 2005; Peng et al., 2009;
Abdel-Hameed et al., 2012). Estudos com a vitamina A néo sdo suficientes para explicar a sua
poténcia antioxidante e como ela ocorre, mas neste estudo, podemos dizer que a vitamina A
atua como um mecanismo de defesa ao dano oxidativo e/ou dano lipidico, pois quando
apresentam valores elevados, interpreta-se que o potencial antioxidante é diminuido e/ou
quando o stress oxidativo é elevado.

Em solucGes homogéneas vias de reacdo foram encontrados para dependem tanto da
natureza da reacdo de radicais livres e a estrutura de carotenoide (EI-Agamey et al., 2003;
Galano et al., 2010; Han et al., 2012). Trés mecanismo possivel, como as reacfes de
equacdes, pode estar envolvidas (Han et al., 2012): Car(H) + RO* — Car(H)*+ + RO™ (ET)
(Buer et al., 2010); Car(H) + RO* — [RO---Car(H)]* (RAF) (Paiva et al., 1999); e Car(H) +
RO*® — Car® + ROH (HAT) (Pauwels et al., 2007).

A captacdo de elétrons para carotenoides que limpam anion superéxido O2 ° ~ foi
primeiramente confirmada em condi¢fes experimentalmente ndo radiativas (Foss et al., 2004).
A reacdo detalhada de carotenoides com O2 °°, pode ocorrer como duas vias possiveis (Gou et
al., 2009; Opstad et al., 2010; Han et al., 2012): Car(H) + O, °~ — Car(H)"" + O, *"; e Car(H)
+ 0, * — Car(H)" + O,. A primeira reacdo ¢ uma transferéncia de elétrons a partir do
carotenoide como na reacdo onde o carotenoide é oxidado pelo O, para formar o cation
radical correspondente. A segunda reacdo define uma nova atividade anti-radical de
carotenoides ocupando elétrons, como o carotenoide que esta sendo reduzido a um anion
radical pela O, (Han et al., 2012).

Em havendo fontes, sejam enddgenas ou exdgenas para a formacdo de espécies
reativas, ocorre estresse oxidativo. A célula se defende com e sem a presenca de enzimas.
Neste caso, quando ocorre defesa ndo enzimatica, a atividade dessas enzimas é reduzida assim

como observado nos resultados do presente estudo (Tabela 9 e Figura 2.A). Isso se deve a
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acdo de carotenoides e retindis que agem doando elétrons para as espécies reativas ao
oxigénio, logo estas espécies deixam de ser reativas ao oxigénio, dispensando a atividade
enzimatica. E provavel que a quantidade de glutationa reduzida se mantenha, pois ndo ha
necessidade de oxidar. Logo diminui a atividade de glutationa transferase (Tabela 9), pois esta
tem funcgdo de catalisar a glutationa oxidada e metabolizar xenobidticos, temos uma economia
de energia, pois ndo a ha necessidade de atividade enzimatica. Quando h& diminuicdo do
potencial das espécies reativas, diminui a peroxidacéo lipidica (Figura 2.B), além de diminuir

a peroxidacao proteica e danos de DNA (Kelly et al. 1998).

Fontes enddgenas Formacao de ESPECIES REATIVAS

(Células: macrofagos e leucdcitos;
enzimas cicloxigenases e linoxigenases!

Font 2 ESTRESSE

ontes exogenas

{Clima, estresse, manejo, qualidade da LPO+PP+ OXIDATIVO
dgua...) DD

GSH

~

ROOH 2 0, m
CAT l

_ Se + GPX e, v he.
. ROH Hzserb H.0,+0,

+Tog

w
\_) ¥enobioticos H:0+0;

Figura 3. Esquema de possiveis fontes que levam a formagao de espécies reativas e mecanismos de defesa.
Adaptado de Kelly et al. (1998). LPO: peroxidacdo lipidica; PP: peroxida¢do proteica; DD: dano de DNA; CAT:
catalase; SOD: superoxido dismutase; CAR: carotenoides; RET: retindis; GPx: glutationa peroxidase; GSH:
glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; e GST: glutationa transferase.

Niveis entre 4500 e 6000 Ul/kg podem ser benéficos em reduzir o dano oxidativo e
danos lipidicos, além de melhorar o crescimento. O nivel de 4500 Ul/kg resultou em filé de
melhor qualidade. Com base nestes resultados, sugerimos que a adicdo de vitamina A seja de
4500 Ul/kg na alimentagéo de jundias.
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5 CONCLUSOES GERAIS

— A quantidade de vitamina A na dieta interfere no crescimento de jundids da espécie
Rhamdia quelen.

— O nivel minimo recomendado para crescimento de jundias é de 3500 Ul/kg dieta;

— O aumento de vitamina A na dieta proporciona maior quantidade de proteina no filé de
jundias.

— Niveis de vitamina A até 6000 Ul/kg dieta ndo afetam parametros hematoldgicos;

— A elevacdo dos niveis de vitamina A, testados no presente estudo (a partir de 4500
Ul/kg) melhora o sistema de defesa antioxidante de peixes.

— Baseado nos resultados bioquimicos, para as condi¢des experimentais, recomendamos
o nivel de 4500 Ul/Kkg;
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ANEXO A - Imagem do sistema de recirculacdo de agua do laboratério de piscicultura da
UFSM (Campus de Palmeira das Missdes).
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ANEXO B - Imagem de do acetato retinol (tom alaranjado) adicionado a pré mistura

vitaminica mineral durante a confeccdo da racdo experimental no laboratério de

bromatoldgica da UFSM (Campus de Palmeira das MissGes).
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ANEXO C - Imagem do tanque/unidade experimental com peixes da espécie Rhamdia quelen
nas instalacbes experimentais do laboratério de piscicultura da UFSM (Campus de Palmeira
das Miss0es).
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-UFSM

CARTA DE APROVAGAO

A Comissao de Etica no Uso de. Animais-UFSM, analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo do Projeto: "Desempenho, -hematologia e parémetroé oxidativos de jundias
(Rhamdia quelen) submetidos a dietas contendo vitamina A.")

Numero do Parecer: 123/2014
Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Rafael Lazzari

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer
alteragao do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverao ser comunicados
nediatamente a este Comité.

OBS: Anualmente deve-se enviar 8 CEUA relatério parcial ou final deste projeto.

Os membros da CEUA—UFSM nao partlmparam do processo de avaliagao dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DE APROVAGAO: 12/11/2014.

Santa Maria, 12 de novembro de 2014.
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Prof.2 Dr.2 Vania Lucia Loro
Vice- Coordenadora daComiss&o de Etica no Uso de Animais- UFSM

Comiss&o de Etica no Uso de Animais - UFSM - Av. Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria - 2° andar -
Campus Universitario 97105-900 ~ Santa Maria — RS - - Tel: 0 xx 55 3220 9362
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