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Capitulo 7

Suplementos na dieta para manutencao
da saude de peixes

Edsandra Campos Chagas, Fabiana Pilarski, Roberson Sakabe,
Haluko Massago & Thiago El Hadi Perez Fabregat

Resumo

O estabelecimento das exigéncias nutricionais de varios peixes cultivados tem
trazido beneficios para o seu crescimento, eficiéncia alimentar e
sobrevivéncia. Recentemente, o foco dessas pesquisas tem se expandido,
sendo considerado também o efeito dos nutrientes dietéticos sobre a saude
dos peixes. Este capitulo traz informacdes atualizadas sobre os efeitos de
alguns nutrientes essenciais e outras substancias com caracteristicas
imunoestimulantes, enfatizando os aspectos relacionados a nutricdo e saude
dos peixes cultivados. As exigéncias de nutrientes essenciais (especialmente
lipidios, minerais e vitaminas) variam em funcdo de diversos fatores, entre
eles a demanda metabdlica do peixe (resposta de estresse, resisténcia a
enfermidades, entre outras). Niveis superiores aos estabelecidos para se
alcancar o maximo crescimento e utilizacdo do alimento tém sido utilizados
para maximizar as concentracfes corporais e atender as func¢des fisiolégicas
dos peixes. O uso de suplementos alimentares originados de micro-
organismos, plantas e animais tem influenciado positivamente a resisténcia
dos peixes frente a desafios de infec¢cdes. O emprego de imunoestimulantes
na dieta dos peixes € uma alternativa para maximizar a sua protecdo em
situacbes de estresse, evitando o estabelecimento de doencas na criacao.
Contudo, muitos estudos ainda estdo sendo conduzidos para elucidar o papel
dos imunoestimulantes na saude dos peixes.

Abstract

The establishment of the nutritional requirements for several farmed fish has
brought benefits for growth, feeding efficiency and survival. Recently, the
target of the researches has expanded to consider the role of the dietary
nutrients on the fish health. This chapter brings updated information on the
effects of some macro and micronutrients, and on other substances with
immunostimulant features, emphasizing aspects related to the nutrition and

132



Chagas et al. Suplementos dietéticos na manutencdo da salde em peixes.

the fish health. The requirements of essential nutrients (especially lipids,
minerals and vitamins) vary according different factors, including the
metabolic demand (stress response, resistance to diseases among others).
Levels above those required for maximum growth performance and feed
utilization have been used to maximize the body concentrations and supply
the physiological needs of fish. The use of feed supplements originated from
microorganisms, plants and animals has improved the fish resistance to
infections. Otherwise, the inclusion of immunostimulant substances in the fish
diet is an alternative to enhance fish protection in stress conditions
preventing the diseases in the farming environment. Furthermore, studies
have been developed to understand the role of the immunostimulant
substances in fish health.

Introducéo

A demanda crescente do mercado mundial por produtos de alta
qualidade tem estimulado o crescimento da aquicultura. Nos ultimos 50 anos,
a producdo mundial de pescado passou de menos de 1 milh&o de toneladas
no comeco da década de 50 para 59,4 milhdes em 2004, o que representou
um incremento anual da ordem de 6,9% (FAO, 2007). No Brasil, a producao
aquicola e pesqueira alcancou, em 2006, um volume de 1.049.539 toneladas,
com acréscimo de 4,01% em comparacdo a 2005. A aquicultura participou
com 25,9% (271.694,5 toneladas) dessa producdo e gerou uma receita de
US$ 965.627,60 (Ibama, 2007).

Com o crescimento da aquicultura, houve uma maior intensificacdo dos
sistemas de criacdo, expondo continuamente 0s peixes a alteragcfes na
qualidade da agua e a praticas de manejo tais como manuseio excessivo,
transporte e adensamento, que induzem respostas de estresse, com
consequUéncias negativas sobre o desempenho produtivo, resposta imune e
resisténcia dos peixes a patégenos (Wendelaar Bonga, 1997; Barton, 2000;
Barton et al., 2000; Brandao et al., 2006). Nos sistemas de criacdo intensiva,
a nutricdo tem um importante papel na manutencdo do crescimento normal e
da saude dos organismos aquaticos.

As dietas artificiais constituem a principal fonte de nutrientes essenciais
para os peixes em sistemas de criag¢do intensiva. A exigéncia dos nutrientes
essenciais varia em funcdo de diversos fatores, entre eles a demanda
metabdlica do peixe (resposta de estresse, resisténcia a enfermidades, entre
outras). Niveis superiores aos estabelecidos para se alcancar o maximo
crescimento e utilizacdo do alimento tém sido utilizados para maximizar as
concentracdes corporais e atender as funcbes fisioldégicas dos peixes (Li &
Robinson, 1999; Gatlin I1l, 2002). Nesse sentido, o uso de alimentos
funcionais, que atuam na manutencdo do equilibrio organico dos animais
frente a condicbes adversas inerentes a criagdo intensiva, desponta como
uma alternativa promissora para a agicultura.

Historicamente, os antibiéticos tém sido utilizados para o tratamento de
doencas na aquicultura. Contudo, o uso dessas drogas tem ocasionado
problemas como o desenvolvimento de bactérias resistentes e a ocorréncia
de residuos de antibidticos nos tecidos de peixes comercializados (Buchman
et al., 1992; Grant & Briggs, 1998; Smith et al., 2003; Sorum, 2006). Assim,
muitos pesquisadores tém dado énfase ao emprego das Boas Praticas de
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Manejo (BPMs) (Boyd & Queiroz, 2004), com o uso de imunoestimulantes
(Sakai, 1999; Li & Gatlin 111, 2006; Dalmo & Bogwald, 2008).

O emprego de imunoestimulantes na dieta dos peixes tem influenciado
positivamente a resisténcia desses animais frente a infec¢cdo por organismos
patogénicos, por meio de mecanismos imunes inato e adquirido (Erdal et al.,
1991; Raa, 1996; Verlhac et al., 1998; Amar et al., 2001; Vainikka et al.,
2005). Portanto, uma melhora na condicdo imune do organismo por
manipulacdo dietética representa uma alternativa para o uso de drogas na
aquicultura (Verschuere et al., 2000).

Dentre os compostos com caracteristicas imunoestimulantes destacam-
se os fatores nutricionais como as vitaminas, substancias derivadas de
bactérias, polissacarideos, extratos de plantas e animais, além das
substancias quimicas sintéticas (Sakai, 1999; Cook et al., 2003; Smith et al.,
2003; Vainikka et al., 2005; Li & Gatlin Il1l, 2006). Estes compostos sao de
facil administracdo e apresentam baixa toxicidade para o hospedeiro,
podendo ser administrados por meio de imersdo, injecdo ou como um
suplemento dietario (Smith et al., 2003).

Para manutencdo da saude em peixes cultivados, algumas estratégias
alimentares podem ser adotadas como: atender as exigéncias nutricionais
especificas nas dietas; manipular a condi¢do nutricional por meio de regimes
de alimentacdo, além da administracdo de imunoestimulantes dietéticos
(Maita, 2007). O estabelecimento de protocolos de imunoestimulacdo para
peixes permitira maximizar a sua protecdo em situagbes de estresse,
reduzindo o estabelecimento de doencas na criacdo, além de melhorar o
desempenho zootécnico e sobrevivéncia dos peixes e, consequentemente,
reduzir as perdas econémicas no processo produtivo.

Nutrientes essenciais
A — Vitaminas

As vitaminas constituem um grupo de substancias organicas com
composicdo quimica e fungBes bioldgicas variadas. Sao conhecidas como
agentes essenciais para o crescimento, saude, reproducdo e manutencao do
organismo, funcionando principalmente como coenzimas. Podem ocorrer na
natureza como vitaminas ou sob a forma de precursores, as provitaminas,
que sdo ingeridas com os alimentos. S&4o compostos organicos requeridos
pelo corpo em quantidades minimas para realizarem funcdes celulares
especificas. Qualquer interrupcdo de seu suprimento ocasiona disturbios no
metabolismo, sendo, por isso, consideradas itens nutricionais fundamentais
para o desenvolvimento adequado de qualquer organismo (Lovell, 1989;
Lehninger, 1993).

As vitaminas sao classificadas em tiamina (B1), riboflavina (B2),
piridoxina (B6), cianocobalamina (vitamina B12), niacina, acido pantoténico,
biotina, acido félico, acido ascoérbico (Vitamina C, AA), inositol, vitamina A,
vitamina D, vitamina E e vitamina K (Lehninger, 1993; Champe & Harvey,
1997; Eitnmiller & Landen Junior, 1999). Todavia, as mais estudadas em
organismos aquaticos sao as vitaminas C, E, A e D (Martins, 1995; Fracalossi
et al., 1998; Blom & Dabrowski, 2000; Lovell, 2000; Dabrowski, 2001;
Fujimoto & Carneiro, 2001; Barros et al., 2002; Chagas & Val, 2003; Chagas
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et al., 2003; Chagas & Val, 2006; Abreu & Urbinati, 2006; Pilarski, 2006;
Koshio, 2007; Garcia et al., 2007; Guimaréaes, 2009; Cerezuela et al., 2009).
As vitaminas sao divididas em duas classes distintas, as lipossolliveis como
as vitaminas A, D, K e E, e as hidrossollUveis, como as vitaminas do complexo
B e vitamina C (Lehninger, 1993; Champe & Harvey, 1997; Eitnmiller &
Landen Junior, 1999).

a) Acido ascorbico (AA) ou vitamina C

O 4&cido ascorbico (Figura 1) é um composto constituido por seis
atomos de carbono, com um peso molecular de 176,1 daltons. Essa vitamina
libera facilmente dois ions hidrogénio para assumir uma forma oxidada
conhecida como &cido deidroascorbico, que pode ser reduzida por reacado
reversivel. E um pé branco a ligeiramente amarelo cristalino que apresenta
alta solubilidade em &agua (30 g 100 ml?t) a temperatura ambiente
(Eitenmiller & Landen Junior, 1999). Agente redutor potente atua como
importante antioxidante, dado o seu alto potencial de reducdo capaz de
promover a oxidagdo dos &cidos graxos. O AA esta intimamente relacionado
com o metabolismo da glicose e outras hexoses (Robbins et al., 1986), sendo
conhecido como a vitamina de maior atividade anti-estresse, correlacionada
com saude em humanos, animais e cultura de células (Misra et al., 2007;
Tewary & Patra, 2008; Sarma et al., 2009). Em determinadas situac¢bes, pode
também atuar como pré-oxidante (Kaneko et al., 1997) e é um nutriente
essencial para a manutencdo das funcfes fisioldégicas e para proporcionar o
crescimento normal de todos os animais (Smith et al., 1983; McCluskey,
1985), incluindo os peixes (Martins, 1995; Fracalossi et al., 1998; Blom &
Dabrowski, 2000; Lovell, 2000; Dabrowski, 2001; Barros et al., 2002;
Chagas & Val, 2003; Chagas et al., 2003).

H,COH
HI H Hz?DH
0 HCOH
0 o)
— o}
HO OH
pK =417  pK;=11.57 o o
{a) (b)

Figura 1. Estrutura do acido ascoérbico (a) e do acido L-ascoérbico (b).
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O AA participa como co-fator em diversas reacdes, dentre elas, a
hidroxilacdo da prolina na sintese de colageno (principal componente do
tecido conectivo), hidroxilacdo do triptofano para 5-hidroxitriptofano, o qual
por descarboloxilagdo da origem a serotonina, conversdo do 3,4-
dihidroxifenilpiruvato para norepinefrina a partir da dopamina (Baker, 1967;
Sgarbieri, 1987) e da hidroxilagdo na biossintese da carnitina, responsavel
pelo transporte de alguns acidos graxos de cadeia longa para o interior das
mitocbndrias, onde sdo utilizados como fonte de energia, pela via beta-
oxidativa. O AA esta envolvido, ainda, no metabolismo de lipideos e de certos
peptideos neuroenddcrinos, na hidroxilacdo da tirosina, utilizada na sintese
de catecolaminas e de ions metalicos e também auxilia na manutencdo de
varias enzimas envolvidas neste processo, as quais contém metais,
geralmente ferro e cobre, e o acido ascérbico é o responsavel por manter
esses metais no estado reduzido (Dabrowski, 2001).

A vitamina C evita a formacdo de compostos insolliveis e auxilia na
absorcdo do ferro, reduzindo-o no estbmago, ao estado ferroso, forma esta
absorvivel, prevenindo assim a anemia (Barros et al., 2002). Participa, ainda,
na liberacdo do ferro da transferrina e ferritina, da forma oxidada para a
forma reduzida, que é subsegiientemente, incorporada a hemoglobina ou a
outros compostos essenciais, favorecendo o seu transporte no organismo
(Lovell, 1989; Devlin, 1998). Esta vitamina atua também do processo de
cicatrizacdo e regeneracdo de feridas e matriz 6ssea e na sintese de
corticosteroides (Halver et al., 1985).

O AA é armazenado em muitos tecidos e, nos peixes, os locais de maior
depésito sdo sangue, figado, rins e pele (Halver, 1972; Tucker & Halver,
1984). As concentragfOes nestes 6rgdos podem relacionar-se diretamente com
sua atividade metabdlica, como também com os niveis de acido ascoérbico da
dieta (Hilton et al., 1978; Tucker & Halver, 1984; Robbins et al., 1986;
Chagas et al., 2003).

O acido ascoérbico pode ser sintetizado pela maioria dos mamiferos e
aves, pelos reptéis, anfibios, esturjdes e peixes pulmonados, que apresentam
a enzima L-gulonolactona oxidase (GLO), que catalisa o ultimo passo da
transformacdo do acido glicurbnico em &cido ascérbico. Varias espécies,
incluindo invertebrados, peixes teledsteos, primatas, porco da India,
morcegos, algumas aves e o homem, nédo exibem esta enzima (Figura 2),
sendo dependentes, portanto, da quantidade dietética ingerida (Chatterjee et
al., 1975; Dabrowski, 1990; Touhata et al., 1995).

Fracalossi et al. (2001) estudaram a capacidade de sintese do acido
ascorbico, verificada pela presenca da atividade da enzima L-gulonolactona
oxidase (GLO), em oito ordens de peixes pertencentes a bacia Amazbnica. A
arraia de agua doce Potamotrygon sp. € o0 peixe pulmonado sulamericano
Lepidosiren paradoxa, peixes nao teledsteos, foram o0s Unicos que
demonstraram atividade de GLO. Em adi¢cdo, Mesquita-Saad (2001)
descreveu uma variagdo sazonal nos niveis de acido ascérbico em tambaquis
que pode estar relacionado as oscilacdes no nivel da dgua dos rios, 0 que
reflete a disponiblidade de alimento e, portanto, de vitamina C.

No ambiente natural, a principal fonte de acido ascorbico é o plancton e
outros alimentos naturais, muitas vezes ausentes ou pouco disponiveis em
criacdo intensiva, sendo necessaria a suplementacdo exdégena na
alimentacao.
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Figura 2. Evolucéo da sintese de acido ascérbico nos animais.
Chatterjee (1973).

A deficiéncia de AA nos peixes pode provocar reducédo do crescimento,
aumento da mortalidade, deformacbes 6sseas (lordose, escoliose e cifose),
exoftalmia, edemas, perda do apetite, fragilizacdo do sistema capilar,
deformacdes branquiais, hemorragias, anorexia, movimentos convulsivos,
irritabilidade, erosdo da nadadeira caudal (Figura 3), Iletargia,
empalidecimento das branquias, deformidades operculares e nas lamelas
branquiais, escurecimento da pele, aumento do estresse e reducdo da
resposta imune (Mahajan & Agrawal, 1980; Navarre & Halver, 1989;
Teskeredzic et al., 1989; Halver, 1995; Martins, 1995; Lee et al., 1998;
Gapasin et al., 1998; Moreau & Dabrowski, 2000; Dabrowski, 2001; Fujimoto
& Carneiro, 2001; Chagas & Val, 2003; Chagas et al., 2003; Chagas & Val,
2006; Koshio, 2007).
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Figura 3. Carpa alimentada com dieta deficiente em AA, demonstrando
deformacéo da coluna. Pilarski (2004).

Utilizac&o de revestimentos e derivados quimicos de acido ascorbico

Quando se trata de adicdo de acido ascorbico em alimentos para
organismos aquaticos, um dos grandes problemas enfrentados é a
instabilidade desta vitamina, que devido a labilidade em altas temperaturas e
propensdo a oxidacdo, acaba se perdendo durante o processamento e
estocagem da racgao (Fracalossi et al., 1998).

O acido L-ascorbico na forma cristalina, seca e pura, € razoavelmente
estavel. Entretanto, é facilmente oxidado em condi¢cdes neutras ou alcalinas,
onde o oxigénio, a umidade, os microelementos, a temperatura elevada, a luz
e os lipidios promovem sua oxidacdo e destruicdo (O’'Keefe, 2001). Por estas
razbes, perdas dessa vitamina podem ocorrer durante o processo de
industrializacdo ou o armazenamento prolongado das racdes (Tacon, 1991).
Shiau & Hsu (1993) demonstraram que 75% da quantidade inicial de AA
acrescentado em uma dieta para organismos aquaticos pode ser perdida
durante o processamento e estocagem da racdo em temperatura ambiente,
em uma hora.
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Os métodos de processamento e armazenamento que removem O
oxigénio reduzem o calor e evitam o contato com ferro, cobre e outros
metais, aumentam significativamente a retencdo da atividade de vitamina C
nas ragdes. Entretanto, a estabilidade efetiva do acido ascoérbico foi alcancada
somente com a protecdo fisica ou quimica dos agentes oxidantes (Rotta,
2003). Um dos principais métodos de protecao fisica é a encapsulacao do
acido ascorbico puro.

Os derivados do acido ascérbico mais recentemente desenvolvidos para
utilizacdo em racbes destinadas a organismos aquaticos sdo formados por
ésteres de fosfato como o ascorbil monofosfato (AMP) e o ascorbil polifosfato
(AP). Estes possuem maior estabilidade e biodisponibilidade durante o
processo de industrializacdo e estocagem do alimento seco e umido (Lovell,
1989; Matusiewicz & Dabrowski, 1995; Andersen et al., 1998). Outro aspecto
importante desses novos compostos é que eles ndo sofrem oxidacdo durante
a passagem pelo trato gastrointestinal até sofrerem hidrélise e serem
absorvidos nos enterdcitos (Dabrowski et al., 1994).

Exigéncia de acido ascorbico para os peixes

As exigéncias de acido ascoérbico dos peixes, como para qualquer outra
vitamina, sdo expressas como a quantidade de atividade vitaminica
necessaria por kg de peso vivo por dia para atingir uma resposta fisioldgica
especifica no organismo (Rotta, 2003). Em qualquer nivel de resposta, estas
exigéncias sao afetadas pela espécie, idade, tamanho, velocidade de
crescimento e estado fisiolégico do peixe, como também pelas inter-relacbes
dos nutrientes e fatores ambientais, como temperatura e presenca de
produtos téxicos (Lovell, 1989; Luzzana et al., 1995; Dabrowski et al., 1996;
Li & Robinson, 1999; O’Keefe, 2001; Chagas et al., 2003).

Os niveis de AA adequados para obtencdo de um crescimento normal e
sobrevivéncia em peixes sao baixos (Blom & Dabrowski, 2000), entretanto,
altos niveis sdo indicados para aumentar a resisténcia dos peixes ao estresse
e as infecgcbes (Li & Robinson, 1999; Chagas et al., 2003; Garcia et al.,
2007).

No Brasil, poucos sdo os trabalhos que relatam as exigéncias
vitaminicas para peixes tropicais (Tabela 1). Essas exigéncias sdo especificas
e dependem de varios fatores ambientais e fisiolégicos (Li & Robinson, 1999;
Lovell, 2000), que incluem ontogenia (Woodward, 1994; Dabrowski et al.,
1996), reproducdo (Blom & Dabrowski, 1995) e funcdo metabdlica (Blom &
Dabrowski, 1995; Gouillou-Coustans et al., 1998).
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Tabela 1. Exigéncias por acido ascoérbico para o crescimento de peixes
cultivados.

Espécie Exigéncia Referéncia
(mg kg™
dieta)

Oreochromis aureus 50 Lim & Klesius (1997)
Oreochromis niloticus x O. aureus 79 Shiau & Jan (1992)
Oreochromis niloticus 420 Soliman et al. (1994)
Astronotus ocellatus 25 Fracalossi et al. (1998)
Pterophylum scalare 360 Blom & Dabrowski (2000)
Colossoma macropomum 100 Chagas & Val (2003)
Piaractus mesopotamicus 139 Martins et al. (1995)
Pseudoplatystoma corruscans 500 Fujimoto & Carneiro (2001)
Brycon amazonicus 800 Affonso et al. (2007)

Fujimoto & Carneiro (2001) demonstraram que a suplementacdo de
dietas com 500 mg de vitamina C kg™ de racdo é suficiente para o bom
desempenho produtivo e para prevenir a infestacgdo e a ocorréncia de
deformidades em alevinos de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) em fase
de crescimento.

Em larvas de tilapia do Nilo, Toyama et al. (2000) observaram que a
sobrevivéncia das larvas foi maior quando estas receberam dietas
suplementadas com vitamina C acima de 200 mg kg* de racdo e a
sobrevivéncia média estimada foi de 61,6% a 67,9%.

Chagas & Val (2003) avaliaram o efeito da suplementacdo dietética
com &acido ascoérbico no ganho de peso e em parametros hematoldgicos do
tambaqui (Colossoma macropomum) e observaram que 0S animais
alimentados com maiores niveis de ascorbato (100 e 500 mg kg™) mostraram
pesos corpéreos maiores, melhores taxas de conversao alimentar e
sobrevivéncia. A auséncia de acido L-ascérbico na racédo, além de causar
reducdo nos valores de hematéerito e no numero de eritrocitos, que
caracteriza anemia, provocou aumento no volume corpuscular médio, na
hemoglobina corpuscular média e na concentracdo de hemoglobina
corpuscular média. Esses resultados revelam a importancia do acido L-
ascorbico na dieta dos juvenis de tambaqui e o nivel de 100 mg AA kg-! de
racdo é adequado, garantindo bom ganho de peso e manutencdo da
homeostase do organismo.

Affonso et al. (2007) avaliaram o efeito de altos niveis dietéticos de AA
(400, 500, 600 e 800 mg AA kg™) sobre a condicéo fisiolégica da matrinxa.
Os peixes alimentados com 800 mg AA kg™ apresentaram maior ganho de
peso e sobrevivéncia. Foi observado também aumento no hematécrito (Ht),
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hemoglobina (Hb) e numero de eritrécitos (RBC) quando da suplementacao
dos niveis de 600 e 800 mg AA kg'. Os valores de leucdcitos totais e
proteinas plasmaticas foram significativamente maiores nos peixes
suplementados com AA. Considerando o perfil fisiolégico e a desempenho
produtivo dos peixes, 0s autores sugeriram a suplementacdo de 800 mg AA
kg™ para matrinxa.

Em estudo que avaliou a interacdo entre diferentes niveis de AA
(0,125, 375 e 1115 mg/kg™) e ferro (30, 90 e 270 mg/kg™), Barros et al.
(2002) observaram que a auséncia desses nutrientes na alimentacdo de
tilapia do Nilo propiciou o aparecimento de anemia microcitica e hipocrémica,
enquanto a presenca da vitamina em dosagens elevadas estimulou a
liberacdo de eritrécitos imaturos na corrente sangillinea. Determinou-se,
também, que niveis desses nutrientes acima das exigéncias nutricionais
descritas para a espécie nao produziram efeito detrimental no desempenho
produtivo, na producdo de proteinas plasméticas ou na morfologia do figado.

Influéncia da suplementacao dietética com acido ascoérbico na resisténcia ao
estresse e enfermidades

A administracdo de dietas enriquecidas com &cido ascorbico tem se
mostrado benéfica na prevencdo dos efeitos negativos do estresse e no bom
funcionamento do sistema imune, com aumento da sobrevivéncia dos peixes
(Waagbo, 1994; Fletcher, 1997; Verlhac et al., 1998; Chagas et al., 2003). O
AA atua no sistema imune, tanto celular, relacionado a proliferacdo de
neutroéfilos (Combs, 1992) e aumento da migracdo de macréofagos (Lim et al.,
2000), quanto na humoral, atuando no estimulo a producao de interferons
que protegem a célula contra antigenos (Combs, 1992). Os linfécitos e
neutroéfilos seriam as principais células de defesa influenciadas pelo AA, de
acordo com Martins et al. (1995) e Wahli et al. (1998).

O AA e os aminoacidos sulfurados sdo necessarios para a deposicao de
fibrina, colageno e polissacarideos dentro dos vacuolos formados para isolar o
microrganismo patogénico invasor pelos lisossomos (organela membranosa
que contém diversos tipos de enzimas hidroliticas, coadjuvantes no processo
de digestdo intracelular e de organismos exdgenos). Desse modo, dietas
deficientes em AA podem inibir o processo de vacuolizacdo (Wedemeyer,
1997).

Henrique et al. (1998) analisaram a influéncia do acido ascérbico sobre
as respostas fisioldgicas de Sparus aurata submetido a hipdxia por 24 horas.
Apés 3 horas de estresse, ocorreu hiperglicemia nos peixes de todas as dietas
experimentais (25, 50, 100 e 200 mg AA/kg™), mas foi mais evidente nos
peixes alimentados com dietas isentas desta vitamina. A deficiéncia de AA,
em |l. punctatus, ocasionou maior suscetibilidade da espécie a toxicidade por
amonia e ao estresse hipéxico (Mazik et al., 1987).

Em tambaqui, Chagas & Val (2006) observaram a influéncia do AA na
resisténcia da espécie ao estresse hipoxico. Os peixes que receberam altos
niveis de AA (500 mg kg™') na dieta ndo exibiram mudancas no pH
eritrocitario e na glicose plasmética, sendo observada também reducdo dos
niveis de peroxidacao lipidica. A suplementacdo de AA foi capaz de reduzir os
efeitos negativos da exposicdo a hipoxia aguda em juvenis de tambaqui.
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Abreu & Urbinati (2006) avaliaram a participacdo do AA (0, 100, 200,
400 e 800 mg kg™') em indicadores de estresse em matrinxa (Brycon
amazonicus) durante exposicdo aérea dos peixes e concluiram que a
aplicacdo desse estressor por 2 minutos provocou alteracbes hematoldgicas,
hormonais, metabdlicas e eletroliticas nos peixes, mas que o AA, nos niveis e
tempo de administracdo avaliados, ndo foi capaz de minimizar as respostas
de estresse. Segundo Dabrowska et al. (1991), as mudancas no nivel de
cortisol em peixes relacionadas ao estresse sdo independentes da dose de AA
fornecida. Entretanto, Pilarski (2006) observou que a suplementacgao dietética
com vitamina C promoveu reducdo de cortisol plasmatico e aumento de
células de defesa organica em tilapia do Nilo.

A suplementacdo dietética com AA (0,2%) e niveis elevados de
proteina em Channa punctatus expostos a concentracdes subletais do
pesticida endosulfan, mitigou os efeitos negativos da toxicidade do pesticida,
melhorando o crescimento e a sobrevivéncia dos peixes. Isto possivelmente
ocorreu devido a propriedade antioxidante da vitamina C, baseada na
capacidade de reagir com radicais livres durante o estresse (Sarma et al.,
2009).

Tewary & Patra (2008) observaram, em experimento realizado com
Labeo rohita, alta qualidade de carcaca em peixes alimentados com dietas
suplementadas com elevados niveis de vitamina C (1000 mg/kg™),
possivelmente devido as propriedades antioxidantes da vitamina e sua
capacidade de prevenir a peroxidacdo dos acidos graxos insaturados. Os
autores observaram também que os parametros imunes nao especificos
(atividade fagocitica e “burst” respiratdrio) foram estimulados em peixes
suplementados com mega doses de AA, aumentando consegilentemente a
protecéo contra a bactéria Aeromonas hydrophila.

Em estudo com a espécie Takifugu rubripes, Eo & Lee (2008)
estimaram que dietas suplementadas com 29 mg AA kg*' de racdo
promoveram um bom desempenho produtivo e a manutencdo da homeostase
dos peixes. Em adicdo, a atividade da enzima mieloperoxidase, uma
importante enzima com atividade microbicida, foi maior nos peixes que
receberam dietas suplementadas com AA. De forma semelhante, Kumari &
Sahoo (2006), que determinaram a atividade desta enzima em Asian catfish
(Clarias batrachus) e observaram melhora na atividade fagocitica dos peixes
alimentados com dietas suplementadas com AA.

Aumento da resisténcia a infeccdo por Edwardsiella tarda e E. ictaluri
em |. punctatus (Durve & Lovell, 1982; Li & Lovell, 1985), por Vibrio
anguillarum em Oncorhynchus mykiss (Navarre & Halver, 1989) e por
Aeromonas salmonicida e Vibrio salmonicida em S. salar (Erdal et al., 1991;
Hardie et al., 1991; Thompson et al., 1993) foi observado quando da
suplementacédo de AA na dieta dos peixes.

No entanto, no caso de |. punctatus expostos a infeccdo por E. ictaluri,
Li et al. (1998) observaram que megadoses de vitamina C na dieta nao
provocaram aumento de resisténcia a doencas ou efeito significativo na
producéo de anticorpos depois da exposi¢cdo ao patdégeno e concluiram que a
concentracdo de 50 mg AA kg* foi adequada para o crescimento normal,
resposta ao estresse e resisténcia a doencas.

Lin & Shiau (2005), reportaram que a suplementacdo dietética com AA
aumentou a resposta imune nao especifica de E. malabaricus, incluindo
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aumento da producdo de O,, da atividade do sistema complemento e da
lisozima. Os mesmos autores também observaram maior sobrevivéncia dos
peixes alimentados com a dieta suplementada com 288 mg AA kg*' apés
exposicdo a bactéria Vibrio carchariae em relacdo aos peixes alimentados
com dieta isenta desta suplementacao.

Considerando a acdo desta vitamina nos mecanismos nao especificos
de defesa, Wahli et al. (2003) observaram histologicamente, em O. mykiss,
que a cicatrizacdo estava diretamente relacionada a quantidade de AA
presente na dieta. Além disso, aumento no indice fagocitico foi observado por
Roberts et al. (1995) em Scophthalmus maximus e por Johnson & Ainsworth
(1991) em |. punctatus.

Para a Anguilla japonica, a suplementacdo superior a 27 mg AA/kg™
resultou em maior atividade bactericida e a inclusdo de 645 mg kg™ ou mais
provocou aumento do hematdcrito, hemoglobina, proteina total e niveis de
vitamina C no figado e cérebro (Ren et al., 2005).

Reducdo de infestacdo de peixes por parasitas esta relacionada a
suplementacdo dietética com vitamina C. Martins (1998) observou
significativa diminuicdo no numero de Anacanthorus penilabiatus
(Monogenea) nas branquias de P. mesopotamicus alimentados com 200 mg
AA kg*' de racdo durante 24 semanas. Uma reducdo da infestacdo por
ectoparasitas também foi observada em larvas de tilapia do Nilo na fase de
reversdo sexual. Leonardo et al. (1998) verificaram diferencas na
porcentagem de Trichodina sp. e Monogenea na proporcao de 21,9%; para
larvas alimentadas com dieta isenta de AA e apenas 3,1% nas suplementadas
com 1700 mg AA/kg™ de racdo. Em outro estudo, Leonardo (1999) relataram
a ocorréncia de 72,5% de Trichodina sp. em peixes alimentados com dieta
isenta de AA e 52,5% em peixes alimentados com dieta suplementada com
1000 mg AA kg™.

A utilizacdo de vacinas na aquicultura torna-se cada vez mais
importante, pois além de protecdo imunoldgica elas aumentam a taxa de
crescimento e promovem boa eficiéncia na conversado alimentar (Grove et al.,
2003). Com esse intuito, Pilarski (2006) estudou o efeito da suplementacao
com vitamina C na efichcia de uma vacina atenuada para a bactéria
Flavobacterium columnare injetada intraperitonealmente em tilapias do Nilo e
concluiu que a administracdo de 500 mg AA/kg™ de racdo, na forma ascorbil
polifosfato, potencializou o efeito da vacina (Figura 4), pois mitigou os efeitos
nocivos do estresse, principalmente contribuindo para a reducdo de cortisol
plasmatico e aumento de células de defesa orgénica.
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Figura 4. Tilapia do Nilo alimentadas com dieta suplementada com 500 mg
kg™ de vitamina C e vacinada contra F. columnare (A) e sem suplementacio
com vitamina C e desafiada com a mesma bactéria. Animal apresentando
corrosdo nas nadadeiras caudal e lateral, isquemia, exoftalmia e
escurecimento corporal (B). Pilarski (2004).

b) Vitamina E

A vitamina E (alfa-tocoferol) (Figura 5) é lipossoluvel e constitui a
primeira linha de defesa dos sistemas biol6gicos. Protege as membranas dos
compostos oxidaveis do citoplasma celular, promovendo a estabilizacdo dos
acidos graxos insaturados e quebrando as cadeias de peroxidos, que podem
provocar danos aos componentes intracelulares, incluindo membranas, acidos
nucléicos e enzimas, e desencadear enfermidades diversas (Waagbo, 1994).
A vitamina E também protege os lipidios da oxidacdo (Thakur & Srivastava,
1996) e aumenta a absorcao de vitamina A (Conn & Stumpf, 1984).
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Figura 5. Estrutura da vitamina E.

Na natureza sdo encontradas oito moléculas de vitamina E com
estruturas diferentes. Quatro moléculas de tocoferol (e, B, 3 € y) e quatro
moléculas de tocotrienol («, B, & e v), que diferem entre si pela localiza¢do do
grupo metil do anel aromatico de sua cadeia molecular (Devlin, 1998). Todas
essas moléculas possuem atividade antioxidante, todavia o o«-tocoferol é
quimicamente e biologicamente o mais ativo (Schneider, 2005).

O «-tocoferol é um potente antioxidante biolégico, que reage com o
radical peroxil acido graxo, produto primario da peroxidagdo lipidica,
interceptando a reacdo em cadeia e protegendo, assim, as membranas
biolégicas e os compostos lipidicos contra o ataque dos radicais livres (Huang
& Huang, 2004).

As formas esterificadas do «-tocoferol (acetato, sucinato, nicotinato ou
fosfato), comumente presentes em suplementos dietéticos, sdo hidrolizadas
pela enzima pancreatica carboxil éster hidrolase no intestino (Figura 6),
numa reacdo bile-acido-dependente (Schneider, 2005). Apds a ingestdo e
absorcdo gastrointestinal, a vitamina E é distribuida pelo sangue para os
tecidos (Blatt et al., 2001).
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Figura 6. Absorcado, transporte e distribuicdo do tocoferol. Azzi & Stocker
(2000).

Durante o processo de oxidacdo provocado pelos acidos graxos, o
tocoferol forma radicais tocoferil, os quais sdo novamente reduzidos por
outros antioxidantes, principalmente o acido ascérbico (em meio aquoso) e a
ubiquinona (meio lipofilico). Com a deficiéncia de ambos antioxidantes, os
radicais de tocoferol desempenham a funcdo de agente oxidante, efeito
antagonico a de pré-oxidante (Bowry et al., 1992).

O a-tocoferol demonstra moderada atividade anticoagulante. A
tocoferilquinona é um potente anticoagulante e um inibidor de vitamina K
dependente da carboxilase, que controla a coagulacdo sanguinea (Dowd &
Zheng, 1995).

O tocoferol natural sofre perdas substanciais de sua atividade nos
alimentos processados ou armazenados (Lovell, 1998), aceleradas
principalmente pelo calor. Porém, desde a esterificacdo de vitaminas, houve
uma melhora em sua estabilidade, e suplementos comerciais usualmente
contém acetato de d-«-atocoferil ou acetato dl-«-atocoferil (McDowell, 1989).

A vitamina E é utilizada na suplementacdo de dietas com a finalidade
de estimular o crescimento, a resisténcia ao estresse e o sistema imune dos
peixes. Também pode ser eficiente na conservacdo do pescado durante o
processamento e estocagem, inibindo a degradacao dos lipidios pela oxidacao
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(Lim & Webster, 2001). Sua deficiéncia causa perda do apetite, redugcdo do
crescimento, exoftalmia, ascite, escurecimento da superficie corporal,
anemia, branquias palidas e disformes, encurtamento do opérculo, distrofia
muscular, prejuizo a producdo de eritrécitos, menor resposta de anticorpo,
despigmentacdo e acumulo de gordura no figado (Tacon, 1992; Bai & Lee,
1998). Cortes histoldgicos de musculatura de peixes alimentados com dieta
isenta de vitamina E revelaram fibras atrofiadas, necrosadas e com infiltrado
inflamatério de leucdcitos no tecido conectivo (Chen et al., 2004).

A concentracdo de oa-tocoferol nos tecidos também pode ser afetada
significativamente pela sua quantidade na racdo. Existe uma correlacéo linear
entre o aumento da deposicdo de vitamina E nos tecidos e o aumento do
nivel de sua suplementacdo na dieta, até posterior saturacdo (Galvin et al.,
1998). Ja em situacdes de deficiéncia desta vitamina, o figado disponibiliza a
vitamina E armazenada nos tecidos. Isso compromete a integridade
estrutural dos lipidios que compdem a membrana celular e facilita o seu
rompimento, que é caracterizado pelo escurecimento do tecido (Meydani et
al., 2005).

As exigéncias de vitamina E para o crescimento dos peixes séo
apresentadas na Tabela 2. Essas exigéncias aumentam quando ha um
aumento na ingestdo de acidos graxos poliinsaturados (PUFA) (Watanabe et
al., 1981; Hamre & Lie, 1995; Shiau & Shiau, 2001), como observado em
tilapia do Nilo, cuja exigéncia por vitamina E variou entre 42-44 mg/kg™ e
60-66 mg kg™ quando a dieta tinha em sua composi¢do 50 e 120 g lipidios,
respectivamente (Shiau & Shiau, 2001). Para tilapia hibrida (Oreochromis
niloticus x O. aureus), a exigéncia por vitamina E foi de 62,5 Ul kg™ quando
a dieta continha 12% de 6leo oxidado (Huang & Huang, 2004). Esse maior
nivel de vitamina E nas dietas é explicado pela sua capacidade de proteger os
acidos graxos poliinsaturados durante sua absorcao e metabolismo (Huang et
al., 2004).

Tabela 2. Exigéncia de vitamina E para o crescimento de peixes cultivados.

Espécie Exigéncia (mg/kg™) Referéncia
Salmo salar 30 NRC (1993)
Ictalurus punctatus 50 Wilson et al. (1984)
Cyprinus carpio 200-300 Watanabe et al. (1977)
Oncorhynchus mykiss 100 Watanabe et al. (1981)
Oreochromis niloticus 50-100 Satoh et al. (1987)

A interacdo da vitamina E da dieta com o sistema antioxidante dos
peixes foi observada por Tocher et al. (2002). Uma menor quantidade de
vitamina E na dieta reduziu os niveis da vitamina nos musculos e aumentou a
atividade oxidante do organismo, produzindo altos niveis de peréxidos
lipidicos. Gatlin IIl et al. (1992) encontraram resultados similares,
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observando que a suplementacdo de vitamina E, em niveis acima de 240
mg/kg™?, na dieta aumentou a concentracdo de tocoferol nos tecidos e
proporcionou menor oxidagao lipidica apds processamento.

Otani (2009) avaliou a influéncia da suplementacdo com vitamina E
(100 mg/kg™) na qualidade de filés congelados de tilapia submetidas a dois
métodos de abate (imersdo em gelo e sangria). A suplementacdo dietética
com vitamina E nao interferiu no desempenho produtivo dos animais,
todavia, influenciou positivamente a composicdo centesimal e a oxidacéo
lipidica, protegendo os filés durante o periodo de estocagem.

Baker & Davies (1996) observaram que o crescimento do bagre
africano Clarias gariepinus foi reduzido quando os lipidios da dieta foram
oxidados. A adicdo de vitamina E nas dietas rancidificadas aumentou
significativamente o crescimento dos peixes.

A deficiéncia de vitamina E em peixes tem sido associada a baixa
resisténcia a agentes estressores, rapida elevacdo do cortisol, alteracbes
hematolégicas e imunes e reducdo do crescimento (Montero et al., 2001;
Chen et al., 2004; Belo et al., 2005). Montero et al. (1998) verificaram que
Sparus aurata alimentados com dietas contendo baixos teores de vitamina E
(18,5 mg/kg™) tinham niveis plasmaticos mais elevados de cortisol, quando
comparados com peixes arragcoados com dietas suplementadas com 167,5 mg
kg™ de vitamina E.

Zhong et al. (2007) estudaram o efeito de dietas suplementadas com
lipidios oxidados e vitamina E em salmdes do Atlantico. Os autores relataram
que o 6leo oxidado provocou deficiéncia de vitamina E em alguns tecidos de
peixes alimentados com dieta deficiente desta vitamina. Relataram também
que a mistura de tocoferol (6 e y) desempenhou um bom papel antioxidante
para o salmédo, embora menos efetiva que o a-tocoferol em muitos tecidos,
com excecdo dos musculos, onde o & e y tocoferol foram depositados em
niveis mais elevados.

A suplementacdo com vitamina E em niveis acima do recomendado é
sugerida para incrementar as fung¢des do sistema imune e consequentemente
a resisténcia a doencas (Clerton et al., 2001). Em truta arco-iris, a
suplementacdo de 295 mg de vitamina E/kg? promoveu um aumento
significativo da fagocitose pelos leucdécitos isolados do intestino e os autores
sugeriram que o efeito da vitamina E parece ser maior sobre a resposta local
(intestino) do que sobre as respostas sistémicas (rim anterior) (Clerton et al.,
2001).

Lin & Shiau (2005) estudaram o efeito de dietas suplementadas com
seis niveis de tocoferol (0, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 de mg/kg‘l) e dois
niveis de lipidios (4 ou 9%) sobre a resposta imune de garoupas Epinephelus
malabaricus, e concluiram o que a suplementacdo com tocoferol foi essencial
para o crescimento normal da espécie em estudo. A suplementacdo com 200-
400 mg/kg™ de tocoferol e 4 ou 9% de lipidios, resultou em uma melhor
resposta imune dos peixes (maior numero de células de defesa organica,
“burst” respiratdrio de leucécitos, atividade da lisozima e do sistema
complemento), sugerindo que niveis elevados desta vitamina contribuem
mais para a manutencdo da imunidade do que para o crescimento.
Resultados similares foram observados no Sparus aurata (Ortufio et al.,
2000; Cuesta et al., 2001).
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Varios autores relatam que a suplementacao dietética com a vitamina E
em peixes auxilia na resposta inflamatéria por aumentar expressivamente a
quantidade de células de defesa e na prevencdo da imunossupressao em
resposta a estimulos estressores (Ortufio et al., 2000; Belo et al., 2005;
Martins et al., 2008). Dietas suplementadas com 450 mg kg™ de vitamina E
reduziram os niveis plasmaticos de cortisol em pacu, favorecendo o acumulo
de macréfagos e a formacdo de gigantécitos em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcuténeo da espécie (Belo et al., 2005).

Iwashita (2008) estudou a influéncia da suplementacdo dietética com
vitamina E na cinética do processo cicatricial induzido em tilapia do Nilo e
verificou que o indice de retracdo cicatricial foi significativamente maior no
grupo suplementado, fato atribuido a contribuicdo do maior numero de
células inflamatodrias, células mucosas, cromatéforos e a maior producdo e
organizacao das fibras de colageno que foram significativamente maiores nos
diferentes tempos. Os resultados indicam que o efeito nutricéutico da

vitamina E promove o processo de reparacao tecidual em tilapia do Nilo.
Interacdo das vitaminas C e E

A interacdo das vitaminas C e E aparentemente ocorre no ambito
celular, entre a membrana e o citosol (Shiau & Hsu, 2002). A vitamina C
possui a capacidade de reciclar a vitamina E, partindo dos radicais oxidados
do tocoferol (Ji et al., 2003). Supde-se que o a-tocoferol tenha sua cadeia fitil
posicionada na regiao interna da membrana, na parte hidrofébica, enquanto
0 grupo OH (reativo e polar) reside proximo ou junto a superficie da
membrana celular, ficando acessivel aos componentes sollveis em agua,
como o acido ascorbico, o qual pode reduzir o radical a-tocoferol, pela doacédo
de um H para um peroxido de lipidio, formando um radical ascorbil e um
radical a-tocoferol (Okamura, 2007). Dessa forma, a adicdo de vitamina C
inibe a perda do a-tocoferol presente nas membranas, retardando a oxidagao
dos lipidios e protegendo as membranas celulares (Hamre et al., 1997;
Ortufio et al., 2001).

As vitaminas C e E estdo envolvidas no aumento das respostas imunes
especifica e ndo-especifica (Wahli et al., 1998; Ortufio et al., 2001; Shiau &
Hsu, 2002; Puangkaew et al., 2004), prevenindo a imunosupressao (Waagbo,
1994; Montero et al., 1999; Belo et al., 2005), aumentando o “burst
respiratério” (Waagbo, 1994; Ortufio et al., 2001), auxiliando na resposta
inflamatéria (Belo et al., 2005; Reno et al., 2005; Bozzo, 2007) e melhorando
a atividade fagocitica (Ortufio et al., 2001; Sahoo & Mukherjee, 2002;
Puangkaew et al., 2004).

Em pirarucus Arapaima gigas criados em tanques-rede durante 45 dias,
a eficacia da suplementacdo dietética das vitaminas C e E em respostas
fisiologicas foi avaliada. Os peixes que receberam a suplementacdo de
vitamina C (800mg de kg’ de racéo) e vitaminas C+E (800 mg e 500 de
mg/kg™? de racdo, respectivamente) apresentaram maior ganho de peso,
sobrevivéncia, aumento no hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e
numero de eritrécitos. A suplementacdo de vitamina E ocasionou ainda
reducdo do numero de trombdcitos totais, linfécitos e neutroéfilos, além de
aumentar os niveis de glicose e os eosindfilos (Menezes et al., 2006).
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Andrade et al. (2007) avaliaram a influéncia da suplementagdo das
vitaminas C e E (500, 800 e 1200 mg/kg™) em parametros sangiiineos do
pirarucu e observaram que o ganho de peso e mortalidade nao foram
afetados nem pelo tipo de vitamina ou pela sua concentracdo. Em adicdo, a
suplementacédo das vitaminas C e E resultou no aumento significativo do
namero de eritrocitos (800 e 1200 mg AA kg™), de leucdcitos (500-1200 mg
de AA/kg™?) e de proteinas totais (todos os niveis de vitamina E e C, com
excecdo de 500 mg AA/kg™). Ainda, um aumento da glicose plasmatica foi
observado nos peixes suplementados com 800 ou 1200 mg de vitamina E kg"
! da dieta. Esses resultados sugerem que os niveis de 800 e 1200 mg AA/kg™
de dieta sdo adequados para o pirarucu e que os altos niveis de vitamina E
nao sdo necessarios para aumentar o numero de leucécitos na espécie.

Ortuno et al. (2001) observaram em Sparus aurata, que a
suplementacdo com as vitaminas C e E promoveu aumento da atividade
fagocitaria de leucécitos no rim anterior. Por outro lado, Sealey & Gatlin 111
(2002), ao oferecerem ao hibrido Morone chrysops x M. saxatilis
suplementacdo com megadoses de vitaminas C e E na racdo, verificaram
ineficacia contra infeccdo experimental com Streptococcus iniae. Observa-se,
algumas vezes, que megadoses podem nao surtir efeito sobre o organismo.

A eficacia da combinacdo das vitaminas C e E na dieta de
Oncorhynchus mykiss foi avaliada por Wahli et al. (1998). Altas doses de
vitamina C (2.000 mg kg™) e E (800 mg kg™) diminuiram a mortalidade em
peixes infectados com Yersinia ruckeri e Ichthyophthirius multifiliis. Em
adicao, a atividade do sistema complemento e a porcentagem de trombdcitos
de Notemigonus crysoleucas foi decorrente da interacdo das vitaminas C e E,
e a melhor combinacéo destas vitaminas foi de 98 a 222 mg AA/kg-! com 38
mg vitamina E/kg™ da dieta (Chen et al., 2004).

De forma semelhante, Garcia et al. (2007) estudaram a resposta
hematoldgica de pacus Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas
suplementadas com as vitaminas C e E e desafiados com Aeromonas
hydrophila. Os autores analisaram o perfil hematolégico, a ocorréncia de
sinais clinicos e a taxa de mortalidade dos peixes. Embora a suplementacao
com as vitaminas C e E néo tenha diminuido a taxa de mortalidade dos
peixes frente ao desafio com a bactéria, concluiu-se que para peixes criados
em sistema intensivo, em que a principal fonte de nutrientes é oriunda da
racdo, a suplementacdo com as vitaminas C e E assume grande importancia.
De acordo com as respostas hematoldgicas, para juvenis de pacus, 0s niveis
das vitaminas C e E recomendados sdo 500 e 250 mg/kg™ de racéo,
respectivamente.

Martins et al. (2008) observaram que tilapias do Nilo alimentadas com
dietas suplementadas com as vitaminas C e E (500 mg/kg™’ de ambas as
vitaminas) por 30 dias mostraram aumento no numero de células no foco
inflamatério, quando comparados aos nao suplementados, apdés injecdes de
carragenina e LPS. A suplementacdo vitaminica promoveu maior acumulo de
células de defesa (leucécitos e trombdcitos) na bexiga natatéria apds o
estimulo inflamatdrio, mais uma vez ressaltando os efeitos benéficos da
suplementacéo vitaminica para o sistema imune dos peixes.

A associagédo da vitamina C e E também promove efeitos positivos em
ovos de peixes. Furuita et al. (2009) investigaram o efeito da injecdo destas
vitaminas nos ovos de enguia japonesa Anguilla japonica nos estagios inicial
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e final de maturacdo e concluiram que a injecdo, de ambas as vitaminas,
promoveu maior sobrevivéncia e normalidade das larvas, demonstrando que
a injecdo vitaminica, durante o processo de maturacao artificial de ovos de
enguia japonesa aumenta a quantidade de vitamina nos ovos e melhora sua
qualidade.

¢) Vitamina A

A vitamina A, também conhecida como retinol, € um alcool primario
polietilénico e lipossolavel (Figura 7), apresentando grande capacidade
reativa (Beitune et al., 2003). O termo vitamina A é empregado para
designar todos os derivados da betaionona, que possuam atividade bioldgica
de retinol, exceto os carotendides. Possui quatro formas ativas, tais como o
retinol, o retinal (retinaldeido), acido retindico e o éster de retinila. O acido
retindico é a maior forma biolégica ativa da vitamina A. Estas substancias sao
sintetizadas pelas plantas numa forma mais complexa, os carotendides, os
quais sao clivados a all-trans-retinal e logo depois a retinol na maioria dos
animais e armazenados no figado como palmitato de retinol. Existem duas
vias propostas para a clivagem oxidativa de carotendides em vitamina A: a
via intrinseca, com producdo direta de retinal a partir do B-caroteno, e a
extrinseca, com clivagem quimica ndao enzimatica de carotendides a carotenal
(Guimaraes, 2009).

Trans retinol Trans retinal
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CH,OH
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Trans éster de retinil Acido trans retinéico

Figura 7. Estrutura da vitamina A.
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Aproximadamente 50 carotendides possuem acdo bioldgica de vitamina
A e o de maior atividade in vivo é o B-caroteno, um dimero do retinol. A
estrutura dos retindides é relativamente simples e cada forma molecular
apresenta uma modificacdo no carbono da 15% posicdo (Cis) do grupo
funcional correspondente. Os retindides que possuem acao de vitamina A sdo
o retinol, o éster de retinila e o retinal (Saari, 1994).

No processo de digestdo e absorcdo da vitamina A, h& a participacao
ativa de varias enzimas. Esteres de retinil presentes nos ingredientes de
origem animal s&o hidrolisados no intestino pela acdo da enzima pancreética
(lipase triacilglicerol) e pela enzima fosfolipase B. O retinol formado é
absorvido nos enterdcitos na forma livre, ou associado a proteinas, que se
ligam ao retinol ou a outras moléculas lipidicas (Buddington et al., 2002).
Ap6Gs absorcdo transapical, o retinol intracelular se transforma em retinol
celular ligando-se a proteina tipo Il (CRBPII)?. Os ésteres de retinol e
carotendides sdo incorporados a quilomicrons, que sao liberados nos canais
linfaticos intestinais. Parte do retinol nédo esterificado é absorvida via sangue,
partindo da via quilomicron-linfatica e exportado para o sistema circulatério
(Figura 8) (Harrison, 2005).

Carotendide —» Yitamina A (retinol)

l _wFProteinas
Estémago

!
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Intestino delgado
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l Esterificagin

‘/ Retinol
/ Figado\ \ Plasma
Acido retindico Esteres de / Retiiol Y RBP +
l retinil + RBP Transtiretina
Albumina \ Petinal
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Acido retindico {urina)

Figura 8. Metabolismo da vitamina A. Beitune et al. (2003).
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Os tecidos extraem a maior parte dos lipidios e parte dos carotendides
dos quilomicrons circulantes. Apd6s circularem pelo organismo, o0s
quilomicrons tornam-se remanescentes e sdo metabolizados pelas células
parenquimais do figado. O éster de retinila € entdo hidrolisado a retinol antes
de ser transferido para as células armazenadoras de gordura. O retinol é
transportado diretamente das células parenquimais para as células
armazenadoras de lipidios através dos desmossomos (Blaner & Olson, 1994).
O armazenamento da vitamina A é feito sob forma de ésteres de retinil.
Cerca de 50%-80% da vitamina A no corpo sao estocados no figado (Figura
7), onde a vitamina é ligada a proteina ligadora de retinol (PLR). Esse
estoque regula os efeitos de variabilidade nas taxas de ingestdo de vitamina
A, particularmente contra os riscos de deficiéncia, durante os periodos de
baixa ingestdo dessa vitamina. A administracdo de pequenas quantidades de
vitamina E aumenta o armazenamento do retinol nos tecidos (Beitune et al.,
2003).

Quando o organismo necessita imediatamente de vitamina A, o retinol
recém adquirido através da dieta pode ligar-se a proteina carreadora de
retinol (RBP), produzida pelas células parenquimais, e o complexo retinol-RBP
€ secretado na circulacdo sanguinea. Na circulagdo, o retinol-RBP liga-se a
pré-albumina, também produzida pelo figado, formando um complexo que
previne perdas da vitamina no processo de filtracdo dos rins (Blomhoff et al.,
1991).

As diversas formas de vitamina A podem apresentar funcfes especificas
de acordo com o tecido, 6rgdo ou sistema organico. O retinal esta envolvido
no processo visual, o retinol é essencial no processo reprodutivo e o acido
retindico e seus derivados modulam a expresséo génica, a diferenciacdo e o
padrédo de formacédo celular durante a morfogénese. A especificidade de cada
etapa desses processos pode aumentar quando se considera a utilizacdo dos
isbmeros cis ou trans dessas substancias (Saari, 1994).

No caso especifico dos peixes, 90% da vitamina A armazenada é
encontrada no figado e os 10% restantes estdo divididos entre os olhos,
plasma, gordura e aparelho reprodutivo (Katsuyama & Matsuno, 1988).

A vitamina A desempenha varias funcgdes, principalmente na sintese de
algumas glicoproteinas e glicosaminoglicanos, agindo como hormonios
esterdides na regulacdo do crescimento e na diferenciacdo celular, na
manutencdo normal dos processos vitais e no sistema imune (Butte et al.,
2002; Devlin, 2002).

O &cido retin6ico € muito importante no sistema imune dos animais,
pois ele é responsavel por manter niveis adequados de células natural killer
(NK) circulantes, que possuem atividade antiviral e antitumor (Zhao & Ross,
1995). Também contribui para o aumento da capacidade fagocitaria de
macroéfagos, sendo importante no processo de diferenciacdo dos leucdcitos.
Ha evidéncias de que esta vitamina module a resposta de células fagocitarias,
estimulando a fagocitose, a ativacdo da citotoxicidade mediada por células e
aumentando a expressao de receptores de interleucina-2 em suas células
precursoras. O &cido retindico proporciona liberacdo seletiva de interleucina-1
por mondcitos (Trechsel et al., 1985). Adicionalmente, o acido retindico
aumenta a porcentagem de células linféides, que expressam marcadores de
superficie de linfécitos-T auxiliares, o que sugere uma atuacdo diferenciada
dos varios retindides na imunidade celular, especifica (Parent et al., 1984).
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Esta vitamina também é componente da proteina rodopsina, um
pigmento que absorve luz e é encontrada na retina dos olhos. S&do os
carotendides o0s responsaveis pela pigmentacdo amarelada da cérnea de
peixes da familia dos ciclideos de habito diurno (Muntz, 1981). Em adicdo, a
concentracdo deste pigmento € responsavel pela adaptagdo das espécies a
quantidade de luz presente nos diferentes habitats (Landolt, 1989).

Ogata & Oku (2001) alimentando Pagrus major com dieta
suplementada com &cido retindico (100 mg/kg) observaram o efeito da
vitamina na composicéo corporal desta espécie. Peixes que receberam a dieta
suplementada com quantidades reduzidas do acido (10 mg/kg™) tinham peso
corporal abaixo da média e os que receberam doses maiores (100 mg/kg™)
deposicdo de lipidios superior.

A vitamina A nao pode ser sintetizada pela maioria dos animais,
dependendo da suplementacdo dietética para suprir esta necessidade. Muitos
vegetais contém compostos isoprendides, conhecidos como carotendides, os
quais podem ser convertidos em vitamina A pela acdo de enzimas especificas
por difusdo passiva (Blomhoff, 1994).

Alguns estudos mostram que o0s carotendides sado suplementos
benéficos para varias espécies de peixes, influenciando no desempenho dos
reprodutores (Storebakken & Goswami, 1996) e da prole (Verakunpiriya et
al., 1997) e aumentando a resisténcia a doencas (Tachibana et al., 1997).
Dentre os carotendides, a astaxantina e o p-caroteno se destacam por
elevarem os fatores humorais (atividade complemento e lisozima) e celulares
(fagocitose e citotoxicidade nao-especifica) (Amar et al., 2000, 2001).

Com relacao aos niveis de exigéncia de vitamina A, estes séo definidos
como a concentracdo minima que resulta na maior taxa de crescimento,
maior concentracdo de vitamina testada no figado e auséncia de modificacfes
sanguineas ou histolégicas (Hepher, 1988). Para peixes de agua doce, o0s
niveis de inclusdo de vitamina A para um crescimento favoravel foi calculada
entre 600 (2000 Ul) a 1200 pg/kg™ (4000 Ul) (Shim & Tan, 1990) (Tabela
3).

Tabela 3. Exigéncia de vitamina A para o crescimento de peixes cultivados.

Espécie Exigéncia (Ul kg?) Referéncia
Cyprinus carpio 4000 - 20000 NRC (1993)
Oncorhynchus mykiss 2500 NRC (1993)
Ictalurus punctatus 1000 - 2000 NRC (1993)
Oreochromis niloticus 5850 - 6970 Hu et al. (2006)
Oreochromis niloticus 4800 Bacconi (2003)
Oreochromis niloticus 1543 - 2403 Guimaraes (2009)
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Peil et al. (2007) estudaram a inclusdo de diferentes niveis de vitamina
A (3000, 9000 e 15000 Ul/kg™) na dieta de pds-larva de jundia Rhamdia
quelen e os resultados comprovaram que a adicdo de 3000 Ul de vitamina A
na dieta aumenta a sobrevivéncia e o desempenho produtivo das pds-larvas.
Bacconi (2003) estudou a exigéncia de vitamina A (0, 600, 1200, 1800,
2400, 3000, 3600, 4200 e 5400 Ul de retinol/kg‘l) em alevinos de tilapia do
Nilo alimentados durante 75 dias e concluiu que o nivel de 4800 Ul de retinol
kg™ foi suficiente para um bom desenvolvimento dos peixes. Nos animais que
receberam dieta isenta de vitamina A o0 bago estava necrosado e
granulomatoso e havia esplenomegalia. O figado e todo o trato digestério
apresentaram-se visualmente amorfos. Foram encontrados ainda os
seguintes sinais caracteristicos de deficiéncia de vitamina A: hemorragia na
base da nadadeira lateral, catarata, exoftalmia, ascite, dilaceracdo renal e
palidez do figado. Os sinais clinicos caracteristicos de deficiéncia diminuiram a
medida que o nivel de suplementacdo dietética do nutriente aumentou.

Sinais de deficiéncia de vitamina A em peixes estdo relacionados com
reducdo do crescimento, dos depdsitos de gordura e do tamanho do figado,
danos ao epitélio, tecidos 6sseo e conectivo (perda de massa muscular),
reducdo na pigmentacdo e na sobrevivéncia dos peixes (Ornsrud et al.,
2002). A deficiéncia dessa vitamina estid associada também a reducdo da
atividade de células NK e a habilidade de células esplénicas em produzir
interferon. Adicionalmente, essa deficiéncia associa-se a reducdo da producao
de anticorpos contra polissacarideos bacterianos e antigenos protéicos
(Pasatiempo et al., 1990).

Taveekijaram et al. (1994) observaram sinais clinicos semelhantes em
Oncorhynchus masou alimentados com dieta deficiente em vitamina A apoés
105 dias de experimento. As lesbes hepaticas foram as mais evidentes e os
sinais de severidade aumentaram com o decorrer do tempo.

Goswami & Dutta (1991) observaram que H. fossilis alimentados com
dietas isentas de suplementagcdo com vitamina A apresentaram anemia,
reducdo da taxa de hemoglobina, redugcdo no numero de eritrdcitos,
leucécitos e trombdcitos, inibicdo da sintese de eritroblastos, reducdo do
tamanho do citoplasma e do nudcleo de corpusculos celulares. Os peixes
alimentados com dieta deficiente em vitamina A, por longo periodo de tempo,
utilizam primeiramente a vitamina A armazenada no figado e posteriormente
nos olhos, ficando carentes de reserva desta vitamina e com maior
susceptibilidade a enfermidades, principalmente bacterianas (Graham &
Jones, 1969). Na truta arco-iris, essa deficiéncia promoveu uma reducédo na
migracdo de leucdcitos em comparacdo aos grupos suplementados com
vitamina A (Thompson et al., 1995).

Guimaraes (2009) avaliou o efeito de megadoses (2500, 5000, 10000,
20000 Ul kg™t) e auséncia de vitamina A na dieta sobre o desempenho,
parametros hematoldgicos, imunolégicos e resisténcia de tilapias do Nilo a
infeccdo experimental com Streptococcus iniae. A suplementagdo com
vitamina A influenciou o crescimento dos animais e os melhores niveis para o
otimo fisiolégico variaram de 1543 a 2403 Ul kg™ da dieta. A deficiéncia da
vitamina provocou reduc¢édo no desempenho da espécie, hemorragias na pele,
labios e base das nadadeiras, apresentando quadro hemorragico severo apoés
10 semanas, com deformidade 6ssea e nos opérculos, todavia, demonstrou
limitada influéncia sobre as respostas imunes (producédo de anion superoéxido,
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imunoglobulina sérica e atividade da lisozima) e na resisténcia dos animais a
infeccdo por S. iniae. O autor sugeriu que a vitamina A possui grande poder
antioxidante, evidenciado pela reduzida fragilidade eritrocitaria. Sugeriu,
ainda, que o excesso de vitamina A pode ocasionar problemas metabdlicos a
longo prazo.

No estudo supracitado, com tilapia do Nilo, ap6és o estimulo pelo frio e
desafio com Aeromonas hydrophila, os peixes que receberam dieta com 6400
Ul kg™ apresentaram as menores producdes de H,O, e NO e o0s peixes
suplementados com 800 e 3200 Ul kg™ os maiores valores. A vitamina A
também influenciou a atividade do “burst” respiratério de monécitos. Com
base no perfil de proteinas plasmaticas pode-se estimar que o nivel de 4138
Ul kg™ proporciona maior higidez as tilapias (Guimaraes, 2009).

No processo reprodutivo dos peixes de agua doce, o retinal é
depositado nos od6citos dos peixes como fonte de acido retindico para o futuro
embrido (Irie & Seki, 2002). Nesse sentido, Also et al. (2008) estudaram as
exigéncias de &acido retindico na reproducdo de peixe zebra. Peixes
alimentados com dieta deficiente em vitamina A demonstraram reducdo de
retindides no corpo (retinol e retinal), 68% em fémeas e 33% nos machos.
As fémeas também produziram 73% menos ovos, e o0s produzidos continham
78% menos retindides que os peixes alimentados com dietas suplementadas
com vitamina A. As fémeas foram mais afetadas durante o periodo
reprodutivo pela falta de vitamina A do que os machos. Os autores
concluiram que a vitamina A desempenha papel fundamental na reproducéo
desta espécie.

Na ultima década, muitos estudos tém relatado a influéncia das
vitaminas na deformidade de larvas. Em particular, elevados niveis de
vitamina A tém demonstrado afetar negativamente a morfogénese durante as
primeiras semanas de vida, quando o 4cido retindico induz malformacdes no
esqueleto de muitas espécies de larvas de peixes (Dedi et al., 1995; Suzuki
et al., 1999). Em larvas de salm&o do Atlantico, a suplementacdo de altos
niveis de vitamina A (938 mg de retinol kg™') provocou reducdo do
crescimento, do tamanho do figado e do depdsito de tecido adiposo, sendo
observado também danos ao tecido 6sseo e taxa de mortalidade elevada
(Ornsrud et al., 2002). Villeneuve et al. (2005) alimentaram larvas de
Dicentrarchus labrax com niveis crescentes de vitamina A (O, 10, 50, 250 e
1000 mg/kg™®) e observaram que as alimentadas com 1000 mg kg™ da
vitamina tinham peso corporal 19 e 27% menor do que as alimentadas com
50 mg kg™t. Esse mesmo nivel também provocou falha no crescimento e
anormalidades no esqueleto e afetou a maturagdo do intestino e do pancreas.
Os pesquisadores observaram uma correlacdo linear entre nos niveis de
vitamina A e a porcentagem de malformacdes, concluindo que a
suplementacdo com niveis elevados de vitamina A durante o estagio larval
induziu malformacfes no esqueleto e o melhor nivel de suplementacdo de
vitamina A para esta espécie foi de 31 mg kg™.

Niveis elevados de vitamina A (0,08 g/kg?') e acidos graxos
poliinsaturados (175 g/kg™ de lecitina de soja) foram avaliados durante
varias fases do desenvolvimento larval de Dicentrarchus labrax. A
morfogénese das larvas foi afetada pela dieta suplementada com estes dois
nutrientes, principalmente nos estagios iniciais do desenvolvimento,
resultando em dois tipos de malformacdo, ou seja, redu¢cdo do numero de
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segmentos vertebrais e malformacdo da espinha na regido cefalica
(Villeneuve et al., 2006).

Mazurais et al. (2008) testaram a influéncia de uma alimentacado
suplementada com uma mistura de vitaminas recomendada pelo Council”s
(U.S) no processo de ossificagcdo de larvas de Dicentrarchus labrax durante
38 dias. As porcentagens testadas foram 0,5%, 1,5%, 2,5%, 4,0% e 8,0%.
Todas as larvas alimentadas com o nivel 0,5% morreram antes de 30 dias.
Ap6s 38 dias, as larvas alimentadas com o nivel 1,5% tiveram uma
porcentagem de sobrevivéncia de 33%, enquanto que os demais grupos, com
porcentagem de vitamina maior, tiveram uma porcentagem de sobrevivéncia
de 50%. As larvas alimentadas com a dieta suplementada com niveis maiores
de vitamina demonstraram menor porcentagem de deformidades na coluna
vertebral e maior formacdo de o0ssos mineralizados. Ja nas larvas
suplementadas com niveis reduzidos de vitaminas foi encontrado maior
numero de receptor peroxissoma ativado (PPARs), que é um importante
receptor de proteinas, responsavel pela diferenciacao celular,
desenvolvimento e metabolismo do organismo. O maior numero desse
receptor encontrado nas larvas possivelmente converteu osteoblastos em
adipé6citos durante as duas primeiras semanas de vida, e essa perda de
osteoblastos possivelmente ocorreu devido as deformacdes ocorridas na
coluna vertebral.

d) Vitamina D

A vitamina D (Figura 9) é uma vitamina lipossollUvel, e ao contrario das
vitaminas C, E e A, que sdo obtidas somente por meio da alimentacéo, a
vitamina D pode ser produzida pelo organismo por uma reacdo fotossintética
apo6s exposicdo a luz solar. Além disso, devido a sua estrutura quimica ser
semelhante a dos hormonios esterdides, ela é considerada um hormoénio
(Holick, 1999).

A vitamina D pode ser encontrada em duas formas, como ergocalciferol
(vitamina D,, CygH440), produzido pelas plantas e convertido em ergosterol,
ou como colicalciferol (vitamina Ds, C,7H440) produzido pelos tecidos animais
pela acdo da Iluz  ultravioleta (290-310nm) e convertido em 7-
dehidrocolesterol na pele dos animais, sendo convertido posteriormente em
pré-vitamina D3, Uma vez formada, a pré-vitamina D3, sob inducdo térmica,
produz homodimeros em aproximadamente 24 horas, transformando-se em
vitamina D3 (Figura 10) (Miller & Portalle, 1999; revisto por Chagas et al.,
2003).
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Figura 10. Esquema do metabolismo da vitamina D a partir de sua ingestao
sob a forma de colicalciferol até seu retorno ao enterécito na forma de
calcitriol. Grudtner et al. (1997).

Os peixes ndo sdo capazes de sintetizar a vitamina D, provavelmente
pela impossibilidade da luz solar alcancar os niveis mais profundos da coluna
d”agua (Lovell, 1989). Como esses animais nado dispbem de uma via
endogena de formacgdo desta vitamina (pele), tem em seu aporte exdgeno
um importante fator para a manutencdo de niveis ideais as necessidades
organicas. As principais fontes de vitamina D limitam-se a ingestdo de
plancton e de alimentos artificiais (Holick, 2004).

Quando ingerida, a vitamina Dz é absorvida no intestino delgado,
incorporada ao quilomicrons e carreada por estes até o figado. A partir deste
momento, o metabolismo é idéntico ao da vitamina Dz sintetizada pela pele
(Holick, 1999). No figado, a vitamina Ds é convertida em 25-hidroxivitamina
D (250HD3), denominada calcidiol pela hidroxilacdo do carbono 25, mediada
pela enzima D3-25-hidroxilase (25-OHase), no reticulo endoplasmatico das
células hepéticas. Cerca de 75% da vitamina D circulante sdo convertidos a
250HD3 em sua primeira passagem pelo figado (Prosser & Jones, 2004). Nos
peixes teledsteos, como em outros vertebrados, o figado é o principal 6érgao
de estoque de vitamina D (Cerezuela et al., 2009). A vitamina D gera
metabdlitos, os quais sdo denominados de 1,25(0H)2D, 24R,25
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dihidroxivitamina D, 24,25 hidroxivitamina D e 24S,25-dihidroxivitamina D,
formados no rim pela enzima 25-OHD-24-hidroxilase (Henry, 2001).

Os efeitos bioldégicos da 1,25(0H)2D sdo mediados pelo fator de
transcricdo nuclear conhecido como receptor de vitamina D. Ap6s penetrar no
nudcleo celular, a 1,25(0H)2D se associa ao receptor de vitamina D. O
complexo formado se liga ao receptor de 4&cido retindico formando
heterodimeros, que atuam nos elementos resposta da vitamina D, iniciando
uma cascata de interacdes moleculares que irdo modular a transcricdo de
genes especificos (Kimball et al., 2008).

Certos peixes, ndo somente os teledsteos, que possuem um esgueleto
calcificado, possuem elevadas concentragfes de vitamina D, em comparacao
com outros vertebrados maiores, especulando-se que a funcdo desta
vitamina e de seus receptores pode ser diferente das funcOes classicas
comumente relacionadas para animais terrestres (Rao & Raghuramulu,
1999).

As func¢des béasicas do 1,25(0H)2D estédo relacionadas a homeostase do
célcio e fosforo, ao metabolismo 6sseo (manutencdo da integridade da coluna
vertebral) e a regulacdo de mais de 60 genes situados em diferentes tecidos
do organismo (Norman, 2008). Essa vitamina também esta envolvida no
crescimento e na diferenciacdo celular, na modulacdo do sistema imune
(receptores de vitamina D sdo expressos na maioria das células do sistema
imune, incluindo células T e antigenos, assim como células dendriticas e
macréfagos) e na participacdo de dois aspectos importantes da funcao
neuromuscular (forca e equilibrio). A deficiéncia de vitamina D pode levar a
reducdo da secrecdo de insulina, podendo induzir a intolerdncia a glicose
(Griffin et al., 2003; Lin & White, 2004 ; Mathieu et al., 2005).

Quanto ao desenvolvimento dos peixes, sabe-se que a vitamina D
contribui para o aumento do crescimento e do ganho de peso. A exigéncia
desta vitamina é espécie especifica (Tabela 4), e sofre alteracdes, de acordo
com a idade, taxa de crescimento, interacdo com nutrientes e exposicdo a
agentes estressores, principalmente oscilagcdo térmica, poluentes e outros. A
adicdo de lipidios na dieta facilita a absorcdo da vitamina D (revisto por
Chagas et al., 2003).

Tabela 4. Exigéncia de vitamina D para o crescimento de peixes cultivados.

Espécie Exigéncia Referéncia
(Ul kg™)

Ictalurus punctatus 500 Lovell & Li (1978)
Ictalurus punctatus 1000 Andrews et al. (1980)
Ictalurus punctatus 250 Brown (1988)
Ictalurus punctatus 2000 Brown & Robinson (1992)
Oreochromis niloticus x O. aureus 374,8 Shiau & Hwang (1993)
Oncorhynchus mykiss 1600 Barnett et al. (1982)
Colossoma macropomum 1000 Mendes (2000)
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A vitamina D é a mais toxica de todas as vitaminas, desde que
estocada e metabolizada lentamente pelo organismo. Os sinais caracteristicos
de hipervitaminose D incluem perda do apetite, hipercalcemia, danos
irreversiveis ao rim e ao sistema cardiovascular (Champe & Harvey, 1997;
Eitenmiler & Landen Junior, 1999). Deficiéncias causadas pela auséncia de
vitamina D na dieta dos peixes provocam reducdo do ganho de peso,
sobrevivéncia, dos niveis de calcio e fésforo nos ossos e plasma, potassio no
soro, incidéncia de tetania e lordose, e perda de dentes. Esses sinais de
deficiéncia foram observados em varias espécies de peixes como: Ictalurus
punctatus, Oncorhynchus mykiss, Oreochromis niloticus x O. aureus, O.
niloticus e Colossoma macropomum (Lovell & Li, 1978; Andrews et al., 1980;
Barnett et al., 1982; Brown & Robinson, 1992; Shiau & Huang, 1993;
O’Connell & Gatlin 111, 1994; Mendes, 2000; revisto por Chagas et al., 2003).

Com relacdo a atuacdo da vitamina D3 no sistema imune dos peixes,
Cerezuela et al. (2009) administraram diferentes niveis (0, 3750, 18750, e
37500 Ul kg™) dessa vitamina na dieta de Sparus aurata, principal espécie
cultivada no Mediterrdneo. Os peixes que receberam a suplementacdo de
3750 Ul vitamina D kg*' da dieta durante uma semana apresentaram
aumento da atividade citotoxica natural dos leucécitos. Apds duas semanas
de alimentacio, os peixes suplementados com os niveis 3750 e 18750 Ul/kg™
demonstraram aumento significativo da capacidade fagocitica dos leucécitos,
e os peixes suplementados com o nivel mais alto da vitamina (37500 Ul/kg™)
demonstraram além de aumento da capacidade fagocitica também aumento
da peroxidase no soro. Os autores sugerem que a vitamina Dz influencia
beneficamente os parametros do sistema imune inato de Sparus aurata,
sugerindo que receptores similares aqueles presentes em mamiferos estao
envolvidos na acdo desta vitamina no sistema imune dos peixes.

B — Lipidios

Os lipidios sdo compostos organicos insolUveis em agua e sollveis em
solventes nao polares (éter, cloroférmio e benzeno). Neste grupo, estéo
incluidos: gorduras, ©6leos, gomas, fosfolipidios, colesterol, vitaminas
lipossoluveis e alguns hormoénios. Os lipidios podem ser classificados como
simples ou complexos. Os lipidios simples sdo denominados ésteres de acidos
graxos com varios alcoois, dentre estes, as gorduras e ceras. Ja o0s
complexos se caracterizam pelos ésteres de acidos com outros grupos além
do alcool e um &acido graxo, tais como os fosfolipidios e glicolipidios (Pezzato
et al., 2004).

Os lipidios dietéticos sdo fontes importantes de energia e acidos
graxos, necessarios para o desenvolvimento normal dos animais, sendo que,
principalmente na forma de triacilglicerol, sao hidrolisados pelas enzimas
digestivas numa mistura de acidos graxos livres e 2-monoglicerideos para,
entdo, serem absorvidos e utilizados na sintese de varios componentes
celulares ou catabolizados para producdo de energia. Os lipidios dietéticos
contém acidos graxos saturados e insaturados, dentre os quais, estdo os
acidos graxos poliinsaturados que se caracterizam por serem acidos graxos
com 18 ou mais atomos de carbono e duas ou mais duplas ligacbes (NRC,
1993).
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Como em outros vertebrados, os peixes ndo conseguem sintetizar os
acidos graxos linoléico (18:2 n-6) e acido linolénico (18:3 n-3), devendo ser
supridos na dieta de acordo com as exigéncias de acidos graxos essenciais.
Os peixes possuem habilidade de converter os acidos graxos insaturados de
18 atomos de carbono em acidos graxos altamente insaturados da mesma
série (Owen et al., 1975). A exigéncia dos acidos graxos essenciais nos
peixes estad relacionada de certa forma, a sua habilidade de modificar
metabolicamente estes compostos. Os peixes de agua doce parecem ter
maior capacidade de elongar e dessaturar os acidos graxos sintetizados por
algas e plantas em eicosapentandico (EPA) e docosahexandico (DHA)
(Moreira et al., 2001; Souza et al., 2007), por possuirem as enzimas A6- e
A5-dessaturase (Sargent et al., 1995).

Dentre as principais fun¢fes dos lipidios da dieta nos peixes pode-se
destacar o atendimento da demanda energética na forma de ATP, a funcéo
carreadora de vitaminas lipossoluveis, o favorecimento do sabor e da textura
da racéo, além de ser fonte de acidos graxos essenciais (Logato, 2000). Além
de atender as exigéncias nutricionais dos peixes, ambas as séries de acidos
graxos essenciais (n-3 e n-6) produzem quatro séries de eicosandides
fisiologicamente ativos como prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e
leucotrienos, envolvidos na contracdo muscular de alguns 6rgaos, coagulagcao
sanguinea e processos imunolégicos e inflamatérios (Logato, 2000; Haliloglu
et al., 2003).

Outra funcdo importante dos acidos graxos poliinsaturados é a sua
participacdo na formacao dos fosfolipideos da membrana celular e organelas,
que sao responsaveis pela manutencdo da integridade, fluidez e
permeabilidade da célula (Logato, 2000). A fluidez da membrana depende do
balanco adequado de &cidos graxos essenciais saturados e insaturados que
compdem os fosfolipideos presentes. Os &acidos graxos da familia n-3
possuem um papel importante na manutencdo da fluidez da membrana
fosfolipidica principalmente em baixas temperaturas. Estudos mostram que
0s peixes possuem capacidade de alterar a composicdo dos fosfolipideos das
membranas frente as mudancas de temperatura do ambiente (Fracalossi &
Lovell, 1995; Webster et al., 1994).

Exigéncias dos peixes quanto aos acidos graxos essenciais

Os acidos graxos essenciais sao sintetizados de forma limitada pelos
peixes e devem ser fornecidos na dieta para atender suas exigéncias
nutricionais e promover a manutencdo do bom estado de saude (New, 1987).
De uma maneira geral, observa-se que as exigéncias nutricionais de acidos
graxos essenciais variam, entre outros fatores, com a espécie, tamanho dos
peixes, temperatura da agua e fontes de alimento natural presentes no
ambiente (NRC, 1993).

As exigéncias de acidos graxos para algumas espécies de peixes séo
apresentadas na Tabela 5. Nos peixes, a composicao, distribuicdo e relacao
entre as séries n-3 e n-6 sao influenciadas basicamente por trés fatores:
genéticos (espécie, etapa de desenvolvimento, entre outros), ambientais
(temperatura e salinidade) e, fundamentalmente nutricionais (Justi et al.,
2003). Geralmente, os peixes de agua doce exigem o acido linoléico (18:2 n-
6) e/ou acido linolénico (18:3 n-3) (Pezzato et al., 2004), enquanto que 0s
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peixes marinhos exigem o acido eicosapentandico (20:5 n-3) e/ou o
docosahexanoico (22:6). Em adicao, as espécies de aguas quentes tém uma
exigéncia especifica menor para os acidos graxos da série n-3 que as de agua

fria (Sargent et al.,

2002).

Tabela 5. Exigéncia de acidos graxos, em percentual (%), para algumas
espécies de peixes cultivadas.

Espécie Acido graxo Exigéncia (%) Referéncias
Peixes de agua
doce
Cyprinus carpio 18:2n-6 e 18:3n- 1,0 Watanabe et al. (1975);
3 Takeuchi & Watanabe
(1977a)
Ctenopharyngodon 18:2n-6 e 18:3n- 1,0e 0,5 Takeuchi et al. (1991)
idella 3
Ictalurus punctatus 18:3, n-3 1,0-2,0 Satoh et al. (1989a)
20:5(n-3) e 0,5-0,75
22:6(n-3)
Oncorhynchus 18:3, n-3 0,7-1,0 Castell et al. (1972);
mykiss Watanabe et al. (1974);
Takeuchi & Watanabe
(1977b)
Oncorhychus 18:2n-6 e 18:3n- 1,0e 1,0 Yu & Sinnhuber (1979)
kisutch 3
Oreochromis 18:2, n-6 0,5 Kanazawa et al. (1980);
niloticus Takeuchi et al. (1983)
Tilapia hibrida 18:2 e 18:3 0,5 Chou & Shiau (1999)
Tilapia zilli 18:2, n-6 e 1,0 Kanazawa et al. (1980)
20:4(n-6)
Peixes marinhos
Dicentrarchus n-3 HUFA 1,0 Coutteau et al. (1996)
labrax
Lates calcarifer 20:5(n-3) e 1,0 Buranapanidgit et al.
22:6(n-3) (1989)
Pagrus major 20:5(n-3) e 1,0e 0.5 Takeuchi et al. (1990)
22:6(n-3)
Scophthalmus 20:4(n-6) ~0.3 Castell et al. (1994)
maximus 20:5(n-3) e 0,8 Gatesoupe et al. (1977)
22:6(n-3)
Sebastes schlegeli 20:5(n-3) e 1,0 Lee et al. (1994)
22:6(n-3)
Sparus aurata 22:6(n-3): 20:5 0.5 Ibeas et al. (1997)
(n-3)
Pleuronectes n-3 HUFA 2.5 Whalen et al. (1999)
ferrugineus
Abreviaturas: Acido linoléico, 18:2(n-6); 4&cido linolénico, 18:3(n-3); EPA (Acido
eicosapentaendico), 20:5(n-3); acido araquidbnico, 20:4(n-6); DHA (&cido

docosahexaendico), 22:6(n-3) e HUFA (acido graxo altamente insaturado).
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Para alevinos de tilapia do Nilo, Meurer et al. (2002) recomendam o
nivel de 3,0 % de lipidios na dieta e ressaltam que os lipidios sdo menos
aproveitados que os carboidratos como fonte de energia. No caso de
surubins (Pseudoplatystoma coruscans), a inclusdo de 6%, 10%, 14% e 18%
de lipidios na dieta, durante 62 dias, promoveu maior ganho de peso, sendo
este proporcional ao aumento dos niveis de lipidios. O 6leo de soja foi
considerado uma excelente de fonte de energia para os surubins (Martino et
al., 2002).

A deficiéncia dos acidos graxos essenciais, ou de seus precursores,
causa diminui¢cdo no crescimento, piora na conversao alimentar, aumento de
liguido nos musculos, despigmentacdo, ulceracbes nas nadadeiras,
degeneracao gordurosa no figado, aumento da taxa respiratoria, prejuizo na
eritropoiese e aumento da taxa de mortalidade. Outros sinais clinicos de
deficiéncia relatados sdo a sindrome do choque e as miocardites (Takeuchi et
al., 1980; Satoh et al., 1989b), além de reducdo do desempenho reprodutivo
em carpa comum (Shimma et al., 1977) e truta arco-iris (Leray et al., 1985).

O excesso de lipidios utilizado em dietas para peixes também é
prejudicial, podendo causar desequilibrio da relagdo energia e proteina e
depdsito excessivo de gordura na cavidade celomatica (Figura 11) e nos
tecidos, o que afeta adversamente o rendimento, qualidade do produto e seu
armazenamento (Logato, 2000). De forma semelhante, Wang et al. (2005)
relataram que a inclusdo de niveis de lipidios dietéticos acima de 15%
aumentou a deposicdo de lipidios na musculatura do bijupira (Rachycentron
canadum), quando foi utilizado o 6leo de peixe e de milho como fonte de
lipidios, durante 6 semanas.

Outro problema comumente encontrado em dietas para peixes
contendo altos niveis de lipidios é a oxidacdo lipidica. Os ingredientes
utilizados na formulacdo destas dietas muitas vezes possuem grande
quantidade de acidos graxos insaturados, que sao facilmente oxidados,
formando complexos téxicos que podem impedir o completo metabolismo dos
lipidios e formacdo de cerdides, que sao depositados nas células hepéticas
(figado gordo), prejudicando as suas func¢des e causando necrose no tecido
hematopoiético dos rins. Desta forma, o uso de lipidios em dietas para peixes
geralmente requer a utilizacdo adequada de antioxidantes (NRC, 1993;
Puangkaew et al., 2005).

Os antioxidantes previnem ou retardam a oxidagdo lipidica sendo
recomendadas principalmente para dietas contendo altos niveis de acidos
graxos em sua composicdo. Estes compostos protegem principalmente os
acidos graxos insaturados, vitaminas lipossolUveis e caroteno. A rancificacdo
oxidativa ou peroxidacdo lipidica afeta os valores nutricionais dos lipidios,
oxidacdo de vitaminas e outros componentes nutricionais. Dentre os
antioxidantes utilizados h&a os naturais (L-tocoferol ou lecitina) e os sintéticos
(BHA, BHT, etoxiquina), sendo estes o0s mais comumente empregados
(Logato, 2000).
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Figura 11. Exemplar de |. punctatus apresentando acumulo de gordura na
cavidade celomética (A), com detalhe para a necrose esteatose discreta em
fotomicrografia do figado (B). Aumento de 400x HE (Fonte: Pilarski, 2008).

Efeitos fisiol6gicos dos acidos graxos

A principal razdo para a suplementacdo de lipidios na dieta de peixes
cultivados é poupar a utilizacdo da proteina dietética como fonte de energia,
principalmente para os peixes carnivoros (Pezzato et al., 2004). Os lipidios
ndo somente atendem as fungbes energéticas de crescimento e manutencao
dos peixes, como também auxiliam nas func¢des do rim e das branquias,
desenvolvimento neural e visual, reproducdo e sanidade (Henderson &
Tocher, 1987; Sargent et al., 1989; Tocher, 2003). Além disso, os lipidios
dietéticos estdo envolvidos no transporte de nutrientes lipossoluveis, tais
como esterdis e vitaminas, e sintese de hormoénios, prostaglandinas e outros
componentes metabolicamente ativos (Lim et al., 2005).

Os lipidios e o perfil dos acidos graxos presentes na dieta podem
influenciar a composicdo dos acidos graxos na carcaca (Takeuchi, 1997;
Jobling et al., 1998; Visentainer et al., 2005; Hansen et al., 2008), na
resposta imune ndo especifica e, por conseqiiéncia, na resisténcia as doencas
da maioria dos animais, inclusive em peixes (Blazer, 1992; Balfry & Higgs,
2001; Gatlin 111, 2002). O mecanismo pelos quais os acidos graxos presentes
na dieta de peixes atuam na resposta de defesa tem sido atribuido, em parte,
pela influéncia na producdo da prostaglandina e leucotrienos pelos
macréfagos. Os 4cidos graxos também agem sobre a proteina quinase C
modificando os sinais de transducdo e atuando sobre os receptores de
membrana, regulacdo do gene e funcdo do macréfago. Outro mecanismo
pelos quais os lipidios da dieta atuam sobre a resisténcia as doengas é a
producdo de eicosanodides imunologicamente ativos formados a partir do
acido araquidénico monoesterificado (AA), acido eicosapentandico, acido
docosahexandico e possivelmente outro precursor de acido graxo
poliinsaturado, 20:3n-6 (Chang et al., 1992; Lim et al., 2005). A producao
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dos eicosandides esta associada a situacbes estressantes e aos pProcessos
fisiol6égicos normais, sendo considerados moduladores da resposta imune. O
excesso de producdo dos mesmos ocorre frequentemente em condi¢cbes
patolégicas (Sargent et al., 2002). Os eicosandides sdo produzidos a partir
dos &cidos graxos poliinsaturados (PUFA) de 20 carbonos, gracas a acdo da
cicloxigenase e a lipoxigenase resultando em metabdlitos que incluem as
prostaglandinas, leucotrienos e lipoxis, que influenciam as fun¢bes imunes
(Uhing et al., 1990; Stankova & Rola-Pleszczynski, 1993). As prostaglandinas
(PGE2) derivadas do acido araquidbnico sdo produzidas pelos mondcitos e
macrofagos e estdo associadas a modulacdo da resposta imune celular
(Kinsella & Lokesh, 1990) ao passo que a PGF2a estd mais relacionado a
adaptacdo ao estresse ambiental (Mustafa & Srivastava, 1989).

A propria composic¢ao lipidica da membrana e suas propriedades podem
ter efeito sobre a modulacdo da resposta celular e resisténcia as doencas ja
que algumas respostas de defesa sdo baseadas na interacdo das membranas
dos leucdcitos, para ativacdo da producgédo de citocinas (Balfry & Higg, 2001;
Montero et al., 2003). Segundo Mills et al. (2005), os acidos graxos
poliinsaturados n-3 (PUFAs) sdo reconhecidos por sua agédo antinflamatéria, a
qual é iniciada e propagada por diversos mecanismos envolvendo as células
do sistema imune. Esses mecanismos estariam relacionados com perfil de
eicosandides, fluidez da membrana, sinal de transducéo, expressdo do gene e
a apresentacao do antigeno.

Os acidos graxos dietéticos tém efeitos benéficos diretos e indiretos
sobre a reposta imune, na producdo das citocinas (Endreas et al., 1989;
Yaqoob & Calder, 1995; Pablo et al., 2002) ou na proliferacdo dos linfécitos
(Endreas et al., 1989; Meydani et al., 1991; Secombes, 1985; Yaqoob et al.,
1994; Pablo et al., 2002). Em bagre do canal Ictalurus punctatus, um
aumento da atividade bactericida dos macréfagos foi observado no grupo
alimentado com 6leo de savelha em comparacao aos peixes alimentados com
6leo de soja, milho ou sebo bovino (Sheldon Junior & Blazer, 1991). O
aumento da atividade dos macréfagos renais pode estar associado ao
aumento de acidos graxos n-3 em bagre do canal (Blazer, 1992) e truta arco-
iris (Ashton et al., 1994). Além disso, salmdo do Atlantico Salmo salar
alimentado com dietas contendo altos niveis de n-3/n-6 PUFA apresentou
aumento na resposta do linfécito B e na taxa de sobrevivéncia quando
desafiado com Aeromonas salmonicida e Vibrio anguillarum (Thompson et al.,
1996).

Com relacdo as fontes de Oleos da dieta, Ferreira (2008) observou que
a inclusdo de 6leo de soja melhorou as fun¢cfes imunes (maior atividade
bactericida e da lisozima, além da maior concentracdo de ferro e
conseqlientemente menor capacidade de ligacdo de ferro) e a resisténcia de
tildpias do Nilo contra infeccdo por Steptococcus agalactiae, enquanto as
dietas contendo 6leo de linhaca, 6leo de peixe (ricos em acidos graxos n-3) e
6leo de oliva (rico em 4&cidos graxos n-9) foram associadas a
imunossupressédo. Ainda sobre a inclusao de 6leos vegetais, Montero et al.
(2008) observou que essa suplementacdo em Sparus aurata afetou os
parametros imunes humoral e celular, reduzindo a atividade do sistema
complemento via alternativa no soro e a atividade fagocitica de leucécitos no
rim anterior.
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Em salmao do Atlantico, Brandsen et al. (2003) verificaram aumento
na mortalidade acumulada em peixes alimentados com 6leo de girassol e
desafiados com V. anguillarum. De forma semelhante, Li et al. (1994)
observaram que bagres de canal suplementados com 2,0% de O6leo de
savelha apresentaram maior taxa de mortalidade que aqueles alimentados
com Oleo de visceras de bagre do canal ou sebo bovino. Contudo nao houve
diferenca significativa na producdo de anticorpos apdés o desafio com a
bactéria E. ictaluri. Ainda, com relacdo ao 6leo de savelha, em bagre do canal
foi observada uma elevada producdo de anticorpos duas semanas apés a
imunizacdo com Edwardsiella ictaluri em relacdo a outras dietas que
continham 6leo de milho, 6leo de linhaca ou a mistura de 6leo de savelha,
milho e gordura bovina (1:1:1) (Fracalossi & Lovell, 1994).

Diminuicdo significativa no numero de leucdcitos circulantes e na
atividade respiratoria dos macroéfagos apds alimentacdo com dietas contendo
6leo vegetal (linhaga, oliva e girassol) foi observada em Dicentrarchus labrax
em comparagcdo aos que receberam dieta contendo Oleo de peixe. Estes
autores nao observaram diferenca entre a porcentagem de hematdcrito,
numero de eritrécitos circulantes e atividade da lisozima sérica nos diferentes
tratamentos (Mourente et al., 2005). Resultados semelhantes foram
observados por Bell et al. (1996) em salmdo do Atlantico alimentado com
dieta contendo 6leo de linhaca ou girassol, com relacdo a atividade de
lisozima e do complemento ou porcentagem de hematdcrito. Em adicao,
Montero et al. (2003) observaram reducdo na atividade do sistema
complemento sérico e atividade fagocitica, embora ndo houvesse alteracdo na
atividade da lisozima ou do neutréfilo em Sparus aurata alimentados com
dieta contendo 6leo de soja (rica em acido graxo 18:2n-6).

O efeito da inclusdo de alguns lipidios (6leo de milho, 6leo de savelha,
6leo de linhaca e sebo bovino) na dieta para tilapia do Nilo foi avaliado por
Yildirim-Askoy et al. (2007). Esses autores observaram que a atividade da
lisozima e do sistema complemento foi reduzida significativamente nos peixes
alimentados com sebo bovino (fonte de acido graxo saturado). Esta fonte
lipidica foi, ainda, responsavel pelo aumento da resisténcia dos peixes apds
desafio com Streptococcus iniae.

Com relacdo a suplementacdo do n-3 HUFA, observou-se uma reducéo
na producado de anticorpos apds a vacinacdo e na taxa de sobrevivéncia ap6s
o desafio com Vibrio salmonicida em salmao do Atlantico (Erdal et al., 1991).
Ainda, o emprego de doses excessivas de n-3 HUFA foi responsavel por
aumentar a taxa de mortalidade em truta arco-iris (Kiron et al., 1995).

Para a tilapia do Nilo, a inclusdo dos acidos graxos essenciais n-3 e n-6
em sua dieta nao influenciou o desempenho produtivo e parametros
hematoldgicos, mas houve um incremento na resposta inflamatéria crénica,
com acumulo de macrofagos e formacdo de gigantdcitos tipo corpo estranho
e Langhans nas laminulas implantadas no tecido subcutédneo da espécie
(Sakabe, 2007).

Alguns estudos mostram um efeito negativo da dieta contendo HUFA n-
3 sobre a resposta imune causado pela diminuicdo da producdo de
leucotrieno B;s e o aumento dos leucotrienos Bs pelos macréfagos e
neutréfilos (Leitch et al., 1984; Lee et al., 1985). O leucotrieno B; € um
eicosandide que tem efeito imunoestimulatério que inclue a proliferacdo de
linfocitos e acdo quimiotaxica e quimiocinética do leucécito, enquanto que o
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leucotrieno Bs € outro eicosandide com acgdo imunossupressora (Goldman et
al., 1983). O leucotrieno B4 é produzido principalmente a partir do acido
graxo 20:4n-6, enquanto que o leucotrieno Bs é derivado principalmente a
partir do acido graxo 20:5n-3. A reducdo da resposta imune dos peixes
alimentados com dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados n-3 pode ser
causada, em parte, pela competicdo inibitéria do metabolismo do AA pelos
acidos graxos n-3. H4& uma competicdo inibitéria entre os acidos graxos da
familia n-6, n-3 e n-9 por desnhaturases responsaveis pela sintese dos acidos
graxos poliinsaturados (Goldman et al., 1983; Kragballe et al., 1987; Hwang,
1989; Secombes et al., 1994).

Utilizacao dos lipidios

O &cido linoléico conjugado (ALC) tem sido amplamente estudado nos
ultimos anos, em virtude de seus beneficios a saude humana (Whigham et
al., 2000). O ALC consiste num grupo de acidos octadecadiendicos, que sao
isbmeros conjugados posicionais e geométricos do acido linoléico (C18:2),
cujas duplas ligagbes sdo separadas por uma ligacdo simples carbono-
carbono no lugar de um grupo metileno, dois dos quais (cis-9, trans-11 e
trans-10, cis-12 ALC) possuem atividades biolégicas (Pariza et al., 2001). O
18:2 (cis-9, trans-11) é considerado a forma primaria de ALC presente
naturalmente nos alimentos, ainda que o 18:2 (cis-9, trans-11) e o 18:2
(trans-10, cis-12) sejam os dois isdbmeros predominantes e presentes em
niveis semelhantes no ALC sintético (Chin et al., 1992). Recentemente,
aumentaram as evidéncias de que os isbmeros cis-9, trans-11 e trans-10,
cis-12 ALC podem agir beneficamente em sistemas biolégicos de forma
diferente (Santos et al., 2007).

Yasmin & Takeuchi (2002) determinaram o efeito do acido linoleico
(AL) e ALC sobre o crescimento e composicao corporal de juvenis de tilapia
usando quatro tipos de dietas (AL/ALC: 8/0, 6/2, 4/6, 0/8). Nesse estudo, foi
observada uma reducdo no conteudo de lipidios do musculo e figado,
principalmente de triglicérideos, e no crescimento dos peixes quando da
substituicdo de parte do AL por ALC.

Santos et al. (2007) avaliaram a influéncia da adicdo de ALC (2,0%) na
dieta de tilapia do Nilo e observaram melhora nos parametros de
desempenho produtivo, aumento na composicdo de acidos graxos saturados
e da proteina, e reducdo dos &acidos graxos n-6 nos filés. Observaram, ainda,
aumento na composicdo de acidos graxos n-3 e de acidos graxos
poliinsaturados totais no figado.

Fosfolipidios € o termo geral que inclui todos os lipidios que contém
fésforo. Sdo constituintes de membrana, desempenhando funcdo estrutural
de alta importancia biolégica no organismo dos peixes. Estes compostos sao
importantes precursores de mediadores biologicamente ativos no
metabolismo e na fisiologia dos animais dentre os quais incluem os
eicosandides, diacilglicerol (DAG), inositol fosfatos e fatores de ativacdo de
plaquetas (PAFs) (Tocher et al., 2008). Os fosfolipidios sao requeridos para o
crescimento, sobrevivéncia, prevencdo de deformidades esqueléticas e
possivelmente atuam sobre a resisténcia ao estresse de larvas e juvenis de
peixes marinhos e de agua doce (Koven et al., 1998; Cahu et al., 2003;
Gisbert et al., 2005).
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Geralmente, niveis de 2%-4% de fosfolipidios sdo requeridos em dietas
para juvenis enquanto para as larvas a exigéncia € maior. Tronco et al.
(2007) observaram que a fosfatidilcolina € uma boa fonte lipidica para larvas
de jundia (Rhamdia quelen). Entretanto muitas questdes relacionadas aos
fosfolipidios para peixes ainda ndo estdo bem esclarecidas.

C - Minerais

Os minerais estdo envolvidos no funcionamento dos processos vitais de
todos os animais incluindo os peixes, e podem ser classificados em
macrominerais, que séo requeridos em quantidades maiores (poucos décimos
de grama a alguns gramas por dia), e microminerais, também chamados
minerais traco requeridos em pequenas quantidades (microgramas a
miligramas por dia) (Ortolani, 2002; Webster, 2007). Estes ultimos
apresentam trés niveis de atividade biolégica: concentracdo traco requerida
para o desenvolvimento e crescimento normal; concentracdo moderada que
pode ser estocada e a funcdo homeostatica mantida e concentracdo elevada
que pode resultar em efeitos téxicos (Hamilton, 2004).

Dentre os elementos inorganicos de importancia, tem sido relatado
para peixes alguns minerais tais como calcio, fésforo, magnésio, ferro, cobre,
manganés, zinco, selénio e iodo. Os peixes podem obter estes elementos
inorganicos a partir da dieta e/ou da agua diferentemente dos animais
terrestres. Geralmente, o calcio, magnésio, soédio, potassio, ferro, zinco,
cobre e selénio sdo obtidos pela agua para satisfazer parte das necessidades
nutricionais dos peixes, enquanto o fosforo e sulfatos sdo obtidos mais
eficientemente pela dieta. Essa capacidade dos peixes de absorver os
minerais da agua pelas branquias e pele € um dos grandes entraves no
estudo da exigéncia dos mesmos (NRC, 1993).

Além da quantidade do elemento inorganico no ambiente, a exigéncia
varia conforme a fonte alimentar, espécie, estagio de desenvolvimento,
estado fisiolégico do animal, além da interacdo entre minerais e com
vitaminas (Lall, 2002; Pezzato et al., 2004). A inter-relacdo pode-se
manifestar como competicdo por sitios de ligacdo, transporte ou
armazenamento das moléculas ou substituicdo no sitio ativo de uma enzima,
ou como requerimento por um elemento para o proprio metabolismo do
outro. RelagBes antagOnicas ocorrem quando competem por mesmo sitio de
ligacdo, como no caso de zinco/ cadmio, e magnésio/ manganés (Lall, 2002).
Pode haver também interacdo entre elementos, como o selénio que possui
elevada afinidade com elementos téxicos como 0 mercurio e a prata,
reduzindo assim sua toxicidade (Pezzato et al., 2004).

Dentre as principais fun¢bes dos minerais destacam-se a formacdo de
estrutura esquelética, transferéncia de elétrons, regulagcéo do equilibrio acido-
base e osmorregulacdo. Atuam também como componentes importantes de
compostos organicos tais como, proteinas, lipidios, hormbnios e enzimas, e
agem como cofator em diversas reacdes enzimaticas (NRC, 1993; Watanabe
et al., 1997; Webster, 2007). Além disso, muitos minerais possuem funcfes
biolégicas sobre o mecanismo de defesa organica e imunocompeténcia dos
peixes (Webster, 2007).

O mecanismo de controle bioquimico e regulacdo de absorcéo,
estocagem e excrecdo de varios elementos inorganicos, permite ao peixe
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viver em equilibrio dindmico com seu ambiente. Além disso, os eletrélitos
Na*, K*, Mg?*, Ca®*", CI, e HCO* possuem importante papel na regulacédo
osmatica e ibnica dos fluidos extra e intracelular no peixe (NRC, 1993).

a) Macrominerais

Céalcio (Ca)

O célcio atua no desenvolvimento e manutencao do sistema esquelético
e participa de varios processos fisiolégicos como batimento cardiaco,
contracdo muscular, transmissdo de impulsos nervosos, coagulacdo
sanguinea, manutencdo da integridade celular, equilibrio acido-base e
ativacao de vérias enzimas importantes (NRC, 1993; Pezzato et al., 2004).

A exigéncia de calcio nos peixes é satisfeita em grande parte pela
absorcdo pelas branquias e pele (Ribeiro et al., 2006). Geralmente, a
quantidade de calcio dos ingredientes da dieta supre as suas exigéncias, sem
necessidade de suplementacgédo. O ion célcio é absorvido no intestino e varios
fatores aumentam sua absorcdo, incluindo vitamina D, ingestdo protéica e
meio acido (NRC, 1993). Os fatores que reduzem a absorc¢do de calcio séo:
deficiéncia de vitamina D, excesso de fésforo, lipidio e fibra dietética e a
presenca de &cido fitico. A presenca de acido fitico, encontrado em varios
graos de cereais, impede a absorcdo do calcio devido a formacdo de um sal
insoluvel (Webster, 2007). Segundo Helland et al. (2006), o excesso de acido
fitico provocou problemas na coluna vertebral de salmao do Atlantico. O uso
da fitase permite melhor aproveitamento de alguns minerais, aminoacidos e
energia dos ingredientes levando ao melhor desempenho produtivo, reducado
no custo da racdo e no impacto ambiental (Branddo, 2009). Resultados
semelhantes foram encontrados na tilapia do Nilo Oreochromis niloticus
(Furuya et al., 2001; Bock et al., 2006) e na truta arco-iris Oncorhynchus
mykiss (Sugiura et al., 2001), melhorando inclusive a disponibilidade de zinco
€ manganés.

A deficiéncia de calcio pode causar descalcificagdo, osteoporose e
distrofia ostedide nos peixes (Pezzato et al., 2004). Segundo Hossain &
Furuichi (2000), a deficiéncia e o excesso de célcio promovem reducdo do
crescimento do peixe-escorpido Sebastiscus marmoratus. De forma
semelhante, a auséncia da suplementacdo de calcio promove reducgdo de
crescimento em Epinephelus coioides (Ye et al., 2006), bem como reducdo da
absorcdo do fésforo mesmo com a suplementacdo adequada deste mineral
(Abbink et al., 2004); enquanto a suplementacdo de calcio acima de 12 mg
kg™ na dieta prejudica a deposi¢do de minerais (Ye et al., 2006).

Fosforo (P)

O fésforo é um macromineral essencial para o adequado crescimento e
reproducdo dos peixes, sendo importante constituinte estrutural do tecido
esquelético (Roy & Lall, 2003) e encontrado em todas as células do
organismo (Lovell, 1988). Este mineral também é constituinte do acido
nucléico e membranas celulares e esta diretamente envolvido em todas as
reacbes de producdo de energia. O papel do fésforo no metabolismo de
carboidratos, lipidios e aminoacidos esta bem estabelecido (Lehninger et al.,
2006; Webster, 2007).
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z

A principal fonte de fésforo para os peixes é a dieta, pois a
concentracao de fosfato na agua € baixa, sendo insuficiente apesar da rapida
absorcdo via branquias. O adequado nivel de fésforo disponivel em dietas
para peixes pode melhorar o crescimento, utilizacdo de nutrientes e
deposicdo de minerais nos ossos (Furuya et al., 2008a). A disponibilidade do
fésforo varia conforme o tipo de fosfato (NRC, 1993; Sarker et al., 2009),
sendo observado em Seriola quinqueradiata que o fosfato monobasico tem
maior absorcao que o dibasico e tribasico (Sarker et al., 2009).

Estudos relacionados a exigéncia de fésforo vém aumentando nos
ultimos anos, pois este elemento em quantidade desbalanceada na dieta néo
€ aproveitado pelos peixes sendo entdao excretado para o ambiente, podendo
provocar a eutrofizacdo, comprometimento da qualidade da &gua e
capacidade de suporte dos sistemas aquicolas (Boyd & Queiroz, 2004).

Varios trabalhos relatam que a concentracdo de célcio ndo tem efeito
sobre a exigéncia de fosforo em bagre do canal, carpa e truta arco-iris,
embora uma proporcdo adequada de Ca:P seja importante na dieta dessas
espécies (NRC, 1993). A utilizacdo de fésforo ndo sofreu interferéncia por um
nivel elevado de calcio, em salmao do Atlantico Salmo salar (Vielma & Lall,
1998) e, segundo Paul et al. (2004), a proporcédo ideal de Ca:P para larvas de
carpa indiana Cirrhinus mrigala foi de 1:4. Algumas exigéncias e relacdes de
calcio e fésforo na dieta dos peixes sdo apresentadas na Tabela 6.

Em relacdo a interacdo deste mineral, Webster (2007) relatou que o
excesso de fosforo dietario pode reduzir a absorgao tanto de calcio quanto de
fésforo. Por outro lado, quanto a deficiéncia de fésforo em dietas para peixes,
Pezzato et al. (2004) relataram reducdo no crescimento e eficiéncia
alimentar, aumento da gordura corpdrea e baixa mineralizacdo O0ssea. Estes
efeitos foram observados em Cichlasoma urophthalmus em dietas contendo
0,5 g/kg’ de fosforo (Chavez-Sanchez et al.,, 2000). Outros estudos
demonstraram que a deficiéncia de fésforo provocou baixo crescimento e
deformidade Ossea nas carpas (Ogino & Takeda, 1976), além de reducdo de
cinzas e deposicdo de minerais (Ca, P e Mg) nas nadadeiras, vértebras e
opérculos e aumento de lipidio corporal em Epinephelus coioides (Ye et al.,
2006) e em Sparus macrocephalus (Shao et al., 2008).

Varios estudos relacionam o efeito do fésforo e magnésio na resposta
imune e resisténcia a doencas em peixes (Webster, 2007). Em Coregonus
lavaretus, Jokinen et al. (2003) observaram que a suplementacdo da dieta
com baixo nivel de fésforo (4,4 g de P/kg™) foi responsavel pela menor
concentracdo de imunoglobulinas M (IgM) em relagdo a suplementacdo com
alto nivel de fosforo (14,9 g de P/kg™). Contudo, o nivel de lisozima sérica e
a producéo de anticorpos ndo diferiram entre as dietas. Segundo Eya & Lovell
(1998) a suplementacdo de 0,4% de fosforo na dieta é adequada para
promoc¢éo do crescimento assim como para melhorar a resisténcia do bagre
do canal contra a infeccdo por Edwardsiella ictaluri; enquanto uma
suplementacéo de 0,5% de fosforo foi necessaria para maximizar a producao
de anticorpos.
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Tabela 6. Exigéncia de célcio (Ca) e fosforo (P), em percentual (%), para algumas espécies de peixes cultivadas.

Espécie Mineral % Peso inicial e tempo de Referéncia
cultivo

Cichlassoma urophthalmus CaeP 1,8e 1,5 0,4 g, 63 dias Chavez-Sanchez et al. (2000)l
Cirrhinus mrigala CaeP 0,19e 0,75 6,0 g, 90 dias Paul et al. (2004)
Cyprinus carpio Ca 0,34 - Ogino & Takeda (1976)
C. Carpio P 0,5-0,7 35,33 g, 46 dias Furuya et al. (2008a)
C. Carpio P disp 0,6 - Pezzato et al. (2004)
Epinephelus coioides CaeP 6e6 29,8 g, 10 semanas Ye et al. (2006)
Ictalurus punctatus Ca 0,45 - Robinson et al. (1986)
. punctatus P disp 0,8 - Andrews et al. (1973)
Melanogrammus aeglefinus PeP g 0,96 e 0,72 4,2 g, 12 semanas Roy & Lall (2003)
Morone saxatilis P 0,58 - Dougall et al. (1996)
Oncorhynchus mykiss P 0,25 53 g, 53 dias Rodeshutscord (1996)?
O. mykiss Ca 0,3 Pezzato et al. (2004)
O. mykiss P disp 0,6 - Pezzato et al. (2004)
Oreochromis niloticus P 0,74 0,95 g, 56 dias Boscolo et al. (2005)
O. niloticus P disp 0,75 0,27 g, fase de alevino Pezzato et al. (2006)
O. niloticus P 1,10 Ribeiro et al. (2006)
Oreochromis sp. P disp 0,52 0,41 g, 46 dias Furuya et al. (2008a)
Oreochromis sp. P disp 0,48 0,41 g, 120 dias Furuya et al. (2008b)
O. niloticus x O. aureus Ca 0,35-0,43 0,52 g, 8 semanas Shiau & Tseng (2007)
Sparus aurata P 0,54 11,45 g, 8 semanas Shao et al. (2008)

1,2

: Concentracdo de 84 e 40-50 mg Ca/kg ™ agua, respectivamente.
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Magnésio (Mg)

O magnésio é essencial no metabolismo celular, sendo um cofator em
muitas reacdes enzimaticas, como fosfoquinase, pirofosfatase e tioquinases
(NRC, 1993; Pezzato et al., 2004; Webster, 2007). E exigido também no
metabolismo do tecido 6sseo, osmorregulacdo e transmissdo neuromuscular
(NRC, 1993; Pezzato et al., 2004). Cerca de 60% do magnésio sao
localizados no osso na forma de fosfatos, e aproximadamente 30% sao
encontrados em tecidos como figado e musculo (Bijvelds et al., 1998;
Webster, 2007).

O magnésio pode ser obtido da dieta ou pela agua. Segundo Shearer &
Asgard (1992) ndo ha necessidade da suplementacdo deste mineral na dieta
para truta arco-iris quando a agua contém 46 mg L. Em ambiente marinho,
a suplementacdo de magnésio na dieta ndo é necesséaria (NRC, 1993).

As exigéncias de magnésio das espécies Cyprinus carpio, Ictalurus
punctatus, O. mykiss, Oreochromis sp e Salmo salar variam em torno de 0,33
a 0,06 % da dieta (Knox et al., 1981; EI-Mowafi & Maage, 1998; Pezzato et
al., 2004). A deficiéncia de magnésio pode causar reducdo no crescimento,
anorexia, letargia, flacidez dos musculos, diminuicdo dos niveis de magnésio
no tecido e a degeneracdo das células epiteliais dos filamentos branquiais
(NRC, 1993; Pezzato et al., 2004). Segundo Ogino & Chiou (1976), a
deficiéncia de magnésio na carpa comum ocasionou reducdo no apetite,
diminuicdo do crescimento, alta mortalidade, letargia e convulsdes. Por outro
lado, o excesso de magnésio na dieta pode interromper o metabolismo de
calcio e fésforo (Webster, 2007), causando hipercalcinose (NRC, 1993). Em
salmé&o do Atlantico, EI-Mowafi & Maage (1998) nao verificaram diferenca no
crescimento quando da suplementacdo de 0,0 a 500,0 mg de Mg/kg™ da
dieta; porém essa incorporagdo promoveu reducdo no célcio corporal dos
peixes.

Quanto a imunidade em bagre do canal, Lim & Klesius (2003) néo
observaram efeito significativo na resisténcia a infeccdo por E. ictaluri com
suplementacdo de até 1000,0 mg de sulfato de magnésio kg™* da dieta,
apesar destes autores terem observado aumento na quimiotaxia de
macrofagos nos peixes alimentados com 400 mg Mg kg™ na dieta. Em adicéo,
salmao do Atlantico suplementados com magnésio e vacinados contra Vibrio
anguillarum nao houve diferenca significativa para producdo de anticorpos e
atividades da lisozima e sistema complemento entre os diferentes niveis de
suplementacéo (EI-Mowafi et al., 1997).

b) Microminerais

Os microminerais importantes para os mamiferos, aves e peixes sdo
cobalto, cobre, ferro, manganés, selénio, zinco, cromo, iodo, arsénio,
molibdénio, flior, chumbo, niquel, silicio, vanadio e litio, sendo que sobre os
ultimos oito as informacgdes sédo limitadas em relacdo a peixes (Watanabe et
al., 1997). As informacgfes relativas as exigéncias de microminerais em
peixes sdo sumarizadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Exigéncia dos microminerais (mg/kg™® da dieta) para o crescimento de algumas espécies de peixes

cultivadas.

Espécie Mineral Exigéncia Peso inicial e tempo de cultivo Referéncia

(mg kg™)

C. carpio Cobre 3,0 - Ogino & Yang (1980)
E. malabaricus Cobre 4-6 13,35 g, 8 semanas Lin et al. (2008b)
. punctatus Cobre 5 alevino, 13 semanas Wilson & Gatlin 111 (1986)
O. niloticus x O. aureus Cobre 4 0,79 g, 8 semanas Shiau & Ning (2003)
S. salar Cobre 5,0 - Lall & Hines (1987)
C. carpio Ferro 150,0 - Pezzato et al. (2004)
I. punctatus Ferro 30,0 - Gatlin 111 & Wilson (1986)
O. mykiss Ferro 60,0 - Pezzato et al. (2004)
. punctatus lodo 1,1 - Pezzato et al. (2004)
O. mykiss lodo 1,1 - Pezzato et al. (2004)
C. auratus Manganés 13,77 3,21 g, 68 dias Pan et al. (2008)
Epinephelus coioides Manganés 15* 12,9 g, 8 semanas Ye et al. (2008)
. punctatus Manganés 2,4 - Gatlin 111 & Wilson (1984)
O. mykiss Manganés 13,0 - Ogino & Yang (1980).
O. niloticus Manganés 12,0 - Pezzato et al. (2004)
O. niloticus x O. aureus Manganés 7 0,64 g, 8 semanas Lin et al. (2008a)
I. punctatus Selénio 0,09-0,28** 1,7 g, 9 semanas Wang & Lovell (1997)
Epinephelus coioides Selénio 0,7 12 g, 8 semanas Lin & Shiau (2005)
Clarias gariepinus Selénio 0,3 68,7 g, 12 semanas Abdel-Tawwab et al. (2007)
C. carpio Selénio 0,25 - Pezzato et al. (2004)
O. mykiss Selénio 0,15-0,38 - Hilton et al. (1980)
C. carpio Zinco 15,0-30,0 - Ogino & Yang (1979)
I. punctatus Zinco 20,0 - Gatlin 111 & Wilson (1983)
O. mykiss Zinco 0,15-0,30 - Ogino & Yang (1978)
O. niloticus Zinco 44 .5, 79,5*** 10 S4 et al. (2004)

*:Suplementada na dieta basal contendo 4 mg/kg™; **:Conforme a fonte de selénio; ***:44,5 para ganho de peso e 79,5 para saturacdo

6ssea de zinco.
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Cobre

O cobre é componente de varias enzimas, como a citocromo-oxidase,
necessaria para o transporte de elétrons durante a respiracdo aerodbica
(McDowell, 1992; Pezzato et al., 2004); lisil-oxidase que catalisa a formacgao
do colageno e elastina; ceruloplasmina que transporta ferro para a sintese de
hemoglobina e superéxido dismutase que protege as células dos efeitos
toxicos no metabolismo do oxigénio e participa nas reacfes de defesa dos
neutroéfilos (NRC, 2001). Por estar envolvido no mecanismo de oxidacdo, sua
deficiéncia leva a prejuizos no metabolismo oxidativo, podendo manifestar-se
de multiplas formas (Gonzéles & Silva, 2003), como falha na formacéo de
colageno (McDowell, 1992) e reducdo da atividade de superoxido dismutase
(Babior et al., 1973).

A auséncia ou a suplementacdo excessiva desse mineral pode
prejudicar o estado nutricional dos peixes (Ferrari et al., 2004). A deficiéncia
causa diminuicdo no teor de cobre nos tecidos (Pezzato et al., 2004),
enquanto que o excesso deste produz efeitos negativos tais como a reducao
do crescimento (Clearwater et al., 2002), alteragcbes nos parametros
sanguineos e comportamentais, e na atividade enzimética e reproducao
(Roesijadi & Robinson, 1994; Nussey et al., 1995). Em peixes teledsteos, a
exigéncia nutricional esta estabelecida entre 3,0 e 10,0 mg Cu kg™ de base
seca na racdo, dependendo da espécie, regime alimentar e estagio de vida.
Por outro lado, o excesso, 16,0 e 32,0 mg Cu kg na dieta, promoveu
reducdo do crescimento e eficiéncia alimentar no bagre do canal (Wilson &
Gatlin 111, 1986).

O nivel toxico em peixes de agua doce esta entre 16,0 e 730,0 mg Cu
kg™ (Clearwater et al., 2002). Em salmonideos, os efeitos toxicos do cobre na
alimentacdo podem incluir baixo crescimento (Clearwater et al., 2002), lesbes
severas no intestino (Handy, 1996), mudancas na proliferacdo das células
intestinais (Berntssen et al., 1999; Lundebye et al., 1999), deposicdo de
gordura no figado (Handy et al., 1999), alteracbes hematoldgicas (Knox et
al., 1982) e dificuldade nos movimentos (Campbell et al., 2002). Em tilapia
do Nilo, o excesso de cobre provocou acumulo no figado (Ferrari et al., 2004)
e intestino, reducdo no crescimento e consumo alimentar (Handy & Shaw,
2006). O figado é o tecido de reserva mais importante para o cobre em
relacdo aos demais (intestino, rim, branquia e musculo) e concentracfes
maiores que a 50,0 mg de Cu/kg™ da dieta reduziram a taxa de crescimento
de Sebastes schlegeli (Kim & Kang, 2004).

Cromo

O cromo é requerido para metabolismo de carboidratos e lipidios, e
também por potencializar a acdo da insulina (NRC, 1993; Kicukbay et al.,
2006). Como acontece com outros metais, este elemento pode ativar a
tripsina (Webster, 2007).

A suplementacdo de cromo em carpa melhorou a utilizagcdo de glicose,
provavelmente pela modulacdo da atividade da insulina (Hertz et al., 1989).
Em O. niloticus, a dieta suplementada com oOxido de cromo melhorou o
crescimento, retencdo energética e deposicdo de glicogénio no figado (Shiau
& Chen, 1993), além de aumentar a absorcdo de zinco em truta arco-iris
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(Kugukbay et al., 2006). Gatta et al. (2001) relataram que a resposta imune
na truta arco-iris alimentada com cromo foi dose e tempo dependentes, e a
dose adequada para melhor atividade fagocitica do macréfago apdés seis
semanas de criacdo foi 2,3 mg Cr kg™ dieta. Em P. mesopotamicus, apos 15
dias de criacdo em densidade elevada, Fujimoto et al. (2007) observaram
reducdo no numero de linfocitos circulantes nos peixes que receberam baixa
concentracdo de cromo dietario, sendo que os niveis de 12 e 18 mg Cr kg™
de racdo foram mais benéficos aos animais. Varandas (2009), ao avaliar a
inclusdo dos niveis de 0, 12 e 36 mg de Cr/kg™ de racao, na forma de cromo
trivalente, ndo observou diferenca para o desempenho produtivo e para a
maioria dos parametros hematolégicos avaliados.

A deficiéncia de cromo pode ocasionar reducdo na tolerancia a glicose e
comprometimento da sintese de glicogénio e lipidio a partir da glicose
(Pezzato et al., 2004). Niveis téxicos de cromo na agua podem prejudicar a
defesa organica de O. mossambicus reduzindo o peso de baco e a
porcentagem de linfécitos sanguineos (Arunkumar et al., 2000), além de
causar estresse oxidativo em C. auratus (Lushchak et al., 2008; Lushchak et
al., 2009).

Ferro

O ferro participa do processo de respiracdo celular por meio de sua
atividade de Oxido-reducdo e transporte de elétrons, producdo e
funcionamento da hemoglobina, mioglobina, citocromos e outros sistemas
enzimaticos (Carriquiriborde et al., 2004 ; Pezzato et al., 2004).

Em peixes, o ferro do ambiente é absorvido pelas branquias, porém o
alimento é a sua principal fonte (NRC, 1993; Carriquiriborde et al., 2004). A
concentracdo deste micromineral exigido na dieta para a prevencao de sinais
de deficiéncia em salmonideos é de 60 a 100 mg/kg™* (Andersen et al.,
1996), 30 mg/kg™ em bagre do canal (Gatlin 111 & Wilson, 1986) e 90 a 140
mg kg™ em Takifugu rubripes (Zibdeh et al., 2001). Para o crescimento inicial
da tilapia hibrida (O. niloticus x O. aureus), Shiau & Su (2003) encontraram
uma exigéncia de 150 a 160 mg de Fé/kg™ e 85 mg de Fe/kg™ para citrato
férrico e sulfato ferroso, respectivamente. Nesta espécie, os valores de
hemoglobina, hematécrito e volume corpuscular médio foram maiores
quando as dietas foram suplementadas adequadamente.

A deficiéncia de ferro nos peixes pode causar anemia microcitica e
flacidez nos musculos (Pezzato et al., 2004). Em alevinos de tilapia de Nilo, a
auséncia de vitamina C e ferro na dieta propiciou o aparecimento de anemia
microcitica e hipocromica (Barros et al., 2002). Por outro lado, o excesso de
ferro permite que este se ligue ao fosforo, formando um composto insoluvel,
que pode provocar a deficiéncia do mesmo. Ainda, os niveis téxicos do ferro
podem levar a reducédo no crescimento, danos nos hepatdcitos e aumento da
mortalidade (NRC, 1993; Webster, 2007).

A suplementacdo de ferro na dieta é particularmente interessante
devido ao efeito desse nutriente nas fun¢bes do sistema imune e na defesa
do organismo contra diversos patdgenos (Beisel, 1982; Bhaskaram, 1988),
entretanto tanto a deficiéncia quanto o excesso deste micromineral pode
levar ao comprometimento deste sistema (Lim et al., 2001). Em salmé&o do
Atlantico, a suplementacio de 25 a 100 mg de sulfato de ferro/kg™ aumentou
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a concentracao de hemoglobina e o nivel de ferro hepatico (Andersen et al.,
1997). Por outro lado, a deficiéncia de ferro para o bagre de canal aumentou
a mortalidade dos peixes desafiados com E. ictaluri, embora a producdo de
anticorpo nao tenha sido afetada pelo nivel dietario de ferro (Lim & Klesius,
1997).

Manganés

O manganés esta envolvido na formacdo 6ssea, coagulacdo sanguinea,
funcdo da insulina e sintese de colesterol. Atua ainda como cofator em
diversos sistemas enzimaticos, como na sintese da uréia em amoénia,
metabolismo de proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos, oxidacao
da glicose, ativacdo de quinases, transferases, hidrolases e decarboxilases e
metaloenzimas como arginase, piruvato carboxilase e superdxido dismutase
(Pezzato et al., 2004).

Nos peixes, a deficiéncia causa diminuicdo do crescimento, lesbes na
pele e nadadeiras, desenvolvimento de catarata e anormalidades esqueléticas
(Lall, 2002; Pezzato et al., 2004). A deficiéncia de manganés e zinco reduz a
atividade dos leucocitos “natural killer” em truta arco-iris, sendo este efeito
revertido com a suplementagdo destes elementos (lnoue et al., 1998;
Webster, 2007).

Selénio

O selénio é um micronutriente essencial para animais, incluindo os
peixes, e a funcdo mais conhecida é a de antioxidante, por ser cofator e parte
integrante da enzima glutationa peroxidase, que protege células e
membranas contra o estresse oxidativo (NRC, 1993; Pezzato et al., 2004).
Além de antioxidante, o selénio € um constituinte da 5’-iodinase, enzima
responsavel pela ativacdo do tiroxina para a forma mais ativa, a
triiodotironina (Ferreira et al., 2002). O selénio em conjunto com a vitamina
E, previne distrofia muscular (Watanabe et al., 1997) e atua também contra
toxicidade de metais pesados como cadmio, mercurio (Halver & Hardy, 2002)
e cromo (Orun et al., 2008).

O selénio pode ser encontrado nas formas inorganica (selenito e
selenato) e organica (selenometionina, selénio-metilselenometionina,
selenocistina e selenocisteina). Entre eles, a forma organica apresentou
maior digestibilidade no salmao do Atlantico (Bell & Cowey, 1989) e maior
biodisponibilidade no bagre do canal (Wang & Lovell, 1997) e no hibrido
Morone chrysops x M. saxatilis (Jaramillo et al., 2009).

O peixe absorve o selénio tanto da dieta como da agua. Na agua,
geralmente a concentracdo é menor que 0,0001 mg/L™, sendo a toxicidade
para os peixes acima de 0,04-0,13 mg/L™’ (Watanabe et al., 1997). O
suprimento adequado de selénio na dieta dos peixes promove uma melhora
no crescimento (Monteiro et al., 2007; Wang et al., 2007), sobrevivéncia e
uniformidade do lote (Piedras et al., 2005). Por outro lado, a deficiéncia deste
mineral pode causar reducdo no crescimento, distrofia muscular, anemia e
hemorragia. Em excesso, o selénio pode reduzir o crescimento, eficiéncia
alimentar e sobrevivéncia dos peixes (Watanabe et al., 1997). Em tilapia do
Nilo, Gomes (2008) observou focos de necrose no figado com consequente
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prejuizo das funcdes hepaticas com a suplementacdo de 1,5 mg Se kg™ da
dieta. No bagre de canal, os niveis e as fontes de selénio influenciaram a
resposta imune desta espécie. A suplementacéo de 0,20 mg Se kg™ na forma
de selenometionina e 0,40 mg Se/kg™ na forma de selenito de sédio foram
responsaveis por promover melhor resisténcia frente ao desafio com E.
ictaluri (Wang et al., 1997). Em adicdo, a suplementacdo de selénio na dieta
do bagre de canal como selénio-levedura foi responsavel pelo aumento na
aglutinacdo de anticorpos e da quimiotaxia dos macrofagos (Wang et al.,
1997).

Para espécies nativas como a matrinxd Brycon amazonicus, a
incorporacgdo de 1,5 mg Se kg’ de racdo durante 60 dias produziu melhora
no crescimento da espécie, além de aumentar a atividade da glutationa
peroxidase, os niveis de glutationa reduzida e da hemoglobina, o que mostra
a importancia do selénio na protecao celular contra o estresse oxidativo e no
aumento das defesas antioxidantes (Monteiro et al., 2007).

Zinco

O zinco atua como cofator em importantes sistemas enzimaticos, e
também como componentes de metaloenzimas, como anidrase carbdnica,
fosfatase alcalina, alcooldesidrogenase, carboxipeptidases “a” e “b”,
desidrogenaseglutamica, D-glicerol-3-fosfato desidrogenase, desidrogenase
lactato, desidrogenase malica, aldose, superéxido dismutase, ribonuclease e
DNA polimerase (Pezzato et al., 2004). O zinco atua também como regulador
de varios processos do metabolismo de carboidratos, lipidios, proteinas e
acidos nucléicos (Lall, 2002; Pezzato et al., 2004). Esse mineral desempenha
papel importante na acdo de hormdnios como insulina, glucagon,
corticotréfico, entre outros. A absorcdo deste elemento ocorre no trato
gastro-intestinal, branquias, nadadeiras e pele (Tacon, 1990).

Nos peixes, os sinais de deficiéncia consistem na diminuicdo do
crescimento, lesfes na pele e nadadeiras, e desenvolvimento de catarata
lenticular bilateral (Pezzato et al., 2004). Por outro lado, o excesso de célcio,
acido fitico ou cobre inibem a absorcéao de zinco (Lall, 2002).

A suplementacdo de levedura desidratada de alcool (Saccharomyces
cerevisiae) e zinco (6xido de zinco) como pré-nutrientes em racado inicial para
O. niloticus resultou em interacdo positiva entre os mesmos no ganho de
peso, conversao alimentar aparente e coeficientes de digestibilidade
aparente, lipidio total e energia bruta, sendo que os niveis de 1% de levedura
e 300mg 2zZn/kg' na dieta foram considerados adequados para
suplementacédo (Hisano et al., 2004). Ainda, Sighor (2007), trabalhando com
levedura e zinco na dieta para tilapia do Nilo, verificou que niveis superiores a
4,0% de levedura autolisada e 400 mg de Zn/kg™ dieta prejudicaram o
metabolismo de minerais, enquanto que 6,0% de levedura autolisada e 600
mg de Zn kg’ nas dietas prejudicaram o desempenho produtivo e o
metabolismo de lipideos nos peixes. Esse mesmo autor avaliou ainda os
parametros hematolégicos de tilapia do Nilo suplementadas com levedura
autolisada e zinco na dieta, antes e apds o estresse pelo frio, e observou que
houve maior prejuizo na eritropoiese nos peixes que receberam dietas com
0,795:79,50 (Lev:Zn) e 14:1400 (Lev:Zn). Em adicdo, a auséncia destes
nutrientes promoveu uma diminuicdo significativa no hematécrito, leucdcitos
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totais e proteina plasmatica total. Ainda, a suplementacgédo de niveis elevados
de levedura autolisada e zinco na dieta de tilapias provocou condi¢des sub-
o6timas de saude e o estresse pelo frio determinou leucopenia, linfopenia,
neutrofilia e monopenia.

Scarpa et al. (1992) observaram que a suplementacdo de 200 mg Zn
kg™ n&o induziu melhora na resisténcia de bagres do canal ndo imunizados
para Aeromonas hydrophila. Entretanto, a suplementacio de 5 mg de Zn/kg™
na forma de metionina ou 30 mg Zn/kg™ na forma de sulfato promoveu
maior sobrevivéncia de bagre de canal apdés o desafio com E. ictaluri
(Paripatananont & Lovell, 1995), enquanto uma maior producado de anticorpo
foi obtida com a suplementacdo de 15 mg de Zn/kg™ na forma de metionina
ou 30 mg Zn/kg™ ou mais na forma de sulfato.

C — Micro-organismos
a) Probidticos

A utilizacdo dos microrganismos benéficos nos sistemas de criacdo faz
parte de uma visao mais moderna da aquicultura, que considera o viveiro de
piscicultura como um sistema ecolégico onde todos os niveis troficos estdo
interligados. As bactérias possuem um papel importante na reciclagem dos
nutrientes em todos o0s ecossistemas, atuando nos principais ciclos
bioquimicos que sustentam a vida na terra.

O termo probidético foi originalmente definido por Parker (1974) como
“organismos e substancias que contribuem para o balanco intestinal”. Esta
definicho mais tarde foi restrita para “suplemento alimentar de
microrganismos vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro
melhorando o equilibrio da microflora intestinal” (Fuller, 1989). Na
aquicultura o conceito de probiético € um pouco mais amplo e alguns autores
consideram que o0s probidticos ndo precisam ser obrigatoriamente um
suplemento alimentar. Na verdade, os métodos de aplicacdo sdo bastante
variados, os probidticos podem ser simplesmente misturados na agua de
criacdo, adicionados na racdo, banhos terapéuticos ou mesmo fornecidos
indiretamente através de rotiferos e artémia (Irianto & Austin, 2002).

Os microrganismos probidticos com potencial para a utilizacdo na
aquicultura incluem bactérias gram-positivas e gram-negativas, leveduras e
microalgas. Microrganismos inativados e seus componentes celulares também
sao considerados como probidticos por alguns autores (Isolauri et al., 2004),
mas os resultados obtidos experimentalmente nao sédo tao eficientes quanto
aqueles obtidos com a utilizacdo de células vivas (Panigrahi et al., 2005).

Trust et al. (1979) isolaram e identificaram microrganismos
anaerodbicos do trato gastrointestinal de trés espécies: da carpa-capim
Ctenopharyngodon idella, do kinguio Carassius auratus e truta Oncorhynchuis
mykiss. A lista incluia Actinomyces, Bacterioides, Clostridium, Eubacterium,
Fusobacterium e Peptostreptococcus, géneros encontrados também na
microflora gastrointestinal de outros vertebrados. Ramirez & Dixon (2003)
estudaram a producdo de enzimas pela microflora intestinal do apaiari
Astronotus ocellatus, acara bandeira Pterophyllum scalare e do linguado
Paralichthys lethostigma e concluiram que as bactérias anaerbébicas
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intestinais devem exercer um papel importante na digestdo destes peixes,
produzindo enzimas para a quebra e absorcdo de nutrientes.

A bactéria latica Carnobacterium divergens foi isolada do intestino do
bacalhau do Atlantico Ganus morhua e fornecida na dieta de juvenis da
mesma espécie (Gildberg et al., 1997). No final do experimento foi observada
melhora na resisténcia a doencas e a bactéria latica conseguiu colonizar com
sucesso o intestino dos peixes sobreviventes. A utilizacdo de dois tipos de
bactérias liofilizadas na dieta de juvenis de carpa comum aumentou a
atividade de enzimas digestivas e melhorou o desempenho (Yanbo & Zirong,
2006). As bactérias utilizadas afetaram de forma diferente o desempenho e
os melhores resultados foram obtidos com a combinacdo das duas.

Além de serem adicionadas nas racdes, as bactérias benéficas também
podem ser adicionadas na agua para melhorar a ciclagem dos nutrientes e
controlar a proliferacdo dos microrganismos indesejados (Irianto & Austin,
2002). Os probidticos podem ser utilizados também durante a incubacédo dos
ovos, servindo como uma barreira efetiva contra o0s microrganismos
patogénicos e, quando consumidos pelas larvas, atuando durante a
colonizacéo primaria do intestino (Farzanfar, 2006).

As leveduras, principalmente a Saccharomyces cerevisae, ja mostraram
bons resultados quando adicionadas em dietas para peixes. A utilizacdo de
levedura e de um probidtico comercial na proporcdo de 0,1% na dieta de
larvas de tilapia do Nilo melhoraram significativamente o crescimento das
larvas em relagdo a uma dieta controle (Lara-Flores et al., 2003). A
suplementacdo com levedura desidratada e parcialmente autolizada em
dietas de juvenis do hibrido Morone chrysops x M. saxatilis mostrou bons
resultados de desempenho, conversdo alimentar, sobrevivéncia e resisténcia
contra bactérias (Li & Gatlin 111, 2003, 2004, 2005). Nestes estudos, 0s niveis
de inclusao variaram entre 1 e 4% das dietas, mas em geral 1% de inclusédo
ja foi suficiente para proporcionar bons resultados.

Siwicki et al. (1994) estudaram o efeito de dois tipos de leveduras
sobre a resposta imune nao especifica da truta arco-iris O. mykiss e
verificaram que a porcentagem de linfécitos foi significativamente maior. No
caso de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma coruscans), Gaiotto (2005)
estudou a inclusao de dois niveis (2,5 e 5%) de levedura integra desidratada
e seus derivados, parede celular de levedura e autolizado de levedura, na
dieta e encontrou efeito significativo na composicdo de carcaca, taxa de
crescimento especifico, sobrevivéncia e consumo de racao.

Salvador (2008) avaliou o efeito da suplementagdo alimentar com
0,3% de parede celular de levedura e vacinacdo com extrato oleoso de
Streptococcus agalactiae sobre o desempenho produtivo, indicadores
fisiolégicos e componente celular inflamatério de tilapia do Nilo. A
suplementacdo com parede celular de levedura associada a vacinacdo nao
influenciou o desempenho produtivo dos peixes, embora tenha sido
importante por incrementar a hematopoiese e leucopoiese, minimizando os
problemas relativos a administracdo da substancia isoladamente, além de
promover melhora da resposta de defesa dos peixes, no que se refere a
inflamacéo aguda.

Um probidtico comercial contendo Bacillus subtilis, Lactobacillus
acidophilus, Clostridium butyricum e Saccharomyces cerevisiae foi avaliado
em Paralichthys olivaceus, em sistema de recirculagdo. A incorporagdo do
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probidtico na dieta ou na agua de criagdo promoveu maior crescimento,
sobrevivéncia e atividade da lisozima. Ainda, nos ensaios de estresse e de
desafio com Vibrio anguillarum, os peixes apresentaram maior tolerancia ao
aumento de temperatura e maior sobrevivéncia, respectivamente, com a
suplementacdo do probidtico, indicando que o emprego deste probidtico na
agua e na dieta pode melhorar a tolerancia ao estresse e 0 sistema imune
nao-especifico da espécie, promovendo uma maior resisténcia contra
condicOes de estresse e patdgenos (Taoka et al., 2006).

A alga unicelular Tretaselmis suecica foi utilizada na alimentacdo de
camardes e como um aditivo alimentar para salmonideos com bons
resultados na reducdo de doengas bacterianas, sugerindo a presenca de um
componente antimicrobiano nao especifico (lrianto & Austin, 2002).

O sucesso da utilizacdo dos probidticos na dieta de peixes confirmou a
importancia dos microrganismos na salde do sistema digestério e
desempenho de peixes e outras espécies aquaticas (Gatesoupe, 1999; Irianto
& Austin, 2002; Balcazar et al., 2006; Farzanfar, 2006; Kesarcodi-Watson et
al., 2008). A possibilidade de estimular seletivamente o crescimento destas
bactérias deu origem aos prebioéticos.

b) Prebidticos

A utilizacdo de ingredientes como um substrato seletivo para os
microrganismos benéficos deu origem ao conceito de prebidtico. Os
prebidticos sdo ingredientes n&o digestiveis da dieta que afetam
positivamente o hospedeiro, estimulando de forma seletiva o crescimento e a
atividade de bactérias benéficas para o trato gastrointestinal e melhorando a
saude do hospedeiro (Gibson & Roberfroid, 1995).

Para uma substancia ser classificada com prebidtico, ela ndo pode ser
hidrolisada ou absorvida na parte superior do trato gastrointestinal, e deve
ser um substrato seletivo para bactérias comensais benéficas do célon,
afetando o crescimento ou o0 metabolismo, sendo capaz de alterar a
microflora intestinal favoravel e induzir efeitos benéficos intestinais ou
sisttmicos ao hospedeiro (Dionizio et al., 2002). Os prebiéticos também
podem atuar indiretamente sobre o sistema imune e enzimatico, pois
estimulam o crescimento das populacfes de bactérias benéficas, que tém a
capacidade de produzir substancias com propriedades imunoestimulatérias e
interagir com o0 sistema imune em varios niveis, incluindo producdo de
citocinas, proliferacdo de células mononucleares, fagocitose macrofagica,
eliminacdo e inducdo de sintese de grandes quantidades de imunoglobulinas
(Silva & N6rnberg, 2003).

As principais fontes de prebidticos utilizadas na alimentacdo animal sdo
alguns acucares absorviveis ou ndo, fibras, peptideos, proteinas, alcodis de
acucares e os oligossacarideos (Dionizio et al., 2002). Na nutricdo animal,
entre o0s prebidticos mais estudados como aditivos estdo os
frutoligossacarideos, glucoligossacarideos e mananoligossacarideos (Budifio
et al., 2004).

De acordo com Silva & Nornberg (2003) os efeitos resultantes do uso
dos prebidticos em dietas para animais monogastricos sdo evidenciados pelo
crescimento de populagbes microbianas benéficas, melhora nas condi¢bes
luminais, alteracdes nas caracteristicas anatdmicas do trato gastrointestinal,
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aumento da eficiéncia do sistema imune e, em alguns casos, pela melhora no
desempenho animal. Os prebidticos parecem afetar os peixes principalmente
em situacbes de estresse, ajudando na recuperacdo e aumentando a
sobrevivéncia, mas os resultados encontrados na literatura mostram que nao
€ sempre que os prebidticos atuam como promotores de crescimento. Li &
Gaitlin 111 (2004) avaliaram a inclusdo do prebidtico comercial Grobiotic”AE
(1 e 2%) em dietas para juvenis de Morone chrysops x M. saxatilis e
verificaram que a conversao alimentar foi significativamente melhor com a
dieta contendo prebidtico. Neste mesmo estudo também foi realizado um
desafio com bactérias e o0s peixes que receberam as dietas contendo
prebidtico apresentaram sobrevivéncia significativamente maior em relacédo a
dieta basal. Posteriormente, Li & Gaitlin 11l (2005) testaram a eficiéncia do
prebidtico Grobiotic®-A (2% de inclus&do) para juvenis de Morone chrysops x
M. saxatilis expostos a infeccdo crdonica por Mycobacterium marinum e
constataram a utilizagdo do prebidtico ndo afetou o ganho de peso e
conversdo alimentar, mas elevou significativamente a sobrevivéncia dos
peixes.

A inclusao de 0,05% do prebidtico comercial Flavofeed® na dieta de
juvenis de tildpia do Nilo mantidos em condi¢cdes controladas de laboratoério
também né&o afetou significativamente o desempenho, eficiéncia alimentar e
parametros hematolégicos sanguineos, mas foram observadas alteracfes
significativas nas caracteristicas do epitélio do intestinal e menor deposicao
de gordura visceral nos peixes alimentados com prebiético, evidenciando
alteracbes fisiologicas provocadas pelo uso deste aditivo (Fabregat et al.,
2008). Mesmo quando ndo ocorrem alteracfes hematoldgicas significativas,
como observado no estudo com juvenis de tilapia do Nilo, a utilizacdo de
prebidticos pode promover a diminuicdo nas populacbes de bactérias
patogénicas. Determinados oligossacarideos podem atuar diretamente sobre
estas populacgdes, ligando-se as fimbrias utilizadas para fixagdo e tornando-as
indisponiveis para a aderéncia no trato gastrointestinal, fazendo com que as
bactérias sejam eliminadas por exclusdo competitiva (Spring et al., 2000;
Gibson & Roberfroid, 1995).

Mananoligossacarideos

Dentre os oligossacarideos mais estudados como aditivos na
alimentacao animal encontram-se: frutoligossacarideos (FOS),
glucoligossacarideos (GOS) e mananoligossacarideos (MOS) (Budifio, 2007).

Os mananoligossacarideos (MOS) sao pequenos polimeros de manose
encontrados em maior quantidade em componentes de células de leveduras
(Gibson & Roberfroid, 1995). Estes constituem uma rica fonte de manose
disponivel para adesao bacteriana, adsorvendo os patégenos e impedindo sua
ligacdo a parede intestinal (Leslie, 1996; Gouveia et al., 2006).

Estudos com Ancipenser oxyrinchus mostram que a inclusao de 3 g
MOS/kg™ de racdo promove melhora na taxa de crescimento especifico,
conversdo alimentar e fator de condicdo (Pryor et al., 2003). De forma
semelhante, Staykov et al. (2007) observaram melhora no ganho de peso,
reducdo na taxa de conversdo alimentar e na taxa de mortalidade de truta
arco-iris suplementadas com 2000 ppm de MOS na racdo em sistemas de
tanques-rede e raceways. Ainda, em Dicentrarchus labrax houve aumento no
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ganho de peso com a incorporagdo de 200 e 400 mg de MOS kg™ de ragéo
(Torrecillas et al., 2007).

Garcia (2008) avaliou o nivel e o tempo de administracdo adequados
de um suplemento constituido por 25% de mananoligossacarideo e 30% de
B-glucano sobre o desempenho produtivo e a homogeneidade do lote de
tildpias criadas em tanques-rede e em condi¢cBes de laboratdrio e observou
que a suplementacdo desse composto na dieta de tilapias criadas em
tanques-rede deve ser de 1000 mg de suplemento kg™ de racdo durante 36
dias.

Com relacao ao efeito do MOS sobre as vilosidades intestinais, Salze et
al. (2008) relataram que larvas de bijupira Rachycentron canadum que
receberam suplementacdo de 0,2% de MOS apresentaram Vilosidades
intestinais mais altas (2,04 m) em relacdo ao grupo controle. De forma
semelhante, Garcia (2008) avaliou o efeito da suplementacdo alimentar com
mananoligossacarideo e B-glucano sobre vilosidades e criptas intestinais e
digestibilidade de nutrientes da dieta de tilapias e observou que em 36 dias,
a suplementacdo teve efeito prebiodtico, reduzindo a profundidade de cripta,
com a otimizacdo da superficie de absorgcdo intestinal representada pelo
epitélio das vilosidades e com conseqliente melhora nos coeficientes de
digestibilidade da proteina bruta nos peixes que receberam a suplementacao
com 500 mg MOS kg™ de racéo.

Sado (2008) avaliou a influéncia da suplementacdo de MOS no
desempenho produtivo e parametros hematoldgicos de juvenis de pacu e nao
observou efeito nesses indicadores. Ainda, ndo houve diferenca no perimetro
das vilosidades intestinais de pacus suplementados com 0, 0,4 e 1,5% de
MOS kg™ de racéo.

Glucanos

Os B-glucanos sdo macromoléculas formadas por blocos de glicose
unidos através de ligagbes B (1-3) e B (1-6), sendo normalmente
encontrados nas células de levedura e fungos e funcionam como um potente
imunoestimulante em mamiferos (DiLuzio, 1985) e em peixes (Robertsen et
al., 1990; Cook et al., 2003).

O mecanismo de acdo do B-glucano se da por meio de receptores
especificos na superficie dos macréfagos (Jorgensen & Robertsen, 1995). Os
macrofagos fazem parte da resposta imune nao especifica, reconhecendo e
processando os antigenos, e ativando os linfécitos (Secombes & Fletcher,
1992). Nos peixes, 0 pB-glucano pode favorecer a estimulacdo dos
mecanismos de defesa nao-especificos, estimulando a atividade fagocitaria
dos macréfagos e aumentando assim sua capacidade para eliminar os
patégenos (Jorgensen et al., 1993; Jorgensen & Robertsen, 1995; Cook et
al., 2003). O B-glucano é responsavel também por promover a producao de
proteinas liticas como a lisozima e as do sistema complemento (Engstad et
al., 1992; Ortund et al., 2001; Paulsen et al., 2001; Biller, 2008), além de
possuir atividades antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante (Liu et al.,
2007; Dore et al., 2007).

Baixas concentracdes de [B-glucano sao efetivas para estimular as
funcdes imunes nao-especificas em peixes (Robertsen et al., 1994; Santarém
et al.,, 1997), enquanto altas concentracfes podem exaurir as células
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fagociticas, prejudicando a poténcia e rapidez das respostas frente a
exposicdo ao patdégeno (Castro et al., 1999). A efetividade do B-glucano em
peixes tem sido demonstrada na defesa contra as bactérias Aeromonas
salmonicida, Vibrio salmonicida e Pasteurella piscicida (Nikl et al., 1993) e
Aeromonas hydrophila (Biller, 2008; Chagas et al., 2008a), além de
aumentar a eficiéncia dos protocolos de vacinagdo por aumentar a producao
de anticorpos contra proteinas presente na superficie das bactérias
(Sherwood et al., 1987; Selvaraj et al., 2005; Whittington et al., 2005).
Alguns resultados referentes as fungdes do p-glucano em peixes sao
sumarizados na Tabela 8.

Na literatura ha varios estudos descrevendo o efeito benéfico do B-
glucano sobre o desempenho produtivo dos peixes, principalmente quanto ao
aumento da taxa de crescimento de diferentes espécies de peixes (Cook et
al., 2003; Misra et al., 2006; Ai et al., 2007; Sealey et al., 2008; Dalmo &
Bogwald, 2008), contudo, ndo existe uma explicagdo plausivel para este fato.
Os estudos de Whittington et al. (2005), Bagni et al. (2005), Welker et al.
(2007) e Chagas et al. (2008a) contrapdem esses achados, visto que eles
ndo observaram nenhum aumento significativo no crescimento dos peixes
suplementados com B-glucano na dieta (Tabela 8). Essa divergéncia nos
resultados, em parte, é explicada pelas diferentes respostas obtidas na
absorcdo do B-glucano, soluvel ou particulado, no intestino. O B-glucano na
forma soluvel é prontamente absorvido pelo intestino, enquanto que para o
particulado ndo ha evidéncias que este seja absorvido pelo intestino dos
peixes ou digerido por enzimas que degradam o f-glucano (Dalmo &
Bogwald, 2008). Em adicdo, essa divergéncia pode ser originada também em
funcdo do método de administragdo, quantidade de B-glucano incorporada na
dieta, duracdo da administracdo, temperatura ambiental e a da espécie em
estudo (Cook et al., 2003; Abreu, 2007; Sealey et al., 2008; Dalmo &
Bogwald, 2008).

No hibrido Morone chrysops x M. saxatilis a suplementagdo de f-
glucano na dieta por seis semanas ndo promoveu efeito significativo sobre o
desempenho produtivo da espécie, ocasionando reduc¢do do ganho de peso e
conversdo alimentar, além de nao produzir melhoras na resisténcia as
doencas e na atividade da lisozima (Jaramillo Junior & Gaitlin 111, 2004).

O uso do B-glucano (G) e BAISM (B) como imunoestimulante e
promotor de crescimento foi avaliado em juvenis de Paralichthys olivaceus.
Neste estudo, Yoo et al. (2007) observaram que o0s peixes alimentados com
as dietas G0,1+B0,9, G0,1+B1,9 e G0,15+B1,35 obtiveram maior ganho de
peso, fator de condicdo e taxas de eficiéncia alimentar, crescimento
especifico e eficiéncia protéica. Ainda, a atividade de lisozima dos peixes
alimentados com GO0,1+B0,9 foi significativamente maior que o observado
nos demais grupos. Estes resultados indicam que o nivel de suplementacédo
dietética 6tima para juvenis de Paralichthys olivaceus é de 0,10% de B-1,3
glucano + 0,90% de BAISM.
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Tabela 8. Efeitos da suplementacgéo dietética de p-glucano em peixes.

Espécie Glucano Efeito Referéncia
O. mykiss B-glucano Crescimento | Sealey et al.
“Burst” respiratério — (2008)

Lisozima —»
Sobrevivéncia apés desafio

com IHNV T
O. mykiss B-1,3,1,6 glucano “Burst” respiratério —» Verlhac et al.
Lisozima — (1998)

Complemento —
Anticorpos T

O. niloticus B-glucano Lisozima — Whittington et
al. (2005)
l. punctatus Célula integra/ Crescimento — Welker et al.
subcomponentes de Lisozima — (2007)
levedura Complemento —

Sobrevivéncia ap6és infeccéo
com Edwardsiella ictaluri —
C. carpio B-1,3-glucano + LPS Anion superéxido T Selvaraj et al.
Efeito adjuvante T (2006)
Complemento —
Lisozima —»
Resisténcia a Aeromonas

hydrophila T
C. batrachus B-1,3-glucano Lisozima T Kumari &
(Sigma, St. Louis, Anion superéxido T Sahoo (2006)
MO, USA) Resisténcia a Aeromonas
hydrophila T
Sander lucioperca MacroGard (Biotec Lisozima T Siwicki et al.
Pharmacon, Tromso, Imunoglobulina T (2009)
Norway) Atividade fagocitica T
Pseudosciaena Célula integra/ Crescimento T Ai et al. (2007)
crocea subcomponentes de Lisozima T
levedura Complemento —

“Burst” respiratério T
Protecao contr? Vibrio harveyi
P. mesopotamicus Nutricell (Biorigin, Crescimento — Schorer (2008)
Sé&o Paulo, Brasil) Hematologia —
Resisténcia a Aeromonas
hydrophila T
C. macropomum Betamune (Biorigin, Crescimento — Chagas et al.
Sao Paulo, Brasil) Hematologia — (2008a)
Resisténcia a Aeromonas
hydrophila T

Falcon (2007) avaliou a suplementacdo de diferentes niveis de [-
glucano (0,1%, 0,2%, 0,4% e 0,8%) e vitamina C (400 e 600 mg/kg™ dieta)
na dieta de tilapia do Nilo durante 60 dias e observou que essa
suplementacdo ndo teve influéncia no desempenho produtivo da espécie.
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Ainda, ap6s o estimulo pelo frio e desafio com A. hydrophila observou-se
melhores respostas imunes, determinadas pelos intermediarios reativos do
oxigénio e do nitrogénio, em tilapias suplementados com 0,1% de B-glucano
e 600 mg de vitamina C kg™ da dieta.

Com espécies nativas como o pacu, a suplementacdo de 0,1%, 0,2% e
0,3% de B-glucano nas racgdes por 90 dias ndo promoveu melhoras no
desempenho produtivo desses juvenis e ndo provocou alteracbes nos
parametros fisiolégicos e indicadores de estresse. Entretanto, em 30 e 60
dias de suplementacdo com 0,1% de B-glucano houve maior sobrevivéncia
dos pacus desafiados com A. hydrophila (Schorer, 2008).

Avaliando o desempenho produtivo de tambaquis suplementados com
0%; 0,1%:; 0,2%; 0,4% e 0,8% B-glucano/kg™ de racéo, por 60 dias, Chagas
et al. (2008a) ndo observaram diferenca significativa no peso final,
comprimento final, ganho de peso, conversdo alimentar e sobrevivéncia.
Ainda, essa suplementacdo ndo provocou nenhuma alteragéo significativa nos
parametros hematolégicos (hematoécrito, hemoglobina e numero de
eritrécitos) e bioquimicos (glicose plasmatica, proteinas totais e albumina)
estando estes valores dentro da faixa considerada ideal para peixes higidos.
Portanto, os niveis de B-glucano avaliados n&o induziram uma resposta
fisiolégica diferenciada no tambaqui (Chagas et al., 2008b).

Existem evidéncias de que o aumento na taxa de crescimento dos
peixes, resposta ao estresse e resisténcia a doencas sdo dependentes dos
niveis de B-glucano incorporado na racdo, da via de administracdo, bem
como do periodo de fornecimento da dieta (Dalmo & Bogwald, 2008).

Abreu (2007) avaliou as vias de administragdo do B-glucano, injegcédo
intraperitoneal ou adicionado a racdo, em pacus e observou que ndo houve
alteracdo hematolégica em ambas as vias testadas. Por outro lado, com a
injecdo intraperitoneal de B-glucano houve um aumento da atividade
respiratdria dos leucdcitos apods quatro (10ug de B-glucano) e 10 dias (50ug
de B-glucano), bem como maior atividade de lisozima nos peixes injetados
com 10ug de B-glucano e nos que receberam a suplementacéao de 1,0% de B-
glucano na dieta.

Com relacdo ao tempo adequado para administracdo (7, 15, 30 e 45
dias) das dietas suplementadas de 0,1% de B-glucano e 600 mg de vitamina
C kg' dieta para juvenis de tilapia do Nilo, Falcon (2007) relatou que o
tempo de 15 dias ou mais proporcionou aumento da resisténcia organica dos
peixes frente aos desafios: estimulo pelo frio, estresse por transporte e
Aeromonas hydrophila.

Segundo Biller (2008) a suplementacéo de 0,1% de B-glucano por sete
dias na dieta do pacu promoveu maior sobrevivéncia dos peixes desafiados
com A. hydrophila, e houve um aumento das células leucocitarias, niumero de
trombdcitos e niveis de proteina total. Em sete dias de suplementacdo com
1% de pB-glucano, ocorreu um aumento da atividade respiratoria dos
leucécitos, da atividade da lisozima e da atividade de proteinas do sistema
complemento dos pacus inoculados com A. hydrophila. Essa autora enfatiza
que a utilizagdo do B-glucano melhorou o sistema imune inato desta espécie.

Em ensaios de desafio com a bactéria A. hydrophila, observou-se que
tambaquis que n&o receberam a suplementacdo e os que receberam 0,4 e
0,8% de pB-glucano apresentaram maior mortalidade, apdés o desafio.
Entretanto, o grupo de peixes que recebeu a menor suplementacdo de B-
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glucano (0,1%) foi o que apresentou menor taxa de mortalidade. Decorridas
24 horas ap6s o desafio, observou-se ocorréncia de caracteristicas clinico-
patolégicas tipicas de aeromoniose (Figura 12), tais como: petéquias
hemorragicas, grandes lesdes na superficie do corpo, distensdo da cavidade
abdominal, peixes isolados do cardume, coloracdo enegrecida, hemorragia
nas nadadeiras e 6rgaos internos (Chagas et al., 2008a).

A administracdo de dietas suplementadas com B-glucano mostrou ser
benéfica na prevencdo dos efeitos negativos do estresse em peixes,
ressaltando a importancia do emprego de imunoestimulantes como medida
profilatica (Anderson, 1992; Selvaraj et al., 2005). Em O. mykiss, houve
supressao das respostas primarias e secundarias do estresse de transporte,
sugerindo que baixos niveis de B-glucano poderiam ser administrados na
dieta antes do transporte para prevenir esses efeitos negativos (Jeney et al.,
1997). Em pacus expostos ao estresse de captura, Abreu (2007) observou
que a administracao do B-glucano, por inje¢do intraperitoneal ou adicionado a
racdo, ndo afetou os pardmetros hematologicos do pacu, e ndo minimizou as
alteracBes provocadas pelo estresse. Cinco minutos apds o inicio do protocolo
de estresse, houve um aumento da atividade respiratéria dos leucdocitos em
pacus suplementados com 0,1% e 0,5% de B-glucano.

A vacinacdo é um método de imunoestimulacdo especifica utilizada nos

humanos e animais, incluindo os peixes (lwama & Nakanishi, 1996). Na
aqguicultura, as vacinas utilizadas consistem de preparacfes de bactérias
vivas atenuadas, células mortas ou extratos celulares que sao administrados
aos peixes por injecdo ou imersédo (Gatlin 111, 2002). No desenvolvimento de
vacinas para peixes ha necessidade de se compreender os mecanismos
basicos da diferenca entre a protecdo alcancada por vacinas inativadas e a
forte imunidade induzida por vacinas de DNA. No caso dos antigenos
inativados, a maioria destes nédo ira induzir resposta imune adequada quando
administrados na auséncia de um adjuvante (Dalmo & Bogwald, 2008).
Portanto, para aumentar a poténcia e eficacia da vacina, tem sido proposta a
inclusdo de imunoestimulantes como adjuvantes, e nesse sentido o estudo de
Kamilya et al. (2006) mostrou um aumento da resposta do anticorpo apds
injecdo de B-glucano como adjuvante em vacina de A. hydrophila inativada
(Kamilya et al., 2006).
Pilarski et al. (2009) avaliaram o efeito da suplementacdo de diferentes niveis
de B-glucano e da vacina oleosa com cepa inativada de Flavobacterium
columnare sobre as respostas hematoldgicas e resisténcia de juvenis de
tilapia. Estes autores relatam que para os peixes suplementados com -
glucano e vacinados houve diferenca significativa na contagem total de
células e trombdcitos. A porcentagem das células brancas foi maior nos
peixes vacinados e suplementados com 1,5% de B-glucano e com relagdo aos
trombdcitos, a porcentagem dessas células foi maior nos peixes vacinados e
suplementados com 0,1% de B-glucano. Apds o desafio com F. columnare
observou-se maior porcentagem de mortalidade dos peixes no grupo
suplementado com 3,0% de p-glucano e no grupo controle, enquanto
nenhuma mortalidade foi registrada nos peixes alimentados com 0,1% de B-
glucano. A administracdo de uma dose Unica de vacina de F. columnare por
injecdo intraperitonial e a suplementacdo de 1,5% de B-glucano foi eficaz
para prevenir a ocorréncia de columnariose.
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Figura 12. Espécimes de tambaqui apresentando sinais clinicos de
ocorréncia de A. hydrophila. (A) lesdes na superficie do corpo e (B)
hemorragia de orgaos internos. Sakabe (2008).
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Nucleotideos

Os nucleotideos sdo compostos por uma base nitrogenada, um
monossacarideo pentose e um, dois ou trés grupos fosfatos (Champe &
Harvey, 1996). Eles possuem func¢bes fisiolégicas e bioquimicas essenciais
que incluem numerosas reacdes de transferéncia de grupos fosfatos, tanto do
ATP como de outros nucleotideos trifosfatos, que suprem as reacles
endorgbnicas, atuando também na formacdo de indUmeras coenzimas, tais
como flavina adenina dinucleotideo (FAD), nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD), fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo (NADP), coenzima A e S-
adenosil-metionina e como efetores alostéricos e agonistas celulares (Carver
& Walker, 1995; Cosgrove, 1998).

Os nucleotideos ndo eram considerados nutrientes, pois era assumido
que o0s organismos vivos poderiam sintetizar quantidades adequadas destes
compostos exigidos para crescimento e desenvolvimento normais. Contudo,
alguns tecidos tém uma capacidade limitada para realizar a sintese “de novo”
e dependem de compostos fornecidos pela via de salvamento, tais como a
mucosa intestinal, células hematopoiéticas e o cérebro (Yamamoto et al.,
1997).

Na nutricio humana tem se utilizado o termo “semi’ ou
condicionalmente essencial para classificar os nucleotideos, pois este
nutriente somente torna-se essencial quando a sintese endégena ndo é
suficiente para atender as funcBes normais (Carver & Walker, 1995). Por
outro lado, Grimble & Westwood (2000) relatam que a deficiéncia dietética de
nucleotideo pode prejudicar as fungbes do figado, coragéo, intestino e imune.
Os nucleotideos tornam-se essenciais em determinadas condic¢des, pois o0 seu
consumo pode poupar o organismo dos custos da sintese “de novo” e da via
de salvagdo, consequentemente otimizando as funcdes dos tecidos e/ou
orgaos. As condi¢Bes indicadas para seu uso séo: certos estados de doencga,
periodos de consumo limitado de nutrientes, crescimento rapido e na
presenca de fatores regulatérios ou de desenvolvimento que interferem na
capacidade de sintese endégena (Carver & Walker, 1995).

Os efeitos benéficos da suplementacdo de nucleotideos na dieta
incidem sobre o crescimento, desenvolvimento do intestino delgado,
metabolismo de lipidios, func¢bes hepéticas, na maturacdo, ativacdo e
proliferagdo dos linfocitos, assim como na fagocitose de macréfago e
expressdo genética de certas citocinas (revisto por Gil, 2002). Lépez-Navarro
et al. (1995) relatam que os nucleotideos dietéticos sdo responsaveis por
modularem o metabolismo dos nucleotideos do figado, e que este € o 6rgao
mais importante para estocagem de nucleotideos e transporte inter-6rgao
visando atender as necessidades fisiol6égicas (revisto por Gatlin Il & Li,
2007).

Os nucleotideos estdo naturalmente presentes em todos os alimentos
de origem animal e vegetal como nucleotideos livres e acidos nucléicos.
Atualmente, varios suplementos de nucleotideos sao disponiveis no mercado,
sendo estes mononucleotideos e/ou oligonucleotideos derivados da levedura
(revisto por Gatlin 111 & Li, 2007).

A incorporacdo de misturas comerciais contendo nucleotideos nas
dietas de peixes tem proporcionado melhor ganho de peso, contudo é
provavel que esta resposta varie em funcdo da espécie e dose administrada
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(Bagni et al., 2005; Choudhury et al., 2005; Li & Gatlin Ill, 2006). Alguns
estudos mostram melhor crescimento em larvas de tilapia (Ramadan & Atef,
1991), juvenis de truta arco-iris (Adamek et al., 1996) e de Sciaenops
ocellatus (Gatlin 111 & Li, 2007). Por outro lado, para a maioria de juvenis e
peixes sub-adultos, a influéncia da suplementacdo de nucleotideos dietéticos
no crescimento destes organismos tem se mostrado até certo ponto marginal
(Li et al., 2004 ; Gatlin 11l & Li, 2007). Algumas respostas de desempenho dos
peixes suplementados com nucleotideos dietéticos sdo apresentadas na
Tabela 9.

Os primeiros estudos com espécies nativas avaliando a incorporacdo de
nucleotideos na dieta de peixes foram realizados com juvenis de tambaqui,
utilizando as concentracfes de 0, 0,2 e 0,5% de nucleotideos kg‘l de dieta
durante durante 60 dias. Essa suplementacdo promoveu bom desempenho
produtivo da espécie, cujo ganho de peso foi de aproximadamente 140 g no
periodo, contudo, ndo foram observadas diferencas significativas no peso
final, comprimento final, ganho de peso, conversdo alimentar e sobrevivéncia
de tambaquis (Chagas & Moraes, resultados nao publicados). Estes
resultados corroboram a hipétese de crescimento marginal para juvenis de
peixes, conforme revisdo de Gatlin Il & Li (2007). Nesta revisdo, 0os autores
relatam que, possivelmente, o0s nucleotideos dietéticos influenciam
beneficamente o sistema imune dos peixes por compensar parcialmente o
efeito inibitério da liberagdo do cortisol em situacbes de estresse. Em estudos
conduzidos com truta arco-iris, Leonardi et al. (2003) observaram que a
suplementacéo de nucleotideos na dieta reduziu os niveis de cortisol apds 90-
120 dias de alimentacao, tanto nos peixes saudaveis quando nos infectados
com o Vvirus da necrose pancreatica infecciosa. Esta reducdo do estresse
também resultou no aumento da resisténcia a doenc¢as nos peixes desafiados.

A suplementacdo de nucleotideos na dieta dos peixes tem influenciado
as respostas imunes e aumentado a resisténcia a doencas (Burrels et al.,
2001; Leonardi et al., 2003; Low et al., 2003). Em salmonideos, essa
suplementacdo aumentou a resisténcia dos peixes a infecgbes virais,
bacterianas e parasitarias, e ainda melhorou a eficacia da vacinacdo e a
capacidade osmorregulatéria (Burrels et al., 2001). A suplementacdo de
nucleotideos pode influenciar ambos os componentes humoral e celular do
sistema imune inato. Segundo Sakai et al. (2001), essa suplementacao
ocasionou estimulagdo do sistema complemento sérico pela via alternativa,
da atividade de lisozima e da fagocitose em carpa comum (Tabela 9).

No caso do hibrido Morone chrysops x M. saxatilis, Li et al. (2004)
relataram que a suplementacdo com nucleotideos por oito semanas antes da
exposicdo a S. iniae reduziu a mortalidade e quando os animais foram
expostos novamente a bactéria a mortalidade foi de 52%, sendo esta
significativamente menor que a observada nos peixes do grupo controle
(83,8%).
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Tabela 9. Efeitos da suplementacdo dietética de nucleotideos em peixes

cultivados.
Espécie Nucleotideo Efeito Referéncia
Oncorhynchus Optiman T Sobrevivéncia ap6s desafio  Burrels et
mykiss (Chemofarma, com V. anguillarum, virus da al. (2001)
Augst, anemia infecciosa de salmao
Switzerland) e P. salmonis
Oncorhynchus Optiman Linfécitos B T Leonardi et
mykiss (Chemofarma, Resisténcia ao virus da al. (2003)
Augst, necrose pancreatica T
Switzerland) Cortisol plasmatico
Cyprinus RNA de levedura Fagocitose T Sakai et al.
carpio digerido por “Burst” respiratério T (2001)
ribonuclease Complemento T
(Amano Seiyaku Lisozima T
Co-op, Tokyo, Infecgéo por A. hydrophila 4
Japan)
Sciaenops Optiman Crescimento —» Li et al.
ocellatus (Chemofarma, Cortisol — (2005)
Basel, Resisténcia a Amyloodinium
Switzerland) ocellatum —
Epinephelus Mixed-NT (Sigma, Ganho de peso T Lin et al.
malabaricus St. Louis, MO, Producao de anion (2009)
USA) superéxido (02) T
Imunoglobulina T
Scophthalmus Optiman Expressdo de genes imune Low et al.
maximus (Chemofarma, alterados em varios tecidos (2003)
Augst,

Switzerland)

Lin et al. (2009) avaliaram o efeito de uma mistura comercial de
nucleotideo contendo inosina monofosfato (IMP), adenosina monofosfato
(AMP), guanosina monofosfato (GMP), uridina monofosfato (UMP) e citidina
monofosfato (CMP), assim como a suplementacdo de cada nucleotideo
individualmente sobre o desempenho produtivo de Epinephelus malabariscus.
Os resultados do estudo mostraram que os peixes alimentados com 1,5 g da
mistura de nucleotideos/kg™ de racdo ou com 1,5 g de AMP/kg™ de racéo
obtiveram maior ganho de peso, producdo de anion superoxido (0y) e
concentracdo de imunoglobulina, ressaltando ainda que tanto a mistura de
nucleotideos quando a suplementacdo de nucleotideos na forma de adenosina
monofosfato (AMP) foram mais benéficos sobre a resposta imune da garoupa
do que os outros nucleotideos fornecidos isoladamente.
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Consideracodes finais

E inegavel a importancia dos nutrientes essenciais na dieta dos peixes,
por sua acdo sobre o desempenho produtivo e sistema imune, devendo ser
fornecidos na dieta por serem sintetizados de forma limitada pelos peixes.
Com relacdo aos imunoestimulantes, com seu potencial para melhorar a
funcdo imune e aumentar a resisténcia a doencas, a sua inclusdo nas dietas
dos peixes é vista como uma alternativa ao uso de antibidticos na
aqguicultura. A incorporacdo desses suplementos nas dietas dos peixes
possibilitara a manutencdo do seu equilibrio organico em situacdes adversas
encontradas em sistemas de criacdo intensiva. Para isso, concentracdes de
vitaminas, lipidios e minerais superiores as exigidas para crescimento normal
SA0 necessarias para estocagem e manutencdo da funcdo homeostatica desde
que nao exceda os niveis seguros e resultem em efeitos toxicos. Nessas
determinacdes, se deve levar em consideracdo o tipo e fungcdo do nutriente,
método e frequéncia de alimentacgao, condi¢cdo de criacdo e o estado de saude
dos peixes. No caso dos compostos que apresentam propriedades
imunoestimulantes, as pesquisas ainda sdo recentes na aguicultura mundial.
No Brasil, as areas de aplicacdo tém se expandido e o uso desses produtos na
dieta das espécies nativas vem sendo avaliado. Contudo, algumas gquestdes
necessitam ser elucidadas como a dosagem e periodo de administracdo
desses compostos para promocado da protecdo dos peixes, bem como a
recomendacdo do seu uso em periodo que antecedam 0s manejos mais
intensos do processo de producao de peixes.
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