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RESUMO

GONCALVES, Antonio Carlos Silveira. Suplementacdo de vitamina E na
alimentagdo de tambacus (Colossoma macropomum X Piaractus
mesopotamicus). 2009. 69p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

Os peixes necessitam de alimentos ricos em nutrientes essenciais a seu
metabolismo para manutengdo e producdo, como as vitaminas ¢ os minerais.
Dessa forma, objetivou-se determinar a exigéncia de vitamina E para o hibrido
tambacu (C. macropomum x P. mesopotamicus), suplementada na ra¢do, com
inclusdo de selénio, observando variaveis de desempenho: peso final,
comprimento total, comprimento padréo, ganho de peso, ganho de peso médio,
taxa de eficiéncia protéica, conversdo alimentar aparente e indices
viscerossomatico e hepatossomatico; variaveis hematologicas: numero de
eritrocitos, % de hematdcrito, taxa de hemoglobina, volume corpuscular médio e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; e atividade enzimatica da
glutationa peroxidase. O experimento foi realizado na Estagdo de Piscicultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Brasil, com duragdo de 65 dias. Foram
utilizados 250 tambacus com peso e comprimento médios iniciais de 12,12 g e
8,92 cm, respectivamente, divididos em 25 caixas (100 L), abastecidas por
sistema fechado de recirculagdo com filtragem bioldgica, fluxo continuo de
agua, controle de temperatura. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia
(08:00-16:00 h), sendo a taxa de arragoamento de 2,5% do peso vivo, reajustada
semanalmente. Para dieta basal foi feita racao peletizada com 32% de PB e 3300
kcal de ED kg™, com inclusdo de 0,40 mg de Se kg da ragdo. As dietas teste
(isoprotéicas e isoenergéticas) foram compostas de dieta basal + niveis
crescentes de vitamina E (0, 100, 200, 300, 400 mg kg'1 de dieta), em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos € cinco
repetigdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, com as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste SNK (P<0,05). Relacionados ao
desempenho, os niveis de suplementacdo de vitamina E na alimentacdo dos
tambacus ndo influenciaram de forma significativa (P>0,05) o comprimento total
e indices viscerossomatico e hepatossomatico. Houve resposta significativa
(P<0,05) para peso final e conversdo alimentar aparente, em que 0Os animais,
recebendo suplementagdo da vitamina E (a partir de 100 mg), foram mais
eficientes no desenvolvimento e aproveitamento da dieta. Para resposta de
comprimento padrdo, ganho de peso, ganho de peso didrio e taxa de eficiéncia
protéica foi necessario o nivel de 400 mg de vitamina E para melhora no
crescimento e aproveitamento de proteina da ragdo. As variaveis sanguineas nio

' Comité Orientador: Luis David Solis Murgas — UFLA (Orientador); Priscila Vieira
Rosa — UFLA e Edgar de Alencar Teixeira — UFMG.
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apresentaram alteragdes significativas (P>0,05), indicando que os peixes
apresentavam-se em equilibrio fisioldgico, livres de doengas. Quanto a atividade
enzimatica da glutationa peroxidase, ndo houve efeito significativo (P>0,05)
entre os tratamentos, evidenciando que a vitamina E ndo estd diretamente
relacionada com a enzima. Para obtencdo de resposta positiva na produgdo de
tambacus na fase inicial, foi necessaria uma dose minima de 100 mg de vitamina
E kg suplementada na dieta.



ABSTRACT

GONCALVES, Antonio Carlos Silveira. Supplementation of vitamin E in
feed for tambacus (Colossoma macropomum X Piaractus mesopotamicus).
2009. 69p. Dissertation (Master degree in Animal Science) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.'

Fish need foods richer in essential nutrients to metabolism for
maintenance and production, such as vitamins and minerals. Thus, the objective
of this study was to determine vitamin E requirement for hybrid Tambacu (C.
macropomum x P. mesopotamicus), supplemented in the diet, with inclusion of
selenium, observing the performance variables: final weight, total length,
standard length, weight gain, average weight gain, protein efficiency rate, feed
conversion and apparent hepatosomatic index; haematological variables: number
of erythrocytes,% of hematocrit, hemoglobin level, mean corpuscular volume
and mean corpuscular hemoglobin concentration, and enzyme activity of
glutathione peroxidase. The experiment was conducted at the Fish Station of
Federal University of Lavras (UFLA), Brazil, with 65 days of duration. 250
tambacus were used with initial average weight and length of 12.12 g and 8.92
cm, respectively, divided by 25 boxes (100 L), supplied with recirculation closed
system with biological filtration, continuous water flow, control of temperature.
Fish were fed twice daily (08:00-16:00 h), and the rate of food 2.5% of body
weight, adjusted weekly. For basal diet, was used pelleted diet with 32% CP and
3300 kcal DE kg, with inclusion of 0.40 mg of Se kg™ of ration. The test diets
(isonitrogenous and isoenergetic) were composed of basal diet with increasing
levels of vitamin E (0, 100, 200, 300, 400 mg kg' of diet), in entirely
randomized delimitation with five treatments and five repetitions. Data were
submitted to variance analysis, with treatments averages compared by SNK test
(P<0.05). Related to performance, levels of vitamin E in feed for tambacus not
affected significantly (P>0.05) the total Ilength, viscerosomatic and
hepatosomatic index. There was a significant response (P<0.05) for final weight
and feed conversion apparent in the animals receiving vitamin E
supplementation (from 100 mg) were more efficient in the development and use
of the diet. Response to standard length, weight gain, daily weight gain and
protein efficiency rate was necessary to the level of 400 mg of vitamin E to
improve the growth and use of the protein diet. The blood variables showed no
significant changes (P>0.05), indicating that the fish presented with
physiological balance, free of diseases. In the case
of enzymatic activity of glutathione peroxidase, there was no significant effect
(P>0.05) between treatments, showing that vitamin E is not directly related to

' Guidance Committee: Luis David Solis Murgas — UFLA (Guiding); Priscila Vieira
Rosa — UFLA and Edgar de Alencar Teixeira — UFMG.
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the enzyme. To get positive response in tambacus in the initial phase production
was required a minimum dose of 100 mg of vitamin E kg supplemented in diet.
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1 INTRODUCAO

A aqliicultura é uma atividade em crescente expansdo, pois a pesca
predatoria ultrapassou seu limite sustentavel. Para atender ao crescimento
populacional a pesca levou varias espécies nativas a extingdo ou ameaca de
extingdo. Desse modo, a aqiiicultura tornou-se uma importante alternativa para a
producdo de pescado em todo mundo, tanto em 4reas continentais como
marinhas, sendo uma alternativa viavel para producao de alimento para consumo
humano.

O Brasil apresenta condigdes favoraveis ao desenvolvimento de diversas
modalidades da aqiiicultura, pois possui grande potencial hidrico proveniente
das bacias hidrograficas e da sua ampla regido costeira. Apresenta também uma
riqueza de espécies, diversos microclimas e areas adequadas ao desenvolvimento
da atividade, além de viver um momento em que ha otimas condigdes para
colocagdo de seus produtos, tanto no mercado interno como no externo. Entre os
paises latino-americanos, o Brasil esta entre os maiores produtores de pescado
cultivado.

O manejo alimentar deve levar em considerac@o os habitos do animal, o
sistema de cultivo, a produtividade natural, as condigdes climaticas, 0 manuseio
do alimento, entre outros aspectos, para seu desenvolvimento eficiente e
saudavel. Estudos na area de nutricdo sdo ferramentas para embasar a
formulacdo de dietas completas e consolidar a piscicultura intensiva e viavel da
espécie.

O Tambacu ¢ o hibrido resultante do cruzamento induzido entre a fémea
do Tambaqui e o macho do Pacu. Suas caracteristicas de formato, porte e cor
acinzentada assemelham-se ao tambaqui. Peixe forte e robusto, pode chegar até
cerca de 45 kg. Possui alimentagio variada, sendo de habito onivoro. E

amplamente difundido nas pisciculturas de todo pais, possuindo bom potencial



produtivo e carne de excelente qualidade, sendo também muito requisitado em
pesque-pague, por sua esportividade. Contudo, existem poucos estudos de
nutrigdo em relacdo a espécie.

Nos sistemas de cultivo intensivo, nos quais a unica fonte de nutrientes ¢
a racdo, deficiéncias de vitaminas e minerais podem ser observadas. Sob grandes
estocagens em tanques de produgdo, os peixes necessitam de alimentos mais
ricos em nutrientes essenciais a seu metabolismo, para mantenca e producao.

As vitaminas s3o compostos organicos distintos de aminoacidos,
carboidratos e lipideos por ndo serem quimicamente relacionados entre si e pelas
pequenas quantidades presentes nos alimentos exigidos pelos animais. Tém
baixo peso molecular e ndo sdo sintetizadas ou sdo sintetizadas em quantidades
insuficientes no organismo, sendo, portanto, exigidas na dieta. A vitamina E
apresenta como fungdo principal ser antioxidante, ligando-se aos radicais livres
produzidos pela peroxidagdo dos acidos graxos poliinsturados ou saturados e
convertendo estes compostos em substancias inofensivas ao organismo,
impedindo o envelhecimento celular. Também ¢ antioxidante da vitamina A e
tem efeito sinergista na presenca de outro antioxidante como a vitamina C e o
beta caroteno. Além disso, potencializa a acdo do mineral selénio.

Os minerais sdo os componentes inorganicos da alimentacdo, ou seja,
aqueles que se encontram na natureza sem fazer parte dos seres Vivos.
Desempenham um papel importante no organismo, sendo necessarios para a
elaboragdo dos tecidos, sinteses de horménios e na maior parte das reagdes
quimicas onde intervém as enzimas. O mineral selénio atua com a vitamina E
protegendo as células do organismo contra danos oxidativos, especialmente
retardando a oxidagdao do LDL — colesterol; catalisa as reagdes do metabolismo
intermedidrio, bem como apresenta ag¢ao inibidora do efeito toxico de metais

pesados, como arsénio, cadmio, mercurio e estanho.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo determinar a exigéncia de vitamina E
no desenvolvimento produtivo do tambacu (Colossoma macropomum X
Piaractus mesopotamicus), por meio de sua suplementacdo na ragdo, com

inclusdo de selénio.

2.2 Objetivos especificos
e Identificar se diferentes dosagens de vitamina E em dietas
suplementadas, e em como afetam o desempenho inicial dos peixes;
e Avaliar a protecdo dada pela vitamina E ao organismo, através de
parametros sanguineos;
e Relacionar a acdo da vitamina E com a atividade da enzima

glutationa peroxidase.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas da espécie
Ordem: Characiforme
Familia: Characidae
Subfamilia: Myleinae

Géneros: Colossoma (tambaqui) e Piaractus (pacu)

O pacu, o tambaqui e seus hibridos sdo os peixes redondos de maior
importancia para a piscicultura comercial no Brasil, estando também presentes
em paises vizinhos, como o pacu, cultivado no Paraguai e na Bolivia, e o
tambaqui, cultivado no Peru, na Colombia e na Venezuela. Sdo espécies
reofilicas, de crescimento rapido, podendo atingir entre 1,0 e 1,5 kg de peso no
primeiro ano de cultivo, e de habito alimentar onivoro (no habitat natural comem
frutas, sementes, moluscos, plantas, pequenos peixes, caranguejos, entre outros
alimentos). A rusticidade, sob condigdes de cultivo, a facilidade de captura
(despesca com redes), a esportividade e a carne de boa qualidade contribuiram

para a rapida popularizagdo do cultivo desses peixes (Souza, 1998).

3.1.1 Tambacu

O tambacu é um peixe hibrido, proveniente do cruzamento entre o
macho de pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) e a fémea de
tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818).

Tanto o pacu quanto o tambaqui apresentam o mesmo numero de
cromossomos (2n = 54), distribuido por grupos semelhantes, o que permite o
pareamento ¢ a formagao de embrides hibridos normais (Saracura & Castagnolli,

1990).



Diversos autores relatam que o tambacu (Figura 1), foi obtido
inicialmente pelo Centro de Pesquisa e Treinamento em Aquicultura (CEPTA).
Este peixe tolera melhor as baixas temperaturas dos meses de inverno nas
regides sul e sudeste, além de apresentar crescimento mais rapido que o pacu

(Melo & Pereira, 1994).

FIGURA 1 Tambacu

O tambacu, por ser um hibrido, apresenta as caracteristicas de ambas as
espécies que o originam. O pacu, que possui caracteristicas como rusticidade,
crescimento rapido e facilidade em aceitar ragdo, bem como potencial para pesca
esportiva e carne muito bem aceita pelo mercado consumidor (Castagnolli &
Cyrino, 1986). O tambaqui, caracterizado por consumir dieta natural, incluindo
zooplancton, frutos e sementes, sendo considerado um onivoro com tendéncia a
frugivoro (Honda, 1974).

No ano de 2005 a producao nacional desta espécie superou a maioria da
producdo das espécies cultivadas no Brasil, inclusive a do pacu, atingindo

10.874 toneladas (Brasil, 2005).



3.2 Radicais livres
Fang et al. (2002) definem os radicais livres como moléculas que
apresentam elétrons ndo pareados na orbita externa, sendo instaveis e muito
reativas, derivadas, principalmente, do oxigénio e de aminoacidos (Figura 2).
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FIGURA 2 Principais reagdes precursoras de radicais livres (Adaptado de Fang
et al., 2002; Hermes-Lima et al., 2001).

A presenca dos radicais livres ¢ critica para a manutencdo de muitas
fungdes fisiologicas normais (Pompella, 1997). Podem ser gerados no
citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas,
lipideos, carboidratos ¢ DNA) esta relacionado com o seu sitio de formagao
(Anderson, 1996; Yu & Anderson, 1997).

As espécies de oxigénio reativo (EROs) sdo potentes oxidantes, capazes
de causar graves lesdes as células através da oxida¢do de componentes
importantes das membranas, principalmente lipideos, proteinas e até mesmo o
acido desoxirribonucléico (DNA), causando, assim, graves disfuncdes em nivel

celular (Halliwell & Gutteridge, 1999).



Entre as principais formas reativas de oxigénio o O, apresenta uma
baixa capacidade de oxidagdo. O OH mostra uma pequena capacidade de
difusdo, sendo o mais reativo na indugdo de lesdes nas moléculas celulares. O
H,0, ndo ¢ considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz de atravessar a
membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reacdes
enzimaticas (Anderson, 1996). Essas trés formas intermediarias sdo responsaveis
pela toxicidade do oxigénio (Fridovich, 1998). Ja o 6xido nitrico (NO) e o
dioxido de nitrogénio (NO,) sdo dois radicais livres nitrogenados derivados dos
aminoacidos (Fang et al., 2002).

Tanto as espécies de oxigénio reativo (EROs) quanto as de nitrogénio
reativo (ERNs) sdo produzidas constantemente pelo metabolismo animal,
exercendo importante papel. S3o mediadores de diversas respostas celulares,
agindo como mensageiros especificos. No sistema imunoldgico, sdo gerados
pelos macrofagos e neutrofilos e atuam como antibactericidas e antivirais
(Lander, 1997). Entretanto, altas concentracdes de radicais livres podem
ocasionar a oxidagdo de biomoléculas (Fang et al., 2002), proporcionando um
quadro de estresse oxidativo. Esse estresse influencia diretamente a inativacao
de enzimas e de estruturas moleculares, como DNA, proteinas, aminoacidos e

lipidios constituintes da membrana celular (Tocher et al., 2002).

3.2.1 Estresse oxidativo

A formagdo de radicais livres in Vvivo ocorre via ac¢do catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposigao a fatores exdgenos. Contudo, na condigdo
de pro-oxidante a concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior
geragdo intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (Cerutti,

1991, 1994).



O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na
indugdo de danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse
oxidativo (Sies, 1993).

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado freqiientemente é
acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a
producdo de uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos ¢ morte

celular (Anderson, 1996).

3.3 Antioxidantes celulares

A producao continua de radicais livres durante os processos metabolicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para
limitar os niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos (Sies, 1993). Os
antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesdes
causadas pelos radicais livres nas células.

Uma ampla definicio de antioxidante é “qualquer substincia que,
presente em baixas concentragdes quando comparada a do substrato oxidavel,
atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz” (Sies & Stahl,
1995). Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos

(Tabela 1).



TABELA 1 Principais agentes de defesa antioxidante.

N&o-enzimatico Enzimatico
a-tocoferol (vit E) Superdxido dismutase
B-caroteno Catalase

L-cisteina NADPH - quinona oxidoredutase
Ac. ascérbico (vit C) Glutationa peroxidase
Flavonoides Enzimas de reparo
Proteinas do plasma

Selénio

Glutationa

Clorofilina

Curcumina

Adaptado de Sies, 1993.

Dentre os micronutrientes, a vitamina E ¢ o mais importante
antioxidante metabolico presente na membrana celular, protegendo-a da
oxidagao de acidos graxos e do colesterol, além de diminuir ou inibir a producao
e acdo dos radicais livres; enquanto o selénio é componente da metaloenzima
glutationa peroxidase (GSH-Px), a qual, no citosol, catalisa as reacgdes de
conversao do peroxido de hidrogénio a agua, destruindo os peréxidos formados
(Noguchi, 1973).

Como o efeito da vitamina E sobre a formacdo de peroxidos ¢ limitado
primariamente & membrana, tanto o selénio quanto a vitamina E parecem ser

necessarios a eliminagdo eficiente dos peroxidos. Esses dois nutrientes

constituem os principais agentes antioxidantes no organismo (Devlin, 1998).

3.4 Vitaminas

O termo vitamina geralmente ¢ aplicado como descricdo genérica para
um grupo de substincias quimicas relacionadas ¢ com mesma atividade
bioldgica, pois poucas delas sdo substincias unicas. Apresentam derivados,
isdbmeros e analogos com atividade vitaminica qualitativamente semelhante,

porém com potencial biologico geralmente diferente (Halver, 1988).



Cerca de 15 vitaminas foram isoladas de tecidos biologicos e
classificadas em dois grupos: lipossoluveis — A, D, E e K — e hidrossoluveis
(vitaminas do complexo B, colina , inositol e acido ascorbico). Geralmente as do
primeiro grupo nio atuam como coenzimas, com excec¢do das vitaminas A e K.
Entre as vitaminas hidrossoluveis, algumas tém fungdes primarias de coenzimas
no metabolismo celular (tiamina, riboflavina, piridoxina, acido pantoténico,
niacina, biotina, acido félico e cianocobalamina) e sdo exigidas em pequenas
quantidades; outras ndo atuam como co-fatores enzimadticos (colina, inositol e
acido ascorbico) e sdo exigidas em maiores quantidades. As exigéncias
vitaminicas sdo afetadas por fatores como espécie, tamanho corporal, taxa de
crescimento, composi¢do da dieta e interagdes entre os nutrientes, capacidade de
sintese por microorganismos no trato gastrointestinal, presenca de compostos
precursores na dieta, condicdes ambientais (temperatura, presenca de
metabolitos toxicos, fatores estressores e patogenos) e sistemas de produgdo
endogena (Lovell, 1991; Nutrient Requirement Council - NRC, 1993; Almeida,
2003).

Essas vitaminas atuam de forma direta no equilibrio metabolico e
osmorregulatorio, possibilitando um funcionamento perfeito de orgéos e
enzimas (Okamura et al., 2007).

As vitaminas sdo fornecidas aos peixes em pequenas quantidades para
crescimento normal, reproducdo, e metabolismo. A inclusdo de vitaminas em
alimentos para peixes ¢ pratica necessaria em regimes intensivos de producdo
em que a disponibilidade de alimento natural ¢ restrita. A dificuldade em
suplementar adequadamente esses nutrientes deve-se a alta degradabilidade das
moléculas de vitamina durante o processamento ¢ armazenamento das ragdes,
como conseqiiéncia do aquecimento, da umidade e da oxidagdo. Em
conseqiiéncia dessas perdas, geralmente sdo utilizadas quantidades maiores que

as exigidas. Portanto, o nivel de suplementacdo, a escolha de fontes mais

10



estaveis ao processamento ¢ estocagem e a exigéncia nutricional das espécies
devem ser considerados para evitar aumento do custo das ragdes (NRC, 1993;
Almeida, 2003).

Estudos devem ainda ser realizados para a determinagdo das exigéncias
para varias espécies, com o objetivo de melhorar o crescimento, satde e

mecanismos de defesa (Lovell, 1991; NRC, 1993).

3.4.1 Vitamina E

O termo “vitamina E” ¢ um nome genérico, que descreve as
bioatividades de derivados de tocoferois e tocotriendis, vitaminas lipossoluveis
que possuem alto poder antioxidante. Os quatro isdmeros dos tocotrienois (a-T3,
B-T3, y-T3 e 6- T3) sdo estruturalmente relacionados aos seus correspondentes
homologos dos tocoferdis (a-T, B-T, y-T e 6-T), porém diferem nas suas cadeias
laterais, nas quais os isOmeros contém trés duplas ligagdes (Almeida et al.,
2006). O DL-a-tocoferol acetato ¢ a forma sintética de vitamina E mais
comumente utilizada na nutri¢do animal (NRC, 1993).

Segundo Barreto (1998), os compostos com atividade de vitamina E sdo
de baixa atividade quando ocorrem naturalmente nos alimentos. Porém, entre
esses, 0 D-a-tocoferol € o composto natural com maior atividade bioldgica da
vitamina E presente nos alimentos.

O a-tocoferol € o representante mais importante do grupo de substancias
com atividade de vitamina E (Figura 3). Apresenta maior atividade biologica
quando comparado aos demais compostos, devido ao maior indice de absorc¢ao
intestinal, maior deposi¢cdo nos tecidos, menor excrecdo fecal, além de ser

oxidado mais lentamente (Barreto, 1998).
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FIGURA 3 Formas estruturais da vitamina E.
Fonte: Meydani et al., 2005.

Sabe-se que a vitamina E atua nos acidos graxos insaturados presentes
nas membranas celulares e nas particulas sub-celulares, evitando suas oxidagoes.
Assim, evita a formagdo de lipoperdxidos toxicos, impedindo a formagdo de
lesdo nos vasos sangiiineos e alteracdo na permeabilidade capilar (Barreto,
1998).

A exigéncia por esta vitamina varia conforme a espécie ¢ o habitat do
peixe. Entretanto, pesquisas mostram que a exigéncia ¢ maior quando a dieta
apresenta alto teor de dleo, devido a necessidade de protecdao dos acidos graxos
poliinsaturados, durante sua absor¢ao e metabolismo (Huang et al., 2004).

As exigéncias vitaminicas dos peixes nao sdo conhecidas com precisao e
os niveis recomendados sdo médios. Quando a ingestdo ¢ inferior ao
recomendado durante muito tempo pode induzir ao estado de subnutrigdo.
Niveis superiores ao aporte recomendado apresentam risco de aparecimento de
estado toxico. Em relagdo ao consumo excessivo, existem poucas informagdes

quanto as doses responsaveis por esses efeitos (Sampaio, 2003).
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Alguns estudos sugerem que o a-tocoferol, em particular, pode agir
como pro-oxidante quando presente em altas concentragdes nas dietas. Tokuda
& Takeuchi (1995) tém sugerido que doses excessivas de a-tocoferol nas dietas
podem induzir a peroxidacdo lipidica em trutas. Kaewsrithong et al. (2001)
observaram acimulo de hidroperoxidos no sangue de peixes alimentados com
1000 mg de vitamina E kg' de dieta. Entretanto, Kamaleldin & Appelqvist
(1996) verificaram que os tocoferois por si s6 nao sao pré-oxidantes, mas podem
agir em sinergismo quando presentes em altas concentracdes juntamente com
outros pro-oxidantes, como metais de transi¢ao e peroxidos.

Apesar da vitamina E ser reconhecida como nutriente essencial a todas
as espécies animais, pesquisadores e produtores de ragdes tém opinides
diferentes sobre seus niveis de suplementacdo, pois esses sao muito dificeis de
serem determinados, devido as inter-relagcdes dessa vitamina com outros fatores,
como a quantidade de acidos graxos poliinsaturados (Lopez Bote, 2003), as
caracteristicas dos nutrientes ¢ a presenca de outras substincias antioxidantes
nas dietas (Guo et al., 2001).

A concentragdo de a-tocoferol nos tecidos também pode ser afetada
significativamente pela sua quantidade na ragdo. Existe correlagdo linear entre o
aumento da deposi¢@o de vitamina E nos tecidos e o aumento do nivel de sua
suplementacdo na dieta, até posterior saturacdo (Galvin et al., 1998).

De acordo com Lee & Dabrowski (2004), em situagdes de deficiéncia, o
figado ¢ responsavel por disponibilizar a vitamina E armazenada nos tecidos.
Dessa forma, diminui a concentragdo desta vitamina no tecido, no qual exerce
importante funcdo na membrana celular, mantendo a integridade estrutural dos
lipidios que a compdem e apresentando um efeito imuno-regulatorio, além de
evitar o rompimento celular, o qual € caracterizado pelo escurecimento do tecido

(Ruff et al., 2003; Meydani et al., 2005). Sendo assim, o figado apresenta uma

13



alta concentracdo de vitamina E, devido ao metabolismo dos lipidios e as
proprias fungdes metabodlicas que este 6rgdo desempenha.

O teor de a-tocoferol em peixes ¢ determinado por varios fatores e varia
de acordo com o teor lipidico, espécie, tamanho, idade, bem como as condigdes
de cultivo (Ruff et al., 2003).

Segundo o NRC (1993), a exigéncia de vitamina E para a tilapia azul
(Oreochromis aureus) é de 25 mg kg™'; para o salmio do atlantico (Salmo salar)
¢ 35 mg kg™'; para o bagre do canal (Ictalurus punctatus) de 25 a 50 mg kg™

A intera¢do da vitamina E da dieta com o sistema antioxidante dos
peixes foi observada por Tocher et al. (2002), onde a menor quantidade de
vitamina E nas dietas levou a diminui¢do de seus niveis nos musculos ¢ ao
aumento da atividade oxidante do organismo, produzindo altos niveis de
peroxidos lipidicos.

Os efeitos das dietas com vitamina E em trutas foram avaliados por
Frigg et al. (1990). Os peixes alimentados com os maiores niveis de vitamina E
(100 a 200 mg kg™ de ragio) apresentaram melhor desempenho do que o grupo
controle, pois obtiveram niveis elevados de tocoferol nos tecidos.

Ham & Liebler (1997), estudando a peroxidagdo de lipidios no figado de
ratos, adicionaram in-vitro 2mM de tri-butilhidroperoxido (t-BuOOH), por 10
minutos. Constatou-se que, nos tratamentos contendo vitamina E, as mudancas
metabolicas ocasionadas pela adigdo do t-BuOOH foram minimizadas.
Observaram também a oxidacdo do a-tocoferol, formando a-tocoferolquinona,
a-tocoferolhidroquinona,  2,3-epoxi-o-tocoferolquinona e  5,6-epoxi-o-
tocoferolquinona, relatando uma concentragdo decrescente do a-tocoferol,
conforme a concentragdo dos produtos de sua oxidacdo aumentava.
Conseqiientemente, reduziu a peroxidacao dos lipidios e manteve-se um controle

respiratorio constante em ambito mitocondrial. Estes resultados sugerem que o
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a-tocoferol exerce importante papel na regulagdo das fungdes metabdlicas no
figado, em situacdes de estresse oxidativo.

Segundo Jain et al. (2000), alta concentragdo de tocoferol ¢ eficiente em
reduzir as concentra¢des de radicais livres no meio intracelular. Essa redugéo é
capaz de preservar algumas enzimas antioxidantes, como a glutationa ¢ a
catalase, na sua forma reduzida, em eritrécitos humanos, mantendo alta
atividade de ambas as enzimas no meio intracelular.

Os sinais de deficiéncia desta vitamina estdo relacionados com a
degeneracao da membrana, decorrente da peroxidacdo dos lipidios e derivados,
com queda no ganho de peso, degeneracdo muscular, hemorragia cutinea,
escurecimento da pele, ineficiéncia reprodutiva, degeneragao lipidica do figado
e, conseqiientemente, maior susceptibilidade ao estresse oxidativo e infecgdes

(Barros, 2002; Izquierdo et al., 2001; Chen et al., 2004).

3.5 Selénio

Os minerais sdo necessarios para a manutengdo da vida, pois estdo
envolvidos em uma série de processos metabolicos e fisioldgicos fundamentais a
manutengdo da saude em humanos e animais (Hess et al., 2003).

O selénio (Se) ¢ um micronutriente essencial na nutricio humana e
animal, incluindo os peixes (Watanabe et al., 1997). E um antioxidante mineral
constituinte de varias selenoproteinas, que contém um ou mais residuos de
selenocisteina em seus sitios ativos (Berry et al., 1991; Leung, 1998). Possui trés
niveis de atividade bioldgica: 1) concentragdes-traco sdo requeridas para o
crescimento ¢ desenvolvimento normais; 2) concentragdes moderadas que
podem ser estocadas para manuten¢do das fungdes homeostaticas; e 3)
concentracgdes elevadas que podem resultar em efeitos toxicos (Hamilton, 2004).

Assim, o selénio pode ser tanto um elemento essencial quanto toxico,

15



dependendo da concentragdo. De acordo com Steffens (1989), o nivel minimo
requerido de selénio para dieta dos peixes encontra-se entre 0,2 ¢ 0,5 mg kg™

Segundo Watanabe et al. (1997), o selénio também apresenta fungdo de
protecdo contra a toxicidade de metais pesados, como mercurio e cadmio. Ainda
estd envolvido nas fungbes do hormoénio tireoideano e insulina, manuten¢ao da
fertilidade, bem como na regulacdo do crescimento celular (NRC, 1993; Lall,
2002; Kohlmeier, 2003).

E co-fator ¢ parte integrante da enzima glutationa peroxidase (GPx)
(Rotruck et al., 1973) e, por essa razdo, protege o tecido celular contra o estresse
oxidativo, atuando na desintoxicacdo do peréxido de hidrogénio e de
hidroperdxidos de lipidios, oriundos do ataque das espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Sies, 1986; Storey, 1996; Nordberg & Arner, 2001). O selénio apresenta
versatilidade na capacidade de oxi-redug@o no centro ativo da enzima GPx, uma
caracteristica fundamental para sua acdo na eliminagdo de peroxidos (Arteel &
Sies, 2001). O nivel de atividade desta enzima pode ser indicativo do suprimento
de selénio no organismo (Watanabe et al., 1997).

O selénio esta presente em varios ingredientes ¢ diversos compostos sdo
considerados fontes de suplementacdo desse mineral. O selenito e o selenato sdo
fontes inorgénicas de selénio, enquanto que o selenometionina, o selenocistina e
o selenocisteina sdo compostos organicos. As farinhas de peixe e os produtos
marinhos utilizados como ingredientes em ragdes para peixes sdo fontes de
selénio, mas somente as dietas contendo acima de 15% de farinha de peixe
apresentam concentracdes adequadas de Se, ndo necessitando de suplementacao.
No entanto, ragdes formuladas predominantemente com produtos de origem
vegetal necessitam de suplementagdo com selénio (Wang & Lovell, 1997).

Embora as duas formas de selénio, inorgénica e organica, possam ser
utilizadas como suplemento dietético, elas diferem bastante em suas

propriedades quimicas, sendo absorvidas e metabolizadas de forma diferente.
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Durante a absor¢do, a selenometionina ¢ ativamente transportada através das
membranas intestinais ¢ acumulada no figado e musculo. Ja o selénio
inorganico, sendo absorvido como um mineral ¢ muito pouco retido nos tecidos,
sendo a maior parte excretada (Upton Junior, 2003).

Apos a absorc¢do intestinal, selenometionina (SeMet) e selenocisteina
(SeCis) podem ser metabolizadas pelos animais como aminoacidos (Ekholm et
al., 1991). Isso ocorre especialmente com a SeMet, que, de forma similar a
metionina, pode ser incorporada as proteinas pelo mesmo cédon AUG, pois o
tRNA ndo diferencia a metionina da SeMet. Em consequéncia, 40 a 50% do Se
corporal podem ser SeMet inserida em proteinas do tecido muscular,
denominadas selenoproteinas nao funcionais (Daniels, 1996).

Os orgaos geralmente acumulam maiores quantidades de selénio; o
figado da maioria das espécies contém em média quatro vezes mais selénio do
que o musculo esquelético (Combs Junior, 2001).

Para que o Se seja incorporado especificamente em selenoproteinas
funcionais, como a glutationa peroxidase, ¢ necessario que as formas orgénicas e
inorgénicas sejam reduzidas a seleneto, e este, por sua vez, metabolizado a
SeCis (Suzuki, 2005). Desta forma, pode-se dizer que a atividade da enzima
glutationa peroxidase ¢ regulada predominantemente pelos niveis de
selenocisteina e/ou espécies inorganicas de selénio oriundas da dieta (Borawska

et al., 2004).

3.6 Enzima glutationa peroxidase

A glutationa peroxidase (GSH-Px ou GPx) foi descoberta por Mills em
1957 em eritrocitos de mamiferos. Sua presencga ndo ¢ observada em plantas ou
bactérias, embora possa ser encontrada em algumas algas e fungos (Halliwell &
Gutteridge, 1984). E wuma metaloenzima com peso molecular de

aproximadamente 80kDa (Oh et al., 1974; Zachara, 1992) e contém Se em sua
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estrutura (4g de Se/mol de proteina). Tem como fungdo controlar os niveis de
peroxido de hidrogénio e dos hidroperdxidos formados durante os processos de
dismutacdo do ion superdxido (O,) e da peroxidagdo lipidica, através da sua
transformacgdo em H,O e O, respectivamente, neutralizando as a¢des deletérias
causadas por eles (Yu & Chung, 2006).

A GPx ¢ uma enzima antioxidante dependente de selénio com grande
afinidade pelo peroxido de hidrogénio, e mesmo em baixas concentragdes deste,
¢ a maior responsavel pelo controle destes niveis. Ela é capaz de detoxificar o
H,0,, catalisando sua oxidagdo e a de outros peroxidos organicos, a custa da
conversdao da Glutationa Reduzida (GSH) a Glutationa Oxidada (GSSG) para
formar H,O e perdxidos organicos a alcool. Assim, a GPx desempenha um papel
importante na inibicdo da peroxidacdo lipidica e na prevengao de danos no DNA
e no RNA (Ferreira & Matsubara, 1997; Mulholland et al., 1999; Adams &
Thomas, 2002).

Apesar das diferentes localizagdes e especificidade em relagdo aos
substratos, as formas de GPx citosolica, fosfolipidio hidroperoxido e
gastrintestinal sdo comumente agrupadas e denominadas genericamente como
glutationa peroxidase celular, devido ao fato de apresentarem caracteristicas
cinéticas semelhantes (Maddipati & Marnett, 1987; Lindmark-Mansson &
Akesson, 2001).

A atividade da GPx pode ser determinada medindo-se o consumo de
NADPH na reacdo de redugdo acoplada a reagdo da GPx, podendo variar dentro
e entre os sistemas de analise (Flohé & Gunzler, 1984).

Diferentemente do que ocorre com a determinagdo da atividade da
enzima glutationa peroxidase no plasma, a determinacdo em tecidos animais
requer uma extracdo prévia, pois a enzima encontra-se nas mitocondrias € no
citosol das células musculares (Chan & Decker, 1994). Além disso, outros

fatores devem ser levados em consideragdo nesta fase pré-analise, com o
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objetivo de preservar a atividade enzimatica, e entre eles pode-se citar o pH, a
temperatura, a concentragdo de eletrolitos e a dilui¢do empregada (Fennema,
1993).

Para a glutationa peroxidase, o pH 6timo de acdo € proximo de 8,0
(Paglia & Valentine, 1967), mas esta enzima continua ativa com valores de até
9,0 (Brenda, 2007); sua atividade ¢ minima em pH abaixo de 6,0 (Mills, 1959).
Assim, a maioria dos procedimentos de analise da GSH-Px ¢é conduzida na faixa
de pH de 7,0 a 7,6 (Punchard et al., 1996).

A maior parte das enzimas apresenta sua maxima atividade na faixa de
30 a 40°C, e em temperaturas acima de 45°C comegam a sofrer desnaturacio,
diminuindo gradativamente sua atividade (Fennema, 1993).

Concentragdes elevadas de eletrolitos afetam em geral a solubilidade das
proteinas (Fennema, 1993). De acordo com Chen et al. (2000), solu¢des tampao

em baixas concentragdes favorecem a atividade da GSH-Px.

3.7 Variaveis hematologicas

O estudo dos componentes do sangue e de suas fungdes é importante
para o conhecimento das condigdes de equilibrio e patologicas. A avaliagdo
desses componentes auxilia na determinacdo da influéncia de condigdes
fisiopatologicas que possam afetar a homeostase, colaborando, assim, para o
diagnostico de condicdes adversas (Tavares-Dias et al., 1999) e compreensio da
relacdo entre as caracteristicas sanguineas e a satde dos peixes, bem como sua
associacao com o meio ambiente (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

Embora existam inimeras pesquisas sobre parametros hematoldgicos em
peixes, a literatura apresenta muitas informagdes inconsistentes com relagdo a
nomenclaturas, diferenciacao celular, maturacdo e fung¢ao das células sangiiineas

dos peixes (Hrubec & Smith, 1998; Tavares-Dias & Moraes, 2004).
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Ranzani-Paiva & Silva-Souza (2004) relatam que, assim como as aves,
0s peixes possuem eritrocitos nucleados, sendo esta particularidade em alguns
casos a responsavel pela dificuldade na identificagdo e diferenciacdo precisa das
células.

Eritrécitos sdo constantemente expostos a ERO's devido ao seu papel no
transporte de oxigénio do sangue através da sua unido reversivel a hemoglobina
(Saltman, 1989). Em geral, cerca de 3% da oxi-hemoglobina sofre auto-
oxidagdo, gerando, assim, o radical superdxido (O, ) (Nagababu & Rifkin,
2000).

A degradacao de globulos vermelhos do sangue € promovida pela menor
estabilidade célula-membrana, resultante de processos oxidativos (Ito et al.,
1999; Nagasaka et al., 2004).

Gracas a relagdo direta entre vitamina E e niveis dietéticos de acidos
graxos altamente insaturados (HUFA) em truta arco-iris, foi relatado que a
deficiéncia de vitamina E associada ao aumento dos niveis de HUFA na dieta
pode afetar a estabilidade de células vermelhas do sangue (Puangkaew et al.,
2005).

Chen et al. (2004) relataram o efeito modulatério de vitaminas E e C
impedindo estresse relacionado a uma resposta hematologica e de
imunossupressdo em peixes. A resposta hematologica a condigdo de estresse em
peixes tem sido previamente relatada como uma estratégia da capacidade do
sangue para aumentar o oxigénio transportador enfrentando a elevada demanda
energética (Montero et al., 2001; Barcellos et al., 2004; Trenzado et al., 2006).

A maioria dos estudos realizados até agora em peixes concordam que
um dos principais sinais de deficiéncia da vitamina E em pardmetros sangiiineos
¢ uma anemia grave, caracterizada pela redu¢do do nimero eritrocitario, menor
% de hematdcrito, concentragdes de hemoglobina, uma diminui¢do do VCM

(volume corpuscular médio) e aumento da propor¢do de eritrocitos imaturos
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(Hamre et al., 1994; Bai & Lee, 1998; Chen et al., 2004; Puangkaew et al.,
2005).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e periodo experimental

O experimento foi conduzido na Estacdo de Piscicultura do
Departamento de Zootecnia (DZO) pertencente a Universidade Federal de
Lavras (UFLA), localizada na cidade de Lavras - MG, a 21° 14' S de latitude,
45° 00" W de longitude, 918 m de altitude e 20,5°C de temperatura média anual.

Para o experimento foram utilizadas 25 caixas de fibra de vidro com
0,61 x 0,44 x 0,40 m de diametro superior, didmetro da base e altura,
respectivamente e capacidade total de 100 litros (Figura 4), divididas em duas

baterias (sistemas) de caixas.

FIGURA 4 Disposicao das caixas durante o experimento. |

O experimento foi realizado no periodo de mar¢co a maio de 2009,

totalizando 65 dias.

4.2 Material bioldgico e ambiente
Foram adquiridos 350 tambacus provenientes da piscicultura Aguas
Claras, situada em Mococa — SP, passando por um periodo de 15 dias de

adaptagdo a alimentacdo e ao ambiente. Realizou-se uma triagem de 250 peixes
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apresentando peso e comprimento médio inicial de 12,12g e 8,92cm,
respectivamente, distribuidos em 25 caixas, sendo 10 animais em cada.

Foi utilizado um sistema de recirculagdo de agua com bomba de 0,5 cv e
biofiltro, tendo uma renovacdo diaria de 10%, através da limpeza das caixas
(sifonagem). A temperatura, controlada com uso de termostato, ¢ o teor de
oxigénio dissolvido foram medidos diariamente, através de oximetro digital do
modelo YSI; o pH e amoénia foram medidos semanalmente através de kit
colorimétrico comercial, para um maior controle sobre as variaveis de qualidade

da 4gua (Tabela 2).

TABELA 2 Valores maximos e minimos de qualidade da agua: temperatura, teor
de oxigénio dissolvido (OD), pH e amoénia.

Parametros Minimo Maximo
Temperatura (°C) 26,7 28,1
OD (mg/L) 7,1 8,6
pH 6,8 7,2
Amonia (mg/L) 0,1 0,2

O arragoamento foi realizado duas vezes ao dia, as 08:00 h ¢ 16:00 h.
Inicialmente foram fornecidos 2,5% do peso vivo, sendo a dieta reajustada
semanalmente, de acordo com o desenvolvimento dos animais. O consumo total
durante o periodo experimental foi de 760 g de racdo por caixa. A iluminagao foi

controlada no regime de 12:12 horas (claro:escuro).
4.3 Dietas experimentais

Para dieta basal do tambacu foi feita ragdo peletizada com 32% de PB e

3300 kcal de ED kg", de acordo com NRC (1993), com inclusdo de 0,40 mg de
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Se kg' da dieta (Tabela 3). Utilizou-se a Selenometionina (0,5% ativa) como

fonte orgénica de selénio.

TABELA 3 Composic¢des percentuais, quimicas e calculadas da dieta basal.

Ingredientes (%) Quantidade
Farelo de soja (%) 60,00
Farelo de trigo (%) 21,16
Milho (%) 9,80
Oleo de soja (%) 6,75
Fosfato bicalcico (%) 0,10
Calcario (%) 0,62
Sal (%) 0,40
Premix vitaminico e mineral (%)’ 0,60
Metionina (%) 0,55
BHT (%) 0,02
Selénio (mg/kg) 0,40
Niveis Nutricionais

Proteina bruta (%) ! 31,98
Energia Digestivel (kcal/kg) ' 3299,02
Extrato Etéreo (%) ' 8,01
Fibra bruta (%)’ 571
Calcio (%)’ 0,48
Fosforo (%)’ 0,59

' Com base nas anélises de laboratorio de Nutrigao/DZO.

? Premix vitaminico comercial (5 kg/ton), com niveis de garantia por quilograma de
produto: Vit. A, 1.200.000 UTI; Vit. D3, 200.000 UT; Vit k3, 2.400 mg; Vit B;. 4.800
mg; Vit B, 4.800 mg, Vit Bs, 4.000 mg, Vit By,, 4.800 mg, ac. Folico, 1.200 mg;
pantotenato Ca 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; biotina, 48 mg; cloreto de colina,
108.000 mg; niacina, 24.000 mg; e premix mineral comercial (1 kg/ton), com niveis
de garantia por quilograma do produto: Fe, 50.000 mg; Cu, 3.000 mg; 20.000 mg;
Mn, 20.000 mg; Zn, 3.000 mg; I, 100 mg; Co, 10 mg; Se, 100 mg.

* Com base em valores calculados para a dieta.

As dietas teste (isoprotéica e isoenergética) foram compostas de dieta

basal com niveis crescentes de vitamina E (0 a 400 mg kg de ragdo), sendo o
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tocoferol acetato (50% ativo) a fonte da vitamina. Os tratamentos estdo dispostos
a seguir:

T, - Dieta basal sem suplementacdo de vitamina E (controle);

T, - Dieta basal com suplementacdo de 100 mg vitamina E/kg de rag@o;

T; - Dieta basal com suplementacdo de 200 mg vitamina E/kg de ragao;

T, - Dieta basal com suplementacdo de 300 mg vitamina E/kg de ragao;
Ts - Dieta basal com suplementacgdo de 400 mg vitamina E/kg de racao.

As ragdes foram elaboradas no Laboratorio de Nutrigdo Animal do
Departamento de Zootecnia, na Universidade Federal de Lavras. Os ingredientes
foram pesados em balanga analitica ¢ homogeneizados com 35% de agua. A
mistura final foi processada em moedor de carne sem hélice, assumindo a forma
de “macarrdo”. Apds esses processos, as ragoes foram secas em estufa ventilada

a 55°C e quebradas na forma de peletes.

4.4 Coletas experimentais

Ao final do periodo experimental, os tambacus passaram por 24 horas de
jejum. Todos os peixes foram utilizados para coleta de dados, sendo analisadas
todas as repeti¢des dos cinco tratamentos. Os 10 tambacus de cada caixa foram
pesados ¢ medidos para obtengdo dos dados de desempenho. Em seguida, os
peixes foram anestesiados com solugdo de benzocaina (1 g/ 15 L) e, por pungdo
cardiaca, com auxilio de seringa previamente heparinizada, colheu-se 1,5 mL de
sangue de cada animal. Dessa aliquota, 1,0 mL contido em Eppendorff,
destinou-se a determinag@o da contagem de eritrocitos e hemoglobina. Para % de
hematocrito utilizou-se tubos capilares, sendo a coleta em duplicata. Apds a
coleta de sangue, retirou-se figados e visceras para pesagem, sendo os figados
colocados em tubos criogénicos e armazenados em botijdo de vapor de
nitrogénio a -196°C. Posteriormente esses materiais foram transferidos do

botijdo de nitrogénio para um freezer a -80°C. Nas amostras de figado procedeu-
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se a analise enzimatica (GPx). Para amostragem sanguinea e enzimatica foram

utilizados dois peixes por unidade experimental (caixa), totalizando 50 animais.

4.5 Metodologia analitica

As analises enzimdticas ¢ hematologicas realizadas nos peixes foram
conduzidas na UFLA. A preparacdo das solugdes tampao foi realizada no
Laboratorio do Departamento de Quimica. Os homogenatos ¢ analises
sanguineas foram realizados no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia do
Departamento de Medicina Veterinaria. A atividade da enzima Glutationa

Peroxidase foi determinada no Laboratorio do Departamento de Fitopatologia.

4.5.1 Preparagéo do homogenato

Para andlise enzimdtica no figado foi necessario o processamento do
material para obtengdo do sobrenadante. Os figados dos peixes foram retirados
do freezer a -80°C, sendo lavados em solugdo salina 0,9% para remover o
excesso de sangue. O material foi seco em papel-filtro e pesado 0,5g de cada
amostra. Cada amostra de figado foi colocada em um Eppendorff;
posteriormente foi diluido (10x) em solugdo tampao fosfato 20 mM pH 74,
contendo 0,1% de triton e 150mM de NaCl. A homogeneizagdo foi realizada em
Vortex, modelo QL-901, por 10 impactos, mantido em gelo picado, seguidos de
centrifugacdo (refrigerada) a 12.000 rpm por 3 minutos. Os sobrenadantes foram

transferidos para novos Eppendorff’s € mantidos a -20°C até sua analise.

4.5.2 Atividade da glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9)

De acordo com Flohé & Gunzler (1984), a GPx dismuta o t-BuO OH do
ensaio, gerando para isso uma ponte dissulfeto entre duas GSH (GS-GS), que
por sua vez volta ao estado reduzido (2 GSH), pela agdo da Glutationa Redutase

(GR). A GR age mediante a oxidacdo de NADPH (Figura 5). Este ensaio baseia-
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se na medida do decréscimo de absorbancia (340 nm) promovido durante a
reducdo da GSSG, catalisada pela GR, em presenga de NADPH. A velocidade
de oxidagdo do NADPH ¢ proporcional a velocidade de produgdo de GSSG a
partir da GSH em presenca de t-BuOOH, catalisada pela GPx. Os valores da
atividade desta enzima sdo expressos em pmol min"'g” para tecidos e pmol min

'ml™” para lisados ou extratos.

GPx
2GSH + t-BuOOH — GSSG + t-BuO OH + H,0

GR
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP”"

FIGURA 5 Atividades da glutationa peroxidase e glutationa redutase (Flohé¢ &
Gunzler, 1984).

A concentragdo da glutationa peroxidase foi determinada pelo método
ELISA, utilizando-se um Kit de atividade de GPx Assay Designs STRESSGEN
(catalogo # 900-158). A leitura foi realizada por leitor automatico de
microplacas com 96 pocos (Biotek, modelo Power Wave XS) através do
programa GEN 5. O tempo de leitura foi de 2,5 minutos, sendo analisados a cada
30 segundos. Durante cada intervalo das leituras, as placas foram agitadas por 10
segundos. As analises de GPx foram realizadas no material em triplicata. A

atividade da enzima foi dada pela equagdo:

Atividade = (AAs4 min/0,00379uM™) x (0,2mL/YmL) x Diluigio

= nmole/min/mL onde Y = Aliquota de amostra

A atividade ¢ expressa por g de proteina. Para converter a

pmole/min/g,utilizou-se a férmula:
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Atividade = (Valor em nmole/min/mL x 9)/1000

4.5.3 Avaliacdo hematolégica

A analise de hemoglobina foi feita por absorbancia em
espectrofotometro (EL 9811-3724) a 540 nm, utilizando-se 0,2 mL de sangue
em 5 mL de KCN (reagente) de acordo com metodologia descrita por Evelyn &
Malloy (1938).

Para determinacdo do percentual de hematocrito, feito em capilares,
utilizou-se a metodologia do microhematdcrio, segundo Goldenfarb et al.
(1971).

A contagem total de eritrocitos foi realizada em cdmara de Neubauer,
apos diluicdo de 20 pL de sangue em 4mL de solugdo cloreto de sodio (0,65%),
de acordo com a metodologia de Natt & Herrick (1952). Os valores de
eritrocitos sdo calculados através da contagem de cinco quadrados médios
(Neubauer), multiplicados por 10050.

Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), hematodcrito (Ht) e
nimero de eritrocitos (Er) foram calculados os indices hematimétricos
absolutos: volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM).

VCM (fL) = (Ht x 10)/Er
CHCM (g dL™) = (Hb x 100)/Ht
4.6 Variaveis analisadas
Nos peixes amostrados foram obtidas as seguintes avaliagdes:

e Peso final (PF), obtido por pesagem dos peixes, com uso de balanga

digital, ao final do experimento;
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Comprimento total (CT), abordando toda extensdao do peixe, da face
frontal ao final da nadadeira caudal, medido através de um paquimetro;
Comprimento padrao (CP), compreendido entre a parte frontal da cabega
¢ a base da nadadeira caudal, medido através de paquimetro;

Ganho de peso (GP), sendo o peso final (g) — peso inicial (g);

Ganho de peso didrio (GPD), sendo o ganho de peso (g)/n°® de dias de
experimento (65);

Taxa de eficiéncia protéica (TEP), obtida por ganho de peso (g)/proteina
bruta ingerida (g);

Conversdo alimentar aparente (CAA), obtida por consumo (g)/ganho de
peso médio (g);

Indice Hepatossomatico (IHS), sendo o peso do figado/peso corporal x
100;

Indice Viscerossomatico (IVS), sendo o peso da viscera/peso corporal x
100;

Anadlise hematoldgica, através da contagem de eritrocitos, hemoglobina
e hematocrito com VCM (volume corpuscular médio) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM);

Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx).

4.7 Delineamento experimental

Foi adotado um delineamento experimental inteiramente ao acaso (DIC),

sendo utilizado cinco tratamentos com diferentes niveis de suplementagdo da

vitamina E (0, 100, 200, 300 ¢ 400 mg kg' de ragdo) e cinco repeti¢des,

totalizando 25 parcelas experimentais. Cada caixa de fibra de vidro constituiu

uma parcela, num total de 25 caixas com 10 peixes em cada uma.
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Modelo estatistico:
yij = 1+t + e, em que:
yij= amostragem da parcela referente a dieta i na repeticdo j (i=1,2, ...
Sej=(1,2,..5);
p = média geral do experimento;
t;=efeito da dietai (i=1,2, ..., 5);
ej = desvio associado a cada observacdo que, por hipdtese, tem

distribuigdo normal, com média zero e variancia &°.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de wvariancia,
utilizando-se o pacote computacional Sistema para Analise de Variancia
(Sisvar), descrito por Ferreira (2000). As médias calculadas foram submetidas ao

teste de Student-Newman-Keuls a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variaveis de qualidade da agua de cultivo
Os resultados das avaliagdes fisico-quimicas da dgua encontram-se na
Tabela 4. Os valores estao de acordo com os descritos na literatura para espécies

tropicais.

TABELA 4 Médias das variaveis da agua de cultivo para tambacus alimentados
com dietas suplementadas com vitamina E.

Parametros Média
Temperatura (°C) 27,40+0,99
OD (mg/L) 7,85+1,06
pH 7,00+0,28
Amonia (mg/L) 0,15+0,07

Meédias + desvio padrio

O metabolismo dos peixes ¢ mais acelerado a medida que aumenta a
temperatura, sendo que peixes de aguas tropicais geralmente encontram o
conforto térmico em temperaturas entre 20 e 28°C, e o apetite maximo ocorre na
faixa entre 24 e 28°C (Silva et al., 2008). Assim, os valores encontrados neste
trabalho sdo adequados, satisfazendo a faixa de conforto térmico.

O pH da 4gua doce de cultivo recomendado deve ser mantido entre 6,0 e
8,0, em sistema tradicional (Baldisserotto, 2002), faixa em que se situaram os
valores obtidos com o experimento.

Em relagdo as concentragdes de oxigé€nio dissolvido (OD), a baixa
disponibilidade de oxigénio torna os peixes susceptiveis a doengas ¢ diminuem
seu desempenho (Kubitza, 2000). O consumo de oxigénio ¢ maior em peixes

bem alimentados, e niveis abaixo de 4,2 mg L' de OD podem diminuir o
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consumo (Baldisserotto, 2002), sendo assim, os valores de OD apresentados
neste trabalho sdo considerados favoraveis.

Para viveiros de agua doce com pH situado no intervalo entre 7,5 ¢ 8,0,
o valor desejavel para aménia total deve ser inferior a 2,0 mg L (Queiroz &
Silveira, 2006). Os resultados apresentados no trabalho ndo oferecem toxicidade

para os tambacus.

5.2 Desempenho zootécnico
Os resultados de desempenho zootécnico para os indices de peso final,

comprimento total e comprimento padrao estdo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5 Médias das variaveis peso final (PF), comprimento total (CT) e
comprimento padrdo (CP), analisadas para tambacu, em fungdo da
suplementacdo de vitamina E na dieta.

Vitamina E mg/kg
Variavel 0 100 200 300 400 CV (%)

PF (g) 63,80°  79.80°  79,20°  77,40°  82,40° 7,94
CT(em) 15,68 16,20 16,02 16,00 16,50 3,41

CP(cm) 11,98° 12,84®™ 1290™ 1280" 13,20° 4,24
Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste
SNK.

CV — coeficiente de variago

No presente estudo ndo foi observado efeito significativo (P>0,05) da
suplementacdo de vitamina E para comprimento total (CT). No entanto, peso
final (PF) e comprimento padrio (CP) apresentaram diferengas significativas
(P<0,05). Para o PF, os tratamentos com suplementacdo da vitamina E
proporcionaram melhores resultados que o tratamento sem suplementagao,
mostrando a eficiéncia do acréscimo de no minimo 100 mg kg™ de vitamina no
aproveitamento da dieta. Para resposta do CP, foi necessaria a dosagem de 400

mg de vitamina E kg™ de ragio para ganho em crescimento.
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Paul et al. (2004) observaram, em carpa mrigal (Cirrhinus mrigala) que
houve melhora no desempenho, utilizando 120 mg kg™ de vitamina E para peso
final. Tocher et al. (2002) observaram que o crescimento da dourada (Sparus
aurata L.) foi melhor com a suplementagdo, enquanto para “turbot”
(Scophthalmus maximus L.) e “alabote” (Hippoglossus hippoglossus) ndo foram
observadas essas diferengas de desempenho.

Bai & Lee (1998) trabalhando com juvenis de Korean rockfish (Sebastes
schlegeli) observaram que peixes recebendo dietas contendo altos niveis (500
mg kg') de vitamina E também demonstraram respostas em termos de
crescimento.

Navarro (2008), utilizando suplementagdo de vitamina E de até 200 mg
kg na dieta de pos-larvas de tilapia, ndo observou efeito da suplementagio para
peso final. No entanto, em relagdo ao comprimento total, observou diferengas
estatisticamente significativas para os tratamentos com 150 mg e 200 mg de
vitamina E kg' e em relagdo ao comprimento padrio observou que os
tratamentos sem suplementacdo, 150 mg e 200 mg de vitamina E kg foram
estatisticamente diferentes de outros tratamentos.

Contrapondo-se ao relatado no experimento, Ruff (2002) ndo observou
diferenga de crescimento entre os tratamentos contendo 189 e¢ 613 mg de
vitamina E kg™ de dieta para alabote do atlantico (Hippoglossus hippoglossus).
Huang et al. (2004) em estudos realizados com salmdes (Oncorhynchus kisutsh),
obtiveram taxas de crescimento semelhantes entre os peixes alimentados com
100 mg de vitamina E kg™ de ragdo e o grupo controle. Assim como Scaife et al.
(2000) que ndo encontraram diferencas de desempenho para salmoes
alimentados com dietas contendo 184; 573 e 865 mg de vitamina E kg™

Os resultados de ganho de peso, ganho de peso diario, taxa de eficiéncia

protéica e conversdo alimentar aparente estdo apresentados na Tabela 6.

33



TABELA 6 Médias das variaveis ganho de peso (GP), ganho de peso diario
(GPD), taxa de eficiéncia protéica (TEP) e conversdo alimentar
aparente (CAA), analisadas para tambacu, em fungdo da
suplementacdo de vitamina E na dieta.

Vitamina E mg/kg
Variével 0 100 200 300 400  CV (%)
GP () 56,80° 67,67 67,10  6534®  70,27° 9,53
GPD(g)  0,87° 1,04 1,03®  1,01* 1,08° 9,54
TEP (g) 1,78 ° 2,11 2,10 204%™ 2,20° 9,54
CAA(g) 1,34° 1,13° 1,15° 1,17° 1,09° 9,57

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste
SNK.
CV — coeficiente de variago

Para as analises de ganho de peso (GP), ganho de peso diario (GPD),
taxa de eficiéncia protéica (TEP) e conversdo alimentar aparente (CAA) obteve-
se resultados significativos (P<0,05). As varidveis GP, GPD e TEP apresentaram
melhores respostas ao nivel de 400 mg de vitamina E kg™ de suplementagio da
dieta dos peixes, em relacdo ao tratamento ndo suplementado, mostrando uma
eficiéncia no crescimento e maior aproveitamento da proteina ingerida. Ja CAA
demonstrou que foi necessaria a dose minima de 100 mg kg-' de vitamina E para
obten¢do de melhor desempenho alimentar, através do maior aproveitamento da
dieta. Estes dados demonstram o efeito positivo da protecdo dada pela vitamina
E a membrana celular, mantendo o equilibrio com os radicais livres.

Kocabas & Gatlin (1999) encontraram maior ganho de peso utilizando
20 mg por kg de vitamina E para a espécie sunshine bass (Morone chrysops
female x M. saxatilis male). Ja Paul et al. (2004) observaram, em carpa mrigal
que houve melhora no ganho de peso utilizando 120 mg kg de vitamina E.

Lin & Shiau (2005) avaliaram o desempenho de garoupas (Epinephelus
malabaricus) alimentadas durante oito semanas com dietas suplementadas com

vitamina E (0, 100 e 200 mg kg de dieta) e observaram que o ganho de peso foi
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maior conforme o aumento da vitamina E na dieta. Outros trabalhos também
revelaram relagdo positiva entre o melhor ganho de peso ¢ o0 aumento no nivel de
vitamina E nas dietas de trutas (Oncorhynchus mykiss) (Puangkaw et al., 2005) e
perca amarela (Perca flavescens) (Lee & Dabrowski, 2004).

Bai & Lee (1998), trabalhando com juvenis de Korean rockfish
(Sebastes schlegeli) alimentados com uma dieta sem vitamina E, observaram
menor ganho de peso e pior conversdo alimentar do que aqueles alimentados
com dietas contendo 20120 mg vitamina E kg™. Shiau & Hzu (2002) também
observaram menor ganho de peso em hibridos de tilapias alimentados com
racdes sem vitamina E.

Outros autores, trabalhando com diversas espécies, verificaram a
tendéncia de aumento na TEP com o aumento da suplementacdo de vitamina E
(Kocabas & Gatlin, 1999; Paul et al., 2004).

Resultados contrarios foram observados por Navarro (2008) que
trabalhando com suplementagdo de até 200 mg de vitamina E para pos-larvas de
tilapias, ndo verificou efeito significativo na taxa de eficiéncia protéica, ganho
de peso total e para ganho de peso médio diario dos animais. Wilson et al.
(1984) observaram que, ao suplementarem vitamina E para catfish ndo
obtiveram diferenca significativa para ganho de peso.

Huang et al. (2004), em estudos realizados com salmdes (Oncorhynchus
kisutsh), obtiveram ganhos de peso semelhantes entre os peixes alimentados com
100 mg de vitamina E kg™ de ragéo e o grupo controle. Lygren et al. (2000) néo
encontraram diferencas de consumo de ragdo entre salmdes do Atlantico (Salmo
salar), alimentados com trés niveis de vitamina E nas dietas. Kiron et al. (2004)
também ndo observaram diferengas no GP e CAA para trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) alimentadas com ragdes contendo 100 mg e 1000 mg de

vitamina E kg™
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Os percentuais dos indices viscerossomatico e hepatossomatico estdo

apresentados na Tabela 7.

TABELA 7 Porcentagens dos indices viscerossomatico (IVS) e hepatossomatico
(IHS), analisadas para tambacu, em funcdo da suplementacdo de
vitamina E na dieta.

Vitamina E mg/kg

Variavel 0 100 200 300 400  CV (%)
IVS (%) 5,96 6,76 6,40 6,12 6,93 9,73
THS (%) 1,21 1,36 1,31 1,25 1,39 18,94

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste
SNK.
CV — coeficiente de variacao

Os niveis de suplementagdo de vitamina E na alimentag@o dos tambacus
ndo influenciaram de forma significativa (P>0,05) as porcentagens dos indices
viscerossomatico (IVS) e hepatossomatico (IHS). A suplementagdo da vitamina
E esta relacionada com a capacidade metabolica dos 6rgdos, principalmente do
figado, onde possui grande atividade, ndo demonstrando diferencas com relagdo
ao peso dos mesmos.

Kim et al. (2003) ndo encontraram diferencas significativas para IHS ao
fornecer altas doses de vitamina E na alimentagdo de tilapias niloticas
(Oreochromis niloticus). Diferentes niveis dietéticos da vitamina E ndo afetaram
o IHS de salmao do Atlantico (Lygren et al., 2000). Assim como a inclusdo de
a-tocoferol acetato na dieta de bagre africano (Baker & Davies, 1996), nao
influenciou esse indice.

Navarro (2008) nao encontrou diferengas significativas para o indice
hepatossomatico em tildpias nildticas. Entretanto, o indice viscerossomatico
apresentou diferencas significativas para o tratamento sem suplementagdo de

vitamina E e com 100 mg e 150 mg desta vitamina.
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No resultado obtido por Tocher et al. (2002), o IHS nao foi afetado pela
dieta contendo vitamina E em turbot, mas foi aumentado em alabotes
alimentados com menor teor da vitamina E na dieta. J4 em douradas, o IHS foi
mais baixo, quando alimentadas com altos niveis de vitamina E.

Pearce et al. (2003) observaram em Oncorhynchus mykiss maior THS no
tratamento sem suplementa¢do da vitamina E. Em estudos anteriores, dietas
deficientes em vitamina E resultaram em aumento dos valores de indice
hepatossomatico em salmdo do Atlantico, S. salar (Poston et al.,, 1976;
Thorarinsson et al.,, 1994), mas nao em truta arco-iris (Cowey
etal., 1981).

Segundo Shearer (1994), em peixes juvenis, o crescimento da carcaga ¢é
maior que o crescimento das outras partes do corpo, nas quais os Orgios
internos, com exce¢do do lipidio visceral, tendem a aumentar de peso em
propor¢des pequenas. Esse autor cita que o tamanho relativo dos tecidos e
orgaos, sob condigdes nutricionais adequadas, ¢ dependente apenas do tamanho
do peixe e do ciclo de vida.

A vitamina E nas dietas ¢ essencial para melhorar o crescimento dos
peixes, sendo que maiores ganhos de peso ¢ melhor conversdo alimentar sdo
obtidos com a utilizagdo de dietas contendo valores de suplementagdo proximos
ao recomendado para a espécie (Paul et al., 2004). Baseados nessa afirmacgéo,
Halver (2002), Huang & Huang (2004), Sau et al. (2004), ¢ Paul et al. (2004),
sugeriram niveis ideais entre 80 a 100 mg de vitamina E kg de dieta para carpas
(Cyprinus carpio), 80 mg de vitamina E kg de dieta para hibridos de tilapias
(Oreochromis niloticus x O. aureus), 131,91 mg kg para alevinos de “rohu”
(Labeo rohita) e 99 mg de vitamina E kg de dieta para juvenis de “mrigal”

(Cinhinus mrigala), respectivamente.
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5.3 Parametros hematolégicos

A composi¢do sanguinea de eritrocitos (Er), hematocrito (Ht),
hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) em tambacus estdo apresentados na

Tabela 8.

TABELA 8 Caracteristicas hematologicas de tambacus alimentados com
diferentes niveis de suplementagdo de vitamina E na dieta.

Vitamina E mg/kg

Variavel 0 100 200 300 400 CV (%)
N° Eritrécitos(10%/uL) 3,68 3,72 342 396 3,58 27,69
Hematécrito (%) 39,20 44,40 38,80 43,00 41,10 742
Hemoglobina (g/dL) 9,48 10,10 8,70 1022 836 14,60
VCM (fL) 131,16 156,50 123,38 123,54 139,00 35,07
CHCM (g/dL) 2426 2290 2242 24,08 20,54 1535

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste
SNK.
CV - coeficiente de variacdo

Nao foi observado efeito significativo (P>0,05) para as variaveis
sanguineas. Sugere-se para este fato que os animais apresentavam um equilibrio
fisiologico, ja que o ambiente apresentava temperatura ideal, alto nivel de
oxigénio, densidade populacional adequada, assimilagdo de nutrientes, € por isso
ndo apresentaram alteragdes nos padrdes sanguineos, como ja observado por
Tavares-Dias & Moraes (2004), em diversas espécies de teledsteos. Nimero de
eritrocitos (Figura 6) e volume corpuscular médio apresentaram altas
percentagens de coeficiente de variagdo, pois possuem valores mais precisos que

as demais analises sanguineas.
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FIGURA 6 Fotomicroscopia dos eritrocitos de tambacus recebendo
suplementacdo de vitamina E na dieta (objetiva de imersdo a
oleo — 1000x).

Trenzado et al. (2009), trabalhando com dois niveis de vitamina E (25,6
e 275,6 mg kg) e dois niveis de HUFA (12,5 ¢ 30,5 g kg™') para truta arco-iris,
ndo observaram efeito significativo da suplementagdo da vitamina E para
hemoglobina e também em relacdo a % de hematocritos. Peixes com dietas
deficientes em vitamina E apresentaram maiores valores de CHCM e menores
valores de VCM. Também foi observado que a auséncia da vitamina E na
presenca de altos niveis de HUFA leva os peixes ao estagio de anemia.

Montero et al. (2001), encontraram efeitos da deficiéncia de vitamina E
sobre parametros sangiiineos em peixes recebendo dietas livres de vitamina E.

Garcia et al. (2007), trabalhando com suplementacdo de vitamina E na
dieta de pacus (Piaractus mesopotamicus), nao observaram efeito sobre o total
de eritrocitos, contagem total de proteina e globulinas no sangue dos peixes. A
auséncia da vitamina causou um aumento no hematdcrito e também na
hemoglobina, quando comparados aos tratamentos suplementados. A
suplementacdo ndo levou diferengas significativas para volume corpuscular

médio e concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
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Estudos realizados por Tavares-Dias et al. (2000), demonstraram
correlagdo positiva entre percentuais de hemoglobina e hematdcrito.

Hugh et al. (2009) mostraram que o salmdo do Atlantico (Salmo salar),
recebendo dietas deficientes em vitamina E, apresentaram-se extremamente
anémicos. A deficiéncia da vitamina também mostra um aumento no niamero de
eritrocitos imaturos, além da desintegracdo dos nucleos de eritrécitos, devido a
fragilidade da membrana.

Wise et al. (1993), trabalhando com niveis de selénio e vitamina E em
dietas para bagre do canal (Ictalurus punctatus), observaram que os globulos
vermelhos da membrana foram mais suscetiveis a peroxidacdo quando recebiam
dietas deficientes em vitamina E, do que os dos peixes alimentados com dietas
que atingiram ou excederam recomendacdes de inclusio da vitamina E.

Kim et al. (2003) demonstraram que altas doses de vitamina E na
alimentagdo de tilapias niloticas (Oreochromis niloticus) nido ocasionaram
diferencas significativas para hematocritos e hemoglobina.

Pearce et al. (2003) avaliando o efeito da inclusdo de vitamina E na
alimentagdo de trutas arco-iris (Onchorhynchus mykiss) obtiveram um aumento
na % de hematocritos referentes as dietas suplementadas. A dieta sem
suplementacdo com vitamina E apresentou % de fragilidade de eritrocitos muito
maior que as dietas suplementadas. Em trabalhos anteriores foram observados
menores valores de hematocrito relacionados a deficiéncia da vitamina E

em trutas (Poston, 1965; Cowey et al., 1984; Bell et al., 1985).
5.4 Parametro enzimatico

Os valores médios da atividade da enzima glutationa peroxidase em

tambacus estdo apresentados na Tabela 9.
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TABELA 9 Analise hepatica da atividade da glutationa peroxidase (GPx) em
tambacus alimentados com suplementacdo de vitamina E na ragao.

Variavel
Vitamina E mg/kg Glutationa Peroxidase (umole/min/g)

0 18,74

100 18,21

200 20,52

300 19,88

400 23,53

CV (%) 33,69

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste
SNK.
CV — coeficiente de variagao

Nas comparagdes de atividade da GPx em diferentes niveis de
suplementacdo de vitamina E na dieta de peixes, ndo foi encontrado efeito
significativo (P>0,05). Este fato pode ser evidenciado pela relagdo indireta da
glutationa peroxidase com o tocoferol. Apesar do mesmo papel antioxidante,
agem em locais diferentes na célula; a GPx age no citosol, necessitando de
selénio em sua composi¢@o, enquanto tocoferol age nas membranas celulares.
Todos os tratamentos apresentaram mesmo nivel de selénio.

Tocher et al. (2002) trabalhando com niveis 0, 100 ¢ 1000 mg de
vitamina E suplementada, relataram que alabotes (Hippoglossus hippoglossus)
alimentados com alta dosagem de vitamina E na dieta, apresentaram menor
atividade da GPx (25 nmol min"' mg" de proteina). Para dourada (Sparus
aurata), a atividade da enzima glutationa peroxidase ndo foi alterada, com ou
sem a suplementacdo da vitamina E na dieta (média de 168 nmol min" mg™” de
proteina). Para turbot (Scophthalmus maximus) a atividade da GPx foi

significativamente maior nos peixes alimentados com dieta sem suplementagao
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(615 nmol min" mg" de proteina), quando comparado aos peixes alimentados
com dietas suplementadas (média de 207 nmol min"' mg™' de proteina).

Trenzado et al. (2009), trabalhando com dois niveis de vitamina E (25,6
e 275,6 mg kg') e dois niveis de HUFA (12,5 ¢ 30,5 g kg), ndo observaram
efeito significativo da suplementacdo da vitamina E para a acdo da enzima
glutationa peroxidase (GPx).

Hugh et al. (2009), avaliando selénio e vitamina E na alimentacdo de
salmdo do Atlantico (Salmo salar) observaram que o grupo suplementado
apenas com selénio teve atividade enzimatica duas vezes maior que do grupo
sem nenhuma suplementacdo na alimentacdo. Quando suplementados apenas
com vitamina E, a atividade da GPx ndo apresentou alteragdo significativa.
Apesar disso, a suplementacdo simultinea de vitamina E e selénio resultou,
aparentemente, em um aumento muito maior em atividade da enzima especifica
do que suplementando apenas com selénio.

Wise et al. (1993) trabalharam com niveis de selénio e vitamina E na
dieta de bagre do canal (Ictalurus punctatus); observaram que a glutationa
peroxidase foi suprimida em peixes alimentados com dietas deficientes em
selénio quando comparado com a atividade da enzima presente nos peixes
alimentados com dietas contendo niveis recomendados ou mais elevados de
selénio.

Jaramillo Junior et al. (2009) demonstram que a falta de suplementagéo
dietética da vitamina E pode aumentar a expressdao de glutationa peroxidase de
todo organismo ¢ aumentar a digestdo, absor¢do e deposicdo de selénio no
organismo do hibrido striped bass (Morone chrysops x M. saxatilis).

Chang et al. (2007) mostram que o sistema enzimatico antioxidante,
contendo selénio e GPx ¢é altamente regulado para manter o equilibrio, quando a

dieta € deficiente em antioxidantes.
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Peters & Livingstone (1996) investigaram a atividade embriologica de
enzima antioxidante em larvas de turbot. Verificaram que a atividade da GPx
aumentou progressivamente com a idade. A crescente atividade da GPx pode
indicar uma necessidade progressiva de eliminar perdxidos de hidrogénio e

peréxidos lipidicos a partir dos tecidos.
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6 CONCLUSOES

Nas condigdes em que foi realizado o experimento conclui-se que a
suplementacdo com vitamina E na alimentagdo de tambacus influencia as
variaveis de desempenho estudadas.

Nao foi encontrada relagdo entre a suplementagdo da vitamina E na dieta
e variaveis sanguineas, ja que os animais apresentavam-se em equilibrio
fisiologico, livres de doengas.

Nao houve uma relagdo direta entre a GPx e vitamina E. Nenhum dos
resultados indicou que a enzima e vitamina E foram complementando umas as
outras ou que foi um antioxidante para compensar uma deficiéncia do outro. A

GPx esta diretamente relacionada com a presenga de selénio no organismo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A protecdo dada pela vitamina E as membranas celulares contra o
desequilibrio causado por radicais livres, prova a importancia da vitamina para
organismos animais.

Nao foram encontradas relagdes entre a suplementagdo da vitamina E e
variaveis hematologicas devido as condi¢des ideais, em laboratorio, em que os
peixes se encontravam; em pisciculturas comerciais, onde os peixes passam por
desequilibrios ambientais (alimentagdo desbalanceada, competi¢do, acdo
predatoria, parasitismo, diferentes climas, entre outros), possivelmente, maiores
niveis de vitamina E seriam necessarios.

Para obtencdo de resultados mais expressivos, seria necessario o
aumento no periodo experimental ou trabalhar com maiores niveis de vitamina E
suplementada na racao.

Através do estudo obteve-se maior conhecimento sobre espécies nativas
do Brasil, em especial o tambacu e os peixes que o originaram, além de ampliar
o entendimento sobre as necessidades nutricionais para o bom funcionamento do

organismo, e por conseqiiéncia, sua melhor producao.
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ANEXO A
TABELA 1A

TABELA 2A

TABELA 3A

TABELA 4A

TABELA 5A

TABELA 6A

TABELA 7A

TABELA 8A

TABELA 9A

ANEXOS

Analise de variancia para peso final em tambacus
recebendo vitamina E na dieta...........ccooeeeveeniencennnnen.

Analise de varidncia para comprimento total em
tambacus recebendo vitamina E na dieta.......................

Analise de varidncia para comprimento padrio em
tambacus recebendo vitamina E na dieta.......................

Anadlise de variancia para ganho de peso em tambacus
recebendo vitamina E na dieta............ccooevevvenieniennenen.

Andlise de variancia para ganho de peso didrio em
tambacus recebendo vitamina E na dieta.......................

Analise de variancia para taxa de eficiéncia protéica
em tambacus recebendo vitamina E na dieta..................

Analise de varidncia para conversdo alimentar aparente
em tambacus recebendo vitamina E na dieta..................

Analise de varidncia para percentual de indice
viscerossomatico em tambacus recebendo vitamina E
N8 IETA....eeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e eeeaaeeeeeeeas

Analise de varidncia para percentual de indice

hepatossomatico em tambacus recebendo vitamina E
N8 QICTA ..ottt
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ANEXO B

TABELA 1B

TABELA 2B

TABELA 3B

TABELA 4B

TABELA 5B

ANEXO C

TABELA 1C

Analise de varidncia para nimero de eritrocitos no
sangue de tambacus recebendo vitamina E na dieta........

Andlise de variancia para percentual de hematocrito no
sangue de tambacus recebendo vitamina E na dieta........

Andlise de varidncia para taxa de hemoglobina no
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ANEXO A

TABELA 1A Analise de variancia para peso final em tambacus recebendo

vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Peso Final 4 539,4400 134,8600 3,564 0,0238
Residuo 20 756,8000 37,8400

Total 24 1296,2400

CV =7,94%

TABELA 2A Anadlise de varidncia para comprimento total em tambacus

recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Comprimento Total 4 1,8040 0,4510 1,499 0,2401
Residuo 20 6,0160 0,3008

Total 24 7,8200

CV=3,41%

TABELA 3A Anélise de varidncia para comprimento padrdo em tambacus

recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Comprimento Padrio 4 4,1416 1,0354 3,546 0,0242
Residuo 20 5,8400  0,2920

Total 24 9,9816

CV =4,24%
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TABELA 4A Analise de variancia para ganho de peso em tambacus recebendo
vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ oM Fc Pr>Fc
Ganho de Peso 4 528,6836 132,1709 3,398 0,0283
Residuo 20 778,0318 38,9016

Total 24 1306,7154

CV=9,53%

TABELA 5A Analise de varidncia para ganho de peso didrio em tambacus
recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ganho de Peso Diario 4 0,1250  0,0312 3,391 0,0285
Residuo 20 0,1842  0,0092

Total 24 0,3092

CV =9,54%

TABELA 6A Analise de variancia para taxa de eficiéncia protéica em tambacus
recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Taxa de Eficiéncia Protéica 4 0,5155 0,1289 3,386 0,0286
Residuo 20 0,7612  0,0381

Total 24 1,2767

CV =9,54%
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TABELA 7A Analise de variancia para conversdo alimentar aparente em
tambacus recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ oM Fc Pr>Fc
Conversao Alimentar Aparente 4 0,1944 0,0486 3,835 0,018
Residuo 20 0,2535 0,0127

Total 24 0,4479

CV=9,57%

TABELA 8A Andlise de variancia para percentual de indice viscerossomatico
em tambacus recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
indice Viscerossomatico 4 3,3897 0,8474 2,161 0,1106
Residuo 20 7,8422  0,3921

Total 24 11,2319

CV =9,73%

TABELA 9A Analise de variancia para percentual de indice hepatossomatico
em tambacus recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
indice Hepatossomatico 4 0,1091 0,0273 0,445 0,7745
Residuo 20 1,2251 0,0612

Total 24 1,3342

CV =18,94%
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ANEXO B

TABELA 1B Anadlise de varidncia para niimero de eritrocitos no sangue de
tambacus recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Eritrocitos 4 0,7864 0,1966 0,190 0,9408
Residuo 20 20,6840  1,0342

Total 24 21,4704

CV =27,69%

TABELA 2B Analise de variancia para percentual de hematdcrito no sangue de
tambacus recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Hematocrito 4 116,0000 29,0000 3,085 0,0394
Residuo 20 188,0000  9,4000

Total 24 304,0000

CV=1742%

TABELA 3B Analise de variancia para taxa de hemoglobina no sangue de
tambacus recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Hemoglobina 4 13,6824 3,4206 1,826 0,1634
Residuo 20 37,4680 1,8734

Total 24 51,1504

CV =14,60%
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TABELA 4B Analise de variancia para volume corpuscular médio no sangue de
tambacus recebendo vitamina E na dieta.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Volume Corpuscular

Médio 4 3794,7416  948,6854 0,425  0,7887
Residuo 20 44638,0120 2231,9001

Total 24 48432,7536

CV =35,07%

TABELA 5B Analise de varidncia para concentragdo de hemoglobina
corpuscular média no sangue de tambacus recebendo vitamina E

na dieta.
Fontes de variacéo GL SQ QM Fc  Pr>Fc
Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média 4 45,1200 11,2800 0,918 0,4728
Residuo 20 2457200 12,2860
Total 24 290,8400

CV=1535%
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ANEXO C

TABELA 1C Andlise de varidncia para atividade da enzima glutationa
peroxidase no figado de tambacus recebendo vitamina E na

dieta.
Fontes de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glutationa Peroxidase 4 86,8697 21,7174 0,470 0,7572
Residuo 20 9242757 46,2138
Total 24 1011,1454

CV =33,69%
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