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RESUMO

A piscicultura, assim como toda a aquicultura, ¢ a cultura que mais
cresce no mundo. Para atender a demanda do mercado os piscicultores tém se
preocupado ainda mais em aumentar sua producdo com menor custo. Uma das
maneiras seria aumentar a taxa de crescimento por meio de um programa de
nutricdo correto e balanceado. O uso de suplementos alimentares pode auxiliar
na expressio da maxima capacidade da espécie, aumentando assim o seu
potencial de desenvolvimento muscular por meio da expressdo de fatores de
regulagdo miogénicos e inibi¢do de reguladores negativos como a miostatina.
Trabalhos in vitro comprovaram que os polissacarideos sulfatados extraidos de
algas marrons, usados como suplemento alimentar, seriam capazes de se
complexar com a molécula de miostatina, inibindo assim o seu efeito no
processo da miogénese. Sendo assim objetivou-se avaliar o desempenho da
tilapia do Nilo, em fase inicial de crescimento, com a suplementacdo de
diferentes niveis de polissacarideo sulfatado (fucoidan) extraido de alga marrom,
aos 30 dias de cultivo. O experimento foi conduzido no Biotério Central da
Universidade Federal de Lavras situado no Departamento de Medicina
Veterinaria, por um periodo de 30 dias. Foram utilizadas 216 alevinos de tilapia
do Nilo (peso médio inicial = 2,73+0,19g), distribuidos em 12 aquarios de 60
litros em um delincamento inteiramente casualizado, totalizando quatro
tratamentos e trés repeticdes. Os alevinos foram suplementados com extrato de
polissacarideo sulfatado em p6 aos niveis de 0%, 0,5%, 1,0% e 1,5%. Durante o
periodo experimental, foram realizadas duas coletas (inicial e final) para
medidas de desempenho zootécnico, histologia de musculo e cromatografia do
plasma sanguineo. Os dados foram submetidos a analise de varidncia com um
nivel de significancia de 5%, com o auxilio do software R versdo 3.0.1. As
variaveis de desempenho, frequéncia de didmetro de fibra e concentracdo de
fucose ndo foram significativas entre os tratamentos (P>0,05). Foi possivel
identificar a fucose no plasma sanguineo dos animais, comprovando sua eficacia
em quebrar as ligagdes a-(1-3) do polissacarideo. A histologia mostrou que
houve uma maior porcentagem de crescimento hipertrofico das fibras
musculares, j& que em todos os tratamentos a classe de didmetro >50um
prevaleceu (P<0,05). Concluiu-se que o polissacarideo sulfatado fucoidan usado
em dietas para Oreochromis niloticus com 30 dias de cultivo, ndo foi eficaz em
aumentar os parametros de desempenho e crescimento muscular.

Palavras-chave: Piscicultura. Oreochromis niloticus. Desempenho. Fucoidan



ABSTRACT

Fish farming, as well as all aquaculture, is the fastest growing culture in
the world. To meet the market demand, farmers have become even more
concerned about increasing their production at lower cost. One way would
increase the growth rate by a proper and balanced nutrition program. The use of
dietary supplements may help on the expression of the maximum genetic
capacity increasing the specie potential for muscle development by the
expression of myogenic regulatory factors and inhibition of myostatin as a
negative regulator. Recently, in vitro studies have shown that sulphated
polysaccharides extracted from brown algae (fucoidan), used as food
supplement, would be capable to complex with myostatin molecule inhibiting its
effect on the process of myogenesis. The objective of this study was to evaluate
the Nile tilapia performance, in early stages of growth, using different levels of
sulfated polysaccharide (fucoidan) extracted from brown seaweed, after 30 days
of cultivation. A 30-days feeding trial was conducted with diets containing 0%,
0.5%, 1.0% and 1.5% of Fucoidan powder extract at the Biotério Central da
Universidade Federal de Lavras located in the Medicine Veterinary Department.
It was used 216 nile tilapia fingerlings allocated in 12 aquariums with 60 liters
capacity in completely randomized design. It was analyzed fish performance
measures, muscle histology and blood plasma chromatography at the beginning
and end of the experiment. The data were submitted to a variance analysis with a
5% significance level using the 3.0.1 R software. The performance, fiber
diameter and plasm fucose concentration were not significant (P> 0.05) among
the treatments. It was possible to identify the fucose in the animals' blood plasm,
proving their effectiveness in breaking the o- (1-3) polysaccharide chain.
Histology showed that there was a higher hypertrophic muscle growth in all
treatments, since that the >50um diameter class prevailed. It was concluded that
the sulfated polysaccharide Fucoidan used in Oreochromis niloticus cultivation
diets for 30 days was not effective in the performance and muscle growth
increase.

Keywords: Fish farming. Oreochromis niloticus. Performance. Fucoidan.
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1 INTRODUCAO
A producdo aquicola vem aumentando significativamente e se apresenta

como importante fator de impacto para a economia mundial dentro da atividade
agropecudria. Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2011), a
producdo mundial de pescado (proveniente tanto da pesca extrativa quanto da
aquicultura) atingiu aproximadamente 168 milhdes de toneladas em 2010,
representando um crescimento de 3% em relacdo a 2009. A china em 2010
produziu 63 milhdes de toneladas, sendo o maior produtor de pescado neste ano.

A piscicultura € responsavel por 52% do total da producgido aquicola e
esta entre as atividades mais importantes dentro do cenario econdmico
produzido pela aquicultura. E uma atividade que visa ao cultivo racional de
peixes, com planejamento adequado para uma boa produgdo, e que apresenta
grande relevancia social e econdmica para a ampliagdo da produgdo de
alimentos, podendo também contribuir com a conservacdo da diversidade
bioldgica de ambientes naturais.

Dentro da cadeia produtiva de peixes, o aprimoramento de algumas
caracteristicas produtivas, como o crescimento especifico, ¢ essencial para o
sucesso da atividade. Do ponto de vista econdmico, essa caracteristica se destaca
como a principal, j4 que estd intrinsecamente ligada a produtividade e a
rentabilidade da produc@o. O aperfeicoamento e sinergismo das técnicas de
melhoramento genético, reprodugdo e nutricdo permitem ao produtor obter um
animal maior em menor tempo, evitando assim gastos excessivos com a
manuten¢do desses animais dentro da propriedade.

O crescimento estrutural em teledsteos ¢ mediado por um conjunto de
fatores de regulacdo miogénica (MRF) produzidos nos tecidos musculares. A
miostatina, também conhecida como Fator 8 de Crescimento e Diferenciacao
(GDF - 8), ¢ um membro do fator de crescimento e transformagdo da familia

beta (TGF -B) e atua como um regulador negativo do crescimento muscular
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esquelético. A sua importancia na regulagdo do crescimento foi inicialmente
ilustrada em ratos, em que as mutagdes no /ocus da miostatina resultaram em
aumento de até 30 % do crescimento dos animais.

A grande parte das pesquisas buscando a inativagdo dessa proteina para
fins de aumento em hipertrofia e hiperplasia foram focadas a nivel de
manipulacio genética e trabalho in vitro. No entanto, pode ser possivel reduzir
os seus efeitos inibidores por meio da modificagdo quimica existente entre as
proteinas celulares, ou da competi¢do pelos locais de ligagdo celular, utilizando
compostos naturais, como por exemplo, polissacarideos sulfatados extraidos de
organismos marinhos.

O fucoidan, um polissacarideo sulfatado extraido de algas marrons, tem
despertado interesse cientifico devido as suas diversas funcionalidades
biomédicas. Esse composto, por muitos anos, foi considerado apenas como uma
potencial fonte de L-fucose e por sua atividade anticoagulante. No entanto,
estudos em vertebrados terrestres demonstraram que o fucoidan atua no processo
inflamatorio, proliferagdo celular e adesdo, infec¢do viral, fertilizacdo e, mais
recentemente, regulacdo do crescimento muscular. Este ultimo efeito foi
comprovado, inicialmente, em 2003 por Ramazanov através de pesquisa in vitro
com células de humanos e se deve ao fato desse polissacarideo se complexar
com a miostatina, inibindo sua acdo. Embora seus efeitos biologicos sobre
vertebrados terrestres sejam frequentemente pesquisados, seus efeitos sobre as
espécies de peixes 0sseos ainda sdo poucos conhecidos.

Apesar da consolidada adaptagdo de algumas espécies de peixes, como a
tilapia do Nilo, ao Brasil e da existéncia de pacotes tecnoldgicos avancados e
bem estabelecidos para o seu cultivo, piscicultores ainda buscam alternativas e
novas tecnologias para aumentarem sua produtividade a fim de atender a

demanda do mercado. Esse aumento na produtividade requer a utilizacdo de
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programas eficazes de melhoramento genético, técnicas de manejo, reprodugio e
nutricdo necessaria para expressar todo o potencial dos animais.

A nutri¢do adequada ¢é essencial dentro de um sistema de produgéo ja
que os gastos com alimentag@o chegam a atingir 70% do custo total de produgao,
além de ser um limitante para o crescimento dos animais. Dentro desse
panorama, qualquer técnica que melhore as taxas de sobrevivéncia e crescimento
a um custo acessivel e de forma pratica ¢ vantajosa. Dessa forma, o intuito de
obter melhoras na eficiéncia alimentar e na produtividade com uso de
suplementos em ragdes para peixes tem sido crescente nos ultimos anos.

Sendo assim, com este trabalho objetivou-se avaliar o desempenho da
tilapia do Nilo, em fase inicial de crescimento, com a suplementagdo de
diferentes niveis de polissacarideo sulfatado (Fucoidan) extraido de alga

marrom, aos 30 dias de cultivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tilapia do Nilo — Oreochromis niloticus

A tilapia é um peixe teledsteo, da ordem dos Perciformes pertencente a
familia dos ciclideos, originario da Africa e amplamente cultivado em cerca de
100 paises (ROMANA-EGUIA et al., 2004). Cerca de 22 espécies de tildpia sio
cultivadas pelo mundo, porém a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), a tilapia
mossambica (O. mossambicus), a tilapia azul (O. aureus), além de O.
maccrochir, O. hornorum, O. galilaeus, Tilapia zillii e a T. rendalli sdo as
espécies mais criadas comercialmente (EL-SAYED, 2006) (Tabela 1).

Entre essas espécies, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca
por ser a espécie mais cultivada ndo s6 no Brasil como também no mundo.
Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 2011) a tilapia e o tambaqui foram as espécies mais cultivadas, as
quais somadas representaram 67,0% da producdo nacional de pescado dessa

modalidade.
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Tabela 1 Nomenclatura comum e cientifica das principais espécies de importancia

comercial
Adaptado de http://www.panoramadaaquicultura.com.br/paginas/revistas/27
Nomenclatura comum Nomenclatura cientifica
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus
Tilapia azul Oreochromis aureus
Tilapia de Java Oreochromis mossambicus
Tilapia de Mossambique Oreochromis mossambicus
Tilapia de Zanzibar Oreochromis u. hornorum
Tilapia vermelha Oreochromis spp (1)
Tilapia branca ou pérola Oreochromis spp (2)
Tilapia da Galiléia Sarotherodon galilaeus
Tilapia preta chinesa Sarotherodon melanotheron
Oreochromis esculenta
Oreochromis macrochir
Tilapia do Congo Tilapia rendalli

Oreochromis andersonii

Oreochromis spilurus

(1) Desenvolvida a partir de estoque da O. mossambicus e/ou O. hornorum (para a cor
vermelha) e freqiientemente cruzada com O. niloticus e/ou O. aureus para estimular
mais crescimento e outras caracteristicas para a aqiiicultura. (2) Desenvolvida a partir de
cruzamentos de O. niloticus e O. aureus.

Varias sdo as vantagens que tornam as tilapias um grupo de peixes
mundialmente cultivado. Possuem boas caracteristicas organolépticas, tais como
carne saborosa, baixo teor de gordura, auséncia de espinhas intramusculares em
forma de “Y” (miosseptos), considerdvel rendimento de filé de,
aproximadamente, 35% a 40% e auséncia de odor desagradavel, tornando-a
propicia para a preferéncia do consumidor e industria de processamento
(HILSDORF, 1995; SOUZA, 2002). Além disso, elas possuem caracteristicas
importantes para o sistema de cultivo, como habito alimentar onivoro e

planctéfago, aceitando uma ampla variedade de alimentos, e apresentam
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resposta positiva tanto a fertilizagdo dos viveiros quanto ao fornecimento
exclusivo de ragdes, em sistemas intensivos de cultivo. Sd3o resistentes a
doencas, ao superpovoamento e a baixos niveis de oxigénio dissolvido, embora
ndo apresentem bons indices produtivos nessas condi¢des (HILSDORF, 1995;
SERVICO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS - SEBRAE,
2008).

A alta versatilidade da espécie para a piscicultura, adaptando-se tanto ao
cultivo sem qualquer tecnologia empregada, quanto ao sistema de criagdo com
racdes balanceadas e tecnologia de producdo avangada, aliada as condi¢des
favoraveis, reflete no ganho positivo da principal caracteristica produtiva, a taxa

de crescimento especifico (KUBTIZA, 2000).

2.2 Tecido muscular em peixes teledsteos

O tecido muscular é um dos quatro tecidos basicos responsaveis pelos
movimentos corporais. E composto por células alongadas, denominadas células
musculares, miofibras ou fibras musculares, que contém grande quantidade de
filamentos citoplasmaticos altamente organizados e s3o responsaveis pela
contragdo muscular. Esse tecido pode ser classificado em: liso, estriado
esquelético e estriado cardiaco, conforme sua morfologia e funcdo (ONOFRE-
OLIVEIRA, 2009).

O tecido muscular estriado esquelético tem como principal caracteristica
a plasticidade, o que habilita esse tecido a alterar suas fun¢des morfologicas,
metabolicas e funcionais em resposta a varios estimulos (ACOSTA et al., 2005).
A caracteristica acima descrita torna o misculo extremamente importante para a
adaptacdo dos organismos ao seu habitat. Nos peixes, essa versatilidade
necessita ser ainda maior, uma vez que o ambiente pode afetar profundamente o
desenvolvimento e o crescimento do tecido muscular (JOHNSTON, 2006).

Nos peixes teledsteos a musculatura estriada esquelética compreende

uma grande parte da massa corporal (cerca de 60% da massa total do corpo).
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Nesses organismos, os musculos axiais, responsaveis por flexionar a coluna
vertebral e a regifo caudal de um lado para o outro, estdo organizados em
unidades morfofuncionais, os midomeros, que se repetem ao longo do corpo do
animal separados por bainhas de tecido conjuntivo, os miosseptos, onde estdo

inseridas as fibras musculares (Figura 1) (ALEXANDER, 1969).

Septolateral
Miosseptos  Perizontal
Musculosepiaxiais

Musculos hippaxiais

PERCA-NEGRA, Embiotico

Figura 1 Organizagdo anatomica da musculatura estriada esquelética. Desenho
esquematico demonstrando a regido da musculatura lateral (A), Formato
de um midmero de peixe teledsteo (B) e Visualizagdo em esquema real (C)
Fonte: Adaptado de Altringham e Ellerby (1999a, 1999b) e Johnston (2001)

Os musculos axiais estdo divididos em porc¢do epaxial (dorsal) e
hipoaxial (ventral) por meio do septo lateral ou transverso (horizontal),

localizado na regido do nervo da linha lateral (ALEXANDER, 1969; VIDELER,
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2011). Além disso, a coluna vertebral é flexivel e suporta um septo medial que

divide o corpo em antimeros direito e esquerdo (Figura 2) (VIDELER, 2011).
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Figura 2 Corte transversal da musculatura de peixe demonstrando a organizac¢do
anatdmica da musculatura estriada. Observa-se o septo horizontal separando a
musculatura epiaxial da hipoaxial, o septo medial separando a musculatura em
dois antimeros (direito e esquerdo), Musculo vermelho (superficial) e branco
(profundo)

Fonte: Adaptado de Mareco (2012) e Videler (2011)

A relevante porcentagem de musculo estriado esquelético nos peixes ndo
¢ apenas uma adaptagdo mecanica, especifica para a vida aquatica, mas serve
também como uma importante fonte de proteinas a ser utilizada na alimentaco
humana (WEATHERLEY; GILL, 1985).

Esse tecido ¢ formado por um conjunto de fibras musculares altamente
especializadas alongadas e multinucleadas, com nucleos periféricos, localizados

abaixo da membrana plasmatica. O sarcoplasma das fibras é constituido em sua
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totalidade por miofibrilas, que apresentam estriagdes transversais, decorrentes da

organizacdo das proteinas e filamentos contrateis (actina e miosina) em unidades

de contragdo, denominadas sarcomeros (Figura 3).

Figura 3 (A) Corte transversal da musculatura branca dorsal de alevino de Zebrafish
(Danio rerio). F: Fibras musculares. M: Mionucleos periféricos. E: Endomisio
HE. Adaptado de Figueiredo et al. (2011). (B) Corte longitudinal demonstrando
a presenca de mionucleos periféricos (setas) e estriacdes (bandas claras e
escuras) do musculo estriado esquelético de Grathonemus petersii

Fonte: Adaptado de Franck, Eddy e André (2009)

Os musculos natatorios de todos os grupos de peixes sdo altamente
especializados para atender a demanda de for¢a que € necessaria, tanto durante o
movimento de sustentagdo quanto durante movimentos rapidos. Sendo assim, o
sistema locomotor desses animais ¢ dividido em varios compartimentos ou
camadas contendo fibras musculares distintas (SANGER; STOIBER, 2001).

Assim como nos demais vertebrados, existem trés tipos basicos de fibras
musculares em peixes, as vermelhas, as brancas e as intermedidrias
(JOHNSTON, 1981), sendo que nos musculos axiais (que flexionam a coluna
vertebral e a cauda de um lado para o outro durante a natagdo) consistem
principalmente fibras brancas-rapidas, cobertas por uma fina camada de fibras
musculares vermelhas-lentas, ¢ de uma camada de fibras rosa, ou intermediarias,

entre elas (Figura 4) (SANTOS, 2007). Essa organizagdo pode variar de acordo
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com a espécie ¢ a fase de crescimento (ALEXANDER, 1969; WEATHERLEY;
GILL, 1987).

Figura 4 (A) Corte transversal da musculatura estriada esquelética de Danio rerio.
demonstrando os compartimentos musculares vermelho (v), intermediario (i) e
branco (b). (B) Corte transversal da musculatura estriada de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), demonstrando a musculatura distribuida em
compartimentos vermelhos (v), intermediarios (i) e brancos (b).

Fonte: Adaptado de Aguiar et al. (2005) e Biga e Goetz (2006)

A cor do musculo, em parte, indica o grau de vasculariza¢do de cada
tipo de fibra. As fibras musculares vermelhas (metabolismo oxidativo)
normalmente sdo menores, apresentam alta concentracdo de mioglobina, muitas
mitocOndrias, lipidios e excelente suprimento sanguineo, sendo utilizada na
realizacdo de movimentos lentos e de sustenta¢do, como a natacdo durante a
migracdo (DRIEDZIC; HOCHACHKA, 1976; JOHNSTON, 1980, 1999;
SANTOS, 2007). Essa musculatura ¢ encontrada na regido superficial, abaixo da
derme, em maior propor¢do na regido da cauda e proxima a regido da linha
lateral e correspondem de 5 a 15% em relagdo a toda a musculatura miotomal.

As fibras musculares brancas (metabolismo glicolitico) sdo maiores,

apresentam baixa concentracdo de mioglobina, poucas mitocondrias e lipidios
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(SANGER; CLAASSEN; ADAM, 1990; SANGER, 1992; SANTOS, 2007).
Essa musculatura corresponde aproximadamente 70 % do volume total do tecido
muscular (SANGER et al., 2001), sendo que essa propor¢io varia ao longo do
comprimento do peixe, encontrada em maior quantidade na regido anterior do
animal e um com grande declinio em dire¢do a regido caudal (ZHANG;
SWANK; ROME, 1996).

Entre as fibras vermelhas e brancas, encontra-se as fibras intermediarias
que apresentam propriedades morfofisiologicas intermediarias em relacdo as das
brancas e vermelhas e apresentam contragdo rapida com metabolismo

oxidativo/glicolitico (SANGER et al., 2001).

2.3  Miogénese em peixes teledsteos

A miogénese pode ser definida como o processo de diferencia¢do das
células precursoras musculares (mioblastos) em células do musculo esquelético
resultando na ativacdo coordenada de multiplos mecanismos de sinalizagdo
(ENGEL; FRANZINI-ARMSTRONG, 1994). Esse processo ocorre nas fases
iniciais da embriogénese e¢ tem a finalidade de formagdo, crescimento,
manutencdo e reparo das fibras musculares (PARKER; SEALE; RUDNICKI,
2003).

Nessas fases iniciais, o desenvolvimento dos peixes teledsteos ¢&
influenciado por fatores maternos depositados no ovocito durante a ovogénese
(JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011). Apds a fertilizacdo os ovocitos
tornam-se ativos, iniciando uma cascata de eventos necessarios para o
desenvolvimento do individuo através da traducdo de RNAs maternos e a
ativacdo de proteinas maternas presentes no ovocito, os quais sdo posteriormente
degradados (PELEGRI, 2004).

O desenvolvimento muscular ocorre de modo similar na maioria dos
peixes e segue um padrdo de desenvolvimento semelhante ao de outros

vertebrados. Durante o processo de formacdo muscular ocorre a especificagdo do
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mesoderma paraxial, definindo um modelo para o desenvolvimento muscular
(ZHANG; BHATTACHARYA; LI, 2009). Nesse periodo, ocorrem a formagéo
dos somitos, estruturas epiteliais transitdrias que se formam nas primeiras etapas
do desenvolvimento.

Cada somito ¢ formado por uma porg¢do ventral, o esclerétomo, que dara
origem a estruturas esqueléticas, e uma dorsal, o dermomidtomo, que formara a
derme e a musculatura do tronco e da cauda (CURRIE; INGHAM, 2001)
(Figura 5). Posteriormente, o dermomidtomo se divide em dermatomo e
miotomo (WOLPERT et al., 2000).

Nos peixes, o esclerotomo ¢ altamente reduzido, pois, no ambiente
aquatico, o animal apresenta maior facilidade em sustentar o peso do corpo,
diminuindo a necessidade de formacao de estruturas esqueléticas. Dessa forma, a

maior parte do somito € constituida pelo midtomo (BONE, 1966).

Superficie do ectoderma
Dermomidtomo

— epaxial
intercalado

Mesoderma

pré-somitico
Somito paraxial
epitelial
Raiz dorsal
ganglionar Muod..rmt
naraxial
Tubo Dermomiétomo
neural hipoaxial
Notocorda +
I # Célula hipoaxial migrante N Mistomo ® Esclarétomo

Figura 5 Origem embriondria dos musculos do tronco e dos membros dos vertebrados
Fonte: Adaptado de Parker, Seale e Rudnicki (2003)
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A especificagdo de células progenitoras musculares no somito depende
de sinais indutivos dos tecidos adjacentes, como o tubo neural, a notocorda e o
ectoderma dorsal e lateral. Essas células se diferenciam das demais pela
morfologia e padrdo de expressdo génica, sendo denominadas células adaxiais,
precursoras das células musculares ou mioblastos lentos. Sob o estimulo de
glicoproteinas secretadas pela notocorda e pelo tubo neural (BLAGDEN et al.,
1997), essas células sofrem alongamento ¢ migram em dire¢do a superficie do

miétomo (Figura 6) (CURRIE; INGHAM, 2001; JOHNSTON, 2004).

Figura 6 Miogénese no embrido de zebrafish (Danio rerio). (A) Embrido com 21
somitos, (B) células adaxiais, (CA) adjacentes a notocorda (N), (C) corte
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transversal do embrido ilustrado em (B). MF: mioblastos rapidos e (D) Células
adaxiais alongam-se e migram em direcdo a superficie do midtomo. (E) Células
adaxiais formando o compartimento de musculo vermelho (V). Células
pioneiras (CP) mantém-se conectadas a notocorda, na regido do futuro
miossepto horizontal (MH). As demais células do midtomo (MF) se
diferenciam em fibras musculares brancas (B). (F) Final da miogénese,
mostrando uma monocamada superficial de fibras vermelhas (V) circundando
uma grande quantidade de fibras brancas (B)
Fonte: Adaptado de Johnston (2004)

Apos a migragdo, as células adaxiais (mioblastos lentos) fundem-se
umas as outras dando origem aos miotubos que se diferenciam em fibras
musculares vermelhas. Uma subpopulagdo de células se mantém conectada a
notocorda onde, além de dividir o miétomo nas regides ventral (hipoaxial) e
dorsal (epaxial) dando origem ao miossepto horizontal, vdo orientar a migragio
das demais células adaxiais em dire¢do a superficie do midtomo. A unido dos
mioblastos rapidos também acontece originando os miotubos multinucleados

onde os nucleos estdo localizados na regido central (Figura 7) (RESCAN, 2001).

Células Satélit
élulas Satélites Miofibra

Mioblastos

Proliferagao Fusio Diferenciagao

‘Comprometimento’
Figura 7 Esquema demonstrativo dos principais eventos que ocorrem durante a
embriogénese do musculo estriado esquelético
Fonte: Adaptado de Watabe (1999)

O crescimento muscular pds-embriondrio na maioria dos peixes ocorre
através da ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo das células satélites. Essas
células s3o derivadas do processo de desenvolvimento embriondrio, que
permaneceram como células indiferenciadas no musculo. Elas possuem a

capacidade de se proliferar, e também tém o potencial de se diferenciar e se
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fundir com as fibras musculares existentes, sendo denominadas de células
satélites ou mioblastos adultos (VASYUTINA; LENHARD; BIRCHMEIER,
2007). Elas podem ser vistas na periferia das fibras musculares sob a lamina
basal, separada das fibras musculares pela membrana celular, ¢ constituem a
principal fonte celular para a regeneragcdo e para o processo de crescimento
muscular pos-natal (BUCKINGHAM, 2007; JOHNSTON et al., 2000;
MAURO, 1961) (Figura 8).

Mionucleos
Miofribrilas vl n

Fibra muscular

Lamina Basal Célula satélite
'‘Quiescente’

Figura 8 Esquema demostrando a localizagdo das células satélites, entre o sarcolema ¢ a
lamina basal da fibra muscular
Fonte: Mareco (2012), adaptado de Mauro (1961)

As células permanecem relativamente indiferenciadas (SNOW, 1986),
mas quando ativadas, passam a expressar varios hormoénios e fatores de
crescimento entre eles, os fatores reguladores miogénicos MyoD, Myf5,
miogenina ¢ MRF4 (HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005) que utilizam diversas
vias de sinalizacdo, controlando a proliferacdo e a diferenciacdo celular
(MARECO, 2012).

Apds o periodo embrionario, algumas espécies de peixes apresentam um
crescimento continuo ao longo da vida. Nesses animais o crescimento muscular

ocorre através de dois processos: hiperplasia e hipertrofia, os quais contribuem
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por todo o periodo de crescimento pds-embrionario da musculatura estriada
(GREER-WALTER; PULL, 1970; MARECO, 2012).

A hipertrofia consiste no aumento do didmetro ou area da fibra
muscular. Nesse processo, comum aos mamiferos e peixes pos-periodo
embrionario, as células miossatélites fundem-se com fibras musculares
existentes, aumentando o nimero de nucleos e a sintese de miofibrilas. Diferente
da hipertrofia, a hiperplasia consiste no aumento do numero de fibras
musculares, devido a formacao de novas fibras. Nesse processo acontece a fusdo
das células satélites ativadas, que resultam na formacdo de novos miotubos na
superficie das fibras existentes, com posterior diferenciagdo em fibras

musculares (Figura 9) (STELLABOTTE; DEVOTO, 2007).

Pl )
™ '\ @ — @
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Figura 9 Esquema demonstrativo dos principais mecanismos de crescimento muscular
pds-natal nos peixes: hipertrofia e hiperplasia. A populacdo de Células Satélites
contribui para o crescimento hipertrofico e hiperplasico do musculo esquelético

Fonte: Adaptado de Johnston (1999)

O balanco entre os crescimentos hipertrofico e hiperpldsico ird
determinar a taxa de crescimento e o tamanho final da espécie. Contudo, esse
processo ¢ dependente de varios fatores como, temperatura, fotoperiodo, regime

alimentar e composicdo da dieta, tipo de musculo, espécie e fase de crescimento
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(AGUIAR et al., 2005; ASSIS et al., 2004; DAL PAI-SILVA et al., 2003a,
2003b; JOHNSTON, 2001).

2.4 Controle da miogénese

Como ja visto anteriormente, o aumento da massa muscular nos peixes
adultos ou em fase de crescimento pode ocorrer através do crescimento
hiperplasico ou hipertréfico da musculatura. Durante esses processos, ocorre a
retomada dos eventos ocorridos durante a miogénese. O crescimento muscular ¢
controlado positiva e negativamente por uma série de fatores transcricionais e de
crescimento, que controlam a proliferacdo e diferenciag@o das células satélites.
Entre esses fatores estdo os MRFs (Fatores de Regulacdo Miogénica), a

miostatina (MSTN) e os IGF-I ¢ II (Insulin-like Growth Factor-I, II) (Figura 10).
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Figura 10 Esquema demonstrativo dos principais mecanismos de regulagdo do
crescimento muscular. A proliferacdo de células satélites € influenciada pela
acdo da miostatina inibindo os MRFs, consequentemente inibindo o
crescimento. Durante a maturacdo da fibra muscular (hipertrofia) ocorre a agéo
dos IGF —Tell

Fonte: Adaptado de Johnston (2006)
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Em resposta aos sinais de diferenciacdo, a miogenina (gene, membro da
familia myoD) e o fator regulatdrio muscular (também pertencentes a familia
bHLH, ou hélice-al¢a-hélice) executam um sistema de diferenciacdo que leva a
expressdo de proteinas especificas do tecido muscular e a fusdo dos miocitos
(células contrateis maduras que formam um dos trés tipos de musculo) em
miotubos multinucleados (componente da fibra muscular e da lamina basal)
(KARP, 2005).

Durante o crescimento muscular, mais células devem ser constantemente
geradas para manter o mesmo ritmo de acordo com o crescimento embrionario, a
fim de que o crescimento muscular resulte de um equilibrio entre a proliferagéo
das células precursoras e a sua subsequente diferenciacdo em fibras musculares.
Esse processo é regulado in vivo através de mecanismos que envolvem
interagdes entre célula-célula e célula-matriz, assim como fatores extracelulares
secretados.

Entre os ultimos, diversos membros dos fatores de transformagdo do
crescimento, TGF-B (superfamilia de fatores de crescimento e transformac@o)
mostraram-se potentes reguladores do crescimento muscular (MCPHERRON;
LEE; LAWLER, 1997). O GDF-8 ¢ um gene dessa superfamilia sendo
responsavel pela codificagdio de uma proteina que controla negativamente
(promogdo do catabolismo) a manutengdo da massa muscular esquelética,
denominada Miostatina (MCPHERRON; LEE; LAWLER, 1997; ONLINE
MENDELIAN INHERITANCE IN MEN - OMIM, 2009).

2.4.1 Miostatina
A miostatina, também conhecida como GDF-8 (Fator 8 de Crescimento

e Diferenciagdo ou Growth and Differentiation Factor-8), ¢ um membro da
superfamilia dos fatores de crescimento TGF-B (Fator f de Crescimento e
Transformac¢do ou Transforming Growth Factor-f) e estd envolvida com a

regulagdo do crescimento do musculo estriado esquelético nos vertebrados
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(MCPHERRON; LEE; LAWLER, 1997). Sua principal funcdo ¢é regular
negativamente o crescimento muscular, controlando a formagao de novas fibras
musculares e inibindo a hipertrofia das fibras existentes, através da diminui¢ido
da expressdo dos MRFs (LANGLEY et al., 2002; LEE et al., 2009).

O papel de inibidor do crescimento muscular exercido pela Miostatina
foi comprovado somente no final da década de 90, quando foi demonstrado que
mutagdes no gene que codifica essa proteina eram capazes de promover um
ganho significativo de massa muscular em bovinos, o que também foi observado
em cles da raga Whippet (SHELTON; ENGVALL, 2007; SUTTER et al.,
2007).

Estudos mostram que a expressio da Miostatina é regulada em
situagdes, nas quais, sdo evidenciadas altera¢des na massa muscular (LEE et al.,
2004; PATEL; AMTHOR, 2005). Sabe-se que doengas como o cancer e a
Sindrome da Imuno Deficiéncia Adquirida promovem intenso catabolismo e
estdo positivamente relacionadas ao aumento dessa expressio (GONZALEZ-
CADAVID et al., 1998; ZIMMERS et al., 2002).

Nos peixes o gene da miostatina tem sido descrito e caracterizado em
diversas espécies como zebrafish (Danio rerio), salmdo do atlantico (Salmo
salar) e truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (OSTBYE et al., 2007; RESCAN,
2001; RODGERS et al., 2001). Nessas espécies foram descritos dois genes,
denominados MSTN-1 ¢ MSTN-2 (BIGA et al., 2004; GARIKIPATI et al.,
2007). A MSTN-1 apresenta os maiores niveis de expressdo no musculo
esquelético e MSTN-2 ¢ limitada ao sistema nervoso central (RODGERS et al.,
2007) porém, essas duas formas da miostatina, assim como em mamiferos, se
expressam em niveis diferentes com o decorrer do desenvolvimento do
individuo.

Os niveis de expressdo da miostatina sdo baixos no inicio do

desenvolvimento embrionario e predominantemente caracterizado pela
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hiperplasia. Esses niveis aumentam a medida que o peixe atinge estagios finais
de desenvolvimento, quando a hiperplasia torna-se menos intensa (PATRUNO
et al., 2008).

A via de sinaliza¢8o da miostatina, assim como de outros genes musculo
especificos, tem importancia significativa para a manutencdo do fenotipo
muscular. O gene da miostatina codifica uma pequena sequéncia de aminoacidos
hidrofébicos préoximos ao N-terminal (sequéncia sinalizadora para secrecdo)
seguido por uma regido pro-peptideo (regido latente), que regula a atividade
bioldégica da miostatina, ¢ uma pequena regido para o C-terminal (regido
madura), que se liga aos receptores de activina tipo II (MCPHERRON; LEE;
LAWLER, 1997) (Figura 11). O receptor de activina tipo II, um receptor
transmembrana da familia das serina/treonina quinase (LEE; MCPHERRON
2001), fosforila o receptor de activina tipo I que inicia a cascata de sinalizagdo

intracelular pela fosforilagdo de proteinas reguladoras Smad2 e Smad 3.
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Figura 11 Processamento da miostatina. O precursor da miostatina passa por dois
eventos preteoliticos; um remove a sequéncia sinalizadora N-terminal, uma
segunda gera o fragmento C-terminal, que possui fun¢do de liga¢do ao receptor
(a). Seguindo o processamento proteolitico, o pro-péptido (azul) e o C-terminal
ligado por dissulfureto (amarelo) permanecem ligados de forma ndo covalente
em um complexo latente (b). A ativagdo da miostatina latente pode ocorrer por
clivagem proteolitica do pré-péptido (b, ¢) por membros da familia de
metaloproteinases de BMP-1/tolloid, o que provoca a dissociagdo do complexo
latente (d)

Fonte: Lee (2004)
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O complexo de proteinas Smad ¢ translocado para o nucleo, onde
interage com proteinas que regulam a transcricdo de genes-especificos, inibindo
dessa forma a acdo da via IGF/Akt que atua na sintese proteica, fusio e
diferenciagdo dos mioblastos. Dessa forma, proteinas responsaveis pela
degradag@o proteica deixam de ser inibidas e passam a atuar tornando-se ativas
(JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011; OTTO; PATEL, 2010).

Embora os mecanismos de ativagdo ainda ndo sejam bem conhecidos,
fatores especificos podem ser responsaveis pela geragdo de espécies ativas e
subsequente atividade inibitéria da miostatina (LEE, 2004; WALSH; CELESTE,
2005). Entre esses fatores estdo a folistatina, a FLRG (genes relacionados a
folistatina) e a GASP-1 (fator de crescimento e diferenciagdo associado a
proteina plasmatica 1), que tém sido mostrados por existirem em conjunto com a
miostatina sérica.

A folistatina atua como um antagonista de diferentes membros da
familia TGF-Beta (AMTHOR et al., 1996). Um estudo em camundongos
knockout’s para o gene da folistatina, observou perda excessiva de massa
muscular (MATZUK et al., 1995), por outro lado, camundongos que
superexpressavam o gene da folistatina apresentaram aumento de 327% da
massa muscular, quando comparado ao grupo controle (LEE; MCPHERRON,
2001). O aumento excessivo de massa muscular observado nesses camundongos
resultou da combinagdo da hipertrofia muscular (27%) e da hiperplasia (66%).
Estudos recentes mostram uma grande afinidade e direta interacdo da folistatina
com a miostatina (AMTHOR et al., 2004), sugerindo sua agdo direta no controle
da atividade da miostatina.

Apresentando uma estrutura homologa a folistatina, o FLRG, também
pode ter importante papel na regulagdo da miostatina (HILL et al., 2002),

ligando-se a sua regido madura e inibindo sua atividade bioldgica.
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Um terceiro possivel inibidor da miostatina ¢ a GASP-1, que contém
dominios que sdo inibidores de proteases. A GASP-1 interage com ambas as
regides da miostatina regulando sua atividade negativamente por inibir a
atividade das proteases sobre a miostatina impedindo a liberagdo da regifio

madura (HILL et al., 2003) (Figura 12).

S

I Sinlese de pr% Fus Diferenciagéo | Degradagdo de proteina

” Transcricao génica

Figura 12 Representa¢do esquematica simplificada das principais proteinas envolvidas
na via de sinaliza¢do da Miostatina demonstrando seu papel
Fonte: Adaptado de Otto e Patel (2010)

A miostatina exerce, também, um papel fundamental na modulacdo do
crescimento tecidual através de sua relacdo com as células satélites. As células
musculares sdo cercadas por células satélites imaturas que se encontram em

estado latente até que o musculo seja lesado perante um esforco, essa situagdo
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serve como estimulo, para que essas células-satélites sejam ativadas, se
proliferem, se diferenciem e migrem para o musculo, otimizando a sintese
proteica e promovendo, desse modo, o reparo tecidual.

A Miostatina ¢ encontrada inativa no plasma, tornando-se ativa pela
acdo de proteases que clivam a regido pré-peptideo liberando a regido madura
(WOLFMAN et al., 2003). Em sua forma ativa, ela atua como estimuladora da
expressdo de genes relacionados com a proliferagdo e diferenciacdo celular,
como o p2lcipl (LANGLEY et al., 2002; RIOS et al., 2001; TAYLOR;
BHASIN; GONZALEZ-CADAVID, 2001; THOMAS et al., 2000) e inibidora
da Cdk2 inativando o complexo Cyclin/CDK que faz a progressdo da fase Gl
para a S (Figura 13) e assim inibindo o processo de diferenciagdo e replicagdo
das células satélites (THOMAS et al., 2000).

Sem a miostatina, a reconstituicdo do tecido musculo esquelético através
das células-satélite poderia se manifestar de uma forma tdo ativa (como um
mecanismo de retroalimentag¢do positiva, por exemplo) que estas poderiam se

esgotar no inicio de sua fun¢do (FRIEDMANN, 2005; KRIVICKAS, 2009).
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Figura 13 Modelo para o papel da miostatina no crescimento muscular. A) Diferenciagdo
das células precursoras em mioblastos por agdo dos fatores Myf-5 ¢ MyoD. Em
resposta a sinaliza¢8o da miostatina, a p21 ¢ estimulada inibindo a atividade da
ciclina —E — Cdk2. A Rb ¢ hipofosforilada resultando na paraliza¢do da G1.
Assim, o numero de mioblastos e, consequentemente, o numero de fibras
seguintes, sdo regulados (limitados). B) Na auséncia de miostatina funcional, o
sinal para extimular a proteina p21 ¢é perdido e o Rb permanece numa forma
hiperfosforilada, o que resulta em proliferagdo de mioblastos, o que leva a um
aumento no nimero de fibras

Fonte: Adaptado de Thomas et al. (2000)

Cientistas acreditam que a descoberta do bloqueio da miostatina pode
levar ao desenvolvimento de uma droga para o tratamento de individuos com
distrofias musculares e outras doengas cronico-degenerativas, além de aumentar
o desempenho animal em termos de crescimento. As universidades e empresas
farmacéuticas ja estdo tentando encontrar uma maneira de limitar a quantidade, a

atividade e a expressdo sistémica da miostatina no organismo, porém a maioria
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das pesquisas tem dado foco a manipulag@o genética e a utilizagdo de anticorpos
geneticamente projetados para neutralizar a agdo da miostatina (KRIVICKAS et
al., 2009).

Pesquisas mostram que a utilizagdo de alguns compostos como
polissacarideos sulfatados na alimentag@o animal, podem inibir os efeitos da
miostatina, sendo visto como um método mais simples e pratico para esse fim

comparado aos citados anteriormente (TULLER; DE SANTIS; JERRY, 2014).

2.5 Polissacarideos sulfatados
Os carboidratos, também conhecidos como glicidios ou agucares, s&o

moléculas constituintes dos seres vivos, assim como proteinas, lipidios e acidos
nucleicos. Além de suas fungdes mais conhecidas como estrutural e energética,
eles atuam em processos bioldgicos essenciais para a vida como sinalizagdo
entre células e interagdo entre outras moléculas. A combinagdo das diferentes
fungdes bioquimicas de cada uma dessas moléculas permite a integridade da
célula e de todos os processos metabdlicos, fisioldgicos e genéticos dos
organismos vivos (VOET; VOET; PRATT, 2000).

Estruturalmente, os carboidratos podem ser divididos em classes
dependendo da complexidade de sua estrutura. Os mais simples chamados de
monossacarideos podem ter de trés a sete &tomos de carbono, sendo que os mais
conhecidos (glicose, frutose ¢ galactose) tém seis carbonos. A féormula desses
principais acucares € a mesma, C¢H1,04, mas eles diferem no arranjo dos dtomos
de carbono, hidrogénio e oxigénio em suas moléculas (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2002).

Os monossacarideos, principalmente as hexoses, podem se unir em
cadeia, formando desde dissacarideos (com duas unidades, como a sacarose, que
une uma frutose ¢ uma glicose) até polissacarideos (com grande numero de
unidades, como o amido, que tem cerca de 1.400 moléculas de glicose, ¢ a

celulose, formada por entre 10 mil e 15 mil moléculas de glicose). Embora
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muitos polissacarideos sejam formados pela mesma unidade (glicose, no caso do
amido e da celulose), as diferencas em suas estruturas, como presenca ou ndo de
ramificagdes e variedade nas ligacdes entre as unidades, conferem a eles
propriedades fisico-quimicas muito diversas (VOET; VOET; PRATT, 2000).

A utilizacdo dos polissacarideos sulfatados surgiu a partir da
necessidade de wuma fonte alternativa ao uso da heparina. Esse
glicosaminoglicano tem sido usado como anticoagulante e antitrombotico, sendo
o segundo composto natural mais usado na medicina, perdendo apenas para a
insulina. Sua utilizagdo ¢ frequente por causa da incidéncia de doengas
cardiovasculares (MOURAO, 2004).

O uso clinico da heparina, no entanto, apresenta efeitos colaterais, como
reducdo da quantidade de plaquetas (trombocitopenia) e propensdo a
hemorragias. Além disso, a dose necessaria para obter o resultado adequado
varia de paciente para paciente e a heparina precisa ser extraida de tecidos de
mamiferos (como intestino de porco e pulmao bovino), onde ocorre em baixa
concentragdo e ainda apresenta risco de contaminag@o por virus e bactérias. Os
efeitos indesejados desse composto, associados ao aumento da incidéncia de
doengas tromboembdlicas no mundo, motivam a pesquisa de novos agentes
anticoagulantes e antitromboéticos (MOURAO, 2004).

Muitos compostos tém sido testados, em todo o mundo, em busca de
novas drogas que evitem ou combatam a trombose. Estudos com ourigos do mar
e algas marrons revelaram um polissacarideo especifico capaz de substituir a
heparina pelo seu efeito similar de anticoagulante. As analises desses
polissacarideos revelaram que s@o polimeros constituidos exclusivamente pelo
monossacarideo fucose. Esses compostos tém ainda, ligados a estrutura basica
de carboidrato (CH,0), grupamentos sulfatos idénticos aos encontrados nos
glicosaminoglicanos, que conferem carga negativa ao polimero. Por isso, sdo

conhecidos como fucanas sulfatadas e galactanas sulfatadas. Outra observagdo
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curiosa € que esses compostos exibem grande variedade estrutural, em fun¢ao do
tipo de ligagdo entre os monossacarideos e do padrio de sulfatagio (MOURAO,
2004).

Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas, localizados em sua
parede celular (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967), tém sido amplamente
estudados pela industria farmacéutica e biomédica pelos seus diversos
beneficios, além do efeito anticoagulante, como  antitumorais,
imunomoduladores, anti-inflamatérios (ROCHA et al., 2006) e, mais

recentemente, como moduladores do crescimento muscular.

2.5.1 Polissacarideos sulfatados de algas marrons
As macroalgas marinhas sdo classificadas conforme a predominancia

pigmentar acesséria ou fotossintética presente no organismo, sendo assim
divididas em: Chlorophyceae (algas verdes), que possuem as clorofilas a e b
como principais pigmentos; Rhodophyceae (algas vermelhas), cujo principal
pigmento ¢ a ficoeritrina; e Phaeophyceae (algas marrons ou pardas) que
apresentam como principal pigmento o carotenoide fucoxantina (O“SULLIVAN
et al., 2010). As macroalgas vermelhas estio inseridas no reino Plantae, junto as
verdes, enquanto que as marrons encontram-se no reino Chromalveolata (Filo

Stramenopiles) (Figura 14).
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Figura 14 Cladograma representando a organizacdo dos eucariotos. Os seis reinos

(Opisthokonta, Amoebozoa, Plantae, Chromalveolata, Rhizaria e Excavata)
estdo representados por diferentes cores e separados por semicircunferéncias da
mesma cor. Os ramos menores do cladograma representam os filos que
constituem os reinos. O filo Stramenopiles que abrange as algas marinhas
marrons esta destacado por um retangulo tracejado vermelho

Fonte: Adaptada de Simpson e Roger (2004)

Com relagdo ao seu uso, as algas apresentam um alto valor nutritivo,
sendo ricas em carotenoides, proteinas, fibras dietéticas, d4cidos graxos
essenciais, vitaminas (C, D, E, K e do complexo B) e minerais (calcio, fosforo,
sodio, magnésio, ferro, cobre, manganés, potassio, iodo, dentre outros)
(BURTIN, 2003; MACARTAIN et al., 2007; ORTIZ et al., 2009).

Além disso, ainda produzem outros metabdlitos com potencial
econdmico, inclusive farmacoldgico, como lecitinas, aminoacidos tipo-

micosporinas, compostos halogenados, e principalmente polissacarideos
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sulfatados, com destaque para as macroalgas marrons, fazendo desses
organismos foco de pesquisas biomédicas (CARDOZO et al., 2007; MAYER et
al., 2009; O“SULLIVAN et al., 2010).

As algas marrons possuem na constitui¢do de suas paredes celulares um
grupo de polissacarideos acidos. Dentre esses agucares, destacam-se aqueles
com a presenga de grupo sulfato denominados de fucanas sulfatadas, que t€ém
como caracteristica marcante a presenga de a-L-fucopiranose em sua estrutura
(ROCHA et al.,, 2001). Acredita-se que por possuir um carater altamente
higroscopico, as fucanas estariam relacionadas com a protecdo da alga contra a
desidratagdo, quando esta ¢ submetida a longos periodos de exposi¢do ao sol
durante marés baixas. Além disso, a natureza mucilaginosa das fucanas parece
tornar a alga flexivel o bastante para crescer em ambiente liquido e rigida o
suficiente para permanecer estendida, de forma a melhor captar a luz e os
nutrientes existentes (PERCIVAL; MAC DOWELL, 1967).

Esses polissacarideos apresentam uma grande variabilidade estrutural e
podem se apresentar na forma de homopolimeros (homofucanas) ou
heteropolimeros (fucoidans ou heterofucanas) (BERTEAU; MULLOY, 2003)
podendo variar de espécie para espécie, em relagdo ao tipo de ligagdo
glicosidica, ao padrio de sulfatac@o e a presenca de ramificag@o.

Existem algumas contradi¢des relacionadas a estrutura das fucanas
sulfatadas de certas espécies de algas pardas, devido as dificuldades tanto para a
purificacdo quanto para a andlise estrutural desses polimeros (CHEVOLOT et
al., 1999; PERCIVAL; ROSS, 1950; PEREIRA; MULLOY; MOURAO, 1999).
A estrutura das fucanas sulfatadas de algas pardas apresenta extrema
complexidade, devido a presenca e posi¢des aleatdrias de ramifica¢des, posi¢des
aleatorias de sulfatac@o, além de ser em polimeros muitas vezes heterogéneos
(com presenga de outros agucares como galactose, glicose, manose e xilose)

(ROCHA et al., 2005) e, ocasionalmente, com outros grupamentos quimicos
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como acetil, metil e piruvato (BILAN et al., 2007; CHIZHOV et al., 1999)
(Tabela 2).

Tabela 2 Acucares constituintes dos polissacarideos sulfatados des algas marinhas

marrons
Constituintes Algas Marrons
D-Galactose +
D-glicose ++
D-Manose +
L-Galactose n.d.
D-Frutose n.d.
D-Xilose +
L-Arabinose n.d.
L-Glucurénico +
L-Galacturénico n.d.
D-Manurénico +
L-Gulurénico ++
L-Fucose ++
L-Ramnose (tragos)
Manitol +
Ester Sulfato ++

Legenda: ++ (frequentemente encontrado)
+ (raramente encontrado)
n.d. (ndo detectado)
Fonte: Adaptado de Percival e Mc Dowell (1967)

Em geral, essa alta complexidade estrutural impossibilita o desenho
preciso de uma molécula de fucana sulfatada das espécies de algas marrons,
sendo necessdria a visualizagdo através da estrutura dos equinodermas, como
pepinos e ouri¢o do mar, ja4 que suas estruturas sdo mais simples, lineares e
compostas de unidades repetitivas de oligossacarideos (mono, tri, ou

tetrassacarideos), que diferem de espécie para espécie no padrdo de sulfatagdo
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e/ou no tipo de ligagio glicosidica (Figura 16) (MOURAO, 1999; PEREIRA;
MULLOY; MOURAO, 1999).
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Figura 15 Estruturas quimicas das unidades oligossacaridicas repetitivas das o-L-fucanas
sulfatadas da parede do corpo do pepino-do-mar (A) e dos envoltdrios
gelatinosos que recobrem os évulos dos ouricos-do-mar (B-G). As estruturas
espécie-especificas variam no padrdo de sulfatacdo (mas, exclusivamente nas
posigdes 2-O- e/ou 4-O-), nas ligagdes glicosidicas a(1—3) (A-C, E e G) ou
a(l—4) (D e F) e no nimero de residuos contidos nas unidades repetitivas:
tetrassacarideos (A-D), trissacarideos (E-II) e monossacarideos (E-I, F ¢ G),
mas todos compostos lineares. Os quatro tipos de unidades anoméricas das
fucanas de L. variegatus (B) e S. pallidus (C) estdo identificados pelas letras A
D para correspondente assinalamento nos espectros de 1H-RMN.

Fonte: Pomin (2008)

Kloareg e Quatrano em 1988, levando em consideragdo a
heterogeneidade e complexidade estrutural das fucanas, como ja citado
anteriormente, resolveram classifica-las com base nos seus agucares

constituintes em homofucanas e heterofucanas. As primeiras sdo polimeros
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formados apenas por L-fucose sulfatada e as do segundo grupo seus polimeros
sdo constituidos de fucose e outros agucares. Aqueles que possuem mais de 90%
desse monossacarideo na sua estrutura sdo chamados de fucanas e os demais sio
denominados de fucoidans (BERTEAU; MULLOY, 2003).

Alguns relatos de estruturas propostas para esses polissacarideos
sulfatados sdo encontrados nos estudos realizados por Patankar et al. (1993), que
em estudos com fucoidan extraido da alga Fucus vesiculosus propuseram uma
estrutura na qual residuos de fucopiranose estariam unidos por ligagdes al- 3,
com a presenca de ramificagdes localizadas nas posi¢des C2 ou C4, ficando
determinado também alguns residuos sulfatados em C4, assemelhando-se assim
com a estrutura de algumas fucanas de ourigcos do mar.

Estudos tém sido realizados na tentativa de determinar a estrutura fina
dessas fucanas, uma vez que, tamanho molecular, tipo de ligagdo,
monossacarideos constituintes e posicdo do sulfato, sdo caracteristicas que
parecem estar relacionadas com suas atividades bioldgicas. Esses estudos
proporcionariam conhecer o mecanismo pelo qual as fucanas exercem a sua
atividade biologica e farmacoldgica (MELO et al., 2002). A Tabela 3 resume

algumas dessas atividades.



47

Tabela 3 Algumas atividades farmacoldgicas atribuidas a fucanas e fucoidans

Atividade Alga
Angiogénico F. vesiculosus
Anti complemento Laminaria cichorioides, L.japonica,

Fucus evanescens, Ascophyllum nodosum

Anticoagulante F. Nodosum, Ecklonia kurome, Eisenia
bicyclis

Antioxidante F. veisculosus

Antitrombotico A.nodosum

Antitumoral A.nodosum, Sargassum thumbergii, E.
bicyclis

Anti-tlcera C. okamuranus

Antiviral Sargassum horneri, F. vesiculosus

Antimetastatico F. vesiculosus

Estimulo de sintese de heparan S. shroederi

antitrombotico por células endoteliais

Fibrinolitica E. kurome, F. vesiculosus
Impedir a rolagem de leucdcitos F. vesiculosus
Veiculo para dispensagio de farmacos S. shroederi

Apesar de serem as principais atividades relacionadas as fucanas e
fucoidans de algas marinhas, diversas outras tém sido estudadas. Algumas
dessas funcionalidades despertam interesse, tendo como referéncia aquelas ja
estabelecidas aos polissacarideos sulfatados dos animais, chamados de
glicosaminoglicanos (GAGs).

Esses polissacarideos, quando ligados covalentemente a proteinas
desempenham uma grande variedade de fungdes bioldgicas, tais como:
organizagdo de tecido; crescimento celular; maturacdo de tecidos especializados
(KOLSET; SALMIVIRTA, 1999); modulacdo da atividade de determinados
fatores de crescimento (GALLAGHER, 2001); regulacdo da hidrolise de
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colageno; crescimento e invasdo tumoral (SANDERSON, 2001); adesio,
proliferacdo, diferenciacdo e migragdo celular; alteragdes morfologicas durante o
desenvolvimento, remodelagem ¢ mudancas ocorridas durante o ciclo celular
(DIETRICH, 1984; PORCIONATO; NADER; DIETRICH, 1999); transparéncia
da cornea; crescimento de neuritos; bem como em patologias cardiovasculares,
diabetes, doencas amiloides, mucopolissacaridoses e interagdes com patogenos
(TOMA; DIETRICH; NADER, 1996); entre outras fungdes (BERNFIELD et al.,
1999).

Dentre essas funcionalidades, ganha destaque aquelas relacionadas com
o processo de crescimento e desenvolvimento muscular. Estudos recentes tém
atribuido essa caracteristica aos polissacarideos fucoidans, comprovando que
estes podem se complexar com a miostatina e assim auxiliar na regulagdo desse

processo (TULLER; DE SANTIS; JERRY, 2014).

2.5.2 Fucoidan
Os Fucoidanos s@o polissacarideos constituintes de algas marrons e de

alguns invertebrados marinhos (como os ourigos do mar e pepinos do mar), que
contém percentagens significativas de L- fucose e grupos de éster sulfato em sua
estrutura. Esse polissacarideo foi isolado pela primeira vez por KYLIN (1913) a
partir de algas marinhas marrons e foi nomeado como "fucoidina". Essa
denominacdo foi alterada para “fucoidan” por exigéncias das regras da [IUPAC
(Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada). Esse composto também ¢
chamado de fucana, fucosan ou fucana sulfatada (BILAN; GRACHEV;
USTUZHANINA, 2002; CHIZHOV, 1999).

Nas ultimas décadas, o fucoidan, isolado de diferentes espécies de algas
marrom, tem sido intensivamente estudado devido as suas diversas
funcionalidades bioldgicas, incluindo: anticoagulante e antitrombotica; antiviral,
antitumoral e imunomoduladora; anti-inflamatdria; reducdo de lipidios no

sangue; propriedades antioxidantes e anticomplementares; preven¢do contra
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hepatopatia; uropatia; e efeitos de prote¢do gastricas. Em comparacdo com
outros polissacarideos sulfatados, o fucoidan estd amplamente disponivel em
varias espécies de algas marrons, de modo que mais fucoidans estdo sendo
investigados para o desenvolvimento de medicamentos ou para a utilizagdo
como alimento funcional (LI, 2008).

Desde que o fucoidan foi isolado pela primeira vez, a sua estrutura e
funcionalidade tem sido amplamente investigada. Alguns compostos, como o
extraido de Fucus vesiculosus, por exemplo, possuem estruturas simples, sendo
compostos apenas de fucose e sulfato, porém a grande maioria dos fucoidans
apresentam estruturas complexas que dificultam a sua defini¢do. Além da fucose
e do sulfato, também aparecem outros monossacaridos (manose, galactose,
glicose, xilose, etc.) e acidos urénicos, até mesmo grupos acetila e proteinas.
Além disso, as estruturas do fucoidan de algas marrons variam de espécie para
espécie (LI, 2008).

Conchie e Percival (1950) e O’Neill (1954) propuseram um modelo
baseado no fucoidan extraido da Fucus vesiculosus que foi utilizado até 1993.
Segundo esses autores, o principal componente estrutural era a 1,2-a-fucose e a
grande parte dos grupos sulfatos estava localizada nas posi¢des C-4 das unidades
de fucose.

Patankar et al. (1993), apds revisarem a estrutura proposta
anteriormente, chegaram a conclusdo que a estrutura principal da molécula de
fucoidan era um polimero de ligacdes a-(1-3) com grupos sulfatos ligados na
posi¢do C-4 em alguns residuos de fucose. Foi sugerido também que a cada um
a trés residuos de fucose, havia ramificagdes compostas por outras moléculas de
fucose, diferente do primeiro modelo onde esse intervalo era a cada cinco
residuos de fucose (Fig. 17). Essa diferenca observada pelos dois autores
ocorreu devido ao método de extracdo, sendo que o utilizado por Patankar et al.

(1993) ¢é aquele proposto nos dias atuais.
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Figura 16 Modelo de Patankar et al. (1993) para a estrutura principal do Fucoidan

Apesar da estrutura proposta por esses autores ser utilizada como base
para exemplificar a estrutura geral da molécula de fucoidan, a grande parte das
estruturas existentes apresentam composicdes mais complexas. Em 1962
Schweiger isolou o polissacarideo da espécie Macrocytis pyrifera e verificou
que a proporc¢do de fucose e galactose eram de 18:1. Essa observagdo o levou a
conclusdo de que o fucoidan ndo ¢ uma molécula composta apenas por fucana
sulfatada, mas um heteropolimero de fucose, galactose e xylose. Dai em diante,
outros agucares, tais como manose, glicose, xilose e acido glucurdnico (GlcA)
foram encontradas em diferentes fucoidans extraidos de algas marrons (Tabela
4), o que aumentou a dificuldade da andlise estrutural (JI, 1997).

Além dos diferentes acticares encontrados nas estruturas de fucoidan, as
ligacdes das fucanas podem variar, diferente daquela estrutura basica em que
eram unidas por ligagdes a- (1-3). Essas ligacdes podem variar em (1—2)-a-L-
Fuc, (1—-3)-a-L-Fuc e (1—4)-0-L-Fuc, sendo que as posi¢oes das ramifica¢des
e dos grupamentos sulfatos também podem variar entre as posicdes C-2, C-3 e
C-4 da fucose. Todas essas diferencas estruturais ocorrem dependendo da
espécie de onde o fucoidan ¢ extraido e s3o elas que definem as diversas

funcionalidades e caracteristicas da substancia, fazendo com que o fucoidan seja
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responsavel pelos seus diversos beneficios (CHEVOLOT; MULLOY;
RACQUELINE, 2001; HUSSEIN; ABDEL; SALEM, 1980a, 1980b; MIAN;
PERCIVAL, 1973; NISHINO; NAGUMO; KIYOHARA, 1991).

Um estudo realizado em 2003 demonstrou outra funcionalidade
atribuida a esse composto, diferente daquelas ja citadas anteriormente.
Ramazanov, Jimenez e Del Rio Ziegenfuss (2003) propds que o extrato de
fucoidan poderia ser usado para aprimorar o crescimento ¢ desenvolvimento
muscular por hiperplasia e hipertrofia. Esses autores, através de estudo in vitro
com células humanas, mostraram que a miostatina possui uma afinidade por
polissacarideos sulfatados extraidos de alga marrom da espécie Cystoseira
canariensis.

Apesar dos estudos mostrarem que os polissacarideos sulfatados, em
geral, podem regular diretamente a bioatividade de fatores de crescimento e
citocinas, tais como, fatores de crescimento de fibroblastos, enzimas e fator de
crescimento transformante beta (RAMAZANOV; JIMENEZ DEL RIO;
ZIEGENFUSS, 2003; SALEK-ARDAKANI et al., 2000), os seus efeitos em
peixes teledsteos ainda sdo desconhecidos.

Estudos comprovando a eficacia dos polissacarideos sulfatados de algas
marrons para a melhora na velocidade de crescimento desses animais seriam
muito significativos do ponto de vista comercial, ja que essa € a caracteristica de

maior importincia para o produtor, dentro do mercado piscicola.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e tempo experimental
O experimento foi conduzido no Biotério Central da Universidade

Federal de Lavras situado no Departamento de Medicina Veterindria do dia
27/08/2014 ao dia 25/09/2014, totalizando um periodo de 30 dias. As analises de
musculo e cromatografia foram realizadas no setor de histologia do Laboratdrio
de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia e no Laboratdrio Central de

Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, respectivamente.

3.2 Delineamento experimental
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado

(DIC) com quatro tratamentos e trés repeticdes. A parcela experimental foi um

aquario de 60 litros composto por 18 alevinos de tilapia do Nilo inicialmente.

3.3 Extrato de fucoidan
O extrato de fucoidan (produto comercial em po) utilizado foi derivado

da espécie de alga marrom Undaria pinnatifida com pureza de 70%. O produto
foi extraido de suas respectivas capsulas e adicionado, posteriormente, & mistura

de ingredientes durante a confec¢@o das dietas experimentais.

3.4 Dietas experimentais
As dietas experimentais foram formuladas e balanceadas de acordo com

as exigéncias da espécie para fase de alevino. O extrato de fucoidan (po) foi
incrementado a dieta basal aos niveis de 0 (T1), 5 (T2), 10 (T3) e 15 g/kg (T4).
Apods a homogeneizacdo do produto com os ingredientes da ragdo (a seco), as
dietas receberam um tratamento com agua a 60°. Apods a aglutinacdo, as ragdes
passaram por uma peletizadora e os peletes formados passaram por um processo
de secagem em uma estufa (45°C) sob ventilagdo forgada por um periodo de 24

horas. As quatro dietas experimentais podem ser visualizadas na tabela 4.
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Tabela 4 Composi¢do das dietas com os niveis de fucoidan

. Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Ingredientes
o,

(%) 0,0 0,5 1,0 1,5
Farelo de Soja 40,00 40,00 40,00 40,00
Farinha de Peixe 15,00 15,00 15,00 15,00
Fuba de Milho 15,00 15,00 15,00 15,00
Farelo de Trigo 12,93 12,93 12,93 12,93
Gluten de Milho 5,00 5,00 5,00 5,00
Gelatina 1,00 1,00 1,00 1,00
Oleo de Soja 3,50 3,50 3,50 3,50
Fosfato bicalcico 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de sodio 0,10 0,10 0,10 0,10
Fucoidan 0,00 0,71 1,43 2,14
Celulose 2,15 1,43 0,72 0,00
Inerte 3,80 2,54 1,27 0,00
Vit/Premix Min' 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT? 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100 100 100 100
Valores Calculados (%) 0,0 0,5 1,0 1,5
Proteina Bruta 35,77 35,77 35,77 35,77
Proteina Digestivel 31,98 31,98 31,98 31,98
Lipideo total 6,77 6,77 6,77 6,77
Energia Digestivel 3288,65 3288,65 3288,65 3288,65
(kcal/kg)
Fibra total 2,07 2,07 2,07 2,07

'Niveis de Garantia PREMIX kg™ do produto: Fe 19621 mg, Cu 2800 mg, Zn 28000 mg,
Mn 5200 mg, Se 119 mg, Co 40 mg, iodo 120 mg, vitA 1995 KUI, vitD3 798 KUI, vitE
19950 mg, vitK3 997 mg, tiamina 4987 mg, riboflavina 4987 mg, piridoxina 4987 mg,
cianocobalamina 5985 mcg, niacina 19950 mg, acido Pantoténico 9975 mg, acido folico
997 mg, biotina 159600 mcg, inositol 10000 mg, vitC 70000 mg, etoxiquina 24775 mg.
?Butil-Hidroxi-tolueno (Antioxidante)

3.5 Material bioldgico e condi¢cio experimental
Foram utilizados 216 alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

da linhagem GIFT, revertidos e com peso médio inicial de 2,73+£0,19g. Os
alevinos, doados pela piscicultura Aquaporto, foram mantidos por duas semanas

em duas caixas de recirculagdo de agua com capacidade para 500 litros a 26 °C
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para adaptacdo. Durante esse periodo, os animais foram alimentados ad /libitum
com uma ragdo comercial (45% PB), especifica para a espécie e fase de vida,
trés vezes ao dia (08h00min, 12h00min e as 17h00min).

Apos o periodo de adaptagdo, os peixes foram distribuidos
aleatoriamente nos 12 aqudrios experimentais com capacidade para 60 litros.
Cada grupo era composto por 18 animais, os quais foram mantidos em
condi¢des experimentais, com ra¢do comercial, por um periodo de uma semana.
Deu-se inicio ao experimento com a primeira coleta das medidas morfométricas,
peso e plasma sanguineo.

Por um periodo de 30 dias, os animais foram alimentados ad libitum
com as dietas experimentais diariamente nos horarios de 08h00min, 12h00min e
as 17h00min. O periodo de iluminagdo adotado foi de 12 horas de luz e 12 horas
de escuro.

Durante o periodo experimental, os valores médios de temperatura, pH e
oxigénio dissolvido foram mantidos a 26,5 °C; 7,5 e 9,0 mg L
respectivamente, permanecendo dentro dos limites recomendados para o cultivo
da espécie (EL-SAYED, 2006), com o auxilio de termdmetros, termostatos e
kits comerciais. Os aquarios foram mantidos em sistema de recirculagdo de
agua, em que a agua era filtrada com uso de filtro bioldgico, fisico, carvdo
aditivado e luz ultravioleta. Todos os aquérios foram mantidos com vazdo
constante de agua.

Diariamente, no periodo da manhad (09h00Omin) e no periodo da tarde
(16h00min), os aquarios passavam por limpeza através de sifonamento das fezes

e duas vezes por semana era realizada a limpeza dos filtros.

3.6  Variaveis analisadas
Foram realizadas duas coletas (inicial e final) para acompanhamento dos

indices zootécnicos, nivel de fucose no plasma sanguineo e extragdo do musculo
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para analise histologica. Foram abatidos nove animais por aquario em cada

coleta.

Indices zootécnicos

Em cada amostragem, apds serem anestesiados com dleo de cravo a 80
mg/L (DELBON, 2006), os animais foram pesados e aferidas as medidas
morfométricas (Figura 19), com auxilio de balanga de precisdo e régua graduada

em milimetros (mm).

Figura 17 Avaliagdo morfométrica de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), sendo:
comprimento padrdo (CP, azul); comprimento da cabeca (CC, amarelo); altura
do corpo (AC, vermelho); comprimento total (CT, azul + azul tracejado)

e Comprimento Total (CT): compreendido entre o inicio da boca
até o final da nadadeira caudal,

e Comprimento da Cabega (CC): compreendido entre a
extremidade anterior da cabeca e a borda caudal do opérculo;

e Comprimento Padrdo (CP): compreendido entre a extremidade
anterior da cabeca e o menor perimetro do pedunculo (inser¢do

da nadadeira caudal);
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e Altura do Corpo (AC): altura do corpo medida a frente do 1°

raio da nadadeira dorsal.

Através do peso, das medidas morfométricas e mortalidade foram
avaliados: taxa de sobrevivéncia (S%) = (numero de peixes final/nimero de
peixes inicial) x 100; ganho de peso médio final (GP) = peso final — peso inicial;
conversdo alimentar aparente (CAA) = quantidade de alimento
consumido/ganho de peso; consumo médio de racdo (CR) = quantidade de ragdo

final — quantidade de rag@o inicial.

Avaliagdo Histoldgica

Feita as medidas dos indices zootécnicos, fragmentos de musculo branco
foram retirados da regifo dorsal esquerda dos peixes e imediatamente
criopreservadas em talco neutro. Apds a criopreservagdo as amostras foram
previamente resfriadas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em
freezer a -80°C.

Foram obtidas secg¢des transversais de 10 um de espessura em criostato a
-20°C (Leica, Alemanha) e os cortes foram submetidos a coloracdo com
hematoxilina e eosina para estudos morfologicos.

As laminas histoldgicas foram fotografadas usando microscépio
Olympus CX31 (Olympus, Japdo) acoplado a camera digital Altra SC30
(Olympus, Japao) e, usando o programa AxioVision (Carl Zeiss, Alemanha), foi
mensurado o didmetro de 200 fibras musculares por lamina (animal)
(DUBOWITZ; BROOKE, 1973).

Os dados relacionados aos didmetros das fibras musculares foram
distribuidos em classes de didmetros (<25um, 25-50um e >50um), conforme a
metodologia adotada por Almeida et al. (2008), e as médias foram plotadas em

um histograma de frequéncia (%) para cada tratamento aos 30 dias.
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Andlise de cromatografia

Apobs a coleta do plasma sanguineo, foi feita uma leitura em
cromatografia liquida associada a cromatografia de massa para identificar e
diferenciar o nivel de fucose nas amostras.

As amostras de plasma dos animais foram preparadas através da diluig¢do
na proporg¢do 1:100 e filtragem através de membrana de PES, com didmetro de
poro de 0,22um. Um volume de 10puL dessas amostras foi injetado em um
sistema UFLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo) composto por duas bombas, (LC-
20AD) e um degaseificador (DGU-20A3), através de um injetor automatico
(SIL-20A HT) equipado com um loop de 100uL. O sistema foi operado através
do software Hystar (BrukerDaltonik, v. 3.2.44.0).

Uma pré-coluna de cinco mm e uma coluna analitica de 150 mmx75 um
preenchida com fase estacionaria C18, 2.7 pm (Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, Estados Unidos) foram utilizadas para a separagio dos
metabdlitos, que foram analisados em um espectrdmetro de massa (microTOF
Q-II, BrukerDaltonik, Bremen, Alemanha), equipado com uma interface de
ionizagdo por eletrospray. As amostras foram carreadas por um fluxo de 200
uLmin~" de uma solugdio a 2 % (v/v) acetonitrila e 0.1 % (v/v) AF em agua
(Fluka, Buchs, Suica).

A fase moével utilizada para separacdo foi preparada com um gradiente
entre agua contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS Chromasolv (Fluka) — solucdo A, e
acetonitrila contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS Chromasolv (Fluka) — solu¢dao B. O
programa utilizado para a elui¢do foi configurado com as seguintes proporg¢des:
0-2 min isocratico 2% B; 2-12 min gradiente linear até 10 % B; 12-17
gradiente linear até 98% B; 17-23min isocratico 98%B; 23-25 min isocratico
2% B. As configuragdes utilizadas na espectrometria de massa foram: intervalo

de massa: 50-1000 m/z; voltagem do spray: 3500 V; gis de secagem (N,)
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temperatura: 190 °C; fluxo: 9Lmin 1; funnel 1 RF 200.0 Vpp; funnel 2 RF 200.0
Vpp; Hexapolo RF 96.0 Vpp; energia do quadrupolo -3.0 eV; menor massa do
quadrupolo 100.00 m/z; energia de colisdo -8.0 eV; RF da colisdo 150.0 Vpp;
tempo de transferéncia 70 us; armazenamento pré-pulso 5.0 us.

Os dados cromatograficos obtidos via LC-MS foram analisados com o
software Bruker Data Analysis, version 4.0 (Build 253), sendo gerado o EIC
para m/z 163.05, correspondente a fucose. Foram, ainda, coletados os valores de

area sob o pico para comparagio entre as amostras.

3.7 Analises estatisticas
Atendidas as hipoteses fundamentais para a andlise de varidncia, os

dados de desempenho zootécnico e cromatografia foram submetidos a analise de
varidncia com um nivel de significancia de 5%. As frequéncias de didmetros
foram submetidas a analise pelo teste de Goodman. Todas as analises foram
realizadas com o auxilio programa computacional R versdo 3.1.0 (R CORE

TEAM, 2014).
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Nao foi observado comportamento de canibalismo visto que os aquarios

continham lotes uniformes (2,73g). Foi observado efeito de dominancia e,

consequentemente, mortalidade em alguns aquarios. Esse fato ocorreu devido a

baixa densidade (TACHIBANA, 2008) que ao final do experimento ficou em

torno de 0,18 peixes L.

Indices zootécnicos

Com relacdo as variaveis de desempenho, peso final (PF), consumo

médio de racdo (CR), ganho de peso médio final (GPD), conversdo alimentar

aparente (CAA), sobrevivéncia (S) e medidas morfométricas, comprimento

padrdo (CP), comprimento da cabega (CC) e altura do tronco (AT), ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05) (Tabelas 6 ¢ 7).

Tabela 5 Valores médios das variaveis de desempenho de Oreochromis niloticus
suplementadas com extrato em pé de fucoidan durante 30 dias de cultivo

Niveis de

fucoidan (g/kg) PF' CR® GP* CAA’ s
0,0 14,25+0,72 12,66+0,76 11,36£0,75 1,12+0,06 86+0,09
0,5 12,56+0,10 12,94+0,68 10,01+0,22 1,29+0,09 93+0,06
1,0 11,38+1,25 12,90+0,46 8,57+1,24 1,58+0,27 96+0,03
1,5 13,29+1,63 12,72+0,32 10,62+1,60 1,25+0,19 96+0,03
CvV 14,68 7,91 9,99 23,10 11,15

'PF= Peso médio final (2); ’CR=consumo médio de ra¢do/animal (g); 3’GP:ganho de
peso médio final (g); *CAA= conversio alimentar aparente; >S= sobrevivéncia (%)
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Tabela 6 Valores médios das medidas morfométricas de Oreochromis niloticus
suplementadas com extrato em pé de fucoidan durante 30 dias de cultivo
Niveis de fucoidan

1 2 3
(g/ke) Cp CC AT
0,0 7,22+0,11 2,40+0,02 2,88+0,07
0,5 6,84+0,04 2,34+0,03 2,63+0,03
1,0 6,68+0,28 2,31+0,13 2,53+0,09
1,5 7,01+£0,34 2,46+0,11 2,68+0,13
cv 5,70 6,42 5,63

'cp= comprimento padrdo (cm); ’cc= comprimento da cabeca (cm); SAT= altura do
tronco(cm)

Andalise de cromatografia

A andlise de cromatografia ndo foi capaz de identificar a presenca do
monossacarideo fucose no plasma sanguineo dos animais na coleta inicial. Ao
final do experimento, sua presenga foi identificada em todos os tratamentos
(Figura 18), porém os diferentes niveis encontrados ndo foram significativos
(P>0,05). Houve uma tendéncia de aumento dos niveis de fucose a medida que
se aumentou os niveis de fucoidan fornecido. Os valores médios da area dos
picos de fucose em wunidades arbitrarias foram 841,87+420,99 (T1),
2533,60+189,32 (T2), 4606,23+2202,63 (T3) e 2176,85+833,89 (T4).



61

Intens.

1.0

0.5

0.0+

-0.5

Amostra 1_1-1_01_75z2.d

-1
Intens.

00

600

400

2004

Amostra 2_1-Z_01_755.d

n
Intens,

600

400

200

oA

Amostra 3_1-3_01_756.d

0.0

z5

5.0

75

10.0

125

15.0

17.5

50.0 2.5 Time [min]

Figura 18 Cromatograma de ion extraido para a fucose (m/z = 163,05) de plasma
sanguineo de Oreochromis niloticus suplementadas com extrato de fucoidan em
p6 durante 30 dias de cultivo. Exemplo dos aquarios 1, 2 e 3 (Coleta final)
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Avaliagdo Histologica

A Tabela 8 demonstra os dados referentes a distribuicdo dos didmetros
das fibras musculares nas classes estudadas, aos 30 dias de cultivo. Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que em todos, a frequéncia de
fibras na classe >50pm foi maior seguida das classes de 20-50 pm e <20um
(P<0,05). Esse resultado mostra que houve uma maior porcentagem de

crescimento hipertrofico das fibras musculares (Figura 21).

Tabela 7 Distribui¢o de frequéncia (%) de didmetro de fibra muscular branca em
classes: <20 pm, 20-50 pm e > 50 pm de Oreochromis niloticus
suplementadas com extrato em pd de fucoidan durante 30 dias de cultivo

Niveis de fucoidan (g/kg) <20 20-50 > 50
0,0 5 36° 59
0,5 4° 33° 63°
1,0 6°¢ 34° 60°
1,5 5¢ 32° 63

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Goodman a 5% de
probabilidade
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TR

Figura 19 Se¢
em diferentes niveis de Fucoidan (T1= 0, T2= 0,5, T3= 1,0 e T4= 1,5%), aos 30
dias. Fibra muscular (F). Colora¢do Hematoxilina e Eosina. Aumento: 20x.
Barra: 100 um
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5 DISCUSSAO

O polissacarideo sulfatado Fucoidan n3o demonstrou ser capaz de
aumentar as taxas de desempenho e crescimento muscular, tanto hiperpldsico
quanto hipertréfico, ja que nenhuma das varidveis apresentara diferengas
significativas (P>0,05) a medida que aumentaram os niveis do produto.

O crescimento muscular nos peixes envolve uma populacdo de células
miogénicas (células satélites) que quando ativadas, proliferam e fornecem
nucleos que sdo responsaveis pelo crescimento muscular que ocorre por dois
mecanismos: a hiperplasia (recrutamento de novas fibras musculares) e
hipertrofia (aumento do didmetro/area das fibras musculares) (JOHNSTON;
BOWER; MACQUEEN, 2011; KOUMANS; SKER, 1995; ZIMMERMAN;
LOWERY, 1999). No presente estudo podemos inferir que a maior porcentagem
de fibras na classe >50 um ¢ um indicativo de ter acelerado o crescimento
muscular pelo mecanismo de hipertrofia das fibras (ROWLERSON, 2001;
VALENTE et al., 1999). Esse resultado ¢ condizente com a fase de vida em que
0s animais se encontravam, ja que apenas na fase embriondria e fase larval, tém-
se um maior recrutamento de novas fibras musculares (ROWLERSON, 2001).

Alfei (1994) e Almeida et al. (2008, 2010) observaram que a
contribuigdo da hiperplasia para o crescimento muscular diminui com o tamanho
corporal do peixe. Valente et al. (1999) verificaram que as fibras brancas de
trutas  (Oncorhynchus mykiss), com didmetros inferiores a 25 pum estdo
inversamente correlacionadas ao comprimento corporal, sugerindo o mesmo
efeito.

Lima (2009), que trabalhou com juvenis de camario da espécie
Litopenaeus vannamei, também ndo encontrou diferencas significativas entre os
niveis de polissacarideos e desempenho dos animais. Esses autores testaram o

efeito da administragdo do polissacarideo sulfatado, aos niveis de 0,0, 0,5, 1,0 e
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2,0 mg L™, na sobrevivéncia e crescimento dos animais submetidos a condi¢des
de estresse por hipdxia.

As primeiras comprovagdes de que os polissacarideos tinham a
capacidade efetiva de inibir a agdo da miostatina, promovendo assim uma taxa
de hiperplasia e hipertrofia elevada nas células musculares foram demonstradas
por Ramazanov, Jimenez ¢ Del Rio Ziegenfuss (2003). Em seu trabalho uma
analise de immuno-eletroforese em Western Blot foi feita em proteinas extraidas
de soro sanguineo humano, onde foram encubadas com o polissacarideo
sulfatado. Os resultados mostraram uma reatividade cruzada positiva com o
anticorpo da miostatina. Essa reatividade foi aumentando a medida que se
aumentava a concentracdo dos polissacarideos nas amostras, o que indicou que
os polissacarideos sulfatados ligam-se preferencialmente ao complexo da
miostatina e, potencialmente, interferem com a capacidade de ligacdo dessa
proteina nas células inibindo sua agfo. A partir deste estudo surgiu a ideia de se
testar esse polissacarideo como parte de um programa alimentar a fim de se
conseguir os mesmos resultados.

Tuller, De Santis e Jerry (2014) testaram niveis de inclusdo de 0%, 0,5%
e 1% em dietas para perca gigante (Lates calcarifer) (76.1 £ 1.1g) por 52 dias e
avaliaram taxa de crescimento e tamanho de fibra muscular. A medida que se
aumentou o nivel de Fucoidan, houve um aumento no crescimento dos animais e
tamanho de fibra muscular. Resultados semelhantes também foram encontrados
por Cruz-Sudrez (2000) e Traifalgar (2010), porém esses autores trabalharam
com espécies de camardo, sendo L. vannamei (camardo branco) ¢ Marsupenaeus
japonicus (kuruma) respectivamente. Era esperado que esse mesmo efeito fosse
observado nos animais do presente estudo, porém o mesmo nao aconteceu. Esse
fato pode ser explicado por diferengas nas condigdes experimentais, como citado

adiante.
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Devido a escassez de trabalhos existentes com este produto para fins de
desempenho, principalmente com espécies de peixe, ndo sdo conhecidas as suas
exigéncias ¢ o comportamento desse polissacarideo dentro do organismo do
animal. Sendo assim, os niveis utilizados podem ndo ter sido suficientes para
suprir as exigéncias da tildpia do Nilo quanto ao efeito do produto, ja que,
comparado com a perca gigante (TULLER; SANTIS; JERRY, 2014), por
exemplo, além de ser uma espécie diferente, possui habito alimentar diferente e
distingue quanto a regido de origem a da tilapia do Nilo. A perca gigante é um
animal de habito carnivoro, de aguas frias e de origem asiatica (CATACUTAN,
1995) enquanto a tildpia do Nilo é uma espécie onivora, de clima tropical e
origem africana (ROMANA-EGUIA et al., 2004).

Além disso, deve ser levado em consideragdo o tempo utilizado no
presente estudo, que pode ndo ter sido o suficiente para a resposta ao produto, e
a forma como esse produto foi incorporado nas dietas experimentais.
Ramazanov, Jimenez Del Rio e Ziegenfuss (2003), em seu estudo, utilizaram a
molécula do polissacarideo intacta, porém os animais ndo possuem a capacidade
de absorver essa molécula no trato gastrintestinal, diretamente, devido ao seu
tamanho, sugerindo que o efeito positivo do polissacarideo poderia ser causado
por algum monossacarideo presente na estrutura, como por exemplo, a fucose,
que corresponde a mais de 90% de sua estrutura. No entanto, por se tratar de um
polissacarideo com ligagdes 0-(1-3), os animais poderiam ndo ser capazes de
produzir enzimas especificas capazes de quebrarem essas ligagdes.

Nesse sentido, apesar dos dados de cromatografia terem detectado a
presenga da fucose no sangue, comprovando que os animais sdo capazes de
degradar a molécula, no presente estudo, o fucoidan foi adicionado a dieta como
um ingrediente fibroso. Essa mesma suposi¢@o foi adotada por Traifalgar (2010).
Cruz-Suarez (2000), Lima (2009) e Tuller, De Santis e Jerry (2014) fizeram

apenas a inclusdo do produto sem se preocuparem com o balanceamento das
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dietas quanto aos niveis de fibra ou até mesmo energia, caso fosse considerado
como ingrediente energético e este fizesse alguma diferenga nos niveis de
energia das dietas. Nesse caso, com exce¢do de Lima (2009), que também ndo
encontrou diferengas significativas entre os tratamentos, o efeito positivo do
polissacarideo sobre o crescimento, ndo poderia ser atribuido apenas ao fato de
sua aglo inibitéria sobre a miostatina, jd que em nenhum trabalho foi feita
alguma andlise molecular com o objetivo de detectar essa interagdo.

Existem diversas suposi¢des que podem ser feitas considerando o efeito
benéfico dos polissacarideos sulfatados, ou seus constituintes, ao desempenho
dos animais, descartando a hipdtese de sua acdo sobre a molécula da miostatina.
Uma possivel explicagdo estd no fato da fucose desempenhar um importante
papel na manutencéo do sistema imune dos animais ¢ saude da flora intestinal.

A fucose, sendo ela dietética ou do proprio organismo, pode ser
encontrada como um importante componente estrutural de glicanos.
Modificagdes terminais especificas em glicanos, incluindo fucosilagdo,
mediados por fucosiltransferases (FUT), podem conferir propriedades funcionais
exclusivas para alguns oligossacarideos e muitas vezes sdo regulados durante a
ontogenia e diferenciagdo celular (BECKER; LOWE, 2003).

Foi descrita a descoberta de treze genes capazes de sintetizar
fucosiltransferases no genoma humano (BECKER; LOWE, 2003). A expressdo
desses genes ¢ responsavel por diversas fungdes dentro do organismo como:
sintese do antigeno do grupo sanguineo H (KELLY et al., 1995; LARSEN et al.,
1990); sintese dos antigenos Lewisx e sialyl-Lewisx (KANEKO et al., 1999;
NATSUKA; LOWE, 1994); adi¢do de fucose a asparagina GlcNAc (MIYOSHI
et al., 1999); e adicdo de fucose diretamente a cadeias polipeptidicas (WANG et
al., 2001). Sendo assim, essa propriedade funcional, dentro da composi¢cdo dos
oligossacarideos, conferem a fucose um importante papel na satde do sistema

imune.
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A expressdo dessas fucosiltransferases pode ser regulada também pela
flora bacteriana como descrito por Hooper (2014). Camundongos estéreis
microbiologicamente, ao serem colonizados por bactérias, foram capazes de
aumentar a expressdo da FUT2. Consequentemente, houve uma modificacdo da
cadeia de carboidratos presentes nas células epiteliais, que tiveram como
componente terminal a fucose.

Nesse sentido, a saude da flora intestinal pode ser vista como um
importante componente da manutengdo do desenvolvimento normal do animal, e
o fornecimento da fucose via dieta pode auxiliar nesse sentido. Foi comprovado
que as bactérias sdo capazes de crescer com a fucose como Unica fonte de
esqueleto de carbono e energia (HOOPER, 2014). As ectapas para essa via
incluem a entrada da fucose livre para na célula através de uma permease
bacteriana, a isomerizagdo da fucose (aldose) para formar uma fuculose (cetose),
a fosforilagdo da fuculose para formar uma fuculose-1-fosfato, e uma reagdo de
aldolase para formar a lactaldeido e di-hidroxicetona fosfato (CHEN et al., 1987;
HOOPER et al., 1999; ZHU; LIN, 1988). Foi proposto que a fucose também
pode ser sintetizada a partir de duas unidades de trés carbonos por uma via
operando no sentido inverso de sua via catabolica (HUANG et al., 1958a,
1958b), porém essa sintese nao seria necessaria, caso a fucose fosse fornecida
pela dieta, economizando assim um gasto energético para a sua biossintese.

Considerando que esse monossacarideo foi absorvido, como mostram os
dados de cromatografia, além de sua utilizagdo como estrutura fundamental de
glicanos especificos como ja citado anteriormente, pode-se supor que ele poderia
ser utilizado como fonte de energia para o proprio animal, assim como a glicose.
Uma via catabolica para utilizacdo de fucose livre como uma fonte de energia
ndo foi totalmente comprovada em células de mamifero. Em um estudo
envolvendo a administragdo intravenosa de fucose (1-14C) a pacientes humanos,

foi relatado que 39% da radioatividade injetada foi excretada na forma de
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14CO2 (SEGAL; TOPPER, 1960), sugerindo que a fucose poderia ser
metabolizada a unidades metabolicas menores. Em um trabalho in vitro, foi
identificada uma via catabolica, em extratos de hepatocitos suinos, que pode
converter 1 mol de fucose a 2 moles de L-lactato (CHAN et al., 1979).

Apesar dessas suposi¢des, ainda ndo se tem conhecimento cientifico o
suficiente para extrapolar para outras espécies e ainda ndo é clara as suas

contribuigdes para o metabolismo in vivo.

6 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que o polissacarideo sulfatado Fucoidan, usado em
dietas para Oreochromis niloticus com 30 dias de cultivo, ndo foi eficaz em
aumentar os parametros de desempenho e crescimento muscular. Os animais
foram eficientes em quebrar as ligagcdes a-(1-3) do polissacarideo e assim
absorverem o principal componente estrutural da molécula, o monossacarideo
fucose. O estudo foi capaz de direcionar as futuras pesquisas para o uso do
fucoidan como alimento funcional, ndo descartando, porém, a hipotese da sua
acdo inibitdria & molécula da miostatina. S0 necessarias novas pesquisas a fim
de se conhecer as exigéncias dos polissacarideos sulfatados e seus efeitos no

organismo em diferentes espécies de peixes.
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