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RESUMO

A produgdo comercial de espécies aquicolas implica a sujeicdo destas a manipulagbes e
perturbagdes constantes, bem como a alteragdes das condi¢bes ambientais do meio aquatico onde se
encontram. Todos estes factores provocam stress, o qual induz perdas econdmicas significativas.
Deste modo, ja que ndo é possivel evitar a aplicagdo de factores de stress aos animais de cultura,
torna-se necessario encontrar formas de aumentar a resisténcia destes ao stress.

0 4cido ascorbico (AA) € um nutriente, essencial para a maior parte das espécies de peixes, a
quem tém sido atribuidas propriedades anti-stress. Dado que é um nutriente acessivel e de
administracdo facil (é incluido no alimento), é ideal para o uso em aquacultura. No entanto, apesar dos
estudos efectuados, a relacdo entre o AA e a resisténcia dos peixes ao stress ainda ndo esta
completamente esclarecida. Deste modo, este estudo pretende dar mais um passo no esclarecimento
deste tema. Neste intuito, foi determinado que se utilizaria o stress ambiental, uma vez que & mais o
mais corrente em condicdes de aquacultura, e aquele em que os resultados sdo menos esclarecedores. A
hipéxia e a aménia sdo 2 dos principais factores de stress ambiental a que os peixes estdo sujeitos em
condigdes de cultura, pelo foram os escolhidos para este estudo. A dourada (Sparus aurata) escolhida
como modelo, j& que & uma das espécies de cultura mais importantes do nosso pais.

A dourada foi, em primeiro lugar, , sujeita a hipéxia aguda (1.2 mg OD/I; 24h) depois de um
periodo de 12 semanas de alimentagdo com um alimento suplementado com Q, 25, 50, 100 ou 200 mg
AA/kg. Na experiéncia seguinte a dourada foi submetida a hipdxia intermitente (25% OD, 1
vez/semana) durante 13 semanas, ao mesmo tempo que era alimentada com diferentes concentragdes
de AA (0, 50 ou 100 mg/kg alimento).. durante esta experiéncia os peixes foram infectados
inadvertidamente com um parasita branquial, o Diplectanum aequans, o que causou mortalidades
aumentadas nos grupos alimentados sem suplementacdo de AA. Seguidamente, a dourada foi sujeita a
hipéxia crénica (55% OD) durante 8 semanas, periodo durante o qual foi alimentada com uma ragéo
(baseada no nivel de saciedade dos peixes stressados) contendo 0, 10, 25 ou 50 mg AA/kg alimento.
Durante esta experiéncias foi avaliado o crescimento dos peixes, foram procurados sintomas
exteriores de deficiéncia em AA, bem como foram monitorizados os niveis de AA no figado, rim e bago
(apenas figado e bago na 1° experiéncia).Na experiéncia de hipoxia crénica também foi determinado o
nivel de hidroxiprolina da pele. Finalmente, a dourada foi sujeita a uma concentracgdo subletal de amdnia
(1.48 mg UIA-N/1), depois de 5 meses de crescimento com alimentos contendo 0, 10, 25 ou 50 mg
AA/kg. Esta Gltima experiéncia durou 4 dias, tendo os peixes estado em jejum durante este periodo,
bem como nas 24h anteriores ao seu inicio.

As experiéncias efectuadas no ambito deste trabalho mostraram que:

- A auséncia de suplementacdo do alimento em AA nao produziu diferengas nos pardmetros de
crescimento nem sintomas de deficiéncia na dourada, mesmo apés 5 meses de crescimento., excepto
qguando na presenca do parasita Diplectanum aequans.

- A auséncia de AA no alimento diminuiu a capacidade de resisténcia da dourada ao parasita Diplectanum
aequans, o que se traduziu num aumento significativo da mortalidade. '

- A suplementacio do alimento com 10 mg AA/kg alimento é suficiente para o crescimento maximo da
dourada.

- O stress de hipdxia agudo, intermitente ou crénico ndo produziu alteragdes no crescimento nem do
teor em AA no figado, rim e bago da dourada.

- O stress de hipoxia intermitente ndo aumentou a susceptibilidade da dourada ao parasita Diplectanum
aequans.

- A exposi¢do da dourada a concentracdes subletais de amonia provocou um aumento do nivel de AA no
figado rim e baco.

A comparacao destes resultados com os da bibliografia conduziu ds seguintes conclusdes:

- Os requisitos de AA dos peixes diminuem com o aumento do tamanho dos peixes.

- O AA nio aumenta a resisténcia dos peixes a todos os factores de stress.

- O AA sO parece aumentar a resisténcia aqueles factores de stress que provocam alteragdes
fisiolégicas que aumentem a utilizagdo desta vitamina por parte dos peixes. Um exemplo sdo os
poluentes.



SUMMARY

Commercial aquaculture implies the application of several stressors to the cultivated animals,
such as handling, crowding, disease treatments and water quality changes. These stressors are
responsible for important economical losses in fish farming and, since they cannot be avoided, the
increase of fish resistance to stressors is a major field of research.

Ascorbic acid, which is a vitamin for most fish species, has been widely study as having the
ability to increase fish resistance to stress. However, results are contradictor and no definite
conclusions can de withdrawn. The present study is a further step on the clarification of the AA role on
fish resistance to stress. For this porpoise it was chosen environmental stress, since is the kind of
stress where it is more difficult to find a link between AA and resistance to stress. Hypoxia and
ammonia are 2 of the most common stressors in aquaculture and an increased resistance to them would
be very welcome by fish farmers. For the experiments seabream (Sparus aurata) was chosen as a
model, because it is one of the most important cultured species in Portugal.

Seabream was subjected primarily to acute hypoxia (1.2 mg OD/l; 24 h) after 12 weeks of
feed with a diet containing 0, 25, 50, 100 or 200 mg AA/kg. In the following experiment, fish were
subjected to a weekly hypoxia (25% OD) for 13 weeks, while fed different amounts of AA (0, 50 or
100 mg/kg diet). During this experiment fish were infected with a gill parasite, Diplectanum aequans,
which caused increased mortality in the fish fed the unsupplemented diet. Subsequently, seabream was
subjected to chronic hypoxia (55% OD) for 8 weeks, at the same time they were fed a ration (based on
the stressed fish satiation) with 0, 10., 25, or 50 mg AA/kg diet. In all experiments fish growth was
evaluated and it was searched for AA deficiency symptoms. Liver, kidney and spleen AA status was
monitored as well (liver and spleen only in the 1st experiment). In the chronic hypoxia experiment,
skin hidroxiproline status was also determined. Finally, seabream were submitted to sublethal ammonia
concentration (1.48 mg UIA-N/1), after 5 months of feeding with the experimental diets (0, 10, 25 or
50 mg AA/KG). The ammonia challenge lasted for 4 days and fish were starved 24h prior to it and
throughout the challenge.

The experiments made in this study have shown that:

- Lack of dietary AA supplementation did not significantly changed seabream growth nor led to the
development of deficiency symptoms, even after 5 months of growth, except when the parasite
Diplectanum aequans was present.

- Lack of dietary AA supplementation decrease the seabream resistance to the presence of the parasite
Diplectanum aequans.

- 10 mg AA/kg diet was sufficient to allow seabream’s maximum growth and prevent the onset of
SCurvy.

- Acute, intermittent or chronic hypoxic stress did not altered seabream’s growth nor the liver,
kidney and spleen AA content.

- Intermittent hypoxia did not increase susceptibility of the seabream to the parasite Diplectanum
aequans.

- Exposure to sublethal level of ammonia increased AA concentration in the liver, kidney and spleen of
the seabream.

In conclusion, ascorbic acid appears to increase resistance only to some stressors. These
stressors are those that increase AA utilisation, such as pollutants and increased temperature, among
others.



RESUME

L'aquaculture commerciale implique I'application de plusieurs facteurs de stress aux animaux
cultivés, tels que la manipulation, la densité élevé, les traitements des maladies et les changements de
la qualité de I'eau. Ces facteurs de stress sont responsables par des pertes économiques importantes
dans la pisciculture et, puisqu'elles ne peuvent pas étre évitées, I’augmentation de la résistance de
poissons aux facteurs de stress est un théme de recherche importante.

L'acide ascorbique, qui est une vitamine pour la plupart des espéces de poissons, a été
largement étudié en tant gu'ayant la capacité d'augmenter la résistance de poissons au stress.
Cependant, les résultats sont contradictoires et les conclusions sont pas claires. Le présente étude est
une autre étape sur la clarification duréle de le AA sur la résistance des poissons au stress. Pour ce
but était choisi le stress de I’environment, depuis est le genre de stress ou il plus difficile de trouver
un lien entre le AA et la résistance au stress. L’hypoxie et I'ammoniaque sont 2 des plus commun
facteur de stress en aquaculture et une augmentation de la résistance a ces facteurs serait trés
bienvenu par des aquaculteures. Pour cette étude la daurade (Sparus aurata) a été choisi comme
modeéle, parce que est une des espéces de culture plus importantes au Portugal.

La daurade a été soumis en premiére a I'hypoxie aigué (1,2 mg OD/I; 24 h) aprés 12 semaines
d'alimentation avec un régime contenant 0, 25, 50, 100 ou 200 mg AA/kg. Dans |'expérience suivante,
des poissons ont été soumis a une hypoxie intermittent (25% OD) pendant 13 semaines, alors qu’ills
étés nourris avéc différentes quantités de AA (0, 50 ou 100 mg AA/kg). Pendant cette expérience les
poissons ont été infectés avec un parasite branchial, le Diplectanum aequans, qui a provoqué
laugmentation de la mortalité dans les poissons nourris avec le régime sans suplementation de AA.
Ultérieurement, la daurade a été soumis a |’hypoxie chronique (55% 0OD) pendant 8 semaines, en méme
temps ils ont été alimentés avec une ration (basée sur le niveaux de satiation des poissons stressés)
avec 0, 10., 25, ou 50 mg AA/kg. Dans toutes les expériences la croissance des poissons a été évaluée
et les symptémes carence en AA ont été recherchés; aussi bien que la teneur en AA du foie, du rein et
de la rate ont été surveillé (foie et rate seulement dans la 1ére expérience). Dans |'expérience
d'hypoxie chronique, la teneur en hidroxiproline de la peau a été également déterminé. En conclusion, la
daurade a été soumis & la concentration sous-léthale de ammoniaque (1,48 mg UIA-N/I), aprés 5 mois
d'alimentation avec les régimes expérimentaux (0, 10, 25 ou 50 mg AA/kg). Le défi d'ammoniaque a
duré pendant 4 jours et les poissons étaient soumis a jeaune pendant 24h avant le défi.

Les expériences faites dans cette étude ont montré cela:

- Le manque de supplémentation diététiqgue de AA n’a pas sensiblement changée la croissance de la
daurade, ni mené au développement des symptémes de carence, méme aprés 5 mois de croissance,
excepte quand le parasite Diplectanum aequans était présent.

- Le manque de supplémentation de |'aliment en AA a diminué la résistance de la daurade a la présence
du parasite Diplectanum aequans.

- 10 mg AA/kg était suffisant pour permettre la croissance maximal de la daurade et pour empécher le
début du scorbut.

- Le stress hypoxique aigu, intermittent ou chronique n'ont pas modifié la croissance ni le contenu de
AA du foie, du rein ou de la rate.

- L'hypoxie intermittente n'a pas augmenté la susceptibilité de la daurade au parasite Diplectanum
aequans.

- L'exposition au niveau sous-léthal de |'ammoniaque a augmenté la concentration de AA dans le foie, le
rein et la rate de la daurade.

En conclusion, I'acide ascorbique semble augmenter la résistance seulement a quelques facteurs
de stress. Ces facteurs de stress sont ceux qui augmehtent |'utilisation de AA, telle que des polluants
et la température accrue, d’entre autres.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. INTRODUCAO

O acido ascorbico (AA) parece ser um componente de presenca constante em todos os
organismos vivos, indicando que este nutriente tem um papel importante no metabolismo. Nos
vertebrados, o dcido ascorbico encontra-se presente em todos os tecidos, dependendo a sua
concentracao da espécie e do tecido em causa. As funcdes metabolicas desta vitamina tém sido
profusamente estudadas nos mamiferos, tendo sido demonstrada a sua essencialidade para a
normal formacdo de colagénio, o seu envolvimento no metabolismo do colesterol, na funcio dos
granul6citos, na resisténcia ao stress, na absorcio de sais minerais, na sintese das

catecolaminas e o seu envolvimento em alguns mecanismos de desintoxicacdo ( Thomas, 1984).

No caso especifico dos peixes, as funcdes metabédlicas desta vitamina n3o tém sido tio
profundamente estudadas. No entanto, alguns dos seus papeis foram ja elucidados, tais comoo seu
papel na biossintese do colagénio (Halver et al, 1975), o seu envolvimento na absorcio e
minerais e a sua interaccdo com pesticidas e metais pesados (provavelmente actuando como
adjuvante dos mecanismos de desintoxicacdo), o seu envolvimento na vitelogénese e
embriogénese (Carragher etal., 1990; Masumoto et al., 1991), na sintese de catecolaminas e
na prevencdo da peroxidacao dos lipidos nos tecidos animais. Quando alimentados com dietas
deficientes em dcido ascoérbico, os peixes desenvolvem sintomas de deficiéncia (escorbuto), os
quais incluem lordose, escoliose, paralisia dos misculos dos segmentos do tronco, distorcio da
cartilagem de suporte, hiperplasia do tecido branquial, desaceleracio dos processos de
cicatrizacdo, reducdo do crescimento, aumento da actividade das HDL (|ipoproteinas de alta
densidade) plasmaticas e diminuicdo do contetido em hemoglobina (Akand et al., 1987; Halver,

etal., 1975; Satoetal, 1978).
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Presentemente, um dos campos de investigagdo que se encontra em franca expansao, em
termos do papel das vitaminas em nutricao de peixes, é a relacdo entre a ingestdo de certas
vitaminas e a resisténcia a factores destress e a doencas, factores estes de importancia vital em
situacao de cultura. Operacdes de maneio em aquacultura tais como manipulacdo, aplicacdo e
tratamentos profilacticos e terapéuticos, transporte, calibragem, confinacio sio stressantes
para os peixes (Donaldson, 1981; Barton et al., 1991; Sandnes, 1991) e estio muitas vezes
associados com o aumento da susceptibilidade a doengas, bem como a uma reducio da capacidade
de manter a homeostasia interna e de resistir a factores de stress adicionais (Wedemeyer &
McLeay, 1981; Robertson et al,, 1987). Estudos efectuados até ao presente parecem indicar a
existéncia de uma relacao entre stress e o metabolismo do 4cido ascérbico, incluindo um
aumento de resisténcia a doencas e da eficacia do sistema imunitario (Hardie et al., 1991:
Navarre etal., 1989), proteccdo em casosde exposicio a substancias poluentes (Agrawal et al.,
1978) eresisténcia a situacoes de hipéxia (Ishibashi et al., 1992a; Ishibashi et al., 1992b).

No entanto, esta rela¢ao ainda ndo é clara e os resultados sdo contraditérios.

Actualmente, a dourada ( Sparus aurata) e o robalo ( Dicentrarchus labrax) sio espécies
que, devido a sua cadavez maior procura e rapidez decrescimento em condicdes de cultura, tém
ganhoimportancia econémica na aquacultura europeia, na qual Portugal se integra. Desta feita, é
premente a realizacdo de extensivos estudos de fisiologia e nutrigdo, por forma a permitir que
os problemas criados pela situagdo de cultura possam ser ultrapassados, melhorando a

eficiéncia daproducao e, ao mesmo tempo, melhorar a qualidade do peixe produzido.

Oobjectivo desteestudo foi a determinacdo daexisténcia de uma relacdo entre o consumo
quantitativo de vitamina C e a resisténcia a factores de stress existentes em condicbes e
aquacultura em dourada. Para tal, foi observado o efeito do stress sobre as reservas de AA ¢
orgaos alvo, bem como o seu efeito sobre o crescimento. A variagdo da intensidade e tempo de
exposicao a um mesmo factor de stress foi a linha seguida, dado que qualquer alteracdo destes

parametros poderia resultar em niveis diferentes de utilizacdo doAA.



1.2. AS VITAMINAS

1.2.1. DEFINICAO DE VITAMINA

As vitaminas sdo um grupo heterogéneo de substancias. Ao contrario de outros
nutrientes, as vitaminas ndo tém fungdes estruturais nem fornecem energia em quantidade
significativa. A sua utilidade é muito especifica, pelo que sio necessarias em pequenas

quantidades na dieta.

Apesar de possuirem caracteristicas comuns, que as agrupam no mesmo grupo
nutrientes, as vitaminas tém pouco em comum entre si do ponto de vista quimico e da sua
funcionalidade metabélica. Algumas vitaminas tém funcdes como co-factores enzimaticos, outras
agem como antioxidantes biologicos, outras ainda tém fungdes como co-factores das reaccoes
metabdlicas de oxidacdo-redugdo, algumas funcionam como hormonas e uma actua como co-

factor de fotorrecepcao na funcgéo visual.

Por forma a definir deuma forma clara o que € uma vitamina, Combs (1998) descreve

as suas caracteristicas comuns:

- € um compostoorganico distinto doslipidos, hidratos de carbono e proteinas;

- € um componente natural dos alimentos, nos quais estio geralmente presentes em

pequenissimas quantidades;

- éessencial, embora em quantidades diminutas, para o metabolismo normal (i.e., manutencao,

crescimento, desenvolvimento e/ou reproducao);

- asua auséncia ou subutiliza¢do causa um sindroma especifico de deficiéncia;
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- nao é sintetizada pelo organismo em quantidades adequadas para cobrir as necessidades

fisiolégicas normais.

Um total de 13 grupos de substancias sdo actualmente classificadas como vitaminas.
Comoa Tabela 1.1 indica, o nome comum de algumas vitaminas €, na realidade, uma descricio
genérica de uma familia de compostos que possuem uma actividade metabdlica qualitativamente
comparaveis. As substdncias que possuem a mesma actividade vitaminica sdo designados por
vitameros (origem anglo-saxénica) ou por compostosde ac¢ao vitaminica ( Gouillou-Coustans
et al, 1999). Para além destes, hd ainda substancias que, apés serem metabolizadas no
organismo, produzem uma forma activa de accdo vitaminica. Tal precursor designa-se por
pré-vitamina. Exemplos de pré-vitaminas sao alguns carotenoides, precursores da vitamina
A

Tabela 1.1. As vitaminas. (Adaptado de Combs, 1998 e Gouillou-Coustans & Guillaume,
1899

Vitamina vitameros Pré- Funcdes metabdlicas
vitaminas
A Retinol f-caroteno Pigmentos visuais
Retinal Criptoxantina Diferenciacdo das células epiteliais
Acido retinoico Pr6-hormona
Palmitato ou acetato de
retinil*
D Colecalciferol (D3) Homeostasia docalcio
Ergocalciferol (D2) Metabolismo 6sseo
Pré-hormona
E a-Tocoferol Antioxidante membranar
v-Tocoferol
Acetatode a-Tocoferol*
K Filoguinonas (K1) Coagulagdo sanguinea
Menaquinonas (K2) Metabolismo docalcio
Menadiona (K3 ) *
B1 Tiamina Co-enzima para a descarboxilacio
Cloridrato detiamina* dos acidos 2-ceto (ex. piruvato) e
transcetolocacdes
B. Riboflavina Co-enzima nas reaccoes redox dos
acidos gordos e dociclo doTCA
Niacina Acido nicotinico Co-enzimas de diversas
(PP) Nicotinamida desidrogenases
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Acido Acido pantoténico Co-enzima no metabolismo dos
Pantoténico  pantotenatode calcio* acidos gordos

(Bs)

Piridoxina Piridoxol Co-enzima no metabolismo dos
(B,) Piridoxal aminoacidos

Piridoxamina
Cloridrato depiridoxina*

Biotina Biotina Co-enzima para as carboxilagdes

(Bs)

AcidoFélico Acido félico Co-enzima no metabolismo das

(B,) Poliglutamatos unidades C1

B, Cobalaminas Co-enzima no metabolismo
propionato, dos aminoacidos e das
unidades C1

Acido Acido ascorbico Redutores nas hidroxilacdes

Ascorbico Acido desidroascérbico do metabolismo do colagéneo e

(C) carnitina e no metabolismo

Fosfato de ascorbil*

das drogas e esteréides

* Vitamero desintese.

1.2.2. CLASSIFICACAO DAS VITAMINAS

As vitaminas sdo frequentemente descritas de acordo com a sua solubilidade. Deste modo,
elas sdo em geral classificadas em dois grupos: as vitaminas lipossoliiveis (A, D, E e K) e
hidrossolaveis (complexo B, niacina e vitamina C). As vitaminas hidrossoliveis tendem a
possuir 1 ou mais grupos polares ou ionizaveis (carboxil, ceto, hidroxil, amino ou fosfato),
enquanto as lipossoliiveis tém caracteristicas predominantemente aromaticas ou alifaticas
(Combs, 1998). As vitaminas lipossollveis sao absorvidas no intestino conjuntamente com os
lipidos alimentares, pelo que a existéncia de condicoes favoraveis a absorcao de lipidos afecta
positivamente a absorcao destasvitaminas. Quandoa sua ingestao supera a sua necessidade, estas
sao armazenadas pelo organismo, pelo que ha a possibilidade da sua acumulacio excessiva nos
tecidos, o que produz toxicidade (hipervitaminose) (NRC, 1993). As vitaminas hidrossolaveis,
por seu lado, ndo sao armazenadas em tao grande quantidade pelo organismo, sendo 0 seu excesso
excretado através daurina. A absor¢do de pelo menos 3 das vitaminas hidrossoliveis (Vitamina

C, riboflavina e vitamina B;) parece ser regulada, em parte, pela concentracdo fornecida pela
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alimentacdo, num mecanismo de “feedback”, questionando-se, desta forma, a utilizacio de

mega-doses destas vitaminas, ja que tais concentracdes podem antagonizar a sua absorcio

(Combs, 1998).

1.2.3. BIODISPONIBILIDADE

Dado que as vitaminas contidas nos alimentos ndo sdo completamente utilizadas pelo
organismo, a quantificacdo do teor bruto em vitaminas dos alimentos é insuficiente para
compreender o valor nutricional real dessas fontes vitaminicas. A taxa real e a extensido da
absorcao e utilizacao de uma vitamina aonivel celular denomina-se biodisponibilidade. Esta
depende de varios factores: diferencas de biopoténcia; perdas por armazenamento e/ou
p rocessamento; efeito alimentares, dadoque a composicao alimentar pode afectar a absorcio ce
algumas vitaminas; efeitos fisioldgicos, comoa diminuicao da fungdo gastrointestinal no idoso; e

o estadogeral desalde, j & que algumas doencas podemafectar a absorcéo e a utilizacio de certas

vitaminas (Combs, 1998).

1.2.4. DEFICIENCIA VITAMINICA

Adeficiéncia vitaminica refere-se a condicdo de hipovitaminose, a qual conduz a
manifestacoes clinicas tipicas resultantes de perturbagdes bioquimicas induzidas pela auséncia
de quantidades suficientes de determinada vitamina. Os sinais clinicos de deficiéncia sdo o
resultado de uma cadeia de eventos que se inicia coma diminuicio daforma activa da vitamina a0
nivel celular e tecidular. Assim, podemser observados 4 estadios de deficiéncia vitaminica, os

quais variam em severidade e nas suas manifestacdes:

Estadio de deplecdo das reservas ao nivel dos 6rgaos: E o estadio menos severo e
deficiéncia. Nao existem alteracdes clinicas nem metabdlicas, mas as enzimas podem estar
menos saturadas com as suas co-enzimas do que o normal. As concentragdes plasmaticas da

=



vitamina e dosseus metabolitos podemser inferiores ao normal e a excrecio urinaria pode ser

muito baixa.

Estadio de deficiéncia metabdlica: E um estadio ainda menos severo de deficiéncia. Nio
envolve lesdes anatémicas ou funcionais visiveis, embora haja alteragdes bioquimicas ou

metabdlicas que ndo impedem, aparentemente, a capacidade metabélica normal

Estadio de deficiéncia encoberta: Um baixo consumo da vitamina €, aparentemente,
adequadopara satisfazer os requisitos, até algum tipo de stress revelar o perigoso estado das

reservas corporais.

Estadio severo de deficiéncia: Aparecem os sinais e sintomas clinicos de deficiéncia. A
prevencdo destes fornece um critério minimo para a determinacio dos requisitos (Bender,

1992}

Os sinais e sintomas clinicos de deficiéncia vitaminica nos peixes sio apresentados a

titulo informativo em anexo.
1.2.5. REQUISITOS VITAMINICOS

O requisito de um nutriente descreve a quantidade desse nutriente que satisfaz
certos critérios, relacionados com a actividade metabolica desse nutriente ou com a sua funcio
fisiolégica geral. Deste modo, para determinar orequisito de uma vitamina é necessario definir
primeiro o proposito para o qual se pretende determinar esse requisito e, sé entdo, determinar
a ingestao necessaria para satisfazer esse proposito. Normalmente s3o utilizados como critérios

de adequacao os estadios de deficiéncia vitaminica referidos acima.
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Para que a estimativa dosrequisitos seja relevante, estatemdeser baseadaem respostas
de importancia fisiologica 6bvia. Esta quantificacdo faz-se, em geral, com a ajuda de curvas
dose-resposta. Para tal faz-se um estudoexperimental no qual os individuos experimentais sdo
alimentados com uma dieta base deficiente no nutriente em estudo, mas equilibrada no que
respeita aos demais nutrientes, sendo o esta suplementada com quantidades conhecidas
nutriente em estudo. A resposta fisiologica escolhida para avaliar os efeitos individuais aos
diferentes niveis desuplementagio desse nutriente, depende da accdo especifica desse nutriente
no organismo, sendo utilizadas, por exemplo, respostas como o crescimento, a concentracio
desse nutriente em orgdos especificos e a actividade de determinadas reaccdes metabdlicas
dependentesdesse nutriente. A curva dose-resposta difere para um mesmo nutriente, em funcio

daresposta escolhida comomedida (Fig. 1.1).

Ganho de Resérva do rim ------ Nivel sanguineo — - —
massa corporal (g) em AA (ug/g) em AA (ug/g)
1094200+ =100
541007 T
0= T 0

051020 40 100
Teor em AA no alimento

Fig.1.1. Curvas dose-resposta obtidas para o acido ascérbico na truta arco-iris indicando a
discordancia entre os critérios escolhidos (obtido através dos dados de Halver, 1972 por
Gouillou-Coustans & Guillaume, 1999)

A resposta dos individuos, com as reservas de determinado nutriente esgotadas, a
ingestao desse mesmo nutriente parece ser curvilinea (Fig. 1.2); no entanto, na maior parte
dos estudos de determinacao dos requisitos nutricionais tanto os modelos curvilineos como os

rectilineos parecem ser adequados(Combs, 1998)
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. "Allowance” Requisito ..,y qwance™
Requisito

optimo
\g l Re:q_uisito \ -l.
¥ minimo N

Resposta

Ingestdaode nutriente Ingestaode nutriente

Fig. 1.2. Requisitos e “allowances” sdo determinados a partir de respostas fisiologicas
significativas em relacdo aonivel deingestio donutriente (Combs, 1998).

Os requisitos vitaminicos podem ser afectados por diversos factores, tais como a
variacao individual, crescimento, gravidez/produgdo de gimetas, doengas, cirurgias, poluicio e
outras. Para a maior parte dos nutrientes, os requisitos individuais de uma dada populacio

parecem ter uma distribuicdo normal. No caso das vitaminas pode-se assumir o mesmo modelo

dedistribuicio.
1.2.6. INGESTAO RECOMENDADA

Os requisitos vitaminicos, dadaa sua grande variagfo, tém pouca utilidade pratica. Os
niveis de ingestao recomendados sao mais Gteis, uma vez que so calculados para cobrir
as necessidades das populacdes. Os niveis de ingestio recomendados excedem o requisito médio
estimado para a populagdo numa quantidade referida como margem de seguranca. Estes
niveis sdo calculados estatisticamente a partir de estudos de determinacao de requisitos. Tal
comofoi referido acima, os requisitos vitaminicos individuais seguemuma distribuicao normal.
Desta forma, sabe-se que 95% da populagdo tem um requisito de uma determinada vitamina

dentro dointervalo damédia dorequisito + 2 vezes o desvio padrio. Assim uma ingest3o do valor

9
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meédio dorequisito mais 2 vezes o desvio padrio sera suficiente para cobrir os requisitos dessa

vitamina de 97.5% dosindividuos da populacao (Fig. 1.3).

-2sd média +2sd -2sd média +2sd
8r : ! } 100f : : "

; I ! ‘§ i | :

! ! : & i I !

e . | | 275F | | .
13 I | 1 8_ ! ! :
s | | ! ; | .
2 I I | 3 : I
g ° | | | g2 ! |

1 =

8 | | i g | E i
R l I i E25 i | i
I | : 3 : I i

i 5 | I I

] 1I 2 If 'S a\ B b : 'l : L'} ]
Requisito observado Requisito observado

Fig.1.3. Distribuicdo dos requisitos de um nutriente e calculo do seu nivel ingestdo
recomendado. (sd-desvio padrio).

Os niveis de ingestdo recomendados variam, tal como os requisitos, em funcdo dos
critérios de adequacao utilizados. Nos humanos esta situacdo é mais clara, dadaa existéncia de 3
niveis deingestdo recomendados de vitaminas apresentadas por diferentes organismos. Podem-
se, assim encontrar os RDA (Recommended daily/dietary amount), publicado pelo “U. S.
National Research Council”; os RD1 (Recommended daily/dietary intake), estabelecidos pela
FAO/WHO; e os RNI (Recommended nutrient intake), fornecidos pelo “Committee for the
Revision of the Dietary Standard for Canada”. Todas estas recomendacbes tendem a ser
semelhantes, mas nao sao idénticas, pois sao baseadasem critérios diferentes. No entanto, todos
estesindices tém a mesma base estatistica e sdo todosdefinidos como uma quantidade de vitamina

adequadapara assegurar que 0s requisitos de todasas pessoas saudaveis sio satisfeitos.

O “Committee on Animal Nutrition Board on Agriculture - National Research Council” ,
um organismo Norte Americano, revé regularmente os estudos efectuadosa nivel de requisitos
dos varios nutrientes em diversas espécies animais, compilando e analisando os resultados,
produzindo assim Tabelas de recomendacoes. No que respeita aos peixes, tém sido feitos estudos
por forma a calcular os seus requisitos e niveis de ingestdo recomendados, tendo o organismo

acima citado, editado uma publicacdo (NRC, 1993) com as recomendacdes para varias espécies

10



aquicolas. Em anexo encontra-se a Tabela com as recomendacées vitaminicas sugeridas pelc

{ NRC; 1993}
1.2.7. QUASIVITAMINAS

Para alémdas 13 familias de compostosj a classificadas como vitaminas, existem outras
substancias com fung@o vitaminica duvidosa para os humanos e que sdo designadas como
quasivitaminas. Estas sdo a colina, o mio-inositol, o acido p - aminobenzoico, os
bioflavondides, as ubiquinonas, o 4cido lipbico, a carnitina e a pirroloquinolina quinona, No
entanto, a colina e o mio-inositol parecem enquadrar-se na definicdo de vitamina, no que

refere aos peixes.

Kitamura et al (1967a) descreveu sintomas de deficiéncia em truta arco-iris
( Oncorhynchus mykiss) alimentada com um alimento deficiente em colina. Em Truta do lago
Americana, Salvelinus namaycush (Ketola, 1976), naenguia japonesa, Anguilla japonica, (Arai
etal, 1972), nacarpa comum, Cyprinus carpio (Ogino et al, 1970),no peixe-gato, Ictalurus
punctatus (Wilson & Poe, 1988) e no esturjao, Acipenser transmontanus ( Hung, 1989) foram

também descritos sintomas de deficiéncia em colina.

No que respeita ao mio-inositol, sabe-se que existe nas membranas biolégicas sob a
forma de fosfatidilinositol. Segundo Mathews & van Holde (1990) o fosfatidilinositol esta
envolvido na transducao desinal de diversos processos metabolicos. Tal como no caso da colina,
também a insuficiéncia de mio-inositol na alimentagdo de varias espécies de peixes provoca
sintomas de deficiéncia. Entre as espécies para as quais foi demonstrado o sindroma de
deficiéncia em mio-inositol contam-se a truta arco-iris (Kitamura et al, 1967b); Pagrus
major (Yone et al., 1971); enguia Japonesa (Arai et al., 1972); peixe-papagaio Japonés,
Oplegnathus fasciatus, (lkeda et al, 1988); seridla, Seriola quinqueradiata, (Hosokawa,
1989); e carpa comum (Aoe & Masuda, 1967).

11
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1.3. A VITAMINA C

1.3.1. HISTORIA

O acido ascorbico s6 foi isolado em 1928, apesar do escorbuto, a doenca desenvolvida
pelos individuos com caréncia de vitamina C, existir ha milhares deanos. Os primeiros escritos
sobre a doenca datamde cerca doanode 1500 A. C., sendo descrita em 450 A. C. por Aristételes
como um sindroma caracterizado pela falta de energia, inflamacio das gengivas, perda dos
dentes, e problemas hemorragicos. No séc. XVIll uma grande percentagem dos marinheiros
morria de escorbuto, até que, em 1747, James Lind efectuou uma experiéncia humana com
individuos afectadospelo escorbuto e descobriu que o sumo de limio e laranja era o tratamento
mais eficaz para esta doenca. Alguns anos mais tarde, os marinheiros passaram a consumir sumo
de lim3o ou lima para evitarem o desenvolvimento do escorbuto, tendo-se assistido a uma

diminuicdo drastica dondmero de casos.

No inicio deste século fizeram-se as primeiras tentativas de estudo do escorbuto em
animais de experiéncia, nomeadamente com o porquinho-da-india, por Bolle em 1903,
Bartenstein em 1905 e Holst e F rolich em 1907 e 1912 (Chick, 1975). O 4cido ascorbico foi
isolado a partir dacouve, sumo delimao e glandulas adrenais em 1928 por Szent-Gyorgy, sendo
identificado como o factor anti-escorbltico no mesmo ano por Waugh e King. Ja em 1933,
Haworth e colegas estabeleceram a sua estrutura e nesse mesmo ano, Haworth em Birmingham e

Reichstein na Suica conseguiram sintetizar estavitamina ( Bender, 1992).
1.3.2. ESTRUTURA E PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Vitamina C € o descritor genérico para todosos compostos que exibem qualitativamente a
actividade biolégica doacido ascorbico. Este tltimo é o nome comum docomposto 2, 3-didehidro-

L-treo-hexano-1,4-lactona, anteriormente designado por &cido hexurdénico. O 4cido L -
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ascorbico tem 3 isémeros: o acido D-ascorbico, o acido L-isoascorbico e o acido D-isoascérbico,
que possuem actividade vitaminica de O a 5% da actividade do 4cido L-ascérbico. O AA pode ser
oxidado transformando-se em acido desidroascérbico (ADA), passando por uma fase de radical
livre, o acido monodesidroascérbico (ou semidesidroascorbico), possuindo ambos actividade
vitaminica, pelo que sdo vitameros de vitamina C (Fig. 1.4). Estas 3 formas de vitamina C
formam um sistema redox reversivel, ja quesaointerconvertiveis.

CHsO, (PM=176.1)

HC OH

Acido ascérbico Radical ascorbil (acido semidesidroascorbico)  Acido desidroascérbico

Fig.1.4. Férmula bruta e estrutura quimica dosvitameros da vitamina C.

Na presenca de oxigénio, em condi¢des alcalinas ou na presenca deides de metais pesados,
0 ADA é instavel e sofre oxidagcdo formando-se o acido 2,3-dioxo-L-gulonico, o qual ndo tem

actividade bioldgica.

1.3.3. EVOLUGCAO E CAPACIDADE DE BIOSSINTESE

Apenas alguns animais sao incapazes desintetizar AA, nomeadamenteo Homem, os outros
primatas, o cobaio, os mamiferos voadores, algumas espécies altamente evoluidas de passaros, a
maior parte dos peixes, 0s invertebrados e os insectos (Chatterjee, 1978; Chatterjee et al.,
1975). Para estesanimais, as suas necessidades de AA tém de ser colmatadas pela sua ingestdo

na alimentacado, pelo que para esteso AAé uma vitamina.
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Fig. 1.5. Evolucao da capacidade biossintética do AA de varia espécies de animais em relacio a
sua filogenia (Chatterjee, 1973).

Tal comose podeobservar naFig. 1.5, Chatterjee (1973) sugere que a biossintese do AA
se iniciou no rim dos anfibios, manteve-se no mesmo 6rgao dos répteis e dos passaros das
ordens inferiores e passou para o figado dos mamiferos, acabando por desaparecer nos primatas
e algumas outras espécies de mamiferos j a referidas. O mesmo autor ( Chatterjee, 1978) sugere

que a emergéncia da capacidade de biossintese de AA nos anfibios podera ter a ver com um
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aumento dos requisitos de AA devido a evolugdo dos vertebrados do meio aquatico para o meio

terrestre, jaque estatransicao envolveu a sujeicdo dosindividuos a factores de stress.

HC C C C
[ I I I
HCOH HOCH 0=C HOC
| | 0 o, 1 0 I o
CH ——3>HOCH | —=>HOCH | —3> HoC
I | | |
rHCOH HC HC HC
o | I | |
I:ICOH HOCH HOCH HOCH
I | [ |
Cco CI-bOH CI-bOH CI"bOH
D-Gulucurono- L-Gulono- 2-Ceto-L-Gulono- Acido
lactona lactona lactona L-Ascarbico
-‘?O /,O /,O 40
HC HC C -OH C -OH
| | | |
HCOH HCOH HOCH HOCH
| I I |
HOCH HOCH HOCH C=0
| — > | == > |
HCOH HCOH < HCOH HCOH
! | | |
HCOH HCOH HOCH HOCH
{ |20 I I
CHZOH COH CI-EOH CI-EOH
Acido Acido - -
" . Acido 3-Ceto-L-Gul
D-Glucose D-Glucorénico L-Gulénico s s wionico
Via das
pentoses
fosfato (|ZHZOH CHZOH |CI-IZOH CHZOH
I |
(i:O C=0 H(|IOH C=0
| I
HO(iH <&—— HOCH <&— HO(IIH <&— HCOH <&—
| I
HCOH HCOH HCOH HOCH
I | | I
CHEOPOSI_h CHZOH CHZOH CHZOH
D-Xilulose-5-P D-Xilulose Xilitol L-Xilulose

Fig. 1.6. Biossintese do acido ascorbico, nos animais, a partir da glucose, através da via &
acido glucoroénico (Burns, 1960 em: Chatterjee, 1978).

Aincapacidade de sintetizar AAdos passaros superiores e de alguns mamiferos é devida 3
auséncia da enzima L-gulonolactona oxidase (GLO), que catalisa o passo terminal da conversio

da glucose em AA. Nestas espécies o acido gulénico é reduzido e descarboxilado directamente
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formando xilulose (Fig. 1.6). A auséncia desta enzima chave parece dever-se a falta de

expressao doseu gene codificador (Sato etal, 1976; Sato& Undenfriend, 1978).

No caso especifico dos peixes, os resultados divergem em funcdo da espécie. Varios
autores investigaram a capacidade de biossintese de AA em diversas espécies de peixes, tendo
encontrado uma diversidade de resultados ( Dabrowski, 1994; Krasnov et al., 1998; Maland et
al, 1998; Moreau et al., 1998; Moreau et al., 1996; Soliman et al., 1985; Thomas et al.,
1985; Touhata et al,, 1995; Wilson, 1973; Yamamoto et al., 1978), os quais se encontram
sumarizados em anexo. Os diversos trabalhos mostram que existem espécies capazes de
sintetizar AAem quantidade suficiente para satisfazer os seus requisitos, outras possuem apenas
uma capacidade limitada desintetizar AA, dependendoparcialmente dofornecimento alimentar, e
outras ainda parecem ser completamente incapazes de sintetizar este composto, dependendo
totalmente da ingestao alimentar. Mais ainda, nos peixes capazes de sintetizar AA, a actividade
biossintética existe no rim e/ou figado, dependendoda espécie, facto que contraria a teoria da
emergéncia da sintese de AAno rim. Moreau & Dabrowski, 1998 sugerem que os ancestrais dos
vertebrados actuais nao possuiam predisposi¢do para o escorbuto e que a perda da actividade da
GLO se deu subsequentemente em varios momentosda filogenia dos vertebrados (Fig. 1.7), o que
contraria as teorias deChatterjee (Chatterjee, 1973; Chatterjee, 1978). No trabalho referido,
os autores demonstraram a existéncia de actividade da GLO na lampreia marinha, Petromyzon
marinus, na fracgdo microsomal dorim. Krasnov et al. (1998) forneceram maior suporte a
esta hipotese ao demonstrarem que o rim e o figado da truta arco-iris (que os mesmos autores
demostraram nao possuirem actividade de GLO) eram capazes de converter o #acido L -
glucurénico em AAquandouma fonte exégenade GLO era adicionada, o que leva a supor, como os
préprios autores descrevem, que nos peixes incapazes de sintetizar AApossuem todas as enzimas

para asua sintese, exceptoa GLO.
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‘Superclasse  Classe Subclasse ~  Ordem
___ Ordens dos
R | Teleostei (+/-)
' Neqptéry_gii ————— Amiiformes (+)
. . — Semionotiforme (-)
Actinopterygii ;
e " — Acipenseriformes (+)
- Chondrostei —————
: o © = L Polypteriformes (-)
_ S Dt " — Lepidosireniformes (+)
Gnathostomata — o SN o | .
; T i N ; : - t— Ceratodontiformes (+)
— Sarcopterydgii 4
L Coelacanithimorpha —— Coelacanthiformes
: — Elasmobranchii - (E):::rr;scﬁi?s(ﬁ
-b——— Chondrichthyes —{ - Y ' :
— Holocephali ——————— Chimaeriformes
B A KN Cephalaspidomorphi : ot —— Petromyzontiformes (+)
Agnatha —f Slaiheem s
e e L Myxini e e —————— Myxiformes

Fig. 1.7. Hierarquia dos peixes actuais. O simbolo + significa a existéncia de pelo menos 1
espécie de uma dadaordem com capacidade de biossintese de AA de novo devido a presenca de GLO.
O simbolo - denotaa incapacidade de biossintese de AA como resultado da perda de actividade
enzimatica ( Moreau & Dabrowski, 1998).

1.3.4. ABSORCAO, TRANSPORTE E ABSORCAO CELULAR

As espécies incapazes de sintetizar AAabsorvem este compostono intestino através de um
mecanismo saturavel de transporte activo dependente de um transportador, o Na‘, o qual é
inibido pelo acido acetilsalicilico. o ADA, por seu lado, parece ser absorvido através de um
mecanismo diferente, sendo depois reduzido a ascorbato pela enzima acido desidroascorbico
redutase. Estes mecanismos de absorcdo de vitamina C parecem ser muito importantes quando
sdo ingeridas pequenas dosesdesta vitamina. No entanto, quando sio ingeridas doses elevadas ce
Vitamina C, esta parece ser igualmente absorvida por transporte passivo através da mucosa

intestinal. No caso das espécies capazes de biossintetisar AA a absorcdo desta vitamina é feita
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exclusivamente por transporte passivo. E de salientar, no entanto, que a eficiéncia de absorcio
davitamina C diminui com o aumento daingestao desta. Assim, e no caso dos humanos, para doses
devitamina C até 100 mg/dia sdo absorvidos 80-95%, para dosesde 1.5 g/dia cerca de 509%,

apenas 25% para dosesde 6 g/dia e 16g para dosesde 12 g/dia (Rivers, 1987).

A vitamina C é transportada no plasma principalmente sob a forma de AA, sendo o ADA
apenas cerca de 5%. Ambas as formas circulam quer livres em solugdo, quer ligadas a albumina.
A absorcdo celular do AA e do ADA é efectuada utilizando mecanismos diferentes. O AA é
transportado activamente para o interior dascélulas através deum transportador dependente ce
Na* e de energia, enquanto o ADA é transportado através de varios transportadores dependentes

de glucose.

Na maior parte dos tecidos o AA é a forma preferida para a absor¢io de vitamina C a
partir doplasma, mas para os eritrocitos e leucocitos o ADAé forma preferida. O ADAé reduzido
a AAnos eritrocitos por uma ADAredutase dependenteda glutationa, enquantonos leucécitos esta

reducdo é NADPH-dependente (Hornig, 1975; Stankova etal, 1975)

1.3.5. DISTRIBUICAO NOS TECIDOS

A vitamina C concentra-se em muitos 6rgaos vitais com metabolismo activo, bem como
nas células sanguineas, entre as quais se destacam os leucocitos mononucleares (Tabela 1.2).
Um dos 6rgao com maior concentracdo de vitamina C sio as glandulas adrenais e, nestas, a

vitamina C & rapidamente esgotadapor diversas formas destress (Levine & Morita, 1985).
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Tabela 1.2. Concentracao de AAem tecidos humanos (Hornig, 1975; Evans etal, 1982).

Tecido Acido Ascorbico
(mg/kg tecido)
Plasma 4-10
Masculo esquelético 30-40
Rim 50-150
Coracdo 50-150
Cérebro 30-150
Pulmdes 70
Timo 100-150
Figado 100-150
Pancreas 100-150
Cristalino (olho) 250-310
Adrenais 300-400
Pituitaria 400-500
pmol/10° células
Eritrécitos 3.9
Plaquetas 30
Granulécitos 530
Leucécitos mononucleados 1370

A Fig. 1.8 mostra um exemplo da distribuicio da vitamina C nos peixes, neste caso
especifico trata-se da truta arco-iris. Nos peixes, a concentracio desta vitamina nos orgaos
depende da quantidade ingerida na alimentacdo (Al-Amoudi et al, 1992; Dabrowski et al.,
19964a; Li etal., 1993; Li etal.,, 1998; Sandnesetal., 1992; Sandnes et al., 1991; Thompson
etal, 1993). Abibliografia existente sobre a distribuicao de AAnos tecidos de peixes é escassa
e nao permite tirar conclusbes definitivas. No entanto, parecem existir diferencas entre
espécies no que respeita 4 distribuicdo desta vitamina nos diferentes 6rgdos. Nos salmonideos o
cérebro parece ser um dos 6rgaos com maior concentragao de AA, seguido pelo rim e pelo figado
(Dabrowski etal., 1990; Hilton et al., 1979a; Gabaudan& Verlhac, 1992). Em robalo Alexis
etal. (1990) observou uma distribuicio de AAnos tecidos similar a observada nos salmonideos.

Ja nos ciprinidieos estare lagdo ndo é a mesma. Agrawal etal. (1980) estudaram a distribuicio
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doAAemdiversos tecidos de 4 espécies de carpa de importéincia comercial ( Labeo rohita, Labeo
calbasu, Cirrhina mrigala e Catla catla) e mostrou que os niveis de AA era mais elevados no
baco, seguido pelo rim anterior, gdnadas, figado, rim posterior, cérebro e/ou olho e sangue.
Estas diferencas na distribuicdo do AA pelos tecidos dos peixes podem ser devidas ao tipo de
alimentacéo das diferentes espécies bem como a sua capacidade de biossintese, dai as diferencas
encontradas entre as espécies carnivoras (salmonideos e robalo) e as espécies herbivoras

(ciprinideos).

Concentragao de AA (ug/g)

i .
Timo Cérebro Rim Baco Figado Rim Coragdo Mulsculo Plasma Urina Leucéci-
Anterior Posterior tos

Concentragao deAA nos leucécitos (nmol/10 8c:é:lulas;)

Fig. 1.8. Concentracdo de AA em varios tecidos de Truta arco-iris (Gabaudan & Verlhac,
1992).

1.3.6. FUNCOES METABOLICAS

A vitamina C tem mdltiplas fun¢des no organismo tais como actuar como co-factor em
diversas reaccdes enzimaticas e proteger as células contra a accaoderadicais livres. A dupla AA
- ADAapresenta propriedades de oxi-reducao que permitem a transferéncia de 1 ou 2 electrdes.
Todasas funcdes davitamina C parecem envolver directamente estas propriedades de oxidagéo-

reducao.

O AA pode actuar como um antioxidante devido a sua capacidade de reagir com radicais

livres, sofrendo uma oxidacdo mono-electrénica e produzindo assim um intermediario pouco
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reactivo, oradical ascorbil, que se transforma em AAe ADA. Desta forma, o AA pode reagir com
as espécies toxicas e reactivas de oxigénio, como o anido superéxido (O,) e o radical hidroxil
(OH). Estes radicais livres sao inevitavelmente produzidos durante a producdo aerdbia
(dependente do O,) de energia. Dada a sua grande reactividade, os radicais livres de oxigénio
provocam graves danos celulares, pelo que a acgdo antioxidante do AA é essencial como meio de

defesacelular contra a accdodestrutiva destesradicais.

Uma das funcdes mais importantes doAAcomoantioxidante parece ser a sua capacidade
de “poupar” a vitamina E (a-Tocoferol). O u-Tocoferol actua predominantemente como um
antioxidante, sendoresponsavel por parar reacgbes em cadeia de radicais livres resultantes da
oxidac¢do de acidos gordos poli-insaturados, formando o radical «-Tocoferoxil. Estudos in vitro
com modelos de sistemas membranares sugerem que o AAe, em menor grau, a glutationa, podem
regenerar o a-Tocoferol. Halpner et al. (1998) demonstraram, utilizando culturas de
hepatécitos derato, que o AAtinha a capacidade de proteger as célula da perda de vitamina E por
oxidacdo. Tambémem ratos, mas in vivo, Tanaka et al. (1997) evidenciaram o provavel efeito
“poupador” (sparing) de vitamina E do AA. Para tal usaram uma estirpe de ratos com
deficiéncia de biossintese de AA.Observaram, entdo, que os individuos sem suplementacao de AA
apresentavam uma menor concentracao de vitamina E em diversos tecido, quando comparados
com os alimentados com suplemento de AA. Em salmao Atlantico Hamre et al. (1997) puseram
em evidéncia a existéncia de uma interaccao significativa , in vivo, entre as vitaminas Ce E ,
aparentemente resultante de 2 mecanismos: um efeito sinergético de protec¢do simultanea da
fase aquosa e lipidica contra a oxidacdo e a regeneracdo da vitamina E a partir do radical

tocoferoxil por parte davitamina C.

A eficacia antioxidante do AA é maior para concentra¢des baixas da vitamina. Nestas
condigdes, a reacgao predominante é entre o AA e um radical peroxil para produzir
hidroperodxido e radical ascorbil, reduzindo este Gltimo um segundo radical peroxil produzindo

ADA, a forma oxidada do AA.O balanco final dareaccao é, nestas condicoes, a reducdo de 2 moles
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de radicais peroxil por mol de AA consumida. No entanto, conforme a concentracdo de AA
aumenta, o quociente molar da reaccido diminui, devido a uma outra reac¢ao, entre o AAe
oxigénio molécular (0,), se tornar significativa. Nesta reaccio & produzido ADA e anido
superéxido, o qual pode reagir com o AA, produzindo o radical ascorbil. Pensa-se que, a
concentracoes elevadas de vitamina C, esta sequéncia de 2 reaccbes podem desenvolver-se num

processo de autoxidacao em cadeia, o qual consome AAdesperdicando, destaforma, a vitamina.

Na presenca de ides metalicos oxidados, como o Fe** e o Cu®*, o AA em concentracio
elevada pode ter um efeito pro-oxidante. Nestas condicbes o AA doa 1 electrdo aos ides
metalicos, os quais passam a puder reagir com o O,, originando radicais livres de oxigénio, os

quais podemdanificar os acidos nucleicos, as proteinas e os acidos gordos poli-insaturados.

O AA funciona como co-substrato para, pelo menos, 8 enzimas: 3 envolvidas na
hidroxilacdo dalisina/prolina, 2 na biossintese dacarnitina, 2 na biossintese de hormonas e 1

envolvida no metabolismo da tirosina.

Um dos principais papeis doAAé a sua participacdo na sintese docolagéneo. O colagéneo é
uma molécula complexa sintetizada parcialmente pelos fibroblastos. Estas células sintetizam
uma cadeia polipeptidica, o pro-colagéneo. Para que este adquira a estrutura de tripla hélice,
para puder ser secretada pelos fibroblastos, & necessario que se dé a hidroxilacdo de um certo
namero de moléculas de prolina. Ahidroxilacdo dalisina, originando hidroxilisina, é igualmente
importante, ja que esta Gltima forma ligagdes entre moléculas de colagéneo, para lhe dar
integridade estrutural. As enzimas prolil 4-hidroxilase, prolil 3-hidroxilase e lisina
hidroxilase catalisam as reaccOes de hidroxilagcao de residuos especificos de prolina e lisina.
Estas enzimas sao dioxigenases que requerem O,, Fe’* e AA, e estao estequiometricamente ligadas
a descarboxilacdo oxidativa do a-cetoglutarato. Conforme a reaccio progride, o Fe?* é oxidado

emFe*". Pensa-se que o papel davitamina C na reaccdo € o de manter o ferro na forma reduzida
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(Fig. 1.9). Asub-hidroxilacdao dopré-colageneo, o qual se acumula e degrada, parece ser a base

doescorbuto, o sindroma de deficiéncia em AA

Acido
/Z,B-dicetogul()nico
Vitamina C b\
- idad CO
I: Polipeptido - Prolina ) oxidada ‘I' ;
_.m He e Acido oxilico
. : " 2t Intermediario - oxidado
Propil hidroxilase [ F Vitamina C NADH ./-/— Glutationa
Li— a-Cetoglutarato +e|-e fradical hvre+e -e +2e| -2e
¥ Fe3+ Vitamina C NAD Glutationa
I."_r Polipeptido - Hidroxiprolina ) reduzida oxidada
O|H OH OH

l: Fibra de colagéneo :l

Fig. 1.9. Papel doAAna sintese docolagéneo(lkeda, 1988).

O AA tem um papel importante em hidroxilases envolvidas no metabolismo dos
neurotransmissores, esteroides, drogas e lipidios. A dopamina p-hidroxilase é uma eniima
contendocobre envolvida na sintese das catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, a partir da
tirosina e que se localiza nas vesiculas cromafins damedula adrenal e nas sinapses adrenérgicas
dosistema nervoso central (SNC). Aenzima activa contémCu*, o qual é oxidado em Cu?* durante
a hidroxilacao da dopamina em noradrenalina e, para que o cobre seja novamente reduzido a
forma Cu*, é necessario AA.Uma enzima similar foi identificada na hipéfise de ratos e gado. Esta
é também uma enzima que contémcobre, a peptidilglicina «-amidase, e catalisa a ligagdo de um
grupo amino a peptidos biologicamente activos, tais comoas melanotropinas e a calcitonina. Esta

enzima requer ascorbato e O, para o seu funcionamento.

Para além do seu papel nestas 2 enzimas, o AA pode ter um papel de modulador da
neurotransmissao no SNC. O neurotransmissor GABA (acido y-amino butirico) estimula a

libertacao de AAa partir de preparagdes de corpo estriado. Esta libertagdo de AA pode estar
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envolvida na transmissao dopaminérgica, uma vez que o AA inibe a adenil ciclase dopamino-

sensivel (Biguelow etal, 1984).

?IH 2 +ri:-(c:H 3)3 +II\I—(CH3) 3 +1‘I\l-(CH3) 3
CH2 S-adenosil CHZ CHy  aKG Sucinato  CH»
i metionina | l
ik [ |2 2
| metilase | | _ i |
CH CH CH trimetilisina CHOH
| 2 | ¢ | 2 0, hidroxilase & |
.OC-CH-NH .OC-CH-NH _ CH-NH 5 2 CH-NH »
Residuo Residuo de | |
de lisina trimetilisina COOH COOH
Trimetilisina p-hidroxi-

+E\|-(CH3)3 Sucinato aKG
CH2
|
CHOH
|
(|:H 2 v-hutirohetaina
COOH COZ hidroxilase ~2
Carnitina

y-butirobetaina
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I
CH b CH
2 2
< o= |
CH2 esiarogenase CH ’
|
COOH HC=0

y-butirobetaina
aldeido

Fig. 1.10. Biossintese dacarnitina. (aKG = a-cetoglutarato)

Acarnitina é sintetizada a partir dalisina e temum papel central no transporte de acidos

gordos através da membrana mitocondrial, onde sao oxidados para fornecerem energia (Fig.

1.10). A biossintese da carnitina efectua-se no figado e musculo estriado e envolve 2 enzimas

que contémFe*, ae-N-trimetilisina hidroxilase e ay-butirobetaina hidroxilase, para as quais

0 AAé co-factor. Acarnitina tem um papel importante na contrac¢io muscular durante o esforco

prolongado, pelo que, a deficiéncia desta molécula provoca sintomas que vio desde ciibras

ligeiras e recurrentes até fraqueza severa e morte. Em truta arco-iris Miyasaki et al. (1 995)

observou uma reducao significativa da concentracdo da acilcarnitina de cadeia longa no figados
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dos animais alimentados sem suplementacio de AA, em comparagao os que receberam que AAno

alimento, o que sugere a implicagdo destavitamina no metabolismo dacarnitina nos peixes.

O AA esta envolvido no catabolismo da fenilalanina e da tirosina através de 2 enzimas
contendoferro que dependemda presenca de davitamina C: a p-hidroxifenilpiruvato hidroxilase
(uma dioxigenase que catalisa a oxidac3o e a descarboxilacao dodcido p-hidroxifenilpiruvato em
homogentisato) e a homogentisato oxidase (outra dioxigenase que catalisa a oxidacdo
homogentisato em 4-maleilacetoacetato). A deficiéncia em AA pode alterar o funcionamento
destas 2 enzimas, o que pode causar o aparecimento de tirosina no sangue (tirosinémia) bem

como a excrecio de produtos intermediarios docatabolismo da tirosina.

Nos peixes, a deficiéncia em AAs6 produz alteracdes detectaveis ao nivel do metabolismo
da tirosina no rodovalho ( Scophthalmus maximus). Esta espécie parece ser a unica que nao
manifesta sintomas externos de deficiéncia aguda em AA, tal como acontece com as restantes
espécies (Coustans et al., 1990). Os sintomas que apresenta, nesta situacdo sd melanose
generalizada, opacificacio do olho e deposicao de cristais de tirosina, especialmente nos rins
(doenca granulomatosa), e hipertirosinémia (Coustans, etal, 1990). Estes sintomas ligados 2
catabolismo alterado da tirosina sio completamente revertidos quandoé distribuido um alimento

suplementado com AA ( Gouillou-Coustans, 1990).

Para além, destas funcdes, o A também aumenta a biodisponibilidade do ferro dos

alimentos, quandoé ingerida em simultidneo, pois aumenta a sua absorcao ao nivel dointestino.

Outra funcdo importante doAAtem a ver com o metabolismo de drogas e xenobiéticos a0
nivel dofigado. Em animais com deficiéncia em AAha uma debilitacdo dometabolismo das drogas.
Alguns autores descreveram uma diminuicdo da oxidacao de agentes como a zoxazolamina,
acetanilina, difenilhidramina e meperidina em microsomas de cobaios escorbiticos (Conney et
al, 1961; Kato et al. , 1969). Zannoni et al. (1972) verificou, em cobaios alimentados com
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um alimento deficiente em AA durante 21 dias, que as actividades da anilina hidroxilase e
aminopirina e p-nitroanisol desmetilases eram significativamente mais baixas e que possuiam
concentracées mais baixas de citocromos P,, e b,, sendo o metabolismo destas drogas
normalizado ap6s administracio de AA. Sato & Zannoni (1976) mostraram que o AA previne a
perda de actividade docitocromo P ,, e da desmetilase e que protege o citocromo P 45, de reagentes
quelantes do ferro, sendo o efeito maximo observado para um quociente de 2 mol de AApara 1
mol de citocromo. Zannoni et al. (1972; 1977) sugeriram que o AA protege o citocromo
reduzindo o Ferro do grupo heme, o que leva a uma diminuicdo do catabolismo destas proteinas

heme na presenca de quantidades adequadasde AA.

As nitrosaminas sao compostos cancerigenos que podem ser absorvidos directamente
através da alimentacdo ou serem sintetizados a partir de nitritos e nitratos alimentares. O AA
reage com nitritos, nitratos e outros compostos azotados capazes de produzir nitrosaminas
formando NO, blogueando, desta forma, a formacao de nitrosaminas e, consequentemente, a

carcinogénese induzida por estes compostos.

O AA é essencial para o funcionamento 6ptimo do sistema imunitario. O AA tem uma
actividade bactericida e virucida contra diversos agentes patogénicos in vitro, especialmente na
presenca de ides metélicos. (White etal., 1986; Ragab-Depre, 1982). A adicao de AA a células
infectadas com certos virus resulta na cisao das cadeias de ADN ou ARN viral, o que conduz a
perda de capacidade de infec¢3o das particulas viricas (Morigaki & Ito, 1982; Blakeslee et al.,
1985; Salo & Cliver, 1978). A actividade virucida requer concentracdes relativamente
elevadas de AA (da ordem das mM), enquanto a actividade bactericida ocorre a concentracoes da
ordem dasuyM (Ragab-Depre, 1982, Miller, 1969; Drath & Karnovsky, 1974). O AA também
estimula a producao deinterferon (proteinas que protegem as células contra infecgoes viricas)
por parte de células infectadas com alguns tipos devirus (Schwerdt & Schwerdt, 1975; Siegel,
1975). A deficiéncia em AA diminui a resposta quimiotactica dos neutréfilos; aumenta a

producao de radicais livres, os quais danificam os neutréfilos e as células circundantes; e
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diminui a producio de HOCI, o principal agente microbicida (Bendich, 1992). Anderson et al.
(1990 em: Lall etal., 1993) sugeriu que uma funcao bioldgica primaria do AA na defesa i
hospedeiro pode envolver a neutralizagdo do HOCI derivado dos granulécitos e a proteccdo
metabolismo energético celular contra o ataque oxidativo sustentando. Outros mecanismos do AA
para a imunomodulacio podemestar relacionados com as suas fungdes no metabolismo do ferro
e do cobre. Em animais deficientes em AA tem sido relatada uma diminuicdo da producido de

corticosteréides imunossupressivos ( Lall & Olivier, 1993).

O papel doAAna resisténcia a doencas tem sido estudadaem diversas espécies de peixes,
mas os resultados variam muito e sao contraditérios. Concentracdes de AA superiores as
necessarias para o crescimento normal tém sido referidas como tendo o efeito de aumentar a
resisténcia do peixe-gato a infeccbes bacterianas como a Edwardsiella tarda e E. ictaluri
(Durve & Lovell, 1982; Li & Lovell, 1985; Liu etal, 1989). No entanto, no que respeita as
resposta imunitarias humorais (titulo de anticorpos e actividade do complemento) Li & Lovell
(1985) observaram um efeito positivo doAAalimentar, enquanto Liu et al. (1989) nao. Mais
tarde Li, et al. (1993), novamente em peixe-gato infectado com E. ictaluri, ndao observou

qualquer efeito do AAna resisténcia a esta doenca.

Nos salmonideos os resultados sao igualmente variaveis e inconclusivos. Em truta arco-
iris, a suplementacdo do alimento com niveis de AAde 500 a 2000 mg de AA/Kg aumentou a
resisténcia ao Vibrio anguillarum bem como melhorou a producdo de anticorpos (Navarre &
Halver, 1989). Satyabudhy et al. (1989) infectou truta arco-iris com o virus IHN (necrose
hematopoiética infecciosa) apoés os peixes terem sido alimentados com dietas contendo diferentes
concentracoes de AA. Eles observaram que o aumento do AA alimentar produzia um efeito
positivo na resisténcia a doenca, mas ndo tinha qualquer efeito sobre a produgdo de anticorpos.
Lall et al. (1989) e Hardie et al. (1991) néo verificaram nenhum efeito significativo da
ingestao de doses elevadas de AA na resisténcia e titulo de anticorpos em salmdo Atlantico

infectado com Aeromonas salmonicida ou V. anguillarum. No entanto, Hardie et al (1991)
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observou um efeito significativo de doses elevadas de AA alimentares na actividade sérica
complemento, resultado também observado por Verlhac et al. (1993). Sandnes et al. (1990)
alimentou salmao Atlantico com dietas contendo concentracOes equivalentes de AAe ascorbato-
2-sulfato (0, 500 e 5000 mg/kg) durante 6 semanas e mediu a producao de anticorpos contra
um antigénio solavel (NIP,;-LPH). A respostas dos anticorpos estava ligeiramente diminuida
nos peixes alimentados sem suplementacdo de AA, mas nio haviam diferencas significativas
entre os peixes alimentados com 500 e 5000 mg de AA/kg, independentemente da forma quimica

devitamina C fornecida.

Estes resultados demonstram a falta de clareza do papel do AAna funcdo imune dos peixes.
Li etal (1993) considera que as diferencas encontradas nos varios estudos pode ser devida a0
tamanho e histéria dos peixes experimentais, dos patogenios, dos métodos e patogenicidade da
infeccdo, duracdo do periodo alimentar, o periodo de observacdo da mortalidade, do design
experimental e das espécies estudadas. Segundoo mesmo autor, os peixes previamente expostos a
patogénios podemser mais sensiveis a alteracdes do conteiido alimentar de vitamina C do que os
nunca foram expostos, ou vice-versa; e que a infeccio artificial por injeccdo ou imersdo pode

sobrepbr-se aos mecanismos naturais de defesados peixes.

1.4 §TRESS

1.4.1. DEFINICAO DO TERMO STRESS

Apalavra stress € um termo largamente utilizado quer em linguagem corrente, quer em
linguagem cientifica. No entanto, este termo gera grande confusdo, pelo necessita de ser definido
com clareza. Um peixe de uma dadaespécie colocado num meio onde as caracteristicas fisico-
quimicas e biolégicas siao o6ptimas, niao desenvolve qualquer reaccdo de adaptacio,
independentemente do tempo de exposicdo a esse meio. Se, no entanto, se produzirem alteragdes

das caracteristicas domeio que ultrapassem ointervalo deintensidade e/ou tempo ultrapassando
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as capacidades de adaptacao do organismo, fala-se entao de stress. Comte (1995) esquematizou

as zonas de reaccio doorganismo em func¢ao doestimulo (Fig. 1.11)

STRESS
| i —
Zona de adaptacdo Zona d_e ultrapassagem c'i‘as MORTE
normal capacidades de adaptacdo
- —- - -
:
0
l | Combinacdo da intensidade
- e da duracdo do estimulo
Zona éptima

Fig. 1.11. Esquematizacdo das zonas de reaccdo do organismo em funcdo da combinacdo da
intensidade e duracao doestimulo (Comte, 1995).

Em biologia, a definicio de stress é especificada pelo tipo de estudo efectuado, dando-se
mais énfase a nocio de ultrapassagem das capacidades normais de adaptacdo ou & diminuicéo da
sobrevivéncia do organismo a longo prazo. No entanto, como definicdo geral de stress em
biologia, Brett (1958) parece ter feito a melhor descricdo: “O stress € um estado produzido
por factores ambientais, ou outros, levando a ultrapassagem da resposta adaptativa de um
animal para além donormal, ou que perturba o seu funcionamento normal de tal forma que as

hipoteses de sobrevivéncia sado significativamente reduzidas” .

Quando um organismo é sujeito a stress, este sofre diversas alteragdes morfologicas,
bioquimicas e fisiolégicas. Esta activacdo do organismo permite-lhe tentar adaptar-se as
condicoes ambientais desfavoraveis. De acordo com o conceito proposto por Seyle (1936;
1950), um organismo stressado passa por 3 fases distintas, as quais designou por Sindroma

Geral de Adaptacio (SGA) (Fig. 1.9). Asfases do SGA sdo as seguintes:

Fase de alarme: caracterizada principalmente por reac¢des morfologicas e fisiologicas
reversiveis. No casode factores destress muito fortes e r apidos, esta fase termina, geralmente,

com a morte doorganismo.
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Fase de resisténcia: durante a qual tem lugar a adaptacdo ou compensacio das condicoes

desfavoraveis para alcancar a homeostasia.

Fase de exaustdo: durante a qual a adaptacio deixa de ser possivel e a homeostasia nio pode
ser alcancada. A maior parte destas alteracbes sio irreversiveis e terminam com
imunossupressao, diminuicao docrescimento, diminuicao da capacidade reprodutiva ou mesmo a

morte.

Apesar da sua utilidade no estudo dos efeitos do stress em peixes, o SGA tem alguns
problemas, pois generaliza a resposta dos organismos ao stress, pelo que nio é adequada para
todasas situagdes destress (Schreck, 1981, 1982), ja que algumas respostas sao especificas
em relacdo ao factor de stress (Leatherland, 1985). Moberg (1985 em: Barton & lwama,
1991) propds uma melhor descri¢do do stress, a qual esta também dividida em 3 categorias:
reconhecimento da ameaca a homeostasia; resposta aostress propriamente dito; e consequéncias
do stress. Cada categoria compreende eventos bioldgicos distintos que sdo iniciados pela
percepcao do factor de stress pelo SNC. A resposta culmina com o desenvolvimento de uma
condicao patoldgica, se as alteracdes fisiolégicas provocadas pelo factor de stress forem
suficientemente severas ou persistentes. Desta forma, a resposta dos peixes ao stress inclui
componentes adaptativos e maladaptativos. Os peixes possuem uma capacidade natural para
responderem fisiologicamente ao stress, de modo a ultrapassarem as condicdes adversas. Mas,
quandoos mecanismos de resposta sao forcados para além dos seus limites normais, a resposta
torna-se prejudicial para o peixe (maladaptativa). As respostas adaptativas e maladaptativas

podemocorrer sequencial ou simultaneamente no peixe (Fig. 1.12).

Na literatura cientifica o termo stress é utilizado para descrever o estimulo
desequilibrador da homeostasia doorganismo ou a resposta fisiolégica a esse mesmo estimulo. No
caso especifico dos estudos em ictiologia, podemos encontrar autores que consideram o stress

comoo estimulo (Borger etal., 1998; Campbell etal., 1994; Carragher et al., 1994; Chien et
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al., 1999; Mazeaud et al., 1977; Montero et al., 1999; Sunyer et al., 1995; Tucker et al,
1987; van Weerd et al., 1998; Wedemeyer et al., 1977; White et al., 1989; Pickering,
1981) e outros que o consideram a resposta (Davis et al., 1990; Flos et al,, 1988; Jarvis,
1990; Morales etal., 1989; Morales et al., 1990; Palace et al., 1996; Waring etal., 1992;
Winkler, 1987). Barton & Ilwama (1991) consideram o stress como sendo um estado causado
por um factor de stress, que desvia o peixe doseu estadode homeostasia, pelo que concluem que,
ostress em si mesmo ndo pode ser medido, podendo-se apenas determinar quantitativamente as

respostas aos estimulos as quais reflectem o grau de severidade dostress experimentado.

Factor de
stress

STRESS

v

Respostas ao stress

Adaptativas Maladaptativas

Ex., Ex.,
X Cortisol plasméatico (7) R Fluxos ides/agua
K> Catecolaminas plasmaticas B Acidose metabdlica
K> Circulacdo sanguinea branquial %1 Linfécitos circulantes
> Glicemia St Imunocompeténcia
R>  Actividade muscular %1 Capacidade reprodutiva

%1 Capacidade de crescimento

Fig. 1.12. Relacdo entre o factor de stress, o stress e as respostas adaptativas e
maladaptativas mais representativas nos peixes. Apesar de a elevagao do cortisol plasmatico
poder ser considerada como uma “resposta adaptativa”, devido a sua possivel accio
gluconeogénica, este papel do cortisol sob condigdes de stress ainda nao foi conclusivamente
confirmada (Barton & lwama, 1991).
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Para o presente estudo, esta Gltima definicao de stress foi considerada como a mais

adequada, tendosido a definicio seguida.

1.4.2. RESPOSTAS FISIOLOGICAS AO STRESS

As respostas ao stress tém sido classificadas em primarias, secundarias e terciarias,
dependendo do que as desencadeia. Assim, as respostas primarias sio aquelas que sdo
desencadeadas directamente pelo estimulo; as secundarias sdo as que sdo provocadas pelas
respostas primarias e as terciarias sdo o efeito das respostas secundarias. A cascata ce

acontecimentos provocados pelo stress é esquematizadana Fig. 1.13.

Os estimulos adversos (factores de stress) sao detectados pelos 6rgdos sensoriais, que
transportam a informacéo até ao hipotalamo, o centro de integracio do cérebro. Vias neuronais
aferentes partem do hipotalamo, através dosganglios dosistema nervoso simpatico, em direccio
as células cromafins (homoélogas da medula das glandulas supra-renais dos mamiferos), que
usualmente recobrem as paredes das veias cardinais posteriores. Estas células cromafins
segregam rapidamente catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) para a corrente sanguinea
como resposta ao estimulo nefasto. Ao Fim de alguns minutos os niveis plasmaticos de
catecolaminas encontram-se elevados e podemmanter-se assim durante varias horas (Mazeaud
& Mazeaud, 1981). Outros neurénios do hipotalamo, com axénios que terminam na vizinhanca
das células de corticotropina na parte anterior dapituitaria (ou hipofise) cré-se que libertam,
ao serem activados, um peptideo, o fctor libertador de corticotropina ( “cortitropin releasing
factor” - CRF), que provoca a libertacdao de corticotropina (ACTH - AdenoCorticoTropin
Hormone) para o sangue (Donaldson, 1981). A corticotropina é transportada através da
circulacdo periférica até a glandula interrenal (homologa do cortex supra-renal dos
mamiferos), onde estimula a producdo e libertacio de hormonas corticosterdides
(predominantemente cortisol na maior parte das espécies de teleésteos- Thomas, 1990) para a

corrente sanguinea.
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Estimulo
b
SNC
Hipotalamo
I
— CRF
Hipofise SN Simpatico
ACTH
Respostas Tecido Células
Primarias Interrenal Cromafins
3 z
| Corticosteroides Catecolaminas
1- ' . : | :
Respostas Modificacdes Modificacdes Modificacoes ModificacOes
Secundarias| Metabdlicas Hematologicas | | Hidrominerais Estruturais
Glicemia Hematocrito Cl Tam. cél.
Acido lactico Leucocrito Na interrenais
plasmatico N° eritrocitos (RCB) K Diametro nuclear
Glicogénio hepatico e| |N° leucocitos Proteina interrenal
muscular Quociente Osmolaridade Morfologia do
Colesterol plasmatico| |Linfécitos/RCB plasmaticos tecido gastrico
N° trombécitos Indices
Tempo coagulacdo organossomaticos
Hemoglobina Factor de condigdo

Crescimento Taxa metabblica

Resisténcia a doencas Tolerancia a hipoxia

Respostas

Terciarias |Tolerancia térmica Performance de natacao

Capacidade reprodutiva etc.

Fig. 1.13. Sequéncia das alteragoes fisiologicas e bioquimicas de um teledsteo desencadeadas
pelo stress (modificado a partir de Mazeaud et al,, 1977; de acordo com Flos et al, 1988 e
Barton & lwama, 1991).

A hipersecrecdo de catecolaminas e hormonas corticosteroides (respostas primarias)
despoleta, por sua vez, uma vasta gamade alteracdes metabdlicas, hematologicas, hidrominerais

e estruturais (respostas secundarias), algumas das quais se encontram enumeradas na Fig.
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1.13. Pensa-se que as catecolaminas causam o aumentoinicial da glucose plasmatica, através ca
mobilizacao das reservas de glicogénio hepatico (glicogenélise) (Mazeaud & Mazeaud, 1981;
Nakano & Tomlinson, 1967), enquanto os corticosterdides mantém a hiperglicemia,
estimulando o catabolismo das proteinas e a gluconeogénese (Leach & Taylor, 1980). Também
podme ocorrer perturbacdes do equilibrio osmético e ionico, resultando num aumento ou
diminuicdo daosmolaridade plasmatica conforme o ambiente é hiper ou hipotdnico ( Robertson et
al., 1988). Adicionalmente, os mecanismos de defesa imunitaria podem ficar comprometidos
devido a diminui¢do donimero de leucdcitos circulantes (leucopenia) e a diminuicdo daresposta

imune a agentesinfecciosos (Ellis, 1981).

Esta resposta enddcrina generalizada, que resulta numa mobilizacio r apida das reservas
energéticas, pensa-se que tera evoluido como um mecanismo adaptativo para possibilitar que o
organismo satisfaca as suas necessidades acrescidas de energia durante a exposicio e resisténcia
a factores de stress. Quando o peixe é submetido a um factor de stress agudo, estas alteracoes
persistem durante apenas alguns dias e nio tém efeitos deletérios. Ao contrario, quando a
exposicdo a um factor de stress € cronica, estas alteragdes prolongam-se, podendo induzir
alteracoes patolégicas, tais como diminuicio do crescimento, da resisténcia a doencas e da
capacidade reprodutiva, entre outras, que se designam por resposta terciarias (Wedemeyer &

McCleay, 1981).

As respostas primarias, secundarias e tercidrias sdo usadas frequentemente como
indicadores de stress, sendo a sua quantificacio muitas vezes utilizada como indicacdo da
severidade dostress. A elevacao daconcentra¢do das hormonas corticosteréides, principalmente
o cortisol, nos peixes em resposta a factores ce stress tem sido muito estudada (Avella et al.,
1990; Bandeenetal., 1997; Barton et al., 1995; Bollard et al., 1993; Brodeur etal., 1998;
Carragher & Sumpter, 1990; Cech et al., 1996; Davis et al., 1983; Fevolden et al., 1993b;
Leach et al., 1980; Mazur etal., 1993; Reddy et al., 1995; Schreck et al., 1989; Sunyer et

al, 1995; van Ginneken et al,, 1997; Young et al., 1993). Geralmente nos peixes, 0S niveis
o _ =
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circulantes de corticosteréides sao inferiores a 30-40 ng/ ml (Wedemeyer et al, 1990 in
Barton & Iwama, 1991), mas idealmente deveria ser inferior a 5 ng/ml (Pickering &
Pottinger, 1989). Asvariagdes consideraveis que se observam nos niveis de cortisol plasmatico
pode ser de devido a outros factores que ndo sejam de stress, como é caso da smoltificacao dos
salmonideos que pode provocar um aumento acentuado do cortisol circulante (Barton et al.,
1985; Langhorne et al., 1986; Young et al., 1989) e da migracédo reprodutiva (Audet et al.,
1986). Geralmente, os investigadores escolhem a quantificagdo do cortisol plasmatico como
resposta a factores de stress devido a ser um parametro facil de medir e por ter um significado
importante para os processos fisiolégicos que afectam o equilibrio dos peixes. De uma maneira
geral, a magnitude e extensdo da resposta dos corticosteréides a factores de stress reflecte,
normalmente, a intensidade e duracao destes (Barton et al., 1997; Barton et al., 1998;
Carragher & Rees, 1994; Flos etal, 1988; Fooet al.,, 1993; McDonald et al.,, 1993a; Mesa et
al.,, 1998; Robertson et al, 1987; Roche et al., 1989). Deste modo, pode-se assumir
erradamente que, se o stress provoca uma subida anormal dos valores do cortisol circulante, a
inexisténcia de hipercortisolémia significa a auséncia de stress. Isto nao € necessariamente
verdade. A exposi¢do dos peixes a certas substancias téxicas é certamente prejudicial, ja que
causa directamente alteracdes na saude do peixe ou mesmo a sua morte, mas nao provoca
necessariamente um aumento docortisol plasmatico, comoé esperado em resposta a um factor de
stress. O mugem, Mugil cephalus, exposto a um ambiente contaminado com cadmio nao
apresentou qualquer elevacao da concentracdo de cortisol circulante (Thomas & Neff, 1985).
Anteriormente, Schreck & Lorz (1978) mostrou que este mesmo poluente niao provocava
hipercotisolémia no salmao coho, e Grant & Mehrle (1973) tiveram resultados semelhantes em
truta arco-iris exposta ao poluente endrina. Também ndo foram encontrados aumentos
cortisol plasmatico em truta arco-iris infectada com o parasita sanguineo Cryptobia salmositica
(Laidley etal, 1988), nem com Ichthyophonus hoferi (Rand & Cone, 1990), nem em Salmao
chum, Oncorhynchus keta, infectado com o virus da necrose eritrocitica (ENC - Haney et al.,

1992). Também no que refere a utilizacio de anestésicos para bloguear ou diminuir ostress, os
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resultados ndo sao concordantes. O anestésico MS-222 (tricaina), que é utilizado com
frequéncia em aquacultura, parece ter um efeito quer supressor quer indutor de stress
(Molinero et al., 1995; Morales et al, 1990; Olsen et al., 1995; Thomas et al., 1991) em
funcao dasua aplicacdo, i. e., dependendoda dose e tempo de exposicéo, o que é evidenciado pela

alteracdo dacortisolémia.

A glucose plasmatica é outro parametro muito utilizado na avaliacio da severidade
stress dadaa facilidade de medicao. Tem sido observado, nos peixes, um aumento significativo da
glicemia (hiperglicemia) em resposta a varios tipos de stress (Al-Akel, 1994; Brown et al.,
1995; Davis & Parker, 1990; Hemre et al, 1991; Jirvis, 1990; McDonald et al., 1993b;
Morata etal., 1982; Muusze etal., 1998; Reddy etal, 1995; Vijayan et al., 1994: Waring et
al, 1992). No entanto, alguns estudos nao encontraram este aumento da glicemia em resposta a
alguns tipos destress, apesar de apresentarem um aumento do cortisol plasmatico (Rotllant et
al, 1997; Waring et al, 1996). Deste modo, a auséncia de hiperglicemia nio pode ser
considerada comoa auséncia de stress. Para além deste facto, quando se pretende interpretar a
magnitude da hiperglicémia em func¢ao daseveridade do factor de stress aplicado, deve-se ter em
contaoutros factores que interferem directamentecom a glicemia, como é o caso da composic3o
do alimento (Barton et al., 1988; Hemre et al, 1991) e as caracteristicas genéticas da

populacdo em estudo ( Fevolden et al., 1993a; Fevolden & Rged, 1993b).

A maior limitacao dautilizacdo das respostas primarias e secundarias como indicadores
destress € a sua rapida inducao durante a captura e recolha de sangue dos peixes. Em estudos ce
laboratorio devem ser tomadas precaucdes para impedir a activacdo do eixo hipotalamico-

pituitario- interrenal quandose pretende avaliar este tipo de respostas a factores de stress.

No caso de estudos de monitorizacdo ambiental, principalmente quando se pretende
observar o efeito de agentes poluentes sobre as populagbes naturais de peixes, sdo utilizados

indicadores moleculares, bioquimicos e histopatoldgicos. As alteragbes bioquimicas e
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moleculares sdo as primeiras a se manifestarem quando um peixe € sujeito a stress, pelo que
podemser particularmente Uteis comoindicadores precoces de alteragdes ambientais, de forma
a que possam ser tomadas medidas de correccdo antes que as condicdes desfavoraveis conduzam
ao declinio permanente das populagbes piscicolas (Thomas, 1990). No entanto, tém a
desvantagem terem algum grau de incerteza bioldgica e de relevancia toxicoldgica ( Thomas,
1990). No que respeita aos indicadores histopatoldgicos, as manifestagdes dostress ao nivel dos
tecidos sdo observaveis mais tardiamente do que no caso dos indicadores moleculares e
bioquimicos, mas aparecem mais cedodo que as alteracdes do crescimento e reprodugdo, e sao
mais sensiveis do que estes. A revisao destes indicadores pode ser feita consultando a seguinte

bibliografia:Hinton etal, 1992; Tehetal., 1997; Thomas, 1990.

1.5. VITAMINA C E STRESS NOS PEIXES

Os estudosrelacionados com o AAe 0 stress nos peixes tem-se debrucado na possibilidade
de este nutriente ser capaz de reduzir os impactos negativos causados pelo stress. O stress
provoca diversas alteragdes fisiolégicas, ja descritas na seccdo anterior, e em aquacultura o
manuseamento e as condides de cultura sao fonte constante de stress, o qual produz grandes
perdas econémicas no sector. No entanto, os resultados obtidos nos estudos sobre a influéncia
AAna resisténcia ao stress sao contraditérios e inconsistentes, o que torna dificil clarificar o
verdadeiro papel desta vitamina na fisiologia do stress e, deste modo, utiliza-la de forma

consistente em aquacultura.

Em 1969, Wedemeyer obsevou uma diminuicdo significativa da concentracdo de AA no
rim anterior de truta arco-iris e salmao coho ( Oncorhynchus kisutch) em resposta a choque
térmico e agitacao da agua do aquario, pelo que concluiu que a concentracdo de AA no referido
orgdo era marcadamente influenciada por stress ndo especifico. Em peixe-gato o stress imposto

por uma densidade de stockagem elevada indicou provocar um aumento dos requisitos de AA
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(Lovell & Lim, 1978). A exposicdo de do mugem, quer de forma aguda quer cronica, a
concentragdes elevadas de cadmio provocou diminuicdo da concentracio de AA no figado,
branquias e cérebro (Thomas et al., 1982). Os efeitos do stress de salinidade, temperatura e
captura na concentracao de AA da mesma espécie também forom investigados pelo mesmo autor
(Thomas, 1984). Todos os tratamentos conduziram a alteracdes na concentracdao de AA no
cérebro, branquias, rim e figado, mas o padrio das flutuacdes variou, observando-se quer
aumentos quer diminuigcdes significativas. Thomas (1987) demonstrou que a exposicio a
fraccoes hidrossollveis de oléo causou uma diminuicdo do teor em AA do cérebro, branquias,
rim e figado do mugem. A diminuicao do teor em AA no cérebro como resposta ao stress foi
estudadapor Tucker etal (1987) em truta arco-iris, mostrando que a perda de AA no cérebro,
apds a manutencao dos peixes em cadmaras metabdlicas durante 5 dias, era significativamente
maior do que nos peixes mantidos como controlos. Ji Palace et al. (1996) n3o encontrou
qualquer diferenca significativa na concentracdo de AA hepatico da truta do lago Americana,
Salvelinus namaycush, injectadas com PCB-126. De igual forma, o stress de confinacio o
peixe-gato, nao afectou a concentracdo de AA no figado e plasma (Li et al, 1998), tendo sido
obtidos resultados semelhantes em truta arco-iris injectada com lindano, um insecticida

organoclorado ( Dunier etal., 1995).

A grande variacao dos resultados obtidos nos diversos estudos referidos, aponta para
anecessidade de aprofundar mais os estudosnesta area de investigacdo, por forma a clarificar o

real papel doAAna resisténcia a factores destress.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. FACTORES DE STRESS

No intuito de verificar a eventual accdo do AA na resposta fisiolégica da dourada a0
stress, foi escolhido um factor para ser estudado.Como factor destress foi escolhida a hipoxia, a
qual foi estudada em trés situagdes distintas: hipdxia aguda, intermitente e crénica. A
intensidade de hipéxia foi, destaforma, adaptadaa cadaum dosestudos, i. e., niveis muito baixos
de OD (oxigénio dissolvido), da ordem de 20-25% da saturagao, nos casos de hipéxia aguda e
intermitente, e niveis médios de OD (aproximadamente 55% da saturacédo), no caso da hipdxia

cronica.

Os critérios principais de escolha do factor de stress a ser aplicados foram o ser um
factor ambiental, o qual ndo provocasse uma resposta fisiolégica que envolvesse directamente
nenhum dos mecanismos dependentesdo AA ( desentoxicacio de xenobidticos, resposta imunitaria
e cicatrizagao), e ser facilmente aplicdvel. Desta forma, tornar-se-ia possivel verificar se a
accaodoAAse exerce na resposta fisiolégica geral aostress, ou se so exerceria a sua influencia
no caso de factores de stress que envolvam mecanismos especificos dependentes do AA, como os

supracitados.

Dadoo elevado grau dedificuldade técnica para estudar a hipéxia numa situacdo de niveis
subletais de OD num periodo de tempo superior a 24 h, optou-se por fazer este tipo e
experiéncia utilizando um outro factor de stress ambiental, a concentracdo de aménia (NH,). No
entanto, os resultados deste estudo ndo foram, como é evidente, extrapolados para o caso da
hipoxia, ja que, é provavel que os dois factores accionem mecanismos fisiol6gicos especificos

distintos.
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2.2. DIETAS EXPERIMENTAIS

Em todasas experiéncias os peixes foram alimentados com alimentos isoproteicos (4 5%
matéria seca -MS) e isoenergéticos (20 kJ/g MS), com uma razdo proteina bruta/energia
bruta da ordem dos 22.5 mg/kJ, de acordo com a formulacdo apresentada por Santinha et al.
(1996), e geralmente associada com o crescimento 6ptimo da dourada (Tabela 2.1). O alimento
teve como ingrediente base a farinha de peixe, sendo esta a principal fonte proteica. Os varios
ingredientes doalimento foram pesadose misturados de forma a obter uma mistura homogénea,
a qual foi granulada, semrecorrer a utilizacdo de vapor (o que poderia destruir o AA), com um

tamanho adequadoao tamanho inicial dos peixes utilizados nas diferentes experiéncias.

Tabela 2.1. Formulacdo doalimento base utilizado em todosos estudos.

Ingredientes (g/kg)

Farinha dePeixe' 480
Trigo micronisado® 360
cpsp? 100
Oleo de figado de bacalhau 42
Premix mineral 10
Premix vitaminico® 5

Colina 3

! Proteina bruta - 69%; gordura bruta - 10%

2 Protefna bruta - 12%; gordura bruta - 2%

3 Proteina bruta - 76%; gordura bruta - 4%

* Concentrado de proteina de peixe - Sopropéche, Franca
> Sem acido ascérbico

® Rovimix Stay-C 25 - Hoffmann La Roche, Suica

Na formulacdo deste alimento houve o cuidado de manter o equilibrio mineral e

vitaminico (Tabelas 2.2 e 2.3), excepto no que diz respeito ao acido ascérbico, o qual nio fez

parte da mistura vitaminica, sendo posteriormente adicionado ao alimento em diferentes
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concentracoes (0-200 mg AA eqg/kg), por forma a permitir estudar a sua influéncia na

resposta fisiolégica aostress.

Tabela 2.2. Concentracdo das vitaminas e minerais no alimento.

Retinol (A)

10 000

(NaClh)

Vitamina Concentracio Mineral Concentragdo
(mg/Kg dieta) (mg/Kg dieta)
Tocoferol (E) 20.00 Cobalto (Co) 0.40
Menadiona (K3) 5.00 Cobre (Cu) 5.00
Tiamina (B1) 5.00 Ferro (Fe) 40.00
Riboflavina (B2) 5.00 Flaor (F) 1.00
Acido Pantoténico (B3 ) 10.00 lodo (1) 0.50
Acido nicotinico (B5S) 100.00 Magnésio (Mg) 500.00
Piridoxina (B6) 5.00 Manganés (Mn) 20.00
Acidofélico (B9) 2.00 Selénio (Se) 0.30
Cobalamina (B12) 0.05 Zinco Zn) 30.00
Biotina (H) 0.50 (%)
.-‘"étf:iidozé_'_scé_jrbfdd._ P 000 e Calcio (Ca) 0.17
' AC|do .p-a.mindbénzéic.o. 5000 Fosforo (P) 0.13
Inositol 500.00 Potassio (K) 0.06
Cloreto decolina 500.00 Cloro (CI) 0.08
(UlI/Kg alimento) Cloreto de sédio 0.04

2.3. ANIMAIS DE EXPERIENCIA

Neste trabalho, a dourada ( Sparus aurata) foi a espécie escolhida para ser estudada (Fig.

2.1). Tal escolha adveio do facto de esta ser uma das espécies mais cultivadas no nosso pafs,

razdo pela qual tem um grande interesse econdmico. A sua capacidade de crescimento e a sua

aparente resisténcia elevada a alteragdes ambientais, quando comparada com outras espécies
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aquicolas em Portugal (por exemplo, o robalo - Dicentrarchus flabrax) foram, também,

motivos importantes para a sua escolha.

Fig. 2.1. Dourada, Sparus aurata.

Os peixes utilizados nas diversas experiéncias foram sempre de cultura, tendo sido
obtidos em diferentes maternidades, de acordo com as necessidades. Estes foram sempre
retirados de stocks homogéneos de individuos, no que respeita ao peso e idade. Apos um periodo ce
aclimatacdo as novas condicbes de cultura, os peixes foram, entfo, pesados e distribuidos
uniformemente pelos diversos tanques experimentais. Para experiéncias onde o crescimento da
dourada foi estudado(Capitulos 3, 4 e 5) foram utilizados peixes pequenos (1.5 a 9.5 g), cujo
peso dependeuda disponibilidade de tamanhos no mento daexperiéncia, pois estesapresentam-se
numa fase de crescimento rapido, o que permite evidenciar num mais curto espaco de tempo

qualquer diferenca devida aos tratamentos.

2.4. PARAMETROS DE AVALIACAO DO CRESCIMENTO

Em todos os estudos experimentais efectuados, o crescimento dos animais foi sempre

controlado, de maneira poder ser evidenciada qualquer diferenca entre os grupos alimentados
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com as diferentes dietas experimentais. Os parametros utilizados estdo enumerados e

equacionadosna Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Critérios deavaliacdo docrescimento e da utilizacdo dosnutrientes.

PMI Peso médio inicial (g) Peso total inicial do lote (q)
n° total de individuos
PMF Peso médio final (g) Peso total final do lote (g)

n°® final de individuos

TCE Taxa de crescimento especifico In PMF - In PMI x 100
Tempo (dias)

ICD Indice decrescimento diario PME'? - PMI'® x 100
Tempo (dias)
ICA indice deconversdo alimentar Matéria seca ingerida (qg)
PMF - PMI (g)
CEP Coeficiente de eficacia proteica (g/g PMF - PMI (g) i}
proteina) Proteina bruta ingerida (g de MS)
CAV Consumo alimentar voluntario (% Consumo alimentar (g) x 100
PMI/dia) PMI (g) x Tempo (dias)
IHS Indice hepatossomatico (% ) Peso figado (g) x100

Peso corporal (g)

2.5. METODOS ANALITICOS

2.5.1. METODOS DE DETERMINAGAO DA COMPOSICAO CORPORAL E DOS

ALIMENTOS

Para proceder a andlise quimica dos alimentos, foram recolhidas amostras destes, as
quais foram subsequentemente moidas e armazenadas até serem analisadas. No caso das carcacas,
estas foram congeladas e moidas. Deste homogeneizado foram colhidas aliquotas para determinar
oseuteor em matéria seca (MS). Orestante foi liofilizado e, quando necessario, novamente
triturado, para obter uma amostra o mais homogénea possivel. Tal como no caso dos alimentos,

estas amostras foram armazenadas para posterior analise.
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A composicao quimica destas amostras foi determinada de acordo com o descrito no AQAC
(1983): a percentagem de M S foi obtida por secagem em estufa a 104°C durante 24 h: a
proteina bruta (N x 6.25) foi obtida pelo métodode Kjeldahl ou por combustiio instantanea
automatica, seguida de separacdo cromatografica gasosa e deteccdo da condutividade térmica
(Nitrogen Analyser 2000, Fison Instruments); a gordura bruta foi determinada por
extraccao continua com éter de petréleo, num extractor de Soxhlet; as cinzas foram
quantificadas incinerando a amostra em mufla a 550°C durante 12 h; a energia bruta foi

determinada em bomba calorimétrica adiabatica.
2.5.2. ANALISES PLASMATICAS

Sempre que se procedeu a analises plasmaticas, as colheitas de sangue foram efectuadas
imediatamente apds a recolha dos peixes, comseringa heparinizada e por puncio da veia caudal.

Osangue foi, entdo, centrifugado e o plasma recolhido e congeladoa - 20°C.

A glicemia, o cortisol e o azoto amoniacal total (TAN) foram quantificados
utilizando kits comerciais de diagnostico. Para a glicemia foi usado um método enzimatico-
colorimétrico (GOD - PAP; Spinreact, Olot, Gerona); o cortisol foi determinado por um método
deELISA (Milenia, DPC, Los Angeles, USA), desenvolvida para o cortisol humano, mas validado
para a medicao do cortisol em peixes (Barry et al, 1993); um kit enzimatico (UV - 170,

Sigma diagnostics) foi usadopara determinar o TAN plasmatico.
2.5.3. TEOR EM ACIDO ASCORBICO NOS TECIDOS

A avaliacdo do estadodas reservas corporais de vitamina C dos animais experimentais,
foi levada a cabo através da medicéo do teor em AAem alguns tecidos da dourada, especificamente
o hepatopancreas (referido seguidamente apenas como figado), o rim cefalico e o baco. Estes
orgaos foram escolhidos por serem érgdos de armazenamento do AA, principalmente o figado. Os
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6rgao foram colhidos imediatamente ap6s a morte do peixe, e rapidamente conservados para
andlise posterior. No caso do primeiro estudo (Capitulo 3) optou-se pela imersio em azoto
liquido e conservacdo a - 70°C. Dado que este processo revelou nio ser o mais eficaz, nos
estudos seguintes as amostras foram preservadas por imersdo em Aacido metafosforico a 5%
(HPO;) e posterior congelacdo a - 20°C. A concentragio em AA nestes 6rgaos foi efectuada por
um método fluorimétrico automatico de fluxo continuo, descrito por Bourgeois et al. (1989).
Este métodobaseia-se na oxidacdo do AA pelo iodo, forma sob a qual reage com o 4,5-dimetil-

1,2-fenileno, formando um derivado fluorescente daquinoxalina (em anexo).

N&do se procedeu a medi¢do dos niveis reais de AA nos alimentos dado que o método

utilizado ndo permite a quantificacdo daforma polifosfatada destavitamina.
2.5.4. TEOR EM HIDROXIPROLINA NA PELE

Oteor em hidroxiprolina foi determinado na pele dadourada, um tecidorico em colagénio
e de facil acesso, para investigar o efeito dos diferentes niveis de AA sobre a integridade dos
tecidos conjuntivos. A pele foi extraida e limpa de escamas e restos de tecido muscular, sendo
depois congelada até a sua analise. Esta foi efectuada ap6s desidratacio das amostras com acetona
e hidrolise &cida, recorrendo a deteccao colorimétrica conforme o descrito por Bonnet & Kopp

(1984) e que se encontra detalhadamente descrita em anexo.
2.5.5. CONCENTRACAO DO AZOTO AMONIACAL TOTAL (TAN) NA AGUA DO MAR

A concentracao do TAN na agua do mar foi medida usando um método colorimétrico
automatico de fluxo continuo, que tem como base como base 0 método colorimétrico do indofenol

descrito por Treguer & Le Corre (1975), e que foi modificado por Dosdatetal. (1995).
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2.6. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados usando o programa “Statistica 5” para Windows. Os dados
foram sujeitos a analise de variancia (ANOVA) a um ou a dois factores, dependendo do tipo de
dadosa analisar, comcontraste a posteriori pelo teste de comparagio multipla de Tukey (Tukey,
1949). NoCapitulo 5 procedeu-se também a uma regresséo linear, para determinar a relacio
entre o nivel de suplementacdo em AAno alimento e o teor em AA no figado. Esta foi efectuada
pelo método dos minimos quadrados, seguido de uma anédlise de varidncia para verificar a

significancia daregressao.
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3. INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAQO DE ALIMENTOS COMPOSTOS

COM ACIDO ASCORBICO NO CRESCIMENTO E RESPOSTA A HIPOXIA
AGUDA EM DOURADA, Sparus aurata.

3.1. INTRODUCAOQ

O 4cido ascérbico tem numerosas funcdes biologicas: € um antioxidante eficiente, é
essencial para a sintese de colagénio, ajuda a manutencdo de varias enzimas na sua forma
reduzida e participa na biossintese da carnitina, norepinefrina e alguns péptidos

neuroendocrinos.

Os invertebrados, os insectos e a maior parte dos peixes, algumas aves, os cobaios, os
morcegos e 0s primatas, nao sao capazes de sintetizar o acido ascorbico. Por esta razdo, estes
animais dependem totalmente do suprimento alimentar desta vitamina. Nos peixes, tem sido
demonstrada a essencialidade do acido ascérbico para o crescimento e para a prevencao
escorbuto. No entanto, os requisitos minimos para cada espécie de peixes tém sido dificeis de
estabelecer, dadaa grande labilidade davitamina C, a qual é rapidamente destruida pelos métodos
de fabricacdo dos alimentos, bem como pela longa armazenagem. O aparecimento de formas
estabilizadas, mas biologicamente disponiveis, de acido ascérbico, como é o caso do ascorbil
polifosfato, veio permitir determinar com maior precisao os requisitos desta vitamina nos
peixes (Shiau etal., 1995; Teshima etal., 1993). ONRC (1993) recomenda a adicdo de 50 mg
de AA/kg de alimento no caso dos salmonideos, e Kaushik et al. (1998) demonstrou a

aplicabilidade destarecomendacdo a outras espécies piscicolas.

Em condicdes de cultura os peixes sdao sujeitos a manipulacbes como a sua pesca,
manuseamento, transporte, calibragem, sobre-alimentacao e sobrecarga de stockagem, as quais
sdo stressantes (Barton & Ilwama, 1991; Donaldson, 1981; Sandnes, 1991; Tomasso et al.,

1981). Estas condicbes estdo muitas vezes associadas a diminuicdo da resisténcia a patogénios,
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a uma maior dificuldade de manter a homeostasia interna e de resistir a factores de stress
adicionais (Wedemeyer & Mcleay, 1981; Robertson et al, 1987). Face a presenca factores de
stress, no organismo dao-se diversas alteracbes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas

(Halim etal., 1985), as quais permitem a sua adaptagaoas condicoes adversas.

Tem sido demonstrado que a necessidade de acido ascérbico aumenta em mamiferos
sujeitos a diversas condicoes stressantes (Hughes etal, 1971), e observacdes semelhantes tém
sido feitas em salmonideos (Hardie et al, 1991; Navarre & Halver, 1989) e noutros peixes
(Agrawal et al, 1978; Ishibashi et al, 1992a; Ishibashi et al, 1992b; Thomas, 1984;
Thomas et al, 1982). No entanto, esta relagdo continua por clarificar no que respeita aos
peixes, como é demonstrado pelo trabalho de outros investigadores (Gouillou-Coustans et al.,

1993; Henrique etal., 1996; Sandnes & Waagbe, 1991).

O presente estudo foi efectuado para determinar o efeito do stress de hipoxia cronica

sobre os juvenis de dourada alimentados com diferentes niveis de acido ascérbico.

3.2. MATERIAL E METODOS

Foram obtidos juvenis de dourada numa maternidade comercial (Algarve, Portugal), os
quais, depois de um periodo de adaptacaoas condicoes experimentais, foram divididos em grupos
de 40 individuos, com um peso médio de 9 g. Estes grupos foram distribuidos aleatoriamente por
10 tanquesde fibra devidro com capacidade de 300 |, montados num circuito semi-fechado com
uma renovacao de aguade 100 %/dia (Fig. 3.1). Os tanques foram individualmente alimentados
com agua domar comum fluxo de 3 I/min., atemperatura foi mantida a 26°C e o fotoperiodo foi

de 16 h dia/8 h noite.

Cinco alimentos experimentais foram preparados de acordo com a formulagao expressa

na Tabela 2.1, diferindo estas apenas no nivel de suplementacdo em acido ascorbico, os quais
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foram O, 25, 50, 100 e 200 mg AAequiv./Kg alimento. Os alimentos foram armazenados a 4°C

durante o periodo experimental, por forma a evitar a sua deterioracao.

Grupos duplicados de peixes foram alimentados a mao, com um dos alimentos
experimentais, duas vezes por dia até a saciedade visual, durante 12 semanas. De 3 em 3
semanas o conjunto dos peixes de cada tanque foi pesado, o consumo alimentar voluntario
registado e o sistema profundamente limpo. No final doperiodo de crescimento foi recolhida uma
amostra de 5 peixes de cada tanque para se proceder a determinacdo da composi¢do corporal,
juntamente com uma amostra inicial de carcacas e amostras dos alimento. A composicido das

carcacas e dos alimentos foi determinada de acordo com o descrito no Capitulo 2.

Apés esta amostragem, 0s peixes restantes foram mantidos nas mesma condicoes
experimentais durante mais 1 semana, por forma a recuperarem dostress de manipulacio a que
foram sujeitos. As Douradas foram, entdo, sujeitas a hipoxia aguda durante 24 h, ap6s um
periodo dejejum de?24 h, para evitar que houvesse excrecao significativa de amdnia. A hipdxia
foi produzida cortando o influxo deagua dos tanques e reduzindo, simultaneamente, a aerificacdo
dos mesmos. Os niveis de OD diminuiram de 5.8 para 1.2 mg/l num periodo de 30 min., sendo
este dltimo nivel mantido (£ 0.2 mg/l) até ao final da experiéncia através da regulacao ca

aerificacao.

Imediatamente antes da aplicagao dostress dehipéxia €3, 6, 9 e 24 h .ap()s 0 seu inicio,
foram amostrados 5 peixes de cadatanque, anestesiados com etilenoglicolmonofenileter, para se
proceder a recolha de amostras de sangue, figado e baco para analise. Os tecidos amostrados
foram tratados conforme o descrito na metodologia geral. Foram quantificados os seguintes

parametros: glicémia, cortisol plasmatico e nivel de AAno figado e bago.
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= Agua para renovagéo
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Fig. 3.1. Esquema dosistema experimental utilizado no estudo da influéncia do acido ascérbico
na resposta a hipdxia aguda.

Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados de acordo com o descrito no

capitulo 2, sendoapresentados na seccao seguinte.
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3.3. RESULTADOS

A composicao quimica dos varios alimentos experimentais encontra-se descrita na

Tabela 3.1 e mostra que nédo existem diferencas significativas eles.

Apés 12 semanas de crescimento, os pesos finais médios das douradas alimentadas com as
diferentes dietas nao eram significativamente diferentes (Tabela 3.2). No entanto, o ICA era
significativamente mais baixo no caso dos peixes alimentados com o alimento contendo200 mg

AA/Kgem comparacao com os alimentados sem suplementacdo em AA

Tabela 3.1. Composicdo quimica dosalimentos experimentais.

Nivel de AA/Kg Alimento

0 P 50 100 200
Matéria Seca( %) 89.4 89.2 89.8 89.5 89.8
Proteina Bruta (Nx6.25, % MS) 45.1 44.9 45.4 45.2 45.6
Gordura Bruta (% MS) 17.8 18.0 17.1 17.2 17.7
Energia Bruta (kj/g MS) 19.8 19.7 19.6 19.6 19.6
Cinzas (% MS) 10.4 10.8 10.6 11.0 10.7

O CAV era significativamente mais baixo nos animais alimentados com 100 e 200 mg
AA/Kgalimento doque nos alimentados comO e 25 mg. O CEP aumentou com o aumento do nivel
de suplementagao em AA, sendo significativamente mais baixo nos peixes alimentados com o

alimento n3o suplementado doque nos alimentados com 200 mg AA/Kgalimento.

A andlise aproximada da composi¢cdo das carcacas das douradas alimentadas com os

diferentes alimentos encontra-se expressa na Tabela 3.3 e mostra a inexisténcia de diferencas

significativas entre os varios grupos.
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Tabela 3.2. Parametros de crescimento e de eficiéncia de dourada alimentada com diferentes
niveis de AA(n=3; 12 semanas; 26°C; saciedade).

Nivel de AA/Kg Alimento
0 25 50 100 200

PMI (g) 9.5%0.03 9:3%0.03 83.510.03 9.410.03 9.4+0.03
PMF (g) 40.5%5.5 41.5%5.8 41.345.5 40.5%5.1 3965 72
TCE 1.73+0.06 1.78+0.03 1.75%£0.02 1.73%0.03 1.7210.01
ICA | 1.7630.05° | 1.69+0.05® = 1.58+0.01%  1.55£0.02®  1.48+0.04*
CEP | 1.26£0.03° 1.32+0.04® 1.40£0.01% 1.43:0.02*  1.49%0.04*"
CAV  6.85£0.26"  6.94+0.01°  6.34%0.11%  6.07£0.09°  5.68+0.07°
Sobrev. 95.0+£0.00 96.3+0.01 91.3+0.01 92.5%+0.00 95.0+0.03
(%)

Médias = Erro Padrdo (EP) na mesma linha com expoentes diferentes sio significativamente
diferentes (P< 0.05).

ATabela 3.4 apresenta a variacdo dediversos parametros fisiolégicos em func¢io do nivel
de suplementacdo nutricional em AA, tais como o IHS, a glicemia, o cortisol plasmatico e o
conteddo em AA do figado e do bago, apds 12 semanas de crescimento e antes da aplicacdo

stress.

Tabela 3.3. Analise aproximada da composi¢do corporal das douradas alimentadas com os
diferentes alimentos (n=3).

Inicial Final
Nivel de AA/KgAlimento 0 25 50 100 200
MS (%) 34.8 29.3 28.0 292 29.4 27.8
Proteina (% MS) 62.2 57.5 59.8 60.0 58.4 58.7
Gordura (% MS) 23.3 26.9 253 25.4 270 25.1
Cinzas (% MS) 16.0 158 15:9 15.3 157 16.6

A concentracao de AAno figado e bago aumentou com o aumento do nivel de suplementacio
alimentar, atingindo valores proximos de 55 e 70 ug de AA/g de tecido, respectivamente. As
douradas alimentadas com 100 e 200 mg AA/Kg de dieta apresentavam concentra¢des em AA no
figado e no bacgo significativamente mais altas doque os outros grupos, e as douradas alimentadas

com 50 mg/Kg alimento apresentavam uma concentragdao de AA hepdtico significativamente
: S _ : -
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maior do que os peixes alimentados sem AA. O IHS n3o se modificou significativamente com o
nivel de AA alimentar, embora se observe uma tendéncia para este pardmetro diminuir com o
aumento de AAno alimento. A glicémia apresentava-se significativamente aumentada nos peixes
alimentados sem suplemento de AA, quando comparada com os outros grupos. No entanto, ndo se
observou qualquer diferenca significativa na concentracdo plasmatica de cortisol entre os
diferentes tratamentos.

Tabela 3.4. Variagcdo dosniveis de AAno figado e baco, daglicemia, do cortisol plasmatico e
IHS em douradas alimentadas com diferentes niveis de AA(n=7; 12 semanas; 26°C; saciedade)

Nivel de AA/Kg Alimento

0 25 50 100 200
Ascorbato (ug/g)

Figado 0 35:0.81% - 126+1.83"  24.6¢3.54" | 39.455.3%° ' 53.6s4.80°
Baco 10.560.35° © . 8.8:3.15°  17.5:1.89"  53.8s11.99° ' 67.0s12.23"
IHS 0.96:0.06  0.90:0.08 0.85:0.07  0.84:0.07  0.75:0.04
Plasma

Glucose (mg/100 mi) | 116.749.2° " 81.5¢4.7°  78.145.6" | 83.5:7.8°  85.0¢5.3*
Cortisol (ug/100 ml)| 53.80+13.14 87.89:25.32  43.02:13.12  40.49:6.19  29.38:8.76

Médias = EP na mesma linha com expoentes diferentes sao significativamente diferentes (P<
0.05).

A Tabela 3.5 mostra as concentracdes em AA no figado e baco durante a exposicdo das
douradas a hipdxia aguda. Os valores de AA hepatico ndo sofreram alteracdes significativas
durante a exposi¢cao ao stress, em qualquer dos grupos experimentais. O AA no baco sé variou
significativamente nos peixes alimentados com 25 e 200 mg AA/Kg alimento apos 6h de stress
(250 e208% respectivamente), quando comparado com os valores iniciais. O bago dos peixes
alimentados com 200 mg AA/Kg alimento apresentava um nivel ainda significativamente mais

elevado (252%) doque o valor inicial, depois de 9h de hip6xia aguda.
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Tabela 3.5. Niveis de AA( ug/g tecido) no figado e baco de douradas alimentadas com diferentes
niveis de AA, durante a exposicdo a stress de hipoxia aguda(n= 7, 26°C, OD= 1.2 mg/|).

AA(mg/Kg Tempo de hipoxia (h)

Alimento) 0 3 6 9 24

0 Figado 3.5+0.81 2.7=0.56 3.120.27 3.0:0.47  3.5:0.38
Baco 0.5:0.35  0.7=0.50 1.8+0.85 2.4:0.78  3.4+1.30

25 Figado 12.6+1.83 10.6=0.34 11.8+3.03  11.8:1.17  7.3-=0.79
Baco [ B8.843.15% | 7.5:2.18%  22.0:5.81°  14.4:2.51%® = 6.5:2.75%

50 Figado 24.6:3.54 25.2:4.63 33.146.27  23.3+3.55 32.4:4.95
Baco 17.5:1.89 28.7:4.41 16.924.60  35.4:5.97 36.8:10.39

100 Figado 39.4:5.39 36.8+2.44 40.4:2.81  38.6=1.48 34.8:4.72
Baco 53.8:11.99 48.9+6.52 71.3:8.50 91.8:17.29 91.0:14.04

200 Figado 53.6:4.80 47.7:4.12 62.9:6.71  47.1:5.40 48.0+4.05
Baco 67.0:12.2° 87.8:14.7% 139.4:23.0" 168.5:21.6° 48.6x10.15°

Médias + EP na mesma Iinha com expoentes diferentes sdo significativamente diferentes (P<
0.05).

As concentracdes plasmaticas de cortisol apresentaram uma grande variabilidade, o que
dificultou a anédlise e interpretacdo dos resultados. A hipdxia aguda pareceu nio afectar
significativamente a concentracido plasmatica de cortisol ao longo do tempo de exposicao a0
stress nos varios grupos, excepto nas douradas alimentadas com 100 mg AA/Kg alimento (Fig.
3.2) Este dltimo grupo apresentava uma descida significativa do nivel de cortisol, ao fim de 9h
de stress, quandocomparado com o valor obtido ao fim de 24h de exposicio. Também é de referir
o factode os peixes alimentados com 25 mg AA/Kg alimento apresentarem as O e 3h de hipéxia
valores de cortisol médios superiores aos restantes grupos, ©0s quais n3o eram
significativamente diferentes dos demais devido a grande variabilidade que apresentavam. Esta
pode ser o resultado de uma menor rapidez na coleccdo de sangue (factor de elevada

importancia) neste grupo.
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Fig 3.2. Niveis plasmaticos de cortisol, durante a exposicdo a hipéxia aguda, de douradas
alimentadas com diferentes concentragdes de AA

No que respeita as variacdes do cortisol no mesmo intervalo de tempo, entre 0s grupos
alimentados com os diferentes alimentos, a mesma figura mostra que, depois de 9h de hipoxia
aguda, o grupo alimentado sem suplementacdo em AA apresentava uma concentracgéo de cortisol
plasmatico significativamente superior a dosrestantes grupos. Aofim de 24h dehipéxia, onivel
de cortisol dogrupo alimentado sem AA continuava significativamente mais elevado do que o
grupo alimentado com 200 mg AA/Kg alimento. Refira-se, também, que os peixes alimentados
como alimento sem AA, mostraram uma maior variacdo dosniveis de cortisol plasmatico do que

0s restantes grupos.

Ao fim de 3h de exposicao a hipdxia aguda, todos 0s grupos apresentavam uma glicemia
significativamente mais elevada (P< 0.01) do que antes do stress ser iniciado (Fig. 3.3). O
grupo alimentado sem suplementacdo em AA apresentava uma glicemia significativamente mais
elevada, apos 3h de stress, do que os grupos alimentados com os restantes alimentos. Ao fim de

6h de hipdxia, este mesmo grupo tinha uma glicémia significativamente inferior aonivel inicial
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€ ao apresentado ao fim de 3h, o qual subiu gradualmente até atingir o valor inicial. As douradas
alimentadas com 50 mg AA/Kg alimento apresentaram um segundo pico de glucose ao fim de 9h

destress, mas ap6s as 24h destress oseu valor tinha voltado a0 normal.
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Fig. 3.3. Concentracao plasmatica da glucose de douradas alimentadas com diferentes niveis e
AA, durante o stress de hip6xia.

3.4. DISCUSSAO

Depois de 12 semanas, os grupos de douradas alimentadas com os diferentes niveis de
suplementacao em AAnio apresentaram diferencas significativas no crescimento, nem nenhum
deles mostrava sinais nem sintomas de deficiéncia desta vitamina, tais como cataratas e
deformacdes da coluna vertebral e do craneo. No entanto, outros autores relatam resultados
diferentes. Ishibashi etal. (1992a) observou reducdo de crescimento e sinais de deficiéncia em
juvenis de peixe-papagaio Japonés, Oplegnathus fasciatus, alimentados com um alimento

purificado sem AAdurante 8 semanas. Mahajan et al. (1 979) obtiveram resultados similares
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em Channa punctatus, o qual mostrou um decréscimo de crescimento apés 2 meses e
alimentacao comum alimento purificado sem AA.Resultados semelhantes foram descritos para o
linguado japonés ( Paraclichthys olivaceus) (Teshima et al., 1993), o peixe-gato (/ctalurus
punctatus) (Lim et al., 1978; Wilson etal., 1989), a truta arco-iris (Satoetal, 1978), o
salmdo coho (Halver et al, 1969) e a tildpia ( Oreochromis niloticus x O. aureus) (Shiau &

Jan, 1992; Shiau & Hsu, 1995).

A inexisténcia de diferencas significativas de crescimento, verificada neste estudo, ndo
pode ser atribuida a existéncia de AA em quantidade significativa nos ingredientes que
constituem o alimento. Isto porque, os 6rgaos estudados (figado e bago) dos peixes alimentados
com o alimento sem suplemento de AA, tém concentracoes extremamente baixas (Tabela 3.5)
desta vitamina. No entanto, é provavel que as douradas tivessem um nivel inicial de AA
armazenado nos tecidos suficientemente elevado para permitir a manutencao das fungdes

fisiolégicas normais durante o periodo experimental.

Ligeiras alteracdes no IHS foram observadas durante o stress, sendoestas mais evidentes
nas douradas alimentadas com o alimento nio suplementado. Estas alteracbes nao sao, no
entanto, significativas e podemser explicadas por alteracdes transitérias do fluxo sanguineo

figado, como consequéncia da resposta fisiologica aostress.

No presente estudo, as concentracdes em AA no figado e baco da dourada reflectem os
niveis alimentares desuplementacio. O mesmo tipo de resultado foi obtido por diversos autores
em diferentes espécies de peixes ( Boonyaratpalin et al., 1992; Cho et al., 1993; Dabrowski et
al, 1990; Lim & Lovell, 1978; Sato et al, 1978; Shiau & Hsu, 1995; Thompson et al.,
1993). O contetdo do figado em AA dos peixes &, geralmente, considerado com um indicador
seu estado nutricional, em termos de AA (Gabaudan et al.,, 1992; Sandnes & Waagbe, 1991;
White etal., 1993) e tem sido descrito com um indicador fisiolégico de stress (Wedemeyer &

Yasutake, 1977; Wedemeyer & MclLeay, 1981; Thomas, 1990; Thomas et al, 1982). No
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entanto, no presente estudo, a exposicio dadourada a stress de hipéxia aguda, por um periodo &
24 h, ndo revelou nenhumas alteracées relevantes docontetdo hepatico em AA. Estes resultados
estao de acordo com observacdes anteriores efectuadas em dourada exposta a um ambiente
hipossalino durante 24 h (Henrique et al, 1996), embora o mesmo estudo tenha evidenciado
um decréscimo significativo deste parametro quando a dourada era submetida a stress de baixa
profundidade de agua no tanque durante 3 h. Também Gouillou-Coustans & Guillaume (1 993)
em rodovalho ( Scophethalmus maximus) sujeito a um factor de stress nio especifico por um
longo periodo, nio observaram qualquer alteracdo significativa, ao longo do tempo, ca
concentracao hepdtica em AA. Thomas et al. (1982) verificou uma diminuicdo do teor em AA no
figado do mugem exposto a elevadas concentragdes de cadmio (stress de poluicdo). Mais tarde, o
mesmo autor ( Thomas, 1984), num estudo envolvendo a mesma especie mas utilizando, desta
vez, factores de stress ambiental ndo obteve alteracdes crénicas significativas do AA do figado.
Como consequéncia destes resultados, Thomas (1 984) formulou a hipétese de o teor em AA
figado ndao ser provavelmente afectado por factores de stress ambientais fisicos. O presente
estudo sugere o mesmo tipo de relaco, isto &, que o0 envolvimento do AA hepatico na resposta

fisiol6gica aostress dependedo tipo de stress ao qual os peixes sio sujeitos.

Por outro lado, algumas alteragdes significativas da concentracao de AAno bacodurante a
eXposicdo ao stress foram encontradas. Apés 6 h de exposicao a hipéxia aguda, as douradas
alimentadas com 25 e 200 mg AA/Kg alimento apresentavam niveis de AA no baco
significativamente superiores aos niveis iniciais (anteriores ao inicio do stress). Resultados
semelhantes foram observados por Henrique et al. (1996) em Sparus aurata. Foi, ent3o, postaa
hipétese, agora mais sustentada pelos resultados deste estudo, de que os aumentos nos niveis
AAno baco serem devidos a fenémenos de sequestro e libertacdo de leucocitos (as células com a
concentracao de AAmais elevada do organismo) por parte do baco. Segundo Bender (1992), os
leucdcitos humanos possuem uma grande capacidade de acumulacdo de AA. Apesar de tal nio estar

confirmado nos peixes, é razoavel admitir o mesmo tipo de comportamento por parte dos
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leucécitos destes. Também se evidenciou que os leuctcitos dos teleosteos se acumulam no baco,
entre outros orgaos, por periodos transitorios detempo (Ellis & de Sousa, 1974), bem como o
stress provoca linfocitopenia (Ellis, 1981). Uma vez que a linfocitopenia nos mamiferos &
devida ao sequestro de linfécitos T circulantes pela medula 6ssea e pelos nédulos linfaticos
(Pearson etal., 1978), é possivel prever aexisténcia de um mecanismo semelhante nos peixes,

sendo, neste caso os linfocitos sequestrados pelo baco, ja que estesnao possuem medula dssea.

Os niveis de cortisol e glucose plasmaticos sao geralmente usados como indicadores de
resposta primaria e secundaria ao stress, respectivamente, sendo muito usados como
indicadores para determinar a duracao e severidade dostress (Carmichael et al.,, 1984; Flos et
al, 1988; Henrique et al, 1996; Hopkins et al., 1992; Hunn et al,, 1991; Mazeaud et al.,
1977; McDonald etal, 1993a; McDonald & Robinson, 1993b; Thomas et al., 1980; Thomas &
Robertson, 1991; Wedemeyer & MclLeay, 1981; Wedemeyer & Yasutake, 1977). Durante a
exposicdo a hipoxia aguda ndo se verificaram alteracbes significativas da concentracdo
plasmatica de cortisol, exceptono caso dos peixes alimentados com 100 mg AA/Kg alimento, os
quais apresentavam concentragdes de cortisol significativamente mais baixas aofim de 9 h dce
stress do que apds 24 h de hipdxia. A ndo observacao de picos de cortisol foi, provavelmente,
devida ao facto de o primeiro intervalo ser demasiado grande, pois o pico de cortisol aparece
antes dopico de glicémia, acontecendopor vezes que, quando este Gltimo é observado, ja o nivel
de cortisol baixou (Sandnes & Waagbg, 1991). Barton et al (1988) mostraram em salmio
chinook ( Oncorhynchus tshawytscha) que o cortisol aumentava significativamente 1h apds
stress de manuseamento aplicado durante 30 seg., baixando novamente ao fim de 3h. De facto,
Leach & Taylor, 1980 sugeriram que os niveis de cortisol plasmatico do Fundulus heteroclitus
funcionam durante o stress para sustentar a elevagdo daglicemia. Se esta hipotese for real para
as restantes espécies de peixe, nao poderiam ser encontrados picos de cortisol nos restantes
intervalos de tempode hipoxia no presente estudo, dadoque a partir das 6 h de stress os valores

regressaram ao valor inicial e assim se mantiveram até aofinal.
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Os peixes alimentados com o alimento ndo suplementado com AA mostraram uma
tendéncia para aumentarem a concentracdo de cortisol plasmatico com a exposicdo a hipoxia e,
aofim de 9 h apresentavam valores significativamente superiores de cortisol doque as douradas
alimentadas com qualquer dos outros alimentados. Depois de 24 h de stress os primeiros
apresentavam valores de cortisol ainda superiores aos dos peixes alimentados com 200 mg
AA/Kg alimento. Estes resultados sugerem uma melhor regulacdo da concentracio do cortisol
plasmatico por parte dos peixes alimentados com suplementacao de AA, quando comparados com
os alimentados com alimento nio suplementado, apontandopara a existéncia de um papel doAAno
metabolismo das hormonas corticosteroides. De facto, os peixes alimentados com 0 mg AA/Kg
alimento mostraram uma maior va riacdo deste parametro e os peixes alimentados com 200 mg
AA/Kg alimento aparentam estar mais protegidos contra o stress, dado apresentarem o valor
mais baixo de cortisol. E ainda de salientar o facto ce as concentracées de cortisol em repouso
observadas neste estudo serem muito elevadas (30 a65 ug/100 ml) quando comparadas com os
valores obtidos noutras espécies, especialmente salmonideos, sendo encontrados valores

semelhante apenas no robalo ( Planas etal,, 1990).

ATabela 3.4 mostra que as douradas alimentadas com 0 alimento nao suplementado com
AA tém uma glicemia, em repouso, significativamente mais elevada do que as douradas
alimentadas com suplementacdo de AA. Este primeiro grupo também mostra maior variacdo
deste parametro ao longo do periodo de exposicdo a hipoxia (Fig. 3.3), apresentando, ao fim ce
24 h destress, o mesmo valor inicial de glicemia, oqual &, novamente, significativamente mais
elevado doque o dos restantes grupos (P< 0.01 ). Estes resultados contradizem a hipétese de este
grupo ter sido sujeito a uma qualquer forma de stress antes do inicio  do periodo de hipéxia,
apontando, antes, para os valores inicial e final de glicemia como sendo os niveis normais. Este
resultados sugerem a existéncia de uma interferéncia do AA no metabolismo da glucose. Nio
foram encontrados quaisquer resultados semelhantes em trabalhos relacionados com stress e AA

de outros autores nesta ou noutras espécies de peixe. Desta forma, os resultados obtidos
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necessitam de investigacdao mais aprofundada. A observacdo daelevacéo significativa da glicemia

(hiperglicemia) ao fim de 3h de hipéxia, demonstrou que esta foi, de facto, uma condicio

stressante para a dourada.

Em conclusdo, a hipdxia aguda actuou como um factor de stress (inducdo
hiperglicemia), mas nao mostrou ter qualquer influéncia nas reservas de AA do figado e baco. A
auséncia de suplementacdo em AA apontou, no entanto, para a existéncia de um papel deste no
metabolismo da glucose, ao produzir nos peixes alimentados sem suplementacio uma

hiperglicemia independente da accdo de stress.

61



i VITAMINA C E HIPOXIA INTERMITENTE

4. EFEITO DO ACIDO ASCORBICO ALIMENTAR E DO STRESS DE
HIPOXIA INTERMITENTE NO CRESCIMENTO E NAS RESERVAS DE
VITAMINA C DA DOURADA

4.1. INTRODUCAOQ

Os peixes marinhos e de dguadoceaparentam ter predisposicdo para a deficiéncia em AA,
caso esta vitamina ndo seja incluida na sua alimentacgéo ( Alexis etal., 1997; Boonyaratpalin, et
al, 1992; Coustans et al, 1990; Dabrowski etal., 1996b; Eya, 1996; Kitamura et al, 1965;
Lim & Lovell, 1978; Martins, 1995; Martins et al, 1995). Aocontrario da maior parte dos
vertebrados superiores, a maior parte dos peixes € incapaz de biosintetisar acido ascérbico. O
sindrome de deficiéncia em AAnos peixes foi descrito inicialmente por Kitamura et al (1965),
que mostrou ser similar ao escorbuto dos vertebrados superiores que nao fazem a biossintese

destavitamina, comoé o caso dos humanos.

O AA actua como um agente antioxidante e esta primariamente envolvido na produgdo de
colagéneo. Também actua como co-factor em muitas reacgdes de hidroxilagdo e tem um papel
importante na biossintese da carnitina, norepinefrina e certos peptidos neuroendécrinos. Deste
modo, o fornecimento alimentar inadequado desta vitamina aos peixes resulta em diminuicdo
crescimento, alteracdes histopatolégicas principalmente relacionadas com a debilitacao da
sintese do colagéneo (Halver, 1972; Wilson et al, 1973). No entanto, 0s requisitos
alimentares de AA podem depender da idade, do tamanho e da taxa de crescimento do peixe,
diminuindo com o aumento da idade e dotamanho dopeixe e aumentandocom o aumento da taxa de
crescimento ( Dabrowski etal., 1993; Hilton etal., 1978), bem como de outros compostos tais
como o calcio, o ferro e os metais pesados (Hilton, 1984), stress e condicdes sanitarias de
cultura. Alguns autores demonstraram que peixes alimentados com alimentos sem
suplementacdo de AAapresentavam fungdes imunes alteradas quando na presenca de organismos
patogénicos ( Schwager et al., 1998; Verlhac etal., 1992).

63



- VITAMINA € [ HIPOXIA INTERMITENTE

Em relacdo ao papel do AA na resposta fisiolégica ao stress e a alteragdo dos seus
requisitos quando os peixes estdo sujeitos a factores de stress, os resultados apresentados na
bibliografia ndo sdo concordantes. Os primeiros estudos evidenciaram a existéncia de uma
deplecdo das reservas de AA no figado e rim como resposta ao stress (Thomas et al, 1982;
Wedemeyer, 1969). No entanto, estudos mais recentes nio evidenciaram tal deplecao em peixes
expostos a factores de stress ( Gouillou-Coustans & Guillaume, 1993; Li etal, 1993). No que
respeita aostress de hipoxia, a autora ndo encontrou diferencas significativas na concentracao
de AAdo figado da dourada antes, durante e ap6s a exposicdo a hipoxia agudadurante 24 h, apesar

deexistirem flutuagdes temporais deste pardmetro (Capitulo 3).

Oobjectivo dopresente estudoé avaliar o efeito do nivel de suplementacio alimentar em
AA na performance do crescimento e nas reservas de AA da dourada exposta a stress
intermitente. Este estudo vem no seguimento do anterior e pretende, por um lado, aproximar
cadavez mais o nivel desuplementacdo em AAaos requisitos reais e, por outro lado, verificar se
0 aumento da intensidade dostress de hipoxia pora, entdo, em evidencia um possivel papel do AA

na resposta fisiolégica dadourada aostress de hipéxia.

4.2. MATERIAL E METODOS

Juvenis dedourada com um peso médio de 1,5 = 0,3 g foram obtidos numa maternidade
comercial (Tinamenor, Espanha). Grupos de 68 peixes foram pesados e distribuidos por 18
tanque de fibra de vidro com uma capacidade de 300 |, os quais sdo parte integrante de um
sistema semi-fechado (100% renovacao da agua/ dia - Fig. 4.1), e mantidos a 23°C com um

fotoperiodode 12 h dia/12 h noite.
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Fig. 4.1. Esquema dosistema experimental utilizado no estudo da influéncia do acido ascérbico
na resposta a hipdxia aguda.
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Oalimento base foi formulado de acordo com os requisitos estimados para o crescimento
normal da dourada, como indicado no Capitulo 2 (Tabela 2.1), sendo este fabricado com um
premix vitaminico sem AA, sendo este adicionado em diferentes quantidades aos vérios alimentos
experimentais. A partir deste alimento base, foram feitos 3 alimentos experimentais com as
seguintes concentracdes de AA:0, 50 e 100 AAeg/Kgalimento, usando AA protegido sob a forma
polifosfatada (Rovimix Stay-C 25, Hoffman La Roche, Suica). Depois de granulados, os

alimentos foram armazenados a 4°C durante todoo periodo experimental.

Cada um dos alimentos experimentais foi distribuido manualmente até a saciedade, 3
vezes por dia, a seis grupos de peixes: 3 grupos control e 3 grupos de stress de hipdxia
intermitente. Uma vez por semana, num dia ao acasoe apés a altima distribuicdo dealimento, os
grupos stress alimentados com os diferentes alimentos foram sujeitos a hipdxia, enquanto os
grupos control foram mantidos em norméxia. A hipoxia foi produzida pela paragem da aducio ce
agua ao tanque e pela reducdo simultanea da aerificagcdo. Uma vez atingido o valor de 25 % de
saturacao de OD, o fornecimento de agua e ar foram restabelecidos, permitindo a normalizacio

doOD.

No inicio, apbs 4, 8, 12 e 13 semanas de experiéncia os peixes foram pesados,
procedendo-se nesse momentoa uma limpeza mais profunda dos tanques e do sistema em geral.
Nasemana 10 e 12 daexperiéncia procedeu-se a ministracao de um tratamento anti-parasitico
usando, para o efeito, triclorfao (Neguvon, Bayer) a uma concentracdo de 10 ppm durante 1 h.
Estes tratamentos foram efectuados devido ao facto de ter sido detectadaa presenca do parasita
branquial Diplectanum aequans, o qual se manifestou através de um aumento da mortalidade dos
peixes alimentados com o alimento ndo suplementado com AA. Ao fim de 13 semanas e
experiéncia e devido ao reaparecimento das mortalidades bem como ao desenvolvimento de
sintomas de escorbuto nas douradas alimentadas sem suplementacio de AA, o estudo foi
interrompido. Neste momento, tal comoja tinha sido feito no inicio daexperiéncia, foi recolhido

um grupo de 5 peixes de cada tanque para se efectuar as analises de composicio corporal.
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Também foram recolhidos figado, rim anterior e baco de outros 5 peixes de cada tanque para

analise doseu contetidoem AA

A composicdo corporal e as analises quimicas dos alimentos foram determinadas
conforme o descrito pelo AOAC(1983) e que se encontra descrito no capitulo 2. Para medir o
teor em AA nos tecidos recolhidos, estes foram homogeneizados em HPO3 a 5%, conforme o

descrito no capitulo 2, sendodepois utilizado o métodode Bourgeois etal. (1989).

Os dadosrecolhidos foram analisados utilizando a ANOVAa 2 factores para determinar o
efeito dos tratamentos (teor de AA no alimento e stress de hipoxia), seguida de contraste a

posteriori com o teste de comparac¢do multipla de Tukey (Tukey, 1949).

4.3 RESULTADOS

A analise quimica dos alimentos experimentais nao revela a existéncia de diferencas

significativas na sua composicao (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Composicao quimica dosalimentos experimentais.

Nivel de AA/Kg Alimento

0 50 100
Matéria Seca(%) 93.0 93.0 92.7
Proteina Bruta (Nx6.25, % MS) 46.4 46.5 46.5
Gordura Bruta (% MS) 13.0 13.2 13.1
Energia Bruta (kj/g MS) 20.3 20.3 20.2
Cinzas (% MS) 10.6 10.5 10.8
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Tabela 4.2. Parametros de crescimento, de eficiéncia alimentar, sobrevivéncia e composicdo das carcacas de dourada alimentada com
diferentes niveis de AA(n=15; 13 semanas; 23°C; saciedade).

E
=
& Nivel de AA/Kg Alimento
<
= 0 50 100
W Control Stress Control Stress Control Stress ANQVA*
-
M PMI (g) 1.42+0.08 1.49+0.05 1.43+0.03 1.4240.02 1.45+0.04 1.4540.05
m PMF (g) - 20BK07 7 - 019.340,000 . 27BEO 78 . 26.9%0.85% [ 2O.7£0.88% o 2@2k143 | o%
m TCE | 2.9410.06° = 2.8+0.02° = 3.24%0.02°  3.25+0.05°  3.32+0.03°  3.26£0.06° X
ICA ©1.51%0.09 1.50%0.07  1.32£0.02 1.34+0.01 1.28+0.01  1.30+0.00
CEP . 14320,08% - 1.45:0.07° . 1.68£0.03" = 1.60£0.03* ' 1.68%0.02° = 1.66x0.00° | X
Sobrevivéncia (%) 80.3£6.95% ~ B2.742.25° . 88.240.855 ' 03.641,96° BO2ES210 1K
MS (%) 32.4 32.8 33.1 33.3 32.6 32.4
Proteina (% MS) 51.6 51.4 52.9 52.2 51.9 52.3
Gordura (% MS) 31.7 31.5 32.2 32.5 31.9 32.0
Cinzas (% MS) 11.9 11.8 11.5 147 12.1 11.9

Médias = Erro Padrdo (EP) na mesma linha com expoentes diferentes sio significativamente diferentes (P< 0.05).
* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito significativo da interaccio entre o teor em AA

no alimento e o stress.
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A Tabela 4.2 apresenta os resultados obtidos no que respeita ao crescimento,
sobrevivéncia. O PMF, a TCE e o CEP eram significativamente menores nos peixes alimentados
com o alimento deficiente em AA, quandocomparados com os peixes alimentados com os alimentos
suplementados com AA. No entanto, nao se verificou qualquer efeito do stress de hipéxia sobre
estes parametros. A Tabela 4.2 mostra ainda a composi¢do corporal das dourada sujeitas acs
diferentes tratamentos. Como se pode observar, nem o nivel de suplementacéo alimentar de AA

nem o stress de hipdxia alteraram significativamente a composicao corporal das douradas.
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Fig. 4.2. Crescimento de dourada alimentada com diferentes niveis de suplementacio de AA e
sujeitas a stress de hip6xia intermitente.

As curvas de crescimento (Fig. 4.2) mostram que as douradas alimentadas com o
alimento deficiente em AA comecaram a diminuir o seu crescimento apdés 10 semanas e

experiéncia, mas esta diferenca s6 se tornou significativa ao fim das 13 semanas c
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crescimento. Entre as 12 e as 13 semanas o crescimento dos peixes alimentados sem AAdogrupo
control quase parou e o dogrupo stress mostrou mesmo uma ligeira perda, ndo significativa,
PMF. Esta figura mostra também uma tendéncia do grupo control alimentado com 100 mg AA
eq/Kgdealimento para ter um crescimento superior ao dos outros grupos alimentados com AA,

embora este resultado nao seja significativo.
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Fig. 4.3. Mortalidade cumulativa de dourada alimentada com diferentes niveis
suplementacao de AAe sujeitas a stress de hipoxia intermitente.

A Tabela 4.2 mostra, também, a existéncia de um aumento significativo da mortalidade
nos grupos control e stress alimentados sem suplementacao de AA, comparada com os restantes
grupos. Apesar de o grupo stress alimentado sem AA ter uma mortalidade inferior ao respectivo
control, esta diferenca nado é significativa, devendo-se ao facto de um dos tanques control

apresentar uma mortalidade muito elevada em comparacao com os outros 2 tanques. Caso o valor
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de mortalidade deste tanque nao fosse utilizado para os calculos, sendo considerado como um

valor extremo (“outsider”), ataxa demortalidade seria idéntica para ambos os grupos, control

e stress.

A Fig. 4.3 mostra a mortalidade cumulativa dos varios grupos experimentais,
evidenciando um aumento deste parametro, tanto no grupo control como no grupo stress
alimentados com o alimento sem suplementacgdo de AA, entre as 8 e as 12 semanas, aumento esse
que continuou durante a 13" semana de ensaio, como se pode verificar pela analise dos graficos
da mortalidade n3o cumulativa (Fig. 4.4). O aumento de mortalidade nos dois grupos
supracitados, teveinicio na 9° semana deexperiéncia, altura em que se procedeu a amostragem
de alguns animais moribundos para se proceder a um estudo patologico para identificar o agente
responsavel pelo aumento da mortalidade. Neste estudo foi encontrado apenas um parasita
branquial, positivamente identificado como sendo o Diplectanum aequans (Monogenea). Neste
momento, os peixes alimentados sem AA ndo apresentavam quaisquer sinais de escorbuto. Dado
que o circuito experimental era semi-fechado (com recirculagao), concluiu-se que este estaria
todocontaminado, desdeos tanques de crescimento aos filtros, pelo que foi decido proceder-se a
ministracdo de um banho terapéutico com triclorfao (10 ppm durante 1h - Neguvon, Bayer), o
qual teve lugar no inicio da10® semana, r esultando numa diminui¢do da mortalidade nos grupos
afectados. No entanto, ao fim das 12 semanas de ensaio e ap6s a pesagem dos peixes, a
mortalidade voltou a aumentar nos grupos alimentados sem suplementacio de AA, continuando
estavel nos restantes grupos, apesar de ter sido ministrado mais um banho com triclorfao apésa
pesagem. Também, durante a 13" semana estes mesmos grupos comecgaram a mostrar sinais de
escorbuto, tais como cataratas, erosao das barbatanas e perda de apetite. Optou-se entdo pela

paragem do estudo.
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parasitario (triclorfdo: 10 ppm durante 1h).

As concentracoes em AAno figado, rim ceféalico e baco reflectem o nivel alimentar desta

vitamina (Tabela 4.3). Orim cefalico foi 0 6rgao que apresentou a concentracio mais elevada de

AA, comparada com os outros orgaos para um mesmo nivel alimentar de AA, sendo esta diferenca

mais evidente nos peixes alimentados com 100 mg AA/Kg alimento. No caso dos peixes

alimentados sem suplementacdo de AA a concentracao de AAno rim cefalico e no bago ndo era

detectavel devido a estaser muito baixa e ao factode estes dois 6rgaos serem demasiado pequenos

7



. VITAMINA C E HIPOXIA INTERMITENTE
para permitirem uma amostra mais concentrada, como aconteceucom o figado. Os grupos stress
e control alimentados com o0 mesmo nivel de AAndo apresentaram diferengas significativas na
concentracido de AA nos varios 6rgdos, apesar de 0os primeiros apresentarem sempre valores

ligeiramente mais baixos doque os segundos.

Tabela 4.3. Efeito donivel de suplementacdo em AA e do stress de hipoxia intermitente na
concentracao de AAno figado, rim cefilico e baco(n=15; 13 semanas; 23°C; saciedade).

Concentracao AA nos tecidos (zg/q)
Nivel AAno alimento (mg AA/Kg) |  Figado Rim cefalico Baco
0 Control 131;*:062“‘ . N.D. N.D.
Stress  1/00+0.56*  ND.  ND.
50 Control 52.3746.20°  54.7243.74  37.13+6.47°
Stress | 40.7416.46°  46.42£2.82°  32.98+7.79°
100 Control | 87.90£10.30°  115.52#9.52>  91.07+4.30°
Stress | 80.08+11.07°  103.38£11.76° = 82.74:£1.93"
ANOVA* e

N.D.: Nao detectavel.

Médias = Erro Padrdao (EP) na mesma coluna com expoentes diferentes sio significativamente
diferentes (P< 0.05).

* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito
significativo da interaccao entre o teor em AA no alimento e o stress.

4.4. DISCUSSAO

Adiminuicdo dataxa de crescimento é considerada comoum sinal priméario da deficiéncia
em AA, sendo observado em muitos estudo sobre a vitamina C, nomeadamente em Channa
punctatus (Mahajan & Agrawal, 1979), em peixe-gato (Dabrowski,et al, 1996b; Li et al.,
1993; Mazik et al., 1987; Phromkunthong et al.,, 1997) e truta arco-iris, Oncorhynchus
mykiss, (lkeda, 1992). No presente estudo, também foi observada uma diminuicio
crescimento de dourada alimentada com 0 mg AA/Kg alimento ao fim de 13 semanas ce
crescimento, acompanhadadoaparecimento desinais exteriores de escorbuto (cataratas, erosido

das barbatanas), simultaneamente nos grupos control e stress, o que sugere que o stress nao
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acelerou o processo de desenvolvimento do escorbuto. Esta hipotese é apoiada pelos valores da
concentracao do AA no figado, os quais nao sdo significativamente diferentes entre o grupo

control e stress.

Depois de 8 semanas de ensaio, observou-se um aumento significativo da mortalidade dos
grupos control e stress alimentados sem suplementacido de AA. A principio atribuiu-se esta
mortalidade directamente a auséncia de suplementac¢do alimentar em AA. No entanto, tanto os
peixes mortos como o0s vivos destes grupos, tinham uma aparéncia normal, sem sinais de
deficiéncia em AA aparentes, tais como reducdo do crescimento e perda de apetite, primeiros
sintomas desta doenca. Cho & Cowey (1993) observaram algo semelhante em truta arco-iris,
estudo no qual os peixes alimentados sem suplementacdo de AA apresentavam mortalidades
acrescidas, em comparacao com os peixes alimentados com suplementacido de AA, apesar
apresentarem um aspecto normal. Estes autores efectuaram observacdes post-mortem dos
peixes afectados nao descobrindo qualquer explicagdo para o sucedido. No presente estudo,
optou-se por um exame patolégico em peixes moribundos, o qual revelou a presenca de um
parasita branquial, identificado como sendo o Monogenea Diplectanum aequans, nao se
encontrando nenhum outro agenteinfeccioso nem alteracdes internas atribuiveis a deficiéncia de
AA.Formulou-se, entdo, a hipétese de o aumento de mortalidade se dever a interaccio entre a
auséncia de suplementacao alimentar em AA e a presenca do parasita, dado que os grupos
alimentados com AAndo apresentavam mortalidades tao elevadas, apesar de estarem igualmente
Sujeitos aocontactocomo parasita. Esta hipétese foi mais apoiada pela observacio dadiminuicio
damortalidade depois da ministracdo do tratamento anti-parasitario. No entanto, a mortalidade
nestes dois grupos (com deficiéncia alimentar em AA) voltou a aumentar na 13* semana, nio
sendo, nesta altura, eficiente o mesmo tratamento anti-parasitario. Nesta altura, observou-se
que os peixes deste grupo apresentavam falta de apetite e, consequentemente, diminuicio

crescimento, acompanhadosdos primeiros sinais anatémicos exteriores de escorbuto (cataratas,
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erosdo das barbatanas, etc.). Atribuiu-se, neste momento, este novo aumento de mortalidade

principalmente aoescorbuto.

O parasita Diplectanum aequans provoca normalmente mortalidades significativas nos
peixes (Cecchini et al., 1998), sendo possivel que no estudo presente, a falta de AA tenha
também diminuido a resisténcia da dourada e, consequentemente, levado a diferenca na taxa de
mortalidade observada entre os peixes alimentados com e sem suplementacdo de AA. Martins,
1998 mostrou que 0s peixes Piaractus mesopotamicus, quando alimentados com um alimento
sem suplementacdo de AA, apresentavam um maior numero de parasitas da espécie
Anachanthorus penilabiatus, um Monogenea que parasita as branquias. Wahli et al. (1986)
evidenciou um aumento daresisténcia datruta arco-iris aoparasita Icthyophthirius multifiliis
quando esta era alimentada com alimentos suplementados com AA. Mais tarde, o mesmo autor
(Wahli etal, 1995) demonstrou, num estudo similar, que a truta arco-iris alimentada com
niveis elevados de AA (2000 mg/Kg alimento) apresentava uma diminuicdo significativa da

mortalidade quandoinfectada como parasita 1. multifiliis.

A concentragdo de AA no figado, rim cefalico e baco da dourada reflectiram os niveis
alimentares desta vitamina, tal como foi observado noutras espécies, como a carpa comum
(Dabrowska etal., 1991); atilapia Oreochromis spirufus ( Al-Amoudi et al., 1992), orobalo
Lates calcarifer (Boonyaratpalin et al, 1992); truta arco-iris (Cho & Cowey, 1993;
Dabrowski et al, 1996a) e salmao atlantico Salmo salar (Waagbe et al,, 1996). Embora os
grupos stress apresentassem uma concentracdo em AA sistematicamente inferior a dos
respectivos grupos control, esta diferenca ndo era significativa. A diminuicdo das reservas
corporais de AA, principalmente as do figado, tem sido apontada como uma resposta ao stress
{ Thomas, 1990; Thomas et al, 1982; Wedemeyer, 1969; Wedemeyer & Yasutake, 1977). No
entanto, varios outros estudosndo mostraram diminui¢do significativa daconcentracao de AAno
figadoe rim de peixes sujeitos a stress, tal como o presente estudo. Ishibashi et al (1992b),

num ensaio com peixe-papagaio Japonés alimentado com diferentes niveis de suplementacao em
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AAe sujeito a hipoxia intermitente, nao encontrou diferencas significativas na concentracio de
AA no figado e rim entre os grupos control e stress alimentados com o mesmo alimento. No
capitulo anterior deste trabaiho (Capitulo 3) também n3o foram encontradas diferencas
significativas na concentracdo de AA no figado e bago de dourada antes e depois de ser sujeita a
hipoxia aguda. Também em rodovaiho ( Scophthaimus maximus), sujeito a stress de
esvaziamento do tanque de crescimento seguido de exposicio aoar atmosférico durante 2 min. em
dias alternados durante 50 dias, ndo se encontraram diferencas significativas da concentracao
em AA no figado e plasma (Gouillou-Couétans & Guillaume, 1993). Outros estudos em salmao
atiantico (Sandnes & Waagbg, 1991; Thompson et al, 1993) e peixe-gato (/ctaiurus

punctatus) (Li etal, 1998) reportam resultados semelhantes.

Do acima exposto, conciui-se que a diminuicao do AA de 6rgaos como o figado, rim ou
baco, ndo € uma caracteristica constante daresposta fisiolégica dos peixes 3 presenca de stress.
Este estudomostra que o estatuto em AAndo foi claramente infiuenciado, independentemente c
nivel de suplementacao alimentar, pelo stress de hipoxia intermitente. Também evidencia. o
facto de os requisitos em AA da dourada, alimentada com dietas composta & base de farinha
peixe e suplementadas com 50 ou 100 mg AA/Kg, ndo serem aumentados pela exposicdo a
hipoxia intermitente. Pode-se concluir, entdo, que as recomendactes do NRC (1 993) para os
salmonideos em termos de crescimento e sobrevivéncia maximos (50 mg AA/Kg alimento)
satisfazem os requisitos da dourada sujeita a condigoes de hipoxia nas condicbes experimentais
desteestudo. Isto podesignificar que a resposta fisioidgica a hipoxia intermitente nio requer a
intervencao do AA, ou que a intensidade e severidade da hipéxia nio é suficientemente
importante para evidenciar a accao doAA, ou que o alimento fornece AA em quantidade suficiente
para cobrir as necessidades aumentadas peio stress, mascarando assim a sua utilizacao. Li et al.
(1998) também concluiu que o stress de confinamento nio aiterava o estatuto em AA do peixe-
gatoe que 50 mg de AA/Kg alimento (recomendacdo NRC) eram suficientes para o crescimento

normai, resisténcia a stress e a doencasdestaespécie. No presente estudo foi, também, mostrado
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fortuitamente que o AA pode ter um papel protector contra o parasita Diplectanum aequans,
presente no sistema de cultura. Finalmente, é importante estudar em maior profundidade a

relacdo entre o AA e a resposta ao stress de hip6xia, alterando a intensidade deste factor ce

stress para tentar evidenciar a hipotética accdodoAA
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5. EFEITO DO ACIDO ASCORBICO ALIMENTAR E DO STRESS DE
HIPOXIA CRONICA NO CRESCIMENTO E NAS RESERVAS DE VITAMINA
C DA DOURADA

5.1. INTRODUCAO

Amaior parte dosvertebrados é capaz de sintetizar 4cido ascorbico de novo no figado ou
rim, apartir da glucose (Chatterjee, 1973; Chatterjee, 1978; Chatterjee et al., 1975). Esta
sintese envolve a enzima L-gulonolactona oxidase (GLO), sendo a impossibilidade de sintese de
AAem algumas espécies devia a auséncia desta enzima. Muitas espécies de peixes marinhos sdo
susceptiveis deapresentar sintomas de deficiéncia em AA (Alexis et al, 1997; Coustans et al.,
1986; Fournier etal., 2000; Vblker et al., 1994; Wilson, 1973; Woodward, 1994) devido a
auséncia de actividade da enzima GLO (Mazeland & Waagbe, 1998), pelo que dependem b

fornecimento alimentar destavitamina.

A concentracao de OD € um factor limitante em aquacultura e actua como um factor de
stress sobre 0 metabolismo dos peixes. O robalo (D. labrax) exposto a um nivel de 40% da
saturacao de OD apresentou uma reducdao do consumo alimentar e, consequentemente,
crescimento, bem como um indice de condicao inferior ao dos peixes mantidos em normoxia
(86% OD) (Thetmeyer et al., 1999). Resultados semelhantes foram obtidos em salmio coho,
Oncorhynchus kisutch, (Herrmann et al, 1962) e na tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus,
(van Dam et al., 1996; van Dam et al., 1995). Quando os peixes sdo sujeitos a condicdes de
hipoxia, eles respondem fazendo ajustamentos fisiolégicos e bioquimicos (Val et al., 1998). van
denThillart etal. (1994) observou em linguado, Solea solea, que este respondia a condicdes de
hipéxia diminuindo a sua taxa metabdlica de repouso, aumentando a glucose plasmatica e o
sedimento sanguineo (indicagdo de um aumento numérico do nimero de células sanguineas).
Rantin et al. (1996) mostrou que o tambaqui, Colossoma macropomum, aumentava a sua
frequéncia respiratoéria e pressao intrabucal quandosujeito a hip6xia.
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Arelacao entre o estatutovitaminico de AAdos peixes e a sua capacidade para fazer face a
factores de stress tem sido estudada, no entanto, esta ndo é ainda totalmente clara. Alguns
autores referem uma diminuicdo dosteores em AAem alguns 6rgdos comoo figado e rim ( Felton
et al, 1998; Thomas et al, 1982; Wedemeyer, 1969), enquanto outros nido observaram
qualquer alteracdo doestatutovitaminico em peixes sujeitos a stress (Li et al, 1998; Sandnes

& Waagba, 1991).

O objectivo deste estudo é evidenciar uma eventual relagio entre a exposicdo a stress
cronico de hipdxia e o estatuto vitaminico em AA da dourada, alimentada com alimentos
compostos e suplementados com niveis de AA iguais ou inferiores as recomendacdes do NRC

(1993) para salmonideos.

5.2. MATERIAL E METODOS

Foram obtidos juvenis de dourada com um peso médio de 1.76 + 0.02g, numa
maternidade comercial (Ferme Marine de Douher, Franca), os quais foram distribuidos, em
grupos de 40 peixes, por 24 tanquesde 50 |. Foram manufacturados 4 alimentos, formulados de
acordocoma Tabela 2.1, diferindo apenas no nivel desuplementacao em AA:0, 10, 25 e 50 mg
AAKg/alimento. Estes valores foram escolhidos em fungo das recomendacdes do NRC (1993)
para salmonideos, as quais sao de 50 mg AA/Kgalimento, valor que foi utilizado como o maximo.
Cada um dos alimentos foi distribuido por 6 tanques, 3 vezes por dia manualmente durante a
semana e por distribuidor automatico no fim-de-semana. Os peixes foram alimentados com uma
racao que variou entre 0s 7%, no inicio doestudo, e os 5% dopeso vivo, no final da experiéncia,
quantidade esta calculada em funcao da saciedade dos peixes expostos a stress, a qual é inferior

aos peixes controlo.
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Fig. 5.7. Esquema dosistema experimental utilizado no estudo da influéncia do 4cido ascorbico
na resposta a hipoxia aguda.

A decisdo de alimentar os peixes comuma racéo igual para todos, em vez de os alimentar
até a saciedade visual, foi tomada para permitir que todos os individuos alimentados com o
mesmo alimento recebessem a mesma quantidade de AAe também para que os grupos alimentados
com os diferentes alimentos recebessem a mesma proporcao de AA em relacdo a quantidade
existente no alimento. Desta forma, eventuais alteragdes do estatuto vitaminico poderiam ser

atribuidas a aplicacdo dostress de hipoxia.
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Trés dos seis tanques alimentados com 0 mesmo alimento foram mantidos em norméxia,
com 90 * 5% deOD (control), e os restante 3 foram postos em hipéxia, 55x5% OD (stress),
durante todo o periodo experimental, o qual teve a duracdo de 8 semanas. A hipdxia foi
conseguida através da difusdao continua de azoto num sistema de contra-corrente, usando 3
colunas de PVC, conforme se pode ver na Fig. 5.2 Este sistema foi construido de acordo com o

descrito por Bennett etal.,, 1995 e aperfeicoado por Pichavant etal., in press.

Os peixes foram mantidos em circuito aberto a 22°C, com um fotoperiodo de 12h
dia/12h noite, e comum fluxo derenovagdo deaguade 2I/min durante as primeiras 4 semanas
e de 4I/min durante o resto do ensaio. A mortalidade foi registada diariamente e os peixes
pesados cada 2 semanas. No inicio, ao fim de 4 semanas e no final da experiéncia, foram
recolhidos o figado, o rim anterior e o bago de 5 animais de cada tanque para determinacdo
teor em AA. No fim da experiéncia foram recolhidos plasma, para quantificagdo da glicemia,
pele, para determinacao do teor em hidroxiprolina, e também 5 peixes inteiros de cada tanque

para determinacdo da composicao corporal.

Os varios parametros, bem comoa analise estatistica dosresultados, foram determinados

de acordo com o descrito no Capitulo 2.

5.3 RESULTADOS

Os diferentes alimentos experimentais ndo apresentaram diferencas significativas na sua

composicao proximal, tal comose podeverificar pela andlise daTabela 5.1.

ApoGs 8 semanas de experiéncia nao se observaram diferencas significativas no peso
médio final, em qualquer dos parametros de crescimento, na sobrevivéncia nem na composicao
corporal dasdouradas alimentadas comdiferentes niveis de suplementagcdo em AA, nem entre os

grupos control e stress alimentados com o mesmo alimento (Tabela 5.2)
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Tabela 5.1. Composicdo quimica dos alimentos experimentais.

Nivel de AA/Kg Alimento

0 10 25 50
Matéria Seca(%) 91.1 91.3 91.3 91.4
Proteina Bruta (Nx6.25, % MS) 49.6 50.3 50.4 49.9
Gordura Bruta (% MS) 12.4 13.1 13.0 13.4
Energia Bruta (kj/g MS) 20.5 21.0 20.4 20.4
Cinzas (% MS) 9.1 9.0 9.0 9.0

As concentracdes iniciais de AAno figado, rim cefalico e baco eram bastante elevadas e
diminuiram ao longo dotempo, a uma taxa relacionada com o nivel alimentar de AA, isto &, mais
tanto mais rapido quanto menor o nivel alimentar de AA (Tabela 5.3). A diminuicio do AA foi
mais rapida no figado, seguida do rim cefalico, tanto ao fim de 4 como de 8 semanas. O rim
cefalico apresentou-se como o érgdo mais rico em AA durante todaa experiéncia. Ao fim de 8
semanas, os peixes alimentados com 50 mg AA/Kg alimento apresentavam um nivel ainda
bastante elevado de AAno rim cefalico e no baco, o qual tinha decrescido ligeiramente em relacio
ao valor encontrado ao fim de 4 semanas. As concentracdes de AA, apés 4 e 8 semanas de
experiéncia, no figado, rim cefalico e baco reflectiam os niveis alimentares, sendo este o Gnico
factor responsavel pelas diferencas encontradas entre os grupos. A figura 5.3 mostra a relacio
entre o nivel alimentar de AAe a concentragdo encontrada no figado, tanto dos grupos control
como stress. Em ambos os casos se verificou um regressdo linear significativa (P< 0.0001),

bem com havia similaridade entre o declive e o de coeficiente de determinacio ( R?).
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Tabela 5.3. Efeito do nivel de suplementagZo alimentar de AA e da hip6dxia crénica na concentracao de AA do figado, rim cefélico e bago apés
4 e 8 semanas de experiéncia (n=15, 22°C).

AA no alimento Figado Rim cefalico Baco
(mg/Kg) 4 semanas 8 semanas 4 semanas 8 semanas 4 semanas 8 semanas
Inicial 119.3£6.87 149.61+30.66 59.774£15.51
0 Control
Stress
10 Control
Stress
25 Control
Stress
50 Control
Stress
ANOVA*

Médias = Erro Padrao (EP) na mesma coluna com expoentes diferentes sio m.@amnmgﬁ::mzﬁm diferentes (P< 0.05).

* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito significativo da interacciio entre o teor em AA
no alimento e o stress.
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Fig. 5.3. Relacado entre o nivel de suplementagdo alimentar em AA e a sua concentracio no

figado de dourada em norméxia (control) e sujeita a hipoxia crénica (stress) (n=15; 8
semanas, 22°C).

A glucose plasmatica apresentava valores normais em todos os grupos, nao havendo
diferencas significativas relativas ao stress de hipéxia crénica nem ao nivel de suplementacao
de AA no alimento, indicando que todos os grupos sujeitos ao stress se apresentavam
completamente adaptadosa hipoxia cronica (Tabela 5.4). O teor em hidroxiprolina da pele no
apresentava diferencas significativas entre os diferentes tratamentos, sendo os valores obtidos
os esperados para peixes normais, indicativo de que nenhum dos grupos de peixes apresentava,

no momento, alteragdes da producdo de colagéneo(Tabela 5.4).
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Tabela 5.4. Glicemia e teor em hidroxiprolina dedourada alimentada com diferentes niveis &

AAe sujeita a hipéxia crdnica (n=15; 8 semanas; 22°C).

- VITAMINA C E HIPOXIA INTERMITENTE

Nivel AA no alimento Glicemia Hidroxiprolina na pele
(mg AA/KQg) (mg/dl) (1g/mg)
0 Control 61.90+3.52 35.97+2.33
Stress 63.35+3.10 36.69+1.50
10 Control 60.34+1.70 38.18+0.67
Stress 65.66+2.59 34.62+0.98
25 Control 66.19+0.52 40.91+2.14
Stress 67.47+1.70 35.17+2.54
50 Control 64.42+1.84 39.3742.80
Stress 62.51x3.67 37.15%1.02

Médias = EP na mesma coluna com expoentes diferentes sio significativamente diferentes (P<
0.05).

5.4. DISCUSSAOQ

Apés 8 semanas de experiéncia, os juvenis de dourada sujeitos a stress de hipoxia
crénica ndo apresentavam diferencas significativas nos parametros de crescimento, quando
comparados com os controlos alimentados com o mesmo alimento experimental, nem entre os
grupos alimentados com alimentos diferentes. Apesar de os peixes serem alimentados com uma
racdo, logo a um nivel inferior a saciedade, a performances de crescimento tanto dos grupos
control como stress foram superiores aos observados por Santinha et al. (1996) em dourada
alimentada com a mesma formulacdo do alimento, mas alimentada até a saciedade visual. Esta
diferenca deve-se, possivelmente, ao facto de Santinha et al. (1996) ter utilizado peixes de
maior tamanho (Pl= 9.6+0.4 g) do que os do presente estudo. Os resultados de crescimento
indicam que a ragdo distribuida foi suficiente para a manutengio do crescimento 6ptimo das
douradas. Rodovalho exposto a uma concentracdo de OD de 5mg/l ou 3.5 mg/l (65 ou 45% dca
saturacao) apresentava uma diminuicdo do crescimento quando comparado com os peixes
mantidos em normoéxia, no entanto os seus ICA eram similares (Pichavant et al,, in press). As
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diferencas observadas no crescimento do rodovalho deveram-se ao facto de os peixes mantidos
em hipoxia terem uma menor ingestdo alimentar doque os em normoxia, pois a hipéxia levou a
reducdo doapetite. No caso do presente estudo, tal ndo sucedeu, pois foram alimentados todos os
grupos com a mesma ra¢ao, o que explica a auséncia de diferencas no crescimento entre os
peixes em norméxia e em hipéxia. Brett et al. (1981) em estudos utilizando salmio coho (O
kisutch) e sockey (O. nerka), e Chiba (1988) em Plecogossus altivelis, também ndo
observaram diferen¢as no crescimento nem nos ICA para valores de OD superiores a 4.0-4.5
(40-45% dasaturagdo) e 3.8 mg/l (45% dasaturagio), respectivamente. Em truta arco-iris
foram obtidos resultados similares (Caldwell etal., 1994; Pouliot et al., 1989). Estes estudos
mostram que a hipoxia diminui o crescimento através da diminuicio do apetite dos peixes. No

entanto, o ICA parece so0 ser afectadoguandoo OD atinge valores inferiores a 4 mg/I.

A falta de diferencas significativas na glicemia, entre os peixes stressados e os
respectivos controlos, demonstra que 0s primeiros se encontravam completamente adaptados as
condicdes de hipdxia crénica e que ndo se encontrava presente nenhum outro factor de stress.
Também no caso do teor em hidroxiprolina dapele, ndo se verificaram diferencas significativas
entre grupos stress e control alimentados com o mesmo alimento, nem entre grupos alimentados
com diferentes niveis de suplementacdo em AA, o que mostra que nenhum dos grupos tinha
alteracoes docolagéneo e, consequentemente, dos tecidos conjuntivos. Os valores obtidos para a
hidroxiprolina da pele sao os esperados para animais normais, sendo semelhantes aos obtidos
por Fournier etal. (2000) em juvenis de robalo ( Dicentrarchus labrax). O facto de os peixes
alimentados com o alimento sem suplementacao de AA apresentarem um valor normal de
hidroxiprolina na pele, apesar de mostrarem reservas baixas de AA, pode ser explicada pelos
valores iniciais elevadosde AA, os quais seriam suficientes para manter uma produ¢io normal
de colagéneo durante o periodo experimental. Salienta-se, no entanto, o facto de os grupos
stress alimentados com 10, 25 e 50 mg AA/Kg alimento apresentarem concentragdes de

hidroxiprolina inferiores aos respectivos controlos. Moreau & Dabrowski (1998) mostrou que
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apele dalampreia marinha ( Petromyzon marinus) era um dos 6rgaos com maior concentracio

em AA.Assim, uma hipotética diminui¢do, embora ligeira, doAAda pele das douradas sujeitas a

stress cronico podeser arazao dadiminuicdo doteor em hidroxiprolina encontrada.

Os teores em AAdo figado, rim cefalico e bago dos varios grupos reflectiam os niveis
suplementacdo alimentar desta vitamina. O mesmo tipo de resposta foi observado noutras
espécies como o salmao Atlantico, Salmo salar (Sandnes et al, 1992; Sandnes & Waagbag,
1991; Thompson et al, 1993), tilapia, Oreochromis spirulus, (Al-Amoudi et al, 1992),
peixe-gato, [ctalurus punctatus, (Li et al, 1993; Li et al, 1998) e truta arco-iris
(Dabrowski et al, 1996a). Os resultados obtidos no presente estudo também mostram que os
juvenis dedourada témum elevado nivel deutilizagio de AA, pois a concentracio de AA decresce
rapidamente nos drgaos estudados com a diminuicdo do seu aporte alimentar. O rim cefélico
demonstrou ser 0 6rgao com maior concentracio em AA, tanto inicialmente como no final
ensaio. No figado, a concentracdo de AA estava positivamente correlacionada com o nivel &
suplementacdo alimentar. Em truta arco-iris foram encontrados resultados semelhantes
(Dabrowski et al, 1996a). Tanto os grupos stressados como os controlos apresentavam um
declive e um coeficiente de determinacdo (R2) semelhantes , o que mostra que o stress de
hipéxia crénica ndo alterou a relacdo entre o aporte alimentar de AA e a sua concentracao no

figado.

O stress cronico de hipéxia ndo alterou significativamente o estatuto vitaminico das
douradas alimentadas com os diferentes niveis de AA. Isto pode significar que o AA nio tem
qualquer papel na adaptacdo fisiolégica da dourada a condicdes de hipéxia ambiental constantes,
ou que o aporte alimentar desta vitamina é suficiente para cobrir o aumento da sua utilizacao.
Mais ainda, o figado dos peixes stressados e alimentados sem suplementacdo de AA apresentavam,
tantoaofim de 4 comode 8 semanas de ensaio, uma maior concentracdo de AA do que o control. o
que sugere uma eventual mobilizacdo das reservas de AA de outros 6rgdos, como por exemplo a

pele. Outra explicacdo possivel é a biossintese de AA por parte das douradas em stress. Mzeland
_ : ; N o
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& Waaghe (1998) ndo encontrou actividade da enzima gulonolactona oxidase (GLO) em

tele6steos marinhos de aguas frias, mas esta determina¢do nunca foi levada a cabo em animais

sujeitos a stress.

A relacdo entre 0 AA e o stress ainda ndo é clara e os resultados encontrados pelos
diferentes autores ndo sao constantes. Alguns descrevem uma diminuicdo das reservas de AAem
resposta ao stress (Chien et al, 1999; Thomas, 1987; Thomas et al, 1982; Wedemeyer,
1969), enguantooutros ndo detectamalteracoes significativas destemesmo pardmetro (Dunier
etal., 1995; Gouillou-Coustans & Guillaume, 1993; Ishibashi et al, 1992a). Aparentemente,
a utilizacao de AApara ultrapassar as limitacdes fisiolégicas produzidas pelo stress depende
tipo de stress a que os peixes estdo sujeitos e, deste modo, do tipo de resposta fisiolégica que este
induz. Assim, parece que a quantidade de AAingerida ou as reservas corporais sao suficientes
para colmatar as necessidades no caso de exposicdo a hipdxia crénica durante 8 semanas.
Finalmente, estas conclusdes estdo de acordo com os resultados obtidos para o caso da hipoxia
intermitente (Capitulo 4), mas sdo necessarios mais estudos para clarificar o papel do AAem

condicdes de stress.
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6. RESISTENCIA DA DOURADA ALIMENTADA COM DIFERENTES
NIVEIS DE ACIDO ASCORBICO A UMA CONCENTRAGCAO SUBLETAL DE
AMONIA. EFEITO SOBRE O ESTATUTO VITAMINICO.

6.1. INTRODUCAO

A maior parte dospeixes é incapaz desintetizar AA, pelo menos em quantidade suficiente,
pelo que dependemde um aporte alimentar adequadopara suprirem as suas necessidades. Quando
o aporte alimentar nao é suficiente para cobrir os requisitos, os peixes desenvolvem um quadro
natolégico de deficiéncia designado por escorbuto. Esta vitamina varia a sua concentracio nos
diferentes 6rgaos, sendo alguns mais ricos, como € o caso do rim adrenal, do figado, dorim

cefdlico e dobaco (Agrawal & Mahajan, 1980).

OAAtemdiversas fungdes: &€ um antioxidante, temum papel na sintese do colagéneo, esta
envolvido na biossintese da carnitina, noradrenalina e outro peptidos neuroendécrinos. Também
esta envolvido nos mecanismos de desentoxicacdo das drogas e outros xenobidticos que se
processa no figado ( Zannoni etal., 1975), e na proteccio da hemoglobina contra os nitritos nos

peixes ( Scarano etal,, 1991).

Muitos autores evidenciaram a existéncia de uma relacdo entre o AA e a resposta
fisiologica dos peixes a factores de stress (Mazik et al, 1987; Scarano et al., 1991; Thomas,
1987; Thomas etal, 1982; Wedemeyer, 1969; Wise etal., 1988), atribuindo ao AAum papel
protector emrelacao a estes. Wedemeyer (1969) observou uma diminuicdo na concentracdo de
AAnorim anterior da truta arco-iris sujeita a choque térmico de + 7°C durante 15 min. ou a
15 min. deoutros factores de stress. Luzzana etal. (1995) sugeriu que 0s peixes com reservas
de AA muito reduzidas poderiam ter um controlo reduzido da sintese de esteréides,

nomeadamente do cortisol, ficando, assim, menos aptos a se adaptarem a condicdes de stress.
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Mazik et al (1987) relatou que o peixe-gato (Ictalurus punctatus) alimentado com uma

alimento sem AAera mais sensivel a hipoxia e 2 aménia.

Aamonia € a principal forma deexcregio azotadados peixes. A sua presenga na agua pode
ser um factor limitante em aquacultura, pois podeser muito téxica, levando ao desencadeamento
de mortalidades agudas ou cronicas, depressdo do crescimento e da resisténcia a doencas,
dependendo da sua concentragdo ambiente e do tempo de exposicdo (Tomasso, 1994; USEPA,
1989). Nas espécies de peixes marinhos cultivadas na Europa (robalo, dourada, rodovalho) a
concentracdo ambiente letal para 50% da populacdo exposta durante 96h (96h-LC50) varia
entre 1.7 e 2.6 mg/l de azotoamoniacal ndo-ionizado (UIA-N), equivalente a um nivel de azoto
amoniacal total (TAN) entre 40 e 59 mg/! (Person-Le Ruyet et al., 1995), enguanto os niveis
seguros para o crescimento do rodovalho sdo de 0.7 mg/l UIA-N (Person-Le Ruyet et al,
1997a). Quandoas concentracdes plasmaticas de TAN atingem 30 mg/l no robalc e 35 a 40 na

dourada e rodovalho, observam-se mortalidades agudas.

O objectivo do presente estudo é investigar a influencia do nivel alimentar de AA na
resisténcia da dourada a exposicao aguda a niveis subletais de aménia (cerca de 60% do 96h-

LCS50) e a sua possivel relagao com a desentoxicacao deste produto azotado.

6.2. MATERIAL E METODOS

Juvenis de dourada foram obtidos numa maternidade comercial (Ferme Marine de
Deouhet, Franca) e alimentados durante 5 meses com alimentos 3 base de farinha de peixe,
conforme a formulacao descrita na Tabela 2.1, com diferentes niveis de suplementacio em AA
0, 10, 25 e 50 mg/Kg alimento. Apds este pericdo foram colocados 30 peixes, com um peso
medio de 38.6+5.0 g, em cadatanque de 50 | de capacidade, num total de 12 tanques. Os peixes
foram sujeitos a um jejum de 24h antes do inicio do ensaio, para evitar a excrecao e

quantidades importantes de amoénia e, logo, alterar as condicées do ensaio. Os tanques foram

M



~ VITAMINA C E HIPOXIA INTERMITENTE

alimentados com agua do mar em sistema aberto (sem recirculagdo), com uma salinidade e
34.5%o0, e uma temperatura de 22°C. O fotoperiodo utilizado foi de 12h dia/noite. O caudal ¢
agua fornecido aos tanques foi de 2l/min. e o teor em OD foi de 90% da saturacado. O pH da agua
foi medido individualmente em cada tanque sempre que se efectuou uma recolha de dgua para a

medicdo da concentracdo do TAN ambiente.
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Fig. 6.1. Sistema experimental utilizado para a aplicacdo de stress deaménia em dourada.

A concentragao de amoénia ambiente desejada para o ensaio foi obtida pela adicdo de uma

solucdo de NH,Cl (124g/1 de agua doce) a aducdo de agua, usando uma bomba peristaltica



'+ VITAMINA C E HIPOXIA INTERMITENTE
(Ismatec®), obtendo-se uma concentracio final de 1.48 mg UIA-N/I. O TAN ambiental foi
medida 5 vezes por dia usando um método colorimétrico num sistema automatico de fluxo
continuo, conforme o descrito por Dosdat et al. (1995), por forma a controlar a sua
concentragdo nos varios tanques durante todo o ensaio. A mortalidade foi verificada

regularmente, sendoos peixes mortos removidos imediatamente dorespectivo tanque.

Antes e depois dos 4 dias de ensaio foram amostrados 12 peixes alimentados com cada um
dos diferentes alimentos, aos quais se recolheu sangue para a medicdo da glicemia e da
concentracao de TAN, bem como figado, rim e bago para se proceder a determinacio da
concentracdo de AA. Os métodos utilizados para esta determinacdes encontram-se descritos no
Capitulo 2. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente de acordo com o estipulado no

mesmo Capitulo.

6.3 RESULTADOS

ATabela 6.1 apresenta os niveis ambientais de TAN e de UIA-N, bem como a mortalidade
das douradas sujeitas a uma concentragdo subletal de amoénia, em funcio do teor em AA
alimento. Todosos grupos foram sujeitos a um nivel semelhante de TAN e UIA-N ambientais. A
mortalidade também ndo apresentou diferencas significativas entre os tratamentos, apesar de os

peixes alimentados sem AA terem uma mortalidade um poucosuperior a dosrestantes grupos.

Aglicemia e a concentracao de TAN plasmatico sdo apresentadas na Tabela 6.2. Os peixes
stressados apresentaram sempre uma maior glicemia doque os respectivos controlos, no entanto
as diferencas ndo sao significativas. No que respeita ao TAN plasmético, n3o se detectaram
diferencas significativa dentro dos controlos nem dentro dos grupos stressados. No entanto,
quando se comparou o controlo com o respectivo grupo sujeito a stress, o TAN plasmatico
aumentou significativamente de 3-6 mg/l nos controlos, para cerca de 30 mg/l nos grupos

sujeitos a stress.
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Tabela 6.1.TANe UIA-N ambientais (mg/l) e mortalidade em funcio doteor alimentar de AA

Al TAN ambiente UIA-N ambiente* Mortalidade
(mg/kg alimento) (mg/1) (mg/1) (%)
0 41.32+0.64 1.48+0.21 14.44+0.03
10 40.29+0.52 1.44+0.20 13.33+0.07
25 43.11+0.62 1.52£0.21 13.33120.05
50 41.30+0.53 1.4710.2 13-33+0.03
Mediast EP.

*Calculado usando a equacdode Johansson & Wedborg (1980).

Tabela 6.2. Glucose e TAN plasmaticos antes e ap6s a exposicdo a um nivel subletal de TAN
ambiental, durante 4 dias, em funcdo doteor alimentar em AA

AA (mg/Kg Glucose Plasmatica TAN Plasmatico
alimento) (mg/dl) (mg/1)
0 Control 64.95+5.27 e 6.1 612383 e
Stress 71.65+3.01 30.62x1.42°
10 Control 57.40+3.84 . 3.19+1.85
Stress 66.58+3.11 . 33.6843.79"
25 Control 67.77+1017  5.77+2.86%
Stress 75.45+5.68  29.44%1.63°
50 Control 75.15+7.10 . 3.40%0.70°
Stress 80.8139.92 31.01#2.91°
ANOVA* b e e

Médias = Erro Padrao (EP) na mesma coluna com expoentes diferentes sdo significativamente
diferentes (P< 0.05).

* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito
significativo da interaccao entre o teor em AA no alimento e o stress.

A Tabela 6.3 apresenta as concentracdes em AA no figado, rim cefalico e baco das
douradas. Como se pode observar, em todos os 6rgdos os grupos stressados apresentavam um
aumento da concentracao de AAem relagdo aos respectivos controlos, embora esta diferenca nao

seja sempre significativa, o que indica a existéncia de uma mobilizacdo desta vitamina nas
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condicOes de stress aplicadas. Este aumento do teor em AA s6 € significativo no caso dos peixes

alimentados com o nivel desuplementacio de 50 mg AA/Kgde alimento.

Tabela 6.3. Efeito donivel desuplementacio em AAe da exposicao a uma concentragio subletal
de amonia na concentracao de AAno figado, rim cefélico e baco (n=12; 4 dias; 22°C).

Concentracdo AA nos tecidos (¢g/q)

Nivel AAno alimento (mg AA/Kg) Flgado _ le cefallco _ Bago _

0 Control . 421+048 6. 22+0 89"‘"7' 4.55£0.68"
Stress *-;?':.-";5.;6'.4‘-?*:--3:0-53-“- Lol ? 65*@ 53% ? 49&.56*

10 Control "'__;'1-'_'1‘-2;5‘é+o o ;-;17 19+1 oz=b? _'.1.:'(_};9‘8’%&:2.."-1“:2??‘_ _
Stress 157421 943; “',"'20 23+1 zvﬂc; . 22.48%1.60°

25 Control 19 38:+1.40% 31 7743, 20  28.724531>
Stress iR 061, 91»“- . 36.09%2.76% ':;'3:]:.-9<1=x_:4:_3'.-'1‘5??‘?"._.'

50 Control 43.0642.30° 55.8387.17° 495147, 76°d=_;_'~=
Stress '_:".;_7__7 -757+5_.5gd_' 67.06£3.13  58.4846. 45{,’
ANOVA* Wyia o g s g

Médias = Erro Padrdao (EP) na mesma coluna com expoentes dlferentes sao sngmﬁcatlvamente
diferentes (P< 0.05).

* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito
significativo da interacgdo entre o teor em AA no alimento e o stress.

Os resultados da ANOVA a dois factores mostram que as diferencas encontradas nas
concentragdes de AA no figado foram devidas ao nivel de suplementacio em AA, ao stress e
amonia e a interaccdo entre estes dois factores. No caso do rim cefalico e do baco nio se
encontraram diferencas significativas na concentracdo de AA entre os controlos e os peixes
stressados alimentados com o mesmo alimento. No entanto, foram detectadas diferencas
significativas deste parametro entre os controlos e os peixes stressados e alimentados com
niveis diferente de AA.Estas diferengas sao devidas ao efeito do teor em AAna dieta e ao stress de

amonia, ndo existindo qualquer efeito dainteraccio entre os dois factores.
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5.4. DISCUSSAO

A sobrevivéncia dadourada exposta a uma concentracao ambiental deUIA-N de 1.48 mg/|
(60% do96h-LC50) nao foi melhorada pela suplementacao alimentar com AA (10 a 50 mg/kg
de alimento). Era esperada uma diferenca significativa na mortalidade entre os peixes
alimentados sem e com suplementacdo de AA, uma vez que Mazik et al. (1987) observou que o
peixe-gato (/ctalurus punctatus) alimentado com um alimento sem AA exibia valores de LC50
significativamente menores do que os grupos alimentados com dietas suplementadas com esta
vitamina. Neste estudo, a dourada alimentada com um alimento nao suplementado com AA
apresentava uma concentracao de AAnos tecidos bastante reduzida (4.21-6.22 pg/g), pelo que
ainexisténcia deuma diferenca significativa na mortalidade ndo pode ser atribuida a existéncia

dereservas corporais suficientes destavitamina.

Mais ainda, uma mortalidade superior a 14% era esperada para a concentracdo ce
amoénia ambiental utilizada nesta experiéncia. Wajsbrot et al. (1991) determinou que 0 96 h-
LC50 dos juvenis de dourada (0.4-3g) era de 1.27 mg UIA-N/l, o qual é inferior a
concentracdo utilizada neste estudo. No entanto, esta diferenca podeser atribuida a diferencas
protocolo experimental utilizado. Enquanto Wajsbrot etal (1991) utilizou um sistema estatico
para a exposicdo a amonia ambiental, no presente estudo foi utilizado um sistema de fluxo
continuo, onde a agua era continuamente renovada sem recirculacdo. Person-Le Ruyet et al
(1995) utilizou um sistema similar ao utilizado neste estudo e determinou que o 96h-LC50
para a dourada (6-136g) era, em média, 2.5 a 2.6 mg UIA-N/I, uma concentra¢do muito

superior e mais de acordo com os resultados obtidos nesta experiéncia.

OTAN plasmatico aumentou significativamente ap6s a exposicdo a concentracdo subletal
de amdnia ambiental. Os valores control do TAN variaram entre 3.2 e 6.2 mg/l, os quais estdo

dentro dointervalo devalores normais para peixes expostosa concentracdes normais de aménia
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ambiental (3.6 - 5.3 mg/l) (Asheet al., 1996; Person-Le Ruyet et al, 1995; Randall et al.,
1987; Rasmussen et al., 1998). OTAN plasmatico das douradas deste estudo, expostas a cerca de
41 mg/l de TAN ambiental durante 96h, atingiu os 30 mg/l. Person-Le Ruyet et al. (1995)
mostrou que o TAN plasmatico da dourada equivalente ao 96h-LC50 era de 35-40 mg/l. O TAN
plasmatico obtido neste trabalho nZo esta longe do valor obtido por Person-Le Ruyet et al.
(1995), oquesignifica que a concentracido de aménia ambiental utilizada é bastante stressante
e que os 50% de mortalidade seriam alcancados dentro de pouco tempo se as condicoes
experimentais fossem mantidas. Ndo foram observadas diferencas significativas no TAN
plasmatico entre os grupos de dourada alimentadas com os diferentes niveis de AA, o que sugere
que o equilibrio entre a absorcdo e a excrecdo daamdnia nio foi afectadopela suplementacdo em

AA

Como resposta a exposicdo a concentracao subletal de amonia ambiental, alguns tecidos
(figado, rim cefalico e baco) apresentaram aumentos da concentracdo em AA em relac3o ao seu
valor inicial. No casodo figado, esse aumento é devido ao efeito do factor de stress e dainteracgio
entre ostress e onivel desuplementagdo com AA (Tabela 6.3). Este tipo de resposta ao stress,
Il.e., aumento da concentracdo do AAnos drgaos, nao temsido observado com frequéncia. A maior
parte dos autores observa uma diminuicdo (Dabrowska etal, 1991; Wedemeyer, 1969) ou nio
observa qualquer alteragdo (Dunier et al, 1995; Gouillou-Coustans & Guillaume, 1993;
Ishibashi et al, 1992b) do estatuto da Vitamina C dos peixes expostos a diferentes tipos de
stress. Noutros estudos foram observados aumentos transitérios da concentracio tecidular em
AA. Apds 2h de confinacdo a um espaco reduzido, o peixe-gato mostrou uma tendéncia para
apresentar uma concentracao de AA hepatico superior ao controlos (Li et al, 1998), mas as
diferencas nao eram significativas. O peixe Mugil cephalus sujeito a exposicao de concentracdes
elevadas de cadmio, apresentava concentragdes de AA nas branquias, rim, figado e cérebro
significativamente elevadas, em relacdo ao valor inicial, apés 3 dias de exposicdo (Thomas et

al., 1982). No entanto, no final daexperiéncia (42 dias), as concentracdes de AA nos referidos
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6rgaos tinha baixado de forma significativa, em relagdo ao valor inicial. Também o peixe
Nemacheilus sinuatus apresentou concentracdes de AA hepatico significativamente aumentadas

em resposta a uma exposicdo de curta duracdo a veneno de sapo ( Magare etal., 1996).

Os aumentos da concentracdo de AAnos tecidos, observados no presente estudo, ndo podem
ser atribuidos a alteracdes ao nivel da absorcdo desta vitamina a partir do alimento, uma vez
que os peixes foram mantidos em jejum nas 24h anteriores a inicio da experiéncia e no
decorrer desta. Deste modo, os autores apontam algumas explicagcbes possiveis para os

resultados encontrados.

A primeira hip6tese prende-se com a biossintese do AA. A truta arco-iris, tal como a
dourada, é uma espécie para a qual o AAé uma vitamina, logo depende do seu aporte alimentar
para satisfazer as suas necessidades. No entanto, Hilton et al. (1979a) evidenciou a existéncia
de sintese de AA por parte da truta arco-iris, a qual ocorre a uma taxa muito reduzida. E
possivel que a dourada também possua a capacidade, embora limitada, de biossintetisar AA (o
facto de as douradas alimentadas sem suplementacdo de AAndo terem apresentado sintomas de
deficiéncia e manterem sempre um nivel baixo, mas estavel de AAnos 6rgaos estudados, suporta
esta hipétese) e que, esta capacidade seja aumentadapela exposi¢ao a factores de stress. Se bem
que esta hipotese possa explicar o aumento da concentracdao em AA nos 6érgao dos peixes
alimentados sem suplementacdao em AA, ndo parece tdo plausivel quando aplicada aos restantes
grupos. Isto porque estes Gltimos apresentam aumentos bastante grandes da concentracao em AA,

os quais revelariam uma capacidade elevada de biossintese de AA, a qual ndo éreal.

Deste modo, é formulada uma segunda hip6tese na qual é proposto um mecanismo de
mobilizacdo de AA de outros 6rgdo para o figado, rins, baco e eventualmente outros que ndo
foram estudados, ondeo AA pode ser mais necessario. A necessidade de uma maior quantidade de
AApor parte do figado é justificada pelo seu papel como 6rgdo de desintoxicacdo, e o dorim

cefalico pelo seu papel de 6rgao produtor delinfécitos. O aumento da concentracdo de AA no baco
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serd, destemodo, consequéncia directa da produgio de linfocitos com maior concentracio de AA

por parte dorim cefalico.

Outra hip6tese para explicar oaumentodautilizacio doAA, tem a ver com 0s mecanismos
de toxicidade da amoénia. O AAndo estd, aparentemente, directamente relacionado com o processo
de desintoxica¢do da amdnia, ao contrario de outros xenobidticos, que fazem uso do citocromo
P450, cuja actividade dependedoAA. A desintoxicagdo da amoénia parece conduzir ao aumento da
producao em muitos tecidos, como o cérebro e o figado, de glutamina a partir do glutamato,
numa reacg¢ao catalisada pela glutamina sintetase (Arillo et al., 1981; Mommsen et al., 1992;
Vedeletal.,, 1998). Adesintoxicacdo daamonia também podeser feita aumentando a excrecdo de
ureia (Olson & Fromm, 1971; Person-Le Ruyet, et al, 1997a; Person-Le Ruyet et al,
1997b; Walsh et al., 1990; Wright, 1993). Ambos os processos implicam o consumo de
energia, pelo que conduzem a producao de radicais livres, os quais levam ao aumento das
necessidades de antioxidantes, comoé caso do AA. Os processo de desentoxicacdo da aménia ainda
nao foram devidamente clarificados nos peixes, no entanto, foram feitos alguns estudos neste
dominio em ratos. Kosenko et al. (1997; 1998) mostraram que a injec¢do de acetatode amonia
em ratos produzia uma diminuicdo da actividade das enzimas glutationa peroxidase, superdxido
dismutase e catalase (enzimas antioxidantes) no figado e cérebro. Também observou que o
tratamento conduzia ao aumento de 100% na producdo do radical superéxido em ambos os
tecidos. Kosenko et al. (1998), demonstrou que a aménia induz a formacdo aumentada de oxido
nitrico, um radical livre que os autores propdem ser o principal responséavel pela reducio da
actividade das enzimas antioxidantes. Eiserich etal. (1997) estudouaimportancia dosoxidos de
azoto gerados pelo fumo dos cigarros na oxidacdo do AA. Os seus estudos mostraram que a
oxidacao do AAcoincide com a acumulacdo de diéxido de azoto, o produto final da autoxidacio
oxido nitrico, conduzindo a diminui¢do da concentragdo de AA. Também o aumento da producéo de
radicais livres e a diminuicao da actividade das enzimas antioxidantes, leva a que a

desintoxica¢ao nao enzimatica dos radicais livres se torne mais importante. Os antioxidantes
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ndo enzimaticos sdo, principalmente, a vitamina E, o AAe a glutationa, cujos requisitos estéo,
provavelmente, aumentados nestas condicbes. Se os mecanismos de toxicidade da amonia
descritos sdo idénticos nos peixes, 0 aumento dos requisitos de AA por exposigdo a amonia
ambiental é facilimente compreendido. E possivel que, apés a mobilizacdo do AAdos varios tecidos
da dourada, se observe uma diminuigdo da sua concentracdao nos Orgaos, como resultado da
utilizacdo aumentadadoAA, tal comoThomas etal. (1982) observou no Mugil cephalus exposto

ao cadmio.

Em conclusdo, a exposi¢do da dourada a concentragdes elevadas de amoénia ambiental
parecem aumentar a taxa de utilizagdo do AA e, consequentemente, 0s seus requisitos. No
entanto, & necessaria mais investigacao neste campo, quer para a clarificagdo dopapel do AA nos
processos de desintoxicacao da amoénia, como na determinacdo dos verdadeiros processos

desintoxicacio deste poluente nos peixes.
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7. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

7.1. DISCUSSAO GERAL

A producdo de espécies aquaticas em cativeiro é uma actividade em franca expansao e ce
importancia crescente face ao actual estadode sobrexploracdo e, em alguns casos, esgotamento
de grande parte dos principais stocks de pesca. No entanto, a aquacultura apresenta maiores
dificuldades doque a producao de animais terrestres, sendoesta dltima dominada pelo Homem ha
milhares de anos, ao contrario da primeira. O ambiente aquatico, onde se movem 0s animais,
comeca por ser a principal dificuldade deste tipo de produgdo, uma vez que as suas
caracteristicas, tao distintas das domeio terrestre, obrigam a um controlo muito mais apertado
das condi¢des de cultura. Por outro lado, a propria investigacao na area da producio aquéatica
vé-se dificultada por estas mesmas caracteristicas, oque impede a aplicacio directa dos métodos

desenvolvidos para os animais terrestres.

Para além dos problemas inerentes ao meio aquatico, a aquacultura apresenta outros
problemas. As espécies aquaticas nao estdo ainda completamente domesticadase, logo, habituadas
as condigdes de cativeiro e maneio que a sua cultura exige. Deste modo, quando estes animeis se
encontram em condigdes de cultura estdo sujeitos a indmeros factores de stress. em
consequéncia desse stress, os aguacultores sofrem, muitas vezes, pesadas perdas econémicas,
uma vez gue 0S animais ndo crescem a taxa esperada, bem como ficam mais susceptiveis a
infecgdes e outras patologias, o que provoca mortalidades aumentadas. Este problema leva a
procura demeios de protec¢do contra o stress, por forma a preservar o equilibrio interno dos
animais, evitando ou, pelo menos, diminuindo os efeitos nefasto dostress. O AA é uma substancia
que parece ter alguma ac¢ao de prevencao dos efeitos nefastos do stress nos peixes. Dai o

interesse de estudar e determinar as reais potencialidades da utilizacdo desta vitamina como

105



"0 % VITAMINA G E‘HIPOXIA INTERMITENTE
meio de prevenir ostress, ja queasua ministragao é simples (suplementacio do alimento) e o

seu preco relativamente acessivel.

O presente trabalho teve por objectivo clarificar um pouco mais o papel do AA na
proteccdo doorganismo dos peixes (neste caso especifico, da dourada) quandoexpostos a factores
de stress. A bibliografia sobre esta drea especifica apresenta resultados muito contraditérios,

ndo permitindo saber exactamente se 0 AAtem ou nao um papel protector em relagio aostress.
7.1.1. CRESCIMENTO E REQUISITOS DE ACIDO ASCORBICO

Quando as espécies de peixes para as quais o AA é uma vitamina, n3o obtém a
concentracdo de AA necessdria para a manutencdo do metabolismo, desenvolve-se um quadro
clinico dedeficiéncia, o escorbuto. Um dosprimeiros sintomas de deficiéncia de AA nos peixes é
a diminuicdo do apetite e do crescimento, seguindo-se o aparecimento de outros sintomas e
sinais tais como deformidades osseas, principalmente lordoses e escolioses, hemorragias e
exoftalmia. No presente estudo o crescimento da dourada e a observacgio do aparecimento dos

sintomas de deficiéncia foram estudados.

Para a experiéncia de exposicdo a amonia (capitulo 6) eram requeridos peixes e
tamanho médio e alimentados durante um longo periodo com os alimentos experimentais para
estabilizar as concentracdes de AA nos varios 6rgdo e para permitir a adaptacdo do seu
metabolismo a disponibilidade da vitamina. Deste modo, douradas de aproximadamente 1.8g
foram alimentadas até atingirem as 35-40g, o que levou aproximadamente 5 meses. Durante
este periodo, Os resultados mostram que as douradas alimentadas sem suplementacio de
AA ndao apresentaram diferencas no crescimento em compara¢io com as douradas
alimentadas com suplementacdo desta vitamina, e nio desenvolveram escorbuto
mesmo apés 5 meses de crescimento. A maior parte da bibliografia mostra que os
sintomas de deficiéncia em AA aparecem algumas semanas ap6s a remocdo desta vitamina da
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alimentacao dospeixes. Alexis et al. (1997) observaram os primeiros sintomas de deficiéncia
em AA em dourada alimentada sem suplementacdo de AAao fim de 20 de experiéncia. O peixe-
gato (Ictalurus punctatus) desenvolveu escorbuto ao fim de 14 semanas de alimentacido sem
suplementacao de AA (Lovell, 1984). Gatlin Ill etal. (1986), na mesma espécie, observou o
aparecimento de escorbuto aofim de 13 de alimentacdo sem AA. Apés 14 semanas de falta de AA
no alimento o peixe-papagaio japonés ( Oplegnathus fasciatus) apresentava diminuicao da taxa
de crescimento Ishibashi et al. (1992b). Na truta arco-iris com 0.6g o aparecimento
escorbuto deu-se ao fim de 20 semanas de alimentacdo deficiente em AA, no entanto, em trutas
mais pequenas (0.15g) o escorbuto apareceu ao fim de 14 semanas lkeda (1992). Este Gltimo
autor, no mesmo trabalho, mostrou que a truta arco-iris com o peso inicial de 11.0 g nio
desenvolvia escorbuto mesmo apéds 40 semanas (aproximadamente 10 meses) de alimentacéo
sem suplementacao de AA. O factode as douradas utilizadas na experiéncia descrita no capitulo 6
terem um peso inicial de 1.8 g pode ser a justificacdo da auséncia de sintomas de escorbuto
durante o periodo de crescimento. E possivel que, se o crescimento tivesse sido prolongado

durante mais algumas semanas, os sintomas de deficiéncia se tivessem desenvolvido.

A contradizer os resultados anteriores estdo os resultados descritos no capitulo 4 (stress
de hipoxia intermitente). Nesta experiéncia as douradas alimentadas com o alimento sem
suplementacdo de AAapresentaram sintomas de escorbuto ao fim ¢e 13 semanas de crescimento.
No entanto, nesta experiéncia as douradas tiveram uma infeccdo parasitaria, a qual
pode ter sido a responsavel pelo aparecimento precoce dos sintomas de
deficiéncia em AA, tal como foi hipotetizado na discussdo desse capitulo. Os resultados
sugerem, deste modo, que a resposta imunitaria a presenca de parasitas fez uso das reservas e

AA, aumentando os requisitos destavitamina.

Os resultados encontrados neste estudoe na bibliografia mostram que, ha dificuldades no
estabelecimento de um periodo de tempo exacto para o desenvolvimento do escorbuto, quando os

peixes sao alimentados sem esta vitamina, no que se refere a mesma espécie. Na auséncia e
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factores de stress (ambientais, de poluicdo, de infecgio, etc.) a justificacdo para este facto

torna-se complicada.

Oprimeiro factor, que podeser responsavel por estasdiferencas, é o tamanho inicial dos
peixes submetidos a deficiéncia alimentar em AA. Os estudos de lkeda (1992) e de Sato et al.
(1978), efectuadosem truta arco-iris, apontam para existéncia de uma maior necessidade de
AApor parte dospeixes mais pequenosem relacdo aos maiores, ja que os tempo necessario para
desenvolverem os sintomas de deficiéncia aumentaram com o aumento do tamanho inicial dos
peixes. Também em dourada parece existir a mesma relacio ja que, em douradas mais pequenas
(0.5 g) doque as utilizadas em qualquer das experiéncias desteestudo(1.5 gfoi o peso das mais
pequenas), o escorbuto apareceu ao fim de 1 més de alimentacio deficiente em AA (Alexis et al.,

1997).

Para além dotamanho dos peixes, o alimento fornecido nas diferentes experiéncias pode
também ter influenciado os resultados. Mesmo para a mesma espécie, diferentes autores
utilizam diferentes alimentos nas suas experiéncias, podendo estes conter diferentes
concentragoes basais de AA.Isto é verdade para os alimentos composto e para os purificados em
que ndo ha o cuidado de utilizar caseina sem AA. A existéncia de AA derivado s ingredientes
constituintes do alimento pode ser o responsavel pela disparidade nos resultados
desenvolvimento da deficiéncia em AA e da determinacao do nivel pratico de suplementacdo dos
alimentos em AA.No presente estudo nao foi possivel quantificar a concentracio real de AAnos
alimentos dado que o método nao esta adaptado para a quantificacdo da forma poli-fosfatada

utilizada.

A determinacao donivel desuplementacdo em AApara o crescimento maximo da dourada
foi também um dos objectivos do estudo. Para tal, foram utilizadas concentracées de AA
progressivamente mais baixas, até ao minimo de 10mg AA eq./kg alimento. Os resultados

mostraram que 10 mg AA/kg alimento sdo suficientes para o crescimento maximo
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da dourada, o principal indicador na determinacao dos requisitos vitaminicos. Cho & Cowey
(1993) também estimaram ser a concentracdo de 10 mg AA/kg alimento suficiente para o
crescimento maximo da truta arco-iris. No robalo, Dicentrarchus labrax, Fournier et al.
(2000) mostraram que a suplementagdo do alimento com apenas 5 mg AA/kg era suficiente
para o crescimento maximo. A continuacdo de estudos de crescimento na dourada poderia
conduzir a obtencaode resultados semelhantes ao doestudoefectuado no robalo. Em qualquer das
espécies mencionadas, bem como em quaisquer outras, € possivel que os requisitos para o
crescimento maximo sejam ainda mais pequenos do que os até agora encontrados. No entanto,
estes estudos levantam algumas questdes: Serd que 0s peixes sdo capazes de manter o
crescimento maximo por tempo indeterminado com concentracdes de AA tdo baixas, ou acabario
por desenvolver sintomas de deficiéncia? Sera que, quando na presenca de factores de stress
(como é o casodas condicdes de cultura comercial), esta concentrac¢io continua a ser suficiente
para satisfazer as necessidades dos peixes ou sera preciso fornecer uma concentracao de AAmais
elevada? Relativamente a Gltima questao a experiéncia descrita no capitulo 4 fornece algumas
pistas para a resposta. O facto de a infecgio parasitaria ter feito aparecer os sintomas de
deficiéncia em AA mais cedodo que o previsto nos animais sem suplementacao desta vitamina,
indicam a possibilidade de este tipo de stress aumentar os requisitos de AA. Nesta situacdo, os
individuos alimentados com suplementagdes tdo baixas de AA podem acabar, também, por

desenvolver sintomas de deficiéncia ou, pelo menos, reduzir asua taxa decrescimento.

Outro factor que podeinfluenciar estesresultados é a possibilidade de existir biossintese
de AA, embora muito limitada, mas que seja suficiente para manter uma concentracio corporal
minima. Hilton etal. (1979b) mostrou que a truta arco-iris sintetiza AA, embora a uma taxa
muito reduzida. A possibilidade de existéncia de alguma biossintese de AA, por parte da espécies
dependentesdoseu fornecimento alimentar, pode ser o motivo (ou mais um motivo) pelo qual,
mesmo alimentados com alimentos sem suplementacao de AA, os peixes demoram tanto tempo a

desenvolver os sintomas de deficiéncia. A Tabela 6.3 mostra que, depois de 5 meses de
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auséncia de suplementacdo com AA, as douradas ainda apresentavam
concentracdes mensuraveis de AA nos orgaos (4 a 6 pg/g). A possibilidade de as
douradas terem obtido esse nivel minimo de AA a partir do alimento parece ser pouco provéavel.
Dadoque o alimento foi produzido algumas semanas antes do inicio da experiéncia e que o AAna
sua forma desprotegida (4cido L-ascorbico) é extremamente labil, n3o é provavel que este

contivesse durante muito tempo a concentracao residual inicial de AA
7.1.2. ACIDO ASCORBICO E STRESS

A bibliografia existente sobre o papel protector do AA em relagcdo ao stress apresenta
resultados contradit6rios, oqueimpede tirar conclusoes fiaveis sobre este assunto. Realmente,
os resultados dos varios autores néo permitem dizer que o AA protege o organismos dos peixes
quando estes sdo sujeitos ao stress em geral. No entanto, a mesma bibliografia parece indicar

que existe realmente um papel protector doAAno casodealguns factores de stress.

O tipo de stress cujas consequéncias fisiologicas parecem, mais consistentemente, ser
minimizadas pelo AAé o stress de poluicao. Agrawal etal. (1978) demonstrou que o AA protegia
o peixe channa punctatus contra a aldrina (pesticida organoclorado). Os peixes alimentados com
0.25% de aldrina apresentaram uma mortalidade de 25% em 30 dias quando a sua dieta era
suplementada com 1250 mg AA/kg alimento. A adicio de mais 5000 mg AA/kg alimento fez
diminuir 10 vezes a mortalidade. A exposi¢ao cronica ao toxafeno (insecticida) aumentou os
requisitos de AA do peixe-gato e conduziu ao aparecimento de sintomas de deficiéncia devido 2
diminuicdo dasreservas hepaticas de AA(Mayer etal., 1978). Ja a truta arco-iris nio sofreu
alteracdes significativas na concentracio de AA no rim cefélico e no figado devida 3 injeccio
intraperitoneal de um outro insecticida, o lindano (Dunier et al, 1995). No que respeita a
exposicao dos peixes a concentracdes elevadas de nitritos (a sua toxicidade esta relacionada com
a sua capacidade de oxidac¢do da hemoglobina em metahemoglobina, a qual ndo pode transportar

oxigénio) tanto Scarano et al. (1991), em robalo, como Wise et al. (1988), em peixe-gato,
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demonstraram que a concentracdo da metahemoglobina era reduzida conforme aumentava a
concentragdo de AAno alimento. Os efeitos da exposicdo aguda e cronica ao cadmio no estatuto
AA e na acumulacao do cadmio nos tecidos do mugem ( Mugil cephalus) foram estudados por
Thomas et al. (1982). A concentracdo de AA do figado e branquias diminuiu, aumentando
massivamente a concentracao de cadmio nesses mesmos érgaos, enguantono rim e no cérebro as
concentragdes de AA foram menos afectadas. Em truta arco-iris Yamamoto & Inoue (1985)
demonstraram que o tempo de sobrevivéncia dos peixes alimentados com um alimento contendo
6000 mg AA/kg aumentava significativamente comparado com os peixes alimentados com um
alimento sem suplementacdo de AA e expostos a 0.14 ppm de cadmio na dgua. Thomas (1987)
relatou que a exposicao a exposicao a fraccdes hidrossoliveis de petroleo, ou de combustiveis
dele derivados, causou uma diminuicdo do teor em AA no cérebro, branquias, rim e figado
mugem. As concentracdes de AAdo figado estavam significativamente reduzidas apés apenas uma
semana de exposi¢ao, mas voltaram aovalor normal ao fim de 20 dias. O efeito do AA alimentar
no metabolismo e excrecdo doCobre alimentar e contido na agua, foi revisto por Hilton (1989).
De acordo com este autor, 0 AAparece ndo afectar a absor¢do, excrecao e o metabolismo geral
cobre na truta arco-iris. Estes resultados estdo em contradicdo com os obtidos com a exposicio
dacarpa a cobre contido na agua (0.05 ppm), ondefoi demonstrado que o AA alimentar diminuia

a toxicidade e a retencdo docobre nos tecidos ( lkeda, 1992).

O facto de o AA possuir a capacidade de proteger os peixes do stress de poluicio,
diminuindo a sua absorcdo e/ou diminuindo os seus efeitos fisiolégicos nefastos, pode ser
facilmente explicado. De facto, conforme foi mencionado no capitulo 1, o AA tem um papel
importante no metabolismo das drogas e xenobidticos, pois o AAprevine a perda de actividade
citocromo P 450, 0 qual € necessario para a “destruicdo” destas substancias, as quais perdem o
seu efeito nefasto sobre o organismo. No caso especifico dosnitritos, acaracteristica chave do AA

é o seu poder antioxidante, o qual previne a formacao da metahemoglobina.
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No que respeita ao stress de exposicdo a agentes infecciosos 0s resultados sio muito
dificeis deinterpretar. Apesar doAAser essencial para o funcionamento do sistema imune, ndo
esta definitivamente provado que o aumento do nivel de suplementacdo alimentar de AA tras um
aumento da resisténcia dos peixes a agentes infecciosos. Os resultados descritos no capitulo 4
mostram que apenas a auséncia de suplementacdo alimentar de AA produziu um
aumento da susceptibilidade da dourada ao parasita Diplectanum aequans, nio se
observando diferencas na mortalidade entre os grupos alimentados com 50 ou 100 mg AA/kg
alimento. No capitulo 1 estao descritos os resultados encontrados pela autora na bibliografia.
Estes mostram que, um aumento da resisténcia a um determinado agente infeccioso s6 é
observavel quandoo alimento é suplementado com doses de AA mais elevadas do que as utilizadas
na experiéncia descrita no capitulo 4. E possivel que, se tivessem sido utilizadas concentracoes
de 500 a 2000 mg AA/kg alimento, pudessem ser observadas diferengas na mortalidade, o que
indicaria uma accao protectora do AA quando utilizado em mega-doses. A melhor justificacao
para as diferencas encontradas na bibliografia foi hipotetizada por Li etal (1993) e encontra-
se descrita no capitulo 1. Essa hipotese leva a considerar que, neste tipo de estudos, é necessario
ter cuidado com a origem dos peixes, com a monitorizacio da presenca de agentes infecciosos
antes e durante as experiéncias, com os métodos de infeccio, com a viruléncia das estirpes
utilizadas e com o design das experiéncias, entre outros. Neste caso, a definicio de um design
experimental e condicoes standard talvez fosse o caminho a seguir para permitir a clarificacio

dopapel do AAna resisténcia a doencas.

Finalmente, ostress ambiental, onde se integram os factores de stress utilizados para o
presente estudo (hipoxia e aménia), é o grupo onde os resultados sdo mais dispares. No caso
destetipo destress, o envolvimento do AA na sua resisténcia ¢ avaliado principalmente de duas
maneiras: através daobservacao deindicadores como a mortalidade, crescimento, aparecimento
de sintomas de deficiéncia, alteracoes no padrdo de secrecio dos corticosteroides e quantificacio

de alteracoes fisiologicas especificas provocadas por factor destress; através da observacio dos
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efeitos dos factores de stress sobre as reserva corporais de AA. Muitas vezes sdo utilizados

ambos tipos de avaliacao.

Um dos factores de stress onde os resultados sdo mais consistentes, demonstrando uma
accaopositiva doAAsobre 0s peixes a ele sujeitos, é o aumentodatemperatura daagua. O peixe-
espinho, Terapon jarbua, cultivado a 36°C (Temperatura Optima = 28°C) desenvolveu
deformidades quando alimentado com uma dieta sem suplementacao de AA. A mortalidade desta
mesma espécie aumentou com o aumento da temperatura da agua, mas diminuiu como aumentoda
suplementacdo alimentar de AA (Chien et al, 1999). Wedemeyer (1969) observou uma
diminuicdo marcada da concentracdo de AAnorim anterior dosalméo coho exposto a um choque
térmico de mais 7°C. Também Parihar observou uma diminuicdo do teor em AA no figado
(Parihar etal., 1996), nas branquias e bexiga natatéria (Parihar etal, 1995) do peixe-gato
de agua-doce ( Heteropneustes fossilis) com o aumento da temperatura de cultura. O aumento da
temperatura de cultura da truta arco-iris de 16 para 20°C produziu uma diminuicdo
significativa da concentracdo de AA no figado e um aumento da incidéncia de deformidades nos
peixes alimentados sem suplementacao de AA. J4 Thomas (1984) ndo observou alteragbes no

teor em AAdo figado do mugem, mas evidenciou uma diminui¢do deste parametro no cérebro.

Exceptuando o titimo trabalho citado, todos os outros apontam para um envolvimento
AAna proteccdo contra ostress térmico. Este envolvimento é facilmente explicavel através dos
resultados de Parhiar. Nos seus estudos, este autor verificou que o aumento da temperatura
produziu um aumento da peroxidacao lipidica e dostress oxidativo no figado, branquias e bexiga
natatéria do peixe-gato de agua-doce, bem como da actividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase e glutationa peroxidase(Parihar & Dubey, 1995; Parihar etal, 1996;
Parihar et al, 1997). Dado que o AA é um importante antioxidante, o declinio da sua
concentragao nos 0rgaos, bem com a proteccdo contra a mortalidade dos peixes sujeitos a stress

térmico é facilmente compreendido.
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Outro tipo de stress estudado, pela sua relacdo com o maneio em aquacultura, é a
manipulacdo dos peixes. Neste grupo inclui-se a captura com consequente exposicdo ao ar,
confinamento, transporte e elevada densidadede cultura dos peixes. O transporte de truta arco-
iris durante 3h ndo produziu alteragdes significativas na concentracio de AA do figado, rim e
intestino ( Dabrowski & Ciereszko, 1993). O mugem sujeito ao stress de maneio (captura,
confinamento e exposi¢do aoar) diminuiu a concentracdo de AAno rim e branquias, mas nao no
figado e cérebro (Thomas, 1984). A captura e exposicio ao ar da dourada nao produziu
alteragbes significativas do estatuto de AA no figado, rim, musculo e plasma (Henrique et al,
1996). Sandnes & Waagbo (1991) também nido observaram alteracoes significativas no teor
de AAdorim cefalico do salmio Atlantico apds o esvaziamento sucessivo do tanque de cultura.
Mesmo quandoeste tltimo tipo destress foi aplicado de forma intermitente ao longo de 50 dias,
nado produziu alteracoes significativas donivel deAAno figado e plasma do rodovalho ( Gouillou-
Coustans & Guillaume, 1993). O stress provocado pelo confinamento também nio produziu
alteracdes significativas do estatuto de AA do peixe-gato (Li et al, 1998) nem do salmio
Atlantico (Thompson et al., 1993). J4 o aumento da densidade de stockagem, através da
diminuicao da altura da coluna de agua provocou a diminuicdo significativa do nivel de AA no
figado, rim e baco da dourada (Henrique et al, 1996) e no rim do salmio coho (Wedemeyer,

1869).

Este ultimo grupo de factores de stress apresenta resultados heterogéneos. Embora
alguns factores mostrem sistematicamente um efeito ou auséncia de efeito de protecgdo ou de
aumento dos requisitos do AA, outros mostram resultados opostos em estudos diferentes. A
primeira questao que se coloca é se as vérias espécies diminuem a o nivel de AA em 6rgaos
diferentes quandoexpostas ao mesmo factor destress. A segunda questdo é se diferentes factores
de stress conduzema diminuicdo daconcentracdo de AAem drgados diferentes. No caso de resposta

afirmativa a ambas as questodes talvez sejam de considerar nio as alteractes no teor de AA ce
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orgdos individuais mas, antes, do corpo todo. Ou, alternativamente, investigar que 6rgao é

afectadopor um determinado factor de stress em cada espécie.

Odltimo grupo de factores de stress é o stress ambiental ou fisico-quimico. Neste grupo
incluem-se as alteracdes de salinidade, da concentracdo de OD, da concentracdo de amonia, a
turbidez, entre outros. Também neste tipo de stress o0s resultados bibliograficos nio sao
conclusivos. A exposicdo da dourada a uma salinidade de 20%o ou 12%0 durante 24h ndo alterou
significativamente o teor em AA do figado, rim, baco, misculo e plasma (Henrique et al.,
1996). Ja Thomas, 1984 observou alteracdes em diversos 6rgaos do mugem exposto a uma
salinidade de 5%o durante 2 semanas. Durante o periodo de exposicdo ao stress, observou-se
uma descida significativa donivel de AAno figadoao fim de 1 dia de stress, voltando no dia 7 a
valor inicial e mantendo-se nessa concentracdo até ao final da experiéncia. O teor de AA das
branquias aumentou significativamente ao fim de 12h de stress e ndo se alterou mais até a
final. Contrariamente, norim aconcentracao de AA decresceu significativamente nas primeiras
12 h de exposi¢cao e manteve-se estavel até aofinal daexperiéncia. Finalmente, observou-se um
aumento significativo do AA no cérebro no 2° dia de exposicio ao stress, mas no final da

experiéncia a sua concentracao de AAatingiu ovalor inicial.

Seguidamenteirdo ser apresentados e discutidos os resultados bibliograficos referentes
ao stress de hipoxia, os quais vao ser comparados com os resultados obtidos em 3 das
experiéncias que constituem este trabalho. O peixe-gato alimentado com um alimento sem
suplementacdo de AA morreu a niveis de oxigénio residual significativamente mais elevados
que os peixes alimentados com um nivel médio (78 mg/kg) ou elevado (390 mg/kg) de AA
(Mazik etal, 1987). Ishibashi et al (1992a) verificou que o tempo necessario para a morte
de 50% (LTD50) dos peixes-papagaio Japoneses a uma concentracio de OD de 0.8 ml/I
aumentava proporcionalmente aonivel de AAno alimento, e que o tempo necessario para ocorrer
a morte do primeiro peixe-papagaio pintalgado ( Oplegnathus punctatus) a um OD de 0.8 ml/|

aumentava com a suplementacdo de AA. O peixe-papagaio Japonés sujeito a stress de hipoxia
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intermitente e alimentado sem AA exibiu mais cedo os sintomas de deficiéncia, cresceram
significativamente menos e tiveram uma maior mortalidade que o seu controlo (lIshibashi et al,
1992b). Mesmo quandoalimentado com 750 mg AA/ kg alimento o crescimento e a mortalidade
foram negativamente afectados pelo stress. Apenas com uma suplementacao de 3000 mg AA/kg

alimento este parametros nao foram quase afectados.

No presente trabalho, a dourada foi submetida a stress de hipdxia aguda (OD = 1.2 mg/I,
24h), intermitente (OD = 25%, 1 X/semana) e cronica (OD = 55%, c'*). Em nenhuma das
experiéncias de stress de hip6xia se verificaram efeitos negativos do stress,
quer no que respeita a mortalidade, crescimento ou ao teor em AA nos 6rgaos. A
comparar com os resultados dos estudos supracitados, varias hipoteses podem ser formuladas
para justificar o facto de ndo ter sido evidenciado um papel protector do AA neste trabalho. A
primeira é que os niveis de suplementacio em AA nio foram suficientemente elevados para ser
observada a sua acgdo na resisténcia ao stress. No entanto, esta hipdtese nao parece ser a
correcta ja que, se o nivel de suplementacdo fosse superior, verificar-se-ia a saturaco dos
tecidos e ndo seria observavel uma eventual diminuicio doseu teor em AA. Alias, ao comparar o
teor em AA do figado dos peixes-papagaio Japonés e pintalgado (Ishibashi et al, 1992a:
Ishibashi et al, 1992b) alimentados com mega-doses de AA (30-3000 mg/kg alimento),
verificou-se que esteseram damesma ordem de valor doda dourada alimentada com 10-200 mg
AA/ kg alimento (capitulos 3, 4 e 5). A segunda hiptese é a de que os niveis de OD aplicados
para o stress ndo foram suficientemente stressantes. Mais uma vez, esta hipdtese é refutada
pela observacao da alteracdo de comportamento (hipoxia aguda e crénica), inducio de alguma
mortalidade (hipoxia intermitente) e diminuicdo do nivel de saciedade (hipdxia crénica) das
douradas sujeitas ao stress, em comparagio com os seus controlos. Finalmente, hipotetizou-se
que a dourada pode ser uma espécie mais resistente ao stress de hipéxia do que as utilizadas
pelos outros autores. Para a confirmacgio destahip6tese seria necessario efectuar estes mesmos

procedimentos experimentais a outras espécies.
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A (ltima experiéncia deste trabalho (capitulo 6) debrucou-se sobre o papel do AA na
proteccao da dourada em relagao a concentragdes elevadas de aménia na agua. No que respeita a
este tema, apenas uma referencia foi encontrada, a dual mostra que o peixe-gato alimentado sem
suplementacao de AAe exposto a niveis elevados de aménia, exibiu valores deLC50 (24, 48, 72
€ 96h) doque alimentado com AA(Mazik etal, 1987). No entanto, o nivel de suplementacido em
AAndo interferiu nos valores de LC50. No presente trabalho também foi evidenciado um
papel do AA na intoxicagcdao com amonia. De facto, apesar de auséncia de AA no alimento
ndo ter resultado num aumento da mortalidade durante a exposicdo a concentracio subletal de
amoénia, foi observado um aumento, por vezes significativo, da concentracio de
AA no rim cefalico, figado e baco, o qual foi devido a influéncia do stress. O
significado deste aumento doteor em AAnos 6rgdos da dourada foi ja discutido no capitulo 6, pelo
que ndo sera aqui repetido. No entanto, o que merece ser salientado é o quéo inesperados foram
estes resultados, ja que a bibliografia descreve, geralmente, uma diminuicdo dos niveis de AA
nos 6rgaos em consequéncia da exposicdo ao stress. E possivel que este aumento fosse apenas
transitorio e que, se a experiéncia fosse prolongada ou se o teor em AA nos orgaos fosse
monitorizado durante mais algum tempo depois do fim do stress, se verificasse uma diminuicio
do nivel de AA. Alternativamente, poderia ser medido o teor em AA total no peixe, 0 que

permitiria verificar se houve um consumo de AA devido ao stress.

Ha ainda muito trabalho a fazer nesta drea para clarificar o real papel do AA na
resisténcia ao stress. Para ja fica a ideia de que o AA ndo aumenta a resisténcia dos peixes a
qualquer tipo de stress, tendo, no entanto, esta accdo no caso de stress devido a accido de
poluentes e outros xenobidticos, bem com em casos em que o0 stress provoque um aumento dos
radicais livres, comoé o casodostress de hipertermia. Também parece evidente que a auséncia
de AA na alimentacao diminui a resisténcia a determinados stress, como é o caso de agentes
infecciosos, e que uma suplementa¢do, mesmo com uma quantidade minima, de AA é suficiente

para normalizar essa resisténcia. Neste momento coloca-se a questio do beneficio
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fornecimento de mega-doses de AA aos peixes no intuito de aumentar a resisténcia ao stress.
que foi analisado na bibliografia, as mega-doses poderdo ter este efeito apenas no que respeita a
stress por agentesinfecciosos, ja que alguns autores demonstraram um aumento da actividade
sistema imune (ver capitulo 7). No entanto, os resultados ainda sdo pouco claros e mais

investigacao deve ser efectuada.

Do que aqui foi dito fica a ideia da necessidade de estudos mais aprofundados nesta area,

pois o papel doAAna resisténcia aostress é um tema que ainda est4 longe de estar esclarecido.

7.2. CONCLUSOES

¥ Odesenvolvimento de sintomas de deficiéncia em AAna douradacomum peso> 1.5 g e
alimentadas comum alimento composto sem suplementacdo de AA, parece dar-se apenas ao fim

de um periodo muito longo (varios meses).

¥ A presenca de agentes infecciosos parece precipitar o aparecimento dos sintomas ¢

deficiéncia em AAnas douradas privadas destavitamina.

v Adourada alimentada sem suplementacao de AAparece ser mais susceptivel ao parasita

Diplectanum aequans, o qual provoca mortalidades aumentadas.

¥ Mesmo apos um periodo de 5 meses de alimentacdo sem suplementacgio de AA, as

douradas detémum nivel mensuravel de AAnos tecidos (4-6 pg/g).

¥ Orequisito de AAdadourada para o ¢ rescimento maximo e impedir o desenvolvimento

de escorbuto € de 10 mg AA/kg alimento.

¥ O stress de hipéxia aguda, intermitente ou cronica nao parece alterar

significativamente a concentracao de AAno figado, rim e bacodadourada.
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¥ Oestatutode AAda dourada parece nado ter influéncia na resisténcia desta ao stress e

hipdxia, seja este agudo, intermitente ou crénico.

¥ O stress devido a exposicdo da dourada a um nivel subletal de amonia conduz a

aumento da concentracdo de AA no figado, rim e bago, pelo que esta vitamina parece estar
envolvida na desintoxicacdo da aménia. Este aumento parece ser devido a3 mobilizacdo desta
vitamina a partir deoutros 6rgdos ondeesta é, aparentemente, menos necessaria nesta situacio

extrema.

¥ Orim € o 6rgdo, de entre os estudados, que apresenta a maior concentracio de AA, na
dourada. O baco é 0 6rgdo mais sujeito a flutuagdes da concentracao de AA, as quais se explicam

pela existéncia de fenémenos de sequestro e libertagdo de leucécitos por parte deste 6rgao.

¥ Nao parece que 0 AA tenha um papel importante na resisténcia a todos os tipos de

stress.

v Ofactodeo AAter um papel na resisténcia a um determinado factor de stress, parece
depender de esse factor provocar alteragdes metabolicas que exijam um maior envolvimento

destavitamina.
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Anexo | Principais sinais e sintomas de deficiéncia em &cido ascérbico em algumas espécies
de peixes (NRC, 1993).

Salmonideos

Peixe-gato

Enguia
Japonesa

Carpa
comum

Seriola

Red
Seabream

Letargia

Exofetalmia
hemorragica

Hemorragia
intramuscular

Filamentos
branquiais
distorcidos

Lordose
Escoliose
Ascite

Anemia

Hemorragias
externas e
internas

Erosao das
barbatanas

Colagéneo
6sseo reduzido

Lordose
Escoliose

Hemorragias
nas barbatanas
e pele

Erosdo da
mandibula

Diminuicdo do
crescimento

Hemorragias
na pele

Melanose
Lordose
Escoliose
Anemia

Mortalidade
rapida e
elevada

Diminuicdo do
crescimento

137




Anexo | | Requisitos vitaminicos de 5 espécies de peixes (NRC, 1993).

. ANEXOS

Vitamina Peixe-gato Truta arco- Salmido do Carpa Tilapia
(mg/kg) iris Pacifico comum

A(lU/kg) 1000-2000 2500 2500 4000 NT
D (IU/kg) 500 2400 NT NT NT
E (IU/kg) 50 50 50 100 50
K NT NT
Riboflavina 7 7 6
Acido 15 20 20 30 10
Pantoténico

Niacina 14 10 R 28 NT
B12 R 0.01E R NR NR
Colina 400 1000 800 500 NT
Biotina R 0.15 R 1 NT
Folato 1.8 1 2 NR NT
Tiamina 1 1 0.5 NT
B6 3 3 6 NT
Mioinositol NR 3200 300 440 NT
(mg/kg)

Acido 25-50 50 50 R 50
Ascorbico

R- Requerido da dieta mas nio quantificado.

NR- Sem requisito alimentar demonstrado em condicdes experimentais.
NT- Néo testado.

E- Estimado.
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Anexo | | | Actividade daenzima GLOem diversas espécies de peixes.

- . ANEXOS

Actividade GLO

Ordem Espécie (ng/mg Orgio Referéncia
proteina)
Petromyzontiformes | Petromyzon marinus 126-159 Rim Moreau et al., 1998
Lampetra japonica 0.88 Rim Touhata et af., 1995
Lamniformes Mustelus manazo 3.35 Rim Touhata, et al., 1995
Squalus acanthias 513 Rim Mzeland et al., 1998
N.D. Figado
Rajiformes Dasyatis akajei 1.02 Rim Touhata, et al., 1995
Lepidosireniformes | Protopterus aethiopicus 2.73 Rim Touhata, et al.,, 1995
Lepisosteiformes Lepisosteus oculatus N.D. Rim Touhata, et al., 1995
Polypteriformes Polypterus senegalus N.D. Rim Touhata, et al.,, 1995
Lophiiformes Lophiomus setigerus N.D. Rim Touhata, et al., 1995
Pleuronectiformes Parachlithys olivaceus N.D. Rim Touhata, et al.,, 1995
Carassius auratus 45.1 Rim Thomas et al., 1985
1.9 Figado
Tilapia aurea 4.1 Rim Thomas, et al.,, 1985
Mugil cephalus 1.9 Rim Thomas, et al., 1985
2.0 Figado
Fundulus grandis 6.2 Figado | Thomas, et al., 1985
Anguilla anguilfa N.D. Rim Mzland &  Waagbe,
N.D. Figado | 1998
Clupea harengus N.D. Rim Mzland &  Waagbe,
N.D. Figado | 1998
Salmo salar N.D. Rim Mzland &  Waagbe,
N.D. Figado | 1998
Gadus morhua N.D. Rim Maland &  Waagbe,
N.D. Figado | 1998
Scomber scombrus N.D. Rim Meeland & Waagba,
N.D. Figado | 1998
Hippoglossus hippoglossus N.D. Rim Meland &  Waagbe,
N.D. Figado | 1998
Scophthalmus maximus N.D. Rim Mzland & Waagbe,
N.D. Figado | 1998
Cyprinus carpio 12 Rim Yamamoto et al., 1978
54 Figado | Soliman et al., 1985
21.0 Rim
59.2 Figado
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Acipenceriformes

Ctenopharyngodon idellus

Oncorhynchus mykiss

Salmo trutta

Salvelinus fontinalis

Oreochromis niloticus

 Oreochromis mossambicus

Oreochromis spilurus

Oreochromis aureus

Oreochromis macrochir

O. niloticus X

0. mossambicus

Tilapia zillii

Tilapia buttikoferi

Sarotherodon galifaeus

Acipenser baeri

Acipenser ruthenus

Ietalurus frucatus

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
58.9
N.D.
46.8
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
10-69
11.4

N.D.
N.D.

Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim
Figado
Rim

Rim

Rim

Figado

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al.,, 1985

Soliman, et al., 1985

Soliman, et al., 1985

Moreau et al., 1996

Mzland &  Waagbe,
1998
Wilson, 1973

N.D. ndo detectavel.
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Anexo V | Métodode dosagemdo acido ascorbico pelo métodode Bourgeois etal.(1989)

REAGENTES

-Acido Metafosférico a 5%

-Solucdo de lodo 0.005 M

-Tiossulfato de Sédio 0.01 M

-Tampdo A

-Tampao B

-Tampao C

-Solucdo de 4,5-dietil-1,2-fenileno Diamina (DMPD) a 0.1%

-Alcool isoamilico saturado

METODO

Preparacao das Amostras
Tecidos Animais

-Pesar 0.1 a 0.5 g do tecido a analisar e homogeneizar com a ajuda de um homogeneizador em 5
ml de HPO3 a 5%

-Verter o homogeneizado para um tubo de ensaio, lavar o homogeneizador com 2 mi de HPO3 a
5% e juntar ao homogeneizado. Perfazer o volume até 10 ml com a mesma solugdo, rolhar os
tubos e colocar a amostra a 49C durante 24 horas.

-Centrifugar os tubos durante 10 min a 2500-3000 RPM com refrigeracdo (49C) e recolher o
sobrenadante e filtrar.

-Colocar 2ml do sobrenadante nos godés do autoanalisador para a primeira dosagem.

-Mudar o tampao A pelo tampao B no autoanalisador e dosear as interferéncias em mais 2 ml de
sobrenadante.

Plasma Sanguineo

-Pipetar 0.5 ml de plasma e juntar 4.5 ml de HPO3 a 5%. Agitar, esperar 15 minutos,
centrifugar e recuperar o sobrenadante

-Filtrar e fazer diluicdo 1:2 antes de dosear.
NOTAS:
-Todo o processo de preparacao da amostra até a sua colocagao no autoanalisador, deve ser

efectuado mantendo constantemente as amostras e o HPO3 a 5% em gelo.
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-As amostras, podem ser congeladas para posterior utilizagao, antes da centrifugacdo ou ap6s a
filtragem. Podem também ser recongeladas para posterior confirmacéo dos resultados.

-As dosagens devem ser feitas até 2 meses ap0s 0 seu processamento.
Curva Padrio

-Dissolver 100 mg de acido ascorbico em 100 ml de HPO3 a 5%.

-Pipetar 2 ml desta solucdo para um balao volumétrico de 100 ml e ajustar o volume com
HPO3 a 5% (20 ug AA/ml)

-Utilizar esta Gltima solucdo para fazer os padroes, de acordo com o quadro seguinte:

Concentracdo | Solucio de AA HPO3 a 5%
(ug_mi- 1) (ul) (1)
2.0 200 1800
1.6 160 1840
1.2 120 1880
0.8 80 1920
0.4 40 1960
0.2 20 1980

-Fazer trés leituras de cada uma das solucdes padrio e fazer uma regressao linear com os
valores obtidos, para achar a equagéo da recta que relaciona o valor do espectrofluorimetro com
a concentracao de acido ascérbico na amostra.

CALCULO

Acido Ascorbico (ug/g) = (@ * (HA - HB) + b) * D
Pa

a - Declive da recta

b - Intercepcao com o eixo das abcissas

HA - Altura do pico obtido com o tampao A (mm)
HB - Altura do pico obtido com o tampao B (mm)
D - Diluicao (ml)

Pa - Peso da amostra (mg)
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AUTOANALIZADOR PARA DOSEAMENTO

DE ACIDO ASCORBICO

Modo Operatério

-Ligar a bomba peristaltica e lavar o circuito com agua destilada durante 30 minutos

-Bombear, de seguida, simultaneamente o HPO3 a 5%, o Tiossulfato de Sédio 0.01 M, o Tampéo

A, a solugdo de iodo e 0 DMPD durante mais 30 minutos

-Ligar os restantes aparelhos (distribuidor de amostras, espectrofluorimetro e
registador),introduzir os restantes reagentes (Alcool Isoamilico e Tampao C), acertar a linha
de base e comecar imediatamente a leitura dos padrdes.

-Os padroes devem ser lidos por ordem decrescente de concentracio, apés o que se faz uma
lavagem com 1 godé contendo apenas HPO3 a 5%.

-Fazer, entdo a leitura das amostras, tendo o cuidado de comecar pelas de menor concentragzo.

-No final das leituras , lavar com HPO3 a 5%, usando 3 godés. Durante a recolha do 2° godé

substituir o Tampao A pelo Tampdo B e ler outra vez as mesma amostras, para determinar as
interferéncias

-No final das analises e apés o registo da dltima medicdo, esperar 10 minutos e retirar o HPO3
e a solucao de iodo (guarda-las a 40C), ap6s mais 10 minutos retirar o tampao B e a solucao de
Tiossulfato (guardar o ltimo a 40C) e depois de sair o Gltimo pico retirar os restantes
reagentes e lavar o circuito com agua destilada durante 2 horas.

NOTA:

Comprimentos de onda do espectrofluorimetro
Excitacao 362 nm
Emissao 432 nm
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PREPARACAO DOS REAGENTES

Tampao A

Num balao volumétrico de 2000 ml, dissolver 508 g de dihidrogenofosfato de sodio em
1400 ml de aguadestilada. juntar 208 ml de NaOH 4 M e ajustar o volume com agua destilada.
Filtrar com filtro de vidro n® 3 e verificar o pH, que deve ser 5.4. Conserva-se 1 semana 4
temperatura ambiente

Tampao B

Num baldo de 2000 ml dissolver 608 g Dedihidrogenofosfato de Sodio em 1500 ml
agua destilada. Dissolver de seguida 200 g de Tetraborato de Sédio, ajustar ovolume, filtrar em
filtro devidro n° 3 e verificar opH, que deveser 5.3. Precaugcbes comotampio A

Tampao C

Dissolver 10 g de Hidrogenocarbonato de Sodio num baldao de 2000 ml, em 1800 ml e
agua destilada. Juntar 18 ml de NaOH 4 M e ajustar o volume com 4gua destilada. Filtrar num
filtro devidro n° 3 e verificar opH = 10,2. Conservar comoos outros tampoes.
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Anexo V Métodode dosagemda hidroxiprélina na pele pelo métodpde Bonnet & Kopp (1984)

REAGENTES

-Acetona

-Acido Perclérico 1.8N
-Hidréxido de Sédio 1.8N
-Tampao A

-Solucdo Oxidante
-Reagente de Erlich

-Solucdo M3e de Hidroxiprolina Tmg/ml

METODO

Preparacdo das Amostras

Pele

-Coloque uma amostra de pele, previamente pesada, em 4-5ml de acetona num tubo estanque e
deixar difundir durante 24 horas-Solucdo Oxidante

-Renovar 2 vezes a acetona. Secar a amostra e mineralizar

Carcaca

-Extrair os lipidos de uma amostra, previamente pesada, de carcaca por Soxlet ou Félch. Secar
bem e mineralizar.

-Ter em conta nos calculos a percentagem de lipidos.

Hidrolise

-Pesar exactamente 500mg de carcaca ou pele (deslipidados) e transferir para um tubo de
mineralizacdo graduado de 100ml (tipo Tecator)

-Juntar 15 ml de acido perclérico 70-72% (HCIO4), agitar suavemente no vortex.

-Colocar os tubos no mineralizador aquecido a 100°C durante 4 horas.

-Retirar do mineralizador, deixar arrefecer, ajustar a 100ml com agua destilada e
homogeneisar. Neste ponto a normalidade do acido perclérico é 1.8N

-Filtrar ou centrifugar uma aliquota de 20ml, aproximadamente, e congelar em frascos caso a

dosagem nao se efectue de imediato

Curva Padrio

-Em 8 balbes volumétricos preparar cada uma das solucdes padrdao de acordo com a tabela:



Padrao Solucao Made | HCIO4 70-72%
(ug/ml) (ul) (ml)

0 0 15

1 100 15

2 200 15

3 300 15

5 500 15

10 1000 15

15 1500 15

20 2000 1.5

-Completar com agua destilada até perfazer 100 ml
Dosagem

-Transferir para tubo de ensaio de 10ml com tampa 0.5ml da solugdo a analisar ou das solucdes
padrao

-Juntar 0.5ml de NaOH 1.8N e agitar no vortex

-Juntar Tml de Tamp3o A e agitar no vortex

-Juntar Tml de Solucao Oxidante e agitar no vortex

-Deixar reagir durante 4 minutos e juntar S5ml do Reagente de Erlich. Fechar os tubos e agitar
bem.

-Aquecer os tubos em banho-maria a 60°C durante 25min.

-Deixar arrefecer os tubos e ler no espectrofotémetro a 558nm dentro de 2-3 horas

PREPARACAO DOS REAGENTES

Tampao A

Dissolver 57g de acetatode sodio, 44.4g de citrato trisodico e5.5g de acido citrico em
385ml dealcool isopropilico, misturando cuidadosamente. Completar até 11 com agua destilada,
verificar opH e ajustar a 6.0 se necessario Esta solucio conserva-se durante varios meses.

Solucdo Oxidante:

Dissolver 1.4g deN-cloro-p-toluoeno-sulfonamida desodio (cloramina T) em 20 ml ce
agua destilada. Completar até 100ml com tampdo A e agitar bem. Esta solucdo deve ser
preparada extemporaneamente

ReagentedeErlich:

Misturar 20 g de dimetilamino-4-benzaldeido(PDBA) com 30ml de acido perclérico
70-72% e 130ml dealcool isopropilico. Preparar extemporaneamente.

146



	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	SUMMARY
	RESUME
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	ESPÉCIES CITADAS
	1 - INTRODUÇÃO GERAL
	1.1. INTRODUÇÃO
	1.2. AS VITAMINAS
	1.2.1. DEFINIÇÃO DE VITAMINA
	1.2.2. CLASSIFICAÇÃO DAS VITAMINAS
	1.2.3. BIODISPONIBILIDADE
	1.2.4. DEFICIÊNCIA VITAMÍNICA
	1.2.5. REQUISITOS VITAMÍNICOS
	1.2.6. INGESTÃO RECOMENDADA
	1.2.7. QUASIVITAMINAS

	1.3. A VITAMINA C
	1.3.1. HISTÓRIA
	1.3.2. ESTRUTURA E PROPRIEDADES FISICO-QUÍMICAS
	1.3.3. EVOLUÇÃO E CAPACIDADE DE BIOSSÍNTESE
	1.3.4. ABSORÇÃO, TRANSPORTE E ABSORÇÃO CELULAR
	1.3.5. DISTRIBUIÇÃO NOS TECIDOS
	1.3.6. FUNÇÕES METABÓLICAS

	1.4 STRESS
	1.4.1. DEFINIÇÃO DO TERMO STRESS
	1.4.2. RESPOSTAS FISIOLÓGICAS AO STRESS

	1.5. VITAMINA C E STRESS NOS PEIXES

	2 - MATERIAL E MÉTODOS
	2.1. FACTORES DE STRESS
	2.2. DIETAS EXPERIMENTAIS
	2.3. ANIMAIS DE EXPERIÊNCIA
	2.4. PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO
	2.5. MÉTODOS ANALÍTICOS
	2.5.1. MÉTODOS DE DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO CORPORAL E DOS ALIMENTOS
	2.5.2. ANALISES PLASMÁTICAS
	2.5.3. TEOR EM ÁCIDO ASCÓRBICO NOS TECIDOS
	2.5.4. TEOR EM HIDROXIPROLINA NA PELE
	2.5.5. CONCENTRAÇÃO DO AZOTO AMONIACAL TOTAL (TAN) NA ÁGUA DO MAR

	2.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS

	3 - INFLUÊNCIA DA SUPLEMENTAÇÃO DE ALIMENTOS COMPOSTOS COM ACIDO ASCÓRBICO NO CRESCIMENTO E RESPOSTA A HIPOXIA AGUDA EM DOURADA, Sparus aurata
	3.1. INTRODUÇÃO
	3.2. MATERIAL E MÉTODOS
	3.3. RESULTADOS
	3.4. DISCUSSÃO

	4 - EFEITO DO ÁCIDO ASCÓRBICO ALIMENTAR E DO STRESS DE HIPOXIA INTERMITENTE NO CRESCIMENTO E NAS RESERVAS DE VITAMINA C DA DOURADA
	4.1. INTRODUÇÃO
	4.2. MATERIAL E MÉTODOS
	4.3. RESULTADOS
	4.4. DISCUSSÃO

	5 - EFEITO DO ÁCIDO ASCÓRBICO ALIMENTAR E DO STRESS DE HIPOXIA CRÓNICA NO CRESCIMENTO E NAS RESERVAS DE VITAMINA C DA DOURADA
	5.1. INTRODUÇÃO
	5.2. MATERIAL E MÉTODOS
	5.3. RESULTADOS
	5.4. DISCUSSÃO

	6 - RESISTÊNCIA DA DOURADA ALIMENTADA COM DIFERENTES NÍVEIS DE ÁCIDO ASCÓRBICO A UMA CONCENTRAÇÃO SUBLETAL DE AMÓNIA. EFEITO SOBRE O ESTATUTO VITAMÍNICO
	6.1. INTRODUÇÃO
	6.2. MATERIAL E MÉTODOS
	6.3. RESULTADOS
	6.4. DISCUSSÃO

	7 - DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES
	7.1. DISCUSSÃO GERAL
	7.1.1. CRESCIMENTO E REQUISITOS DE ÁCIDO ASCÓRBICO
	7.1.2. ÁCIDO ASCÓRBICO E STRESS

	7.2. CONCLUSÕES

	8 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS

