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RESUMO GERAL

Oleos vegetais poderdo ser fontes alternativas ao 6leo de peixes marinhos em
racOes para animais aquaticos. No entanto, ndo existe uma fonte isolada de O6leo
vegetal que apresente uma composicdo de acido graxos apropriado para peixes
marinhos. Por outro lado, uma mistura de éleos vegetais podera ser uma solugéo para
elaboracdo de dietas para esses organismos. Ja o selénio € um mineral essencial para
organismos aquaticos e &€ um co-fator da glutationa peroxidase, uma enzima
antioxidante, que atua como agente protetor da membrana celular do animal. Desta
forma, objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo de 6leos vegetais e selénio na
dieta de corvina. Corvinas com peso medio inicial de 20,45 + 1,4g foram distribuidas
experimentalmente e cultivadas num sistema de recirculagdo composto por 24
unidades experimentais de 80 litros, na densidade de 25 peixes por parcela. O
sistema foi provido de filtro mecanico, bioldgico, ultravioleta e escumador. Os
peixes foram alimentados com oito dietas experimentais, as quais foram compostas
por duas fontes lipidicas (peixe e vegetal), dois niveis lipidicos (12 e 17%)
adicionados ou ndo com selénio. Foram analisados 0s seguintes parametros:
desempenho zootécnico, imunologicos, capacidade digestiva, histoldgicos,
biomarcadores do estresse oxidativo, composicdo centesimal e deposi¢do de acidos
graxos muscular e hepatico. Corvinas alimentadas com Gleos de peixe apresentaram
maior peso final, ganho de peso e taxa de crescimento especifico e melhor conversédo
alimentar em relacdo aos peixes alimentados com 06leo vegetal. Além disso, dietas
com 12% de inclusdo de lipideos aumentou o ganho de peso e taxa de crescimento
especifico dos peixes. A atividade da lisozima e peroxidase mostraram-se maiores
nos peixes alimentados com 6leo vegetal, enquanto o sistema do complemento foi
mais ativo nas corvinas alimentadas com Gleos de peixe. A atividade da catalase
aumentou com o fornecimento de dietas contendo 17% de 6leo de peixe em relacéo a
12% desta mesma fonte e a glutationa peroxidase aumentou quando as dietas foram
compostas por selénio. Quanto & deposicdo hepatica e muscular de &cidos graxos,
verificou-se que as corvinas possuem capacidade de alongar e dessaturar acidos
graxos com mais de 20 carbonos a partir de seus precursores com 18 carbonos.

Recomenda-se a adi¢do de dietas para corvinas composta por 12% de 0leo de peixe.

Palavras-chave: acido graxo, HUFA, linhaca, meagre, PUFA.
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GENERAL ABSTRACT

Vegetable oils are the alternative source to marine fish oils in aquaculture
feeds. Nonetheless, since a single source of vegetable oil doesn't have the appropriate
fatty acid composition as do marine fish diets, a blend of vegetable oils can be a
solution to aquaculture feeds. Selenium is an essential micro-mineral in aquatic
organisms’ diets and is a co-factor of glutathione peroxidase, an antioxidant enzyme.
Thus aimed to evaluate the effect of supplementation of vegetable oils and selenium
in the meagre diet. Meagre with initial weight of 20.45 + 1.4 g were distributed in a
recirculation system consisting of 24 experimental units of 80 liters at a density of 25
fish per tank. To maintain water quality, the system was equipped with mechanical
filter, biological, ultraviolet and skimmer. The fish were fed with eight experimental
diets which were composed of two lipid sources (fish oil or vegetable oil), two lipid
levels (12 and 17%) with or without added selenium. During the test the water
temperature was 20.7 + 0.7 ° C, oxygen 8.8 + 1.7 mg L™ and Salinity 28.3 + 2.1 ppt.
The parameters analyzed were: animal performance, immunology, digestive
capacity, histology, biomarkers of oxidative stress, chemical composition and muscle
and liver fatty acids deposition. Meagre fed with fish oil showed higher final weight,
weight gain and specific growth rate and better feed conversion than those fish fed
with vegetable oil. In addition, diets containing 12% lipids including increased
weight gain and fish specific growth rate. The activity of lysozyme and peroxidase
were higher in fish fed with vegetable oil. In contrast, the complement system was
more active in meagre fed with fish oils. Regarding oxidative stress biomarkers, it
was found that the catalase activity increased with feeding diets containing 17% fish
oil 12% compared to the same source. Already glutathione peroxidase activity
increased when diets were composed of selenium. As liver and muscle fatty acids
deposition, it was found that meagre possess the ability to elongase and desaturate
fatty acids with more than 20 carbons from their 18-carbon precursors. It is

recommended to add meagre diets comprised of 12% fish oil.

Keywords: fat acid, HUFA, linseed, meagre, PUFA.



CONSIDERACOES INICIAIS

Dentre as espécies de peixes recém-cultivadas, destaca-se a corvina
(Argyrosomus regius) como uma potencial candidata para a diversificagdo da
aquicultura mundial. Esta espécie apresenta diversas caracteristicas de interesse, tanto
para o produtores (fertilidade elevada, boa conversdo alimentar, facil adaptacdo ao
cativeiro, espécie eurihalina e termoalina) quanto para o consumidor (carne magra,
elevado teor de acidos graxos poliinsaturados, boa palatabilidade). Entretanto, por ser
uma espécie carnivora, a corvina necessita de elevada demanda protéica e lipidica,
sendo esses nutrientes atendidos pela oferta dietética de farinha e dleo de peixe.

As dificuldades geradas pela limitada oferta de 6leo de peixe, para compor as
dietas para o setor aquicola, tem estimulado a elaboracdo de estudos voltados para
desenvolvimento de alternativas que possam mitigar essa problematica. Assim, muitos
pesquisadores vém apostando na elaboracdo de dietas a base de 6leo vegetal como
potenciais substitutos ao 6leo de peixe, em especial na aquicultura marinha.

Atualmente, ndo se conhece nenhuma fonte de déleo vegetal que apresente um
perfil de &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (n3 e n-6) similar ao encontrado
no Oleo de peixe. Por outro lado, existem éleos vegetais compostos por elevadas
proporcdes de &cido graxo n-3, como o 6leo de linhaca, e n-6, a exemplo dos 6leos de
canola e soja. A combinacdo desses 6leos pode vir a ser uma alternativa para
substituicdo do 6leo de peixe na dieta de organismos aquaticos.

O papel dos é&cidos graxos na fisiologia animal é variado e depende
principalmente do grupo ao qual pertence. Acidos graxos monoinsaturados, com seu
alto contetdo caldrico sdo usados como fonte ou estoque de energia. Os &cidos graxos
altamente insaturados séo usados na manutencdo da integridade da membrana celular,
producdo dos eicosanoides, além de desempenharem funcBes imunoldgicas. E
conhecido também que o perfil e quantidade de &cidos graxos da dieta podera modular a
composicao desses acidos na composicao lipidica do animal, tornando-0 mais ou menos
suceptivel a oxidagéo.

O selénio é um micromineral que atua como co-fator da enzima glutationa
peroxidase a qual combate os agentes oxidativos, em especial aqueles encontrados no
citoplasma celular. Além disso, o selénio também atua sobre o crescimento e
manutengdo da homeostase animal. Sendo assim, avaliou-se no Capitulo 1 o efeito da
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substituicdo de Oleo de peixe por Oleos vegetais associados a diferentes niveis de
inclusdo dietética com e sem adicdo de selénio sobre os parametros de desempenho
zootécnico e imunologia de corvinas.

No Capitulo 2 séo relatadas as avaliagbes do efeito do selénio, assim como das
fontes e niveis lipidicos, sobre a capacidade digestiva e histologia intestinal de corvina.

No Capitulo 3 sdo descritas as avaliacOes dos efeitos das fontes e niveis lipidicos
assim como os efeitos do selénio sobre o biomarcadores do estresse oxidativo em
corvina.

No Capitulo 4 encontram-se descritos os efeitos das fontes e niveis lipidicos
associados ou ndo com selénio sobre a deposicdo e metabolismo de acidos graxos no

musculo e figado de corvinas.



CAPITULO 1

Conteudo lipidico da dieta associados ou ndo com selénio sobre o

crescimento e parametros imunes de corvina (Argyrosomus regius)



RESUMO

Objetivou-se estudar os parametros imunes e desempenho zootécnico de
corvinas (Argyrosomus regius) alimentadas com dietas contendo diferentes fontes e
niveis de 6leos vegetais em substituicdo ao 6leo de peixe, com e sem adi¢do de selénio.
Seiscentas corvinas com peso de 20,45 + 1,4 g foram distribuidas em 24 tanques com
capacidade de 80 litros, em um sistema de recirculacdo de agua. Os peixes foram
alimentados com oito dietas experimentais por 60 dias, duas vezes por dia, seis dias por
semana. Foram avaliadas dietas com duas fontes de 6leo (peixe e vegetal) dois niveis de
lipidios (12 e 17%) com e sem adicdo de selénio (1,0 mg/kg). O dleo vegetal foi
composto por uma mistura dos seguintes 6leos: 45% de linhaca, 35% de canola e 20%
de soja. Corvinas alimentadas com 6leos de peixe apresentaram maior peso final, ganho
de peso e taxa de crescimento especifico e conversdo alimentar em relagcdo aos peixes
alimentados com o6leo vegetal. Além disso, dietas com 12% de inclusdo de lipideos
aumentou o ganho de peso e taxa de crescimento especifico dos peixes. Interacdo entre
fonte e nivel foi observada para conversao alimentar. A inclusdo de selénio nao afetou o
desempenho zootécnico das corvinas. Lisozima e atividade da peroxidase mostrou-se
maior nos peixes alimentados com mix de 6leo vegetal. Em contraste, o sistema do
complemento foi mais ativo nas corvinas alimentadas com 6leos de peixe. Nenhum
efeito isolado foi observado em decorréncia dos diferentes niveis lipidicos na dieta para
o0 sistema de complemento e atividade da peroxidase. No entanto, 17% de inclusdo de
lipideos aumentou a atividade da lisozima. Corvinas alimentadas com selénio possuem
menor atividade da lisozima e sistema complemento, entretanto, este mineral ndo gerou
efeitos significativos na atividade da peroxidase. Interacbes no sistema complemento
foram observadas para "fonte e nivel" e "nivel e selénio". Foram obtidas interagdes
entre os fatores "fonte e nivel”, "fonte e selénio” e "nivel e selénio™ para a atividade da
lisozima. A associacdo dos efeitos fonte e nivel foram significativas para a atividade da
peroxidase. A mistura de Oleos vegetais nas proporcOes estudadas causou uma

diminuicdo da resisténcia imunoldgica e reduziu o desempenho zootécnico de corvinas.

Palavras-Chave: acido graxo, colza, imunologia, lipidio, meagre.



ABSTRACT

The main goal of this research work was to study immunological and growth
performance of meagre (Argyrosomus regius) fed with different levels of vegetable and
fish blend oils, with and without selenium. A total of 600 meagre with an average
weight of 20.45 + 1.4g were randomly distributed in 24 tanks of 80 liters capacity, in a
closed recirculation water system. Fish were fed with eight experimental diets for 60
days, twice a day, six days per week. In this experiment, we tested diets with two
different oil sources (fish or vegetable oil blends) two lipid levels (12 and 17%) and
selenium (presence or absence). Meagre fed with fish oils showed higher final weight,
weight gain, and specific growth rate and feed conversion than fishes fed with vegetable
oils. Furthermore, diets with 12% of lipid inclusion increased weigh gain and specific
growth rate. Interaction between Source and Level was observed in feed conversion.
The selenium inclusion didn't affect meagre growth performance. Lysozyme and
peroxidase activity proved to be higher in fish fed with vegetable oils instead of fish oil.
In contrast, the complement system was more active in meagre fed with fish oils. No
isolate effect was observed in dietary lipid levels for complement system and peroxidase
activity. However, 17% of lipid inclusion increased lysozyme activity. Meagre fed with
selenium showed lower lysozyme and complement system activity. But, selenium
inclusion didn’t affect peroxidase activity. Interactions were observed in “source and
levels" and "levels and selenium™ for ACH50. Lysozyme activity showed interaction
between "source and level”, "source and selenium” and "level and selenium®.
Peroxidase activity showed interaction for "source and level”. The blend of vegetable
oils in the studied proportions caused a decrease in immune resistance of meagre and

their growth performance.

Keywords: colza, fat acid, imunology, lipid, meagre.



INTRODUCAO

O interesse dos profissionais da aquicultura em utilizar fontes de 6leo vegetal em
substituicdo ao Oleo de peixe vem aumentando nos ultimos anos em virtude de seus
efeitos direto na reducdo dos custos de produgéo das dietas (Turchini et al., 2009) e por
fornecer acidos graxos essenciais para o desenvolvimento animal (Martino et al., 2002).
Além disso, a utilizacdo de 0leo de peixe como unica fonte dietética de acidos graxos na
aquicultura, tende a tornar a atividade insustentavel a longo prazo (Turchini et al.,
2005). Sendo assim, uma variedade de estudos vem sendo realizado ao longo dos
ultimos anos de forma a buscar fontes lipidicas alternativas ao dleo de peixe (Bell et al.,
2006, Montero et al., 2008, Turchini et al., 2009, Montero et al., 2010, Ng e Gibon,
2011).

Os lipidios sdo componentes estruturais indispensaveis nos tecidos e membrana
celular dos organismos. A maioria dos &cidos graxos polinsaturados da membrana séo
derivados do &cido linoleico (18:2 n-6) e acido a-linoleico (18:3 n-3), sintetizados
através de uma série de reacdes de dessaturacdo e alongamento. O &cido linoleico e o
acido a-linoleico sdo considerados acidos graxos essenciais, uma vez que a sua
aquisicdo é obtida através da dieta (Sargent et al., 2002). A sua importancia é de tal
ordem que, o cérebro é o segundo 6rgdao com maior quantidade de &cidos graxos
poliinsaturados (PUFA), principalmente o acido araquiddnico (20:04 n-6) e acido
docosahexaenogico (22:6 n-3), sendo este Gltimo o mais abundante (Bourre et al., 1993).
Estes acidos graxos controlam a composi¢cdo da membrana celular, tendo efeito direto
sobre sua fluidez, influenciando também na atividade enzimatica da membrana, na
ligacdo das moléculas aos seus receptores, nas interaces celulares e no transporte de
nutrientes (Bourre et al., 1993).

Os HUFA (High Unsaturated Fatty Acid), em especial o &cido araquid6nico e o
acido eicosapentaentico (20:5 n-3), também estdo relacionados com funcdes
imunoldgicas essenciais para a sadde dos peixes. Esses acidos graxos sao precursores de
diversos eicosandides, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, 0s quais
participam, dentre outras fungdes, das respostas imunes e inflamatorias dos animais
(Tocher, 2003, Bell et al., 2006), assim como nos processos digestivos (Motta, 2011).

Os acidos graxos insaturados sdo muito suceptiveis aos processos oxidativos,
sendo menos estiveis em relacdo aos &cidos graxos saturados. A preservacdo das
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insaturagdes dos &cidos graxos é mantida através de um complexo sistema antioxidante
0S quais sdo essenciais para um bom desenvolvimento animal. Desta forma, faz-se
necessario incluir elementos antioxidantes na dieta.

O selénio € um micromineral essencial na dieta de organismos aquaticos que age
protegendo os &cidos graxos contra danos oxidativos. Ele atua como precursor da
enzima glutationa peroxidase, a qual tem a funcdo de detoxificar perdxidos
transformando-os em agua (Nelson e Cox, 2008).

Apesar dos estudos sobre os efeitos nutricionais do selénio e das fontes
alternativas de Oleo abrangerem uma gama de espécies de interesse para aquicultura
(Bell et al., 2006, Montero et al., 2010, Ng e Gibon, 2011, Torstensen e Tocher, 2011),
pouca atencdo tem sido dada a tal tematica sobre producdo de corvina (Argyrosomus
regius), principalmente no que se refere aos efeitos sinérgicos envolvendo composicéo
lipidica e mineral. Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito da substituicdo do 6leo de
peixe por Oleo vegetal, assim como dos niveis de inclusdo dietética de lipidios,
associados ou ndo com selénio, sobre o desempenho e parametros imune de corvina

(Argyrosomus regius).



MATERIAL E METODOS

Foi realizado um ensaio® experimental de 60 dias, no qual avaliou-se o efeito de
diferentes fontes e niveis de acidos graxos na dieta da corvina, associadas ou ndo com
selénio. O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado,
composto por oito tratamentos e trés repeticdes, cada uma contendo 25 corvinas. Foram
utilizados 600 corvinas, oriundos do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA)
- Olh&o-Portugal, com peso médio inicial de 20,45 *+ 1,4 g, os quais foram distribuidos
de forma aleatoria em 24 tanques experimentais de 80 litros, em sistema de fechado de
recirculacdo de agua. Ao longo do experimento a temperatura da agua foi 20,7 + 0,7 °C,
salinidade de 28,3 £ 2,1 ppt e oxigénio de 8,8 + 1,7 mg/L.

Apds a estocagem, os animais foram submetidos a 10 dias de aclimatacédo
recebendo uma dieta comercial para peixe carnivoro com aproximadamente 50% de
proteina bruta e 20% de lipidios. Antes do inicio do ensaio, 0s animais passaram por um

periodo de trés dias de adaptacdo as dietas experimentais.

Dietas experimentais e avaliacdo das fontes de &cidos graxos

Os peixes foram alimentados ad libitum com oito dietas experimentais (Tabela
1), duas vezes ao dia (10:00 e 16:00 h) e seis vezes por semana. As dietas experimentais
diferiram entre si quanto as fontes lipidicas (6leo de peixe marinho ou éleo vegetal),
niveis lipidicos (12 e 17%), e inclusdo de selénio (sem e com adicdo de 1,0 mg/kg). O
6leo vegetal foi composto por uma mistura dos seguintes 6leos: linhaca (45%), canola
(35%) e soja (25%). Tal mistura foi realizada de forma a manter a mesma relacdo n3:n6
entre as diferentes fontes de 6leo. A composicdo analisada de acidos graxos das dietas

experimentais esté descritas na tabela 2.

'Seguindo recomendacdes da Federation of European Laboratory Animal Science
Associations (FELASA), de acordo com as orientacOes para utilizacdo de animais com
fins cientificos da diretiva Européia 2010/63/UE.



Tabela 1: Dietas experimentais contendo diferentes fontes e niveis de 6leo, com e sem
suplementacéo de selénio.

Dietas
Ingredientes Oleo de peixe Oleo vegetal
12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
Concentrado Soja (%) 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40
Farinha de Visceras Aves (%) 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Farinha de Penas (%) 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Farinha de Tilapia (56%) 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Farelo de Trigo (%) 8,80 8,80 6,80 6,80 8,80 8,80 6,80 6,80
Milho em Gréo (%) 6,00 6,00 3,12 3,12 6,00 6,00 3,12 3,12
Farinha de Carne(43%) 561 5,61 561 5,61 561 561 561 561
Gluten de Trigo(%) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
DL — Metionina (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Binder (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fungistatico (%) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Vitamina C (%) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Selénio (mg/kg) 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00
Oleo de Peixe (%) 6,16 6,16 11,36 11,36 - - - -
Oleo de Canola (%) - - - - 2,16 2,16 397 3,97
Oleo de Linhaga (%) - - - - 2,77 2,77 511 511
Oleo de Soja (%) - - - - 1,23 1,23 227 227
Premix - Vit e Mineral (%) 0,35 0,35 0,35 0,35 035 0,35 0,35 0,35
Cloreto de Colina (%) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Composicao centesimal calculada das dietas experimentais
Proteina bruta (%) 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Gordura bruta (%) 12,00 12,00 17,00 17,00 12,00 12,00 17,00 17,00
Energia digestivel (Mcal/kg) 393 3,93 4,27 4,27 393 3,93 4,27 4,27
Fibra bruta (%) 2,19 219 1,92 1,92 2,19 2,19 192 1,92
Calcio (%) 224 2,24 223 2,23 224 2,24 223 2,23
Fosforo total (%) 159 1,59 1,56 1,56 159 1,59 156 1,56
Fosforo disponivel (%) 1,14 1,14 1,13 1,13 1,14 1,14 1,13 1,13
Lisina total(%) 2,54 254 251 251 254 254 2,51 2,51
Metionina total (%) 1,28 1,28 1,27 1,27 1,28 1,28 1,27 1,27
Met.+ Cistina total (%) 1,69 1,69 1,66 1,66 1,69 1,69 166 1,66

Niveis de garantia por kg de produto. Vit. A, 6000 Ul; Vit. D, 6000 UI; Vit. K, 6,30 mg; Vit. B1, 11,76 mg; Vit.B2, 15,36 mg; Vit.
B6, 12,74 mg; Vit. B12, 40 mcg; Acido félico, 1,92 mg; Acido pantoténico, 39,20 mg; Colina, 800 mg; Niacina, 400 mg; Biotina,
0,2 mg; Antioxidante, 300 mg; Ferro, 257,15 mg; Zinco, 300 mg; Manganés, 133,45 mg; Cobre, 19,60 mg; lodo, 9,40 mg.

Todos os ingredientes das dietas foram triturados, misturados em misturador tipo
"Y" e, posteriormente, extrusados em pellet de 2-3mm. Parte da inclusdo dos 6leos foi
realizada por cobertura, apds o processo de extrusdo. Apos a extrusdo, os pellets foram

levados a estufa e posteriormente acondicionados em temperatura de 4°C.
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Tabela 2: Perfil de acidos graxos™ das dietas experimentais constituidas por diferentes
fontes e niveis de 6leo, com e sem suplementacdo de selénio.

Dietas
Acido Graxo Oleo de peixe Oleo vegetal
(9/1009) 12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
C 120 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
C 13:.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 14:.0 4,2 4,2 4,8 4,5 1,1 0,9 0,7 0,7
C14:1n7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
C 15:.0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1
C 15:1 n7 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1
C 16:0 229 23,2 215 21,3 18,2 18,7 15,7 15,0
C 16:1 n7 4,9 4,9 5,0 4.8 2,3 2,4 1,8 1,7
C16:2n6 0,8 0,5 0,9 0,9 0,3 0,3 0,2 0,2
C 16:3n3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 16:4n3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,1 0,1 0,0 0,1
C 18:.0 4,6 5,6 51 5,9 4,0 3,8 4,7 7,6
C18:1n9 15,1 154 15,7 164 215 19,7 176 20,6
C18:1n7 1,9 1,7 1,9 1,8 2,1 2,5 1,6 1,3
C18:2n6 206 20,1 172 174 27,8 28,0 29,2 26,6
C18:2n3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:3n3 3,2 2,6 2,9 2,8 175 19,3 245 22,8
C 18:4n3 15 15 1,8 1,7 0,6 0,4 0,5 0,4
C20:1n9 0,8 0,8 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6 0,5
C 20:2n6 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 20:3n3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,0 0,1 0,0 0,0
C21.0 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
C 20:4n6 1,5 1,4 1,4 14 0,8 0,6 0,6 0,5
C 20:4n3 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
C22:1n9 0,6 0,5 0,5 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3
C 20:5n3 7,0 7,0 8,8 8,3 0,3 0,0 0,1 0,1
C21:5n3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 22:3n6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
C 22:4n6 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1
C22:5n3 0,8 0,8 0,9 0,9 0,2 0,1 0,1 0,1
C22:6n3 55 57 6,9 6,5 0,3 0,1 0,1 0,1
N.D. 1,1 1,3 1,2 1,1 0,4 0,7 0,5 0,4
Saturado 32,7 339 32,2 32,6 238 239 216 23,7
Monoinsaturado 23,5 23,6 24,1 24,7 27,1 25,7 22,1 24,6
n-9 16,5 16,7 17,0 17,7 225 20,6 185 214
n-6 236 228 20,2 205 29,3 29,3 30,3 27,6
n-3 19,0 18,5 224 21,3 19,2 204 25,5 23,7
n-3/n-6 0,8 0,8 11 1,0 0,7 0,7 0,8 0,9

*Valores analisados.
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Biometrias e analise de crescimento

Quinzenalmente foram realizadas biometrias, nas quais todos os peixes de cada
unidade experimental foram capturados para mensuracdo do peso vivo. Os valores de
ganho de peso foram utilizados para avaliar o desenvolvimento dos animais.

Foram avaliados o peso final dos animais; o ganho de peso, pela equacéo Ps - P;,
onde Ps é o peso final e P; € o peso inicial; o fator de conversdo alimentar foi
determinado por: C/GP, onde C é o consumo de alimento e GP é o ganho de peso dos
animais. A taxa de crescimento especifico foi calculada pela seguinte equacdo: (In Ps -
InP;) / At x 100, onde In Pf ¢ o logaritmo neperiano do peso final, In Pi é o logaritmo do
peso inicial e At é o tempo do experimento. A sobrevivéncia foi calculada por (N¢/ N;) x
100, onde Nt é o numero final de peixes e N; é o nimero inicial de peixes. Além dessas,
também foi avaliado o Indice Hepato-Somatico (IHS) = peso do figado / peso do peixe

vivo.

Parametros imunoldgicos

Os parametros imunoldgicos foram determinados no plasma das corvinas. PungGes na
veia caudal dos peixes foram realizadas para obtencdo do sangue, o qual foi imediatamente
centrifugado a 10.000 rpm durante 5 minutos a 4°C, sendo o plasma coletado em seguida.
Estes foram imediatamente identificados e estocados em nitrogénio liquido para posterior
analise.

A determinacdo da via alternativa do sistema complemento (ACH50) foi realizada a
partir do método de Sunyer e Tort (1995), recorrendo a utilizacdo de hemécias de coelho
(RaRBC; Probiologica Ltda, Portugal). Estas foram lavadas com soro fisioldgico (0,9%),
centrifugadas e ressuspendidas em tampéo-teste (pH 7,3). A concentragéo celular foi ajustada
para 2,8x10% células mL™. Na placa foram colocados a suspensdo e o plasma diluido
sequencialmente em tampao-teste.

Seguidamente, as placas foram incubadas a temperatura ambiente, durante 100
minutos com agitacdo constante, findos os quais se adicionou tampé&o-stop, para interromper a
reacdo. Foi realizada uma centrifugacdo durante 2,5 minutos. O valor de hemolise foi
determinado através da leitura de densidade oOtica, a 414 nm. A unidade de ACH50 foi
definida como sendo a concentracdo de plasma que provoca 50% de hemolise nos globulos
vermelhos de coelho.
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A atividade da lisozima foi determinada por turbimetria, de acordo com Lie et al.
(1986). Foi preparada uma solucdo de Micrococus lysodeikticus a 0,5 mg mL-1 (Sigma-
Aldrich), e utilizado um tampé&o de hidrogeno-fosfato de sodio (Na,HPQO,; 0,05 M; pH 6,2;
Sigma-Aldrich), que foram adicionados ao plasma do peixe. Também foi adicionado um
padrédo de lisozima HEWL (Hen Egg White Lysozyme), em diluicbes sucessivas para
realizacdo de uma curva-padrdo. As leituras foram realizadas por espectrofotometria aos 0,5 e
4,5 minutos a uma absorbancia de 450 nm.

A peroxidase no plasma foi determinada segundo Quade and Roth (1997). O plasma
dos peixes foi diluido em HBSS (HBSS - Hank's Balanced Salt Solution; Gibco) e
seguidamente adicionado TMB (3,3’, 5,5° — tetremethylbenzidine hydrochloride; 10 mM;
Sigma- Aldrich) e peréxido de hidrogénio (H202; 5 mM; Sigma- Aldrich). A reacdo foi
interrompida ap6s mudanca de cor, pela adi¢cdo de acido sulfurico (H,SO4; 2 M; Sigma -
Aldrich) e a densidade 6tica lida a 450 nm. O valor da atividade da peroxidase (unidades mL™
plasma) foi entdo determinado com base no pressuposto que uma unidade de peroxidase

produz uma alteracdo da absorbancia de uma unidade 6tica.

Analise estatistica

A comparacdo das dietas estudadas foi realizada pela anéalise de variancia a 5%
(ANOVA) em esquema fatorial triplo. Os fatores estudados foram: fontes de 6leo (peixe
ou vegetal), niveis de inclusdo de lipidica (12 e 17%) e suplementacdo de selénio (0,0 e
1,0 mg/kg), distribuidos em delineamento inteiramente casualizado. A ANOVA foi
precedida do teste de Bartlett para avaliar a homogeneidade das variancias e do teste de
Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade dos dados. Sendo essas suposi¢oes
atendidas, deu-se seguimento aos demais procedimentos e quando ndo, utilizou-se de
transformadores para normalizar e/ou homogeneizar os dados. As anélises foram
realizadas no programa estatistico SAS®, sendo os resultados obtidos pela estatistica "F"
da ANOVA a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

O peso final das corvinas foi influenciado diretamente pela fonte de OGleo
dietética, onde os peixes que receberam dietas a base de 0leo de peixe obtiveram maior
peso final quando comparado com aqueles alimentados dietas compostas por 6leo
vegetal (Tabela 3). Efeitos isolados da fonte de 6leo e nivel de lipidio na dieta foram
observados para ganho de peso e taxa de crescimento especifico, tendo o 6leo de peixe e
o nivel de 12% de gordura, possibilitado os melhores resultados. Por outro lado, ndo foi
verificado nenhum efeito para sobrevivéncia, sendo esta de 100% em todas as parcelas

experimentais.

Tabela 3: Desempenho de corvina alimentada com diferentes fonte e niveis de gordura
suplementadas ou ndo com selénio.

Fonte (F) P1(9) PF(Q) GP(Q) TCE (%) FCA IHS ()
Peixe 19,96+1,6 33,05+1,51a 13,09+1,59a 0,84+0,13a 1,69+0,17b 1,27+0,26b
Vegetal 20,95+1,0 30,92+1,68b 9,97+1,68b 0,65+0,10b 2,26+0,45a 2,10+0,32a
Nivel (N)

12 20,16+1,7 32,46+1,29 12,30+1,79a 0,80+0,14a 1,87+0,24  1,71+0,51
17 20,75+1,0 31,51+2,36 10,76+2,49b 0,69+0,14b 2,08+0,57  1,66+0,53
Selénio (Se)

Sem 20,52+1,4 31,73+1,90 11,20+2,40 0,73+0,16 2,05+0,52  1,54+0,39b
Com 20,38+1,4 32,24+1,99 11,86+2,16 0,77+0,14 1,90+0,36  1,84+0,59a
Valor da probabilidade (F) da ANOVA

F 0,1369 0,0024* <0,001* 0,0004* 0,0002* <0,001*
N 0,3668 0,1263 0,0128* 0,0293* 0,0827 0,6133
Se 0,8280 0,3965 0,2515 0,3941 0,2140 0,0088*
FxN 0,6090 0,0674 0,1511 0,4962 0,0369* 0,9501
FxSe 0,9793 0,2267 0,2053 0,4459 0,7347 0,0396*
NxSe 0,9612 0,1667 0,1263 0,2874 0,0892 0,9659
FXNxSe 0,9884 0,5085 0,4883 0,6137 0,1406 0,3674

CV(%) 7,59 4,53 11,70 14,42 14,28 14,61

*Significante pela estatistica F. Letras diferentes difere o fator a 5%. F: Fonte; N: Nivel; Se: Selénio. PI :
Peso Inicial; PF: Peso Final; GP: Ganho de Peso; TCE: Taxa de Crescimento Especifico; FCA: Fator de
Conversdo Alimentar; IHS: Indice Hepatossomatico.

Foi detectada interacdo entre os fatores fonte e nivel lipidico para conversdo
alimentar, onde ndo h& diferenca ao utilizar-se 12 ou 17% de lipidios quando este for
oriundo de peixe marinho (Tabela 4). Por outro lado, 12% de 0Oleo vegetal apresentou

melhor conversdo alimentar quando comparado com 17% de 6leo dessa mesma fonte.
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Dietas com 12 e 17 % de 6leo de peixe geraram o melhor resultado quanto ao fator de

conversao alimentar, quando comparado com a fonte vegetal.

Tabela 4: Fator de conversao alimentar de corvinas alimentadas com diferentes fontes e
niveis lipidicos na dieta.

Fonte Nivel (%0)
12 17
Peixe 1,72+0,18ay" 1,67+0,18ay
Vegetal 2,07+0,20bx 2,50£0,52ax

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes de 6leo
dentro de cada nivel. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Quanto ao indice hepatossomatico (IHS), foi detectado uma interacdo entre 0s
fatores fonte e selénio (Tabelas 3 e 5), ndo sendo verificado efeito da suplementacéo de
selénio nesta variavel para os animais alimentados com 6leo de peixe. Maiores valores
de IHS foram observados nos peixes que consumiram dietas a base de dleo vegetal
suplementadas com selénio em relacdo aquelas sem suplementacéo de selénio. Peixes
alimentados com 06leo vegetal apresentaram maiores IHS em relacdo aqueles
alimentados com o0leo de peixe, independente da suplementacéo de selénio. Em relacdo
aos efeitos isolados, os peixes alimentados com Gleo vegetal apresentaram um maior
indice hepato-somatico em relacdo aqueles alimentados com dleo de peixe (Tabela 3).
Os peixes alimentados com dietas suplementadas com selénio também apresentaram um

maior IHS em relacdo aos animais que consumiram dietas isentas deste mineral.

Tabela 5: Indice hepato-somatico de corvinas alimentadas com diferentes fontes de
6leo, com e sem suplementacao de selénio.

Fonte Selénio
Sem Com
Peixe 1,24+0,26ay 1,31+0,28"ay
Vegetal 1,84+0,22bx 2,36x0,12ax

'a e b na linha diferem a suplementacao de selénio dentro de cada fonte de 6leo. x e y na coluna diferem
as fontes de 6leo dentro de cada suplementacdo de selénio. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Em relacdo aos pardmetros imune, foram detectadas interagdes entre os fatores
fonte e nivel de Gleo para o sistema complemento, lisozima e peroxidase (Tabelas 6 e
7). Peixes alimentados com dietas contendo 17% de lipidios usando 6leo de peixe
apresentaram maior atividade do sistema complemento quando comparado com 0sS

peixes alimentados com 12% da mesma fonte (Tabela 7). Resultado inverso ocorreu
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com os peixes alimentados com 6leo vegetal, sendo constatada uma maior atividade do
sistema complemento quando os animais foram alimentados com 12% de 6leo em
relacdo aqueles alimentados com 17%. Ao se comparar as fontes dentro do mesmo nivel
de dleo, foi constatada uma maior atividade do sistema complemento nas dietas a base
de 6leo de peixe em relagdo ao dleo vegetal.

Tabela 6: Parametros imunes de corvinas alimentadas com diferentes fontes e niveis

lipidicos com o sem adigdo de selénio.

Fonte Complemento Lisozima Peroxidase

Peixe 180,20+32,33a 5,43+0,16b 33,78+18,88b

Vegetal 115,56+46,76b 5,85+0,91a 96,07+34,42a

Nivel(%o)

12 154,01+49,37 5,26+0,13b 58,11+24,04

17 151,13£53,38 6,05+0,74a 75,19+55,52

Selénio

Sem 175,78+39,58a 5,68+0,74a 59,82+38,76

Com 131,334£51,02b 5,56+0,55b 72,20+45,69
Valor da probabilidade (F) da ANOVA

F <0,0001* <0,0001* <0,0001*

N 0,6396 <0,0001* 0,1288

Se 0,0001* 0,0198* 0,0888

FxN 0,0012* <0,0001* 0,0009*

FxSe 0,1132 0,0433* 0,4547

NxSe <0,001* 0,0111* 0,4165

FxXNxSe 0,7831 0,2525 0,1240

CV (%) 11,83 2,25 29,47

*Significante pela estatistica F. "Letras diferentes difere o fator a 5%. F: Fonte; N: Nivel; S: Selénio.

Foi constatado um aumento na atividade da lisozima nos animais que receberam
dietas com 17% de 6leo em relacdo aquelas com 12%, independente da fonte estudada
(Tabela 7). Os peixes que receberam dietas com 12% de 6leo de peixe apresentaram
maior atividade de lisozima quando comparado com aqueles alimentados com 0 mesmo
nivel de 6leo vegetal. Dietas com 17% de Gleo vegetal acarretaram em maior atividade
dessa enzima em relagdo as dietas com o mesmo nivel de dleo de peixe.

A atividade da peroxidase nédo foi afetada nos animais que consumiram dietas
com 12 ou 17% de 6leo de peixe (Tabela 7). Por outro lado, a atividade dessa enzima
foi significativamente aumentada quando os animais consumiram dietas com 17% de

o0leo vegetal em relagéo ao nivel de 12%. Quanto as fontes de dleo, foi observada uma
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maior atividade da peroxidase nos animais que consumiram dietas a base de 0leo

vegetal comparativamente ao 6leo de peixe, independente do nivel ofertado.

Tabela 7: Parametros imunes de corvinas alimentadas com diferentes fontes e niveis
lipidicos na dieta.

Complemento Lisozima Peroxidase

Fonte Nivel (%) Nivel (%) Nivel (%)

12 17 12 17 12 17

Peixe  165,5+40,2bx 194,8+129ax 5,35+0,09bx 5,51+0,17ay 43,73+19,4ay  21,85%9,60ay
Vegetal 136,7+62,8ay 98,6+24,6by 5,16+0,07by 6,88+0,30ax 72,49+19,9bx  119,64+29,6ax

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes de 6leo
dentro de cada nivel. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Interacdo entre os fatores fonte e selénio foram obtidas em relagéo a atividade da
lisozima (Tabelas 6 e 8). Os animais que receberam dietas a base de 6leo de peixe nao
tiveram a atividade da lisozima influenciada pela suplementacdo de selénio. Porém, os
peixes que consumiram dietas a base de Oleo vegetal sem esse mineral, apresentaram
maior atividade dessa enzima. Ao se comparar as fontes de 6leo, foi detectado um
aumento significativo na atividade da lisozima nos animais que receberam dietas a base
de oOleo vegetal, comparativamente aqueles que receberam dietas a base de 6leo de

peixe, com ou sem adicdo de selénio (Tabela 8).

Tabela 8: Atividade da lisozima em corvinas alimentadas com diferentes fontes
lipidicas, com e sem adi¢édo de selénio.

Fonte Selénio
Sem Com
Peixe 5,44+0,21ay 5,42+0,09"ay
Vegetal 5,96+1,07ax 5,74+0,82bx

Ta e b na linha diferem a incluséo de selénio dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes com e
sem selénio. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Foram detectadas interagcdes entre os fatores nivel e selénio para a atividade do
sistema complemento e lisozima (Tabela 6 e 9). Os animais que receberam dietas com
12% de 6leo, sem suplementagdo de selénio, apresentaram maior atividade do sistema
complemento quando comparado com aqueles alimentados com o mesmo nivel de éleo
suplementadas com selénio. Por outro lado, a suplementacéo de selénio ndo surtiu efeito
na atividade do sistema complemento quando as dietas foram constituidas de 17% de
6leo. Ao se comparar os niveis de inclusdo de 6leo na dieta suplementados com selénio,
foi observada uma maior atividade do sistema complemento nas dietas com 17% de
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6leo em relacéo aquelas com 12%. Entretanto, quando as dietas ndo foram suplementas
com selénio, o nivel de 12% de 6leo gerou maior atividade do sistema complemento

comparativamente aquelas com 17%.

Tabela 9: Sistema complemento e atividade da lisozima em corvinas alimentadas com
diferentes niveis de 6leo, com e sem adicao de selénio.

Complemento Lisozima
Nivel Selénio Selénio
Sem Com Sem Com
12 196,43+£15,97ax 111,58+27,02by 5,25+0,08ay 5,26+0,17ay
17 155,13+46,95ay  147,79+62,50ax 6,19+0,88ax 5,92+0,65bx

Ta e b na linha diferem a adicéo de selénio dentro de cada nivel de 6leo. x e y na coluna diferem os niveis
de 6leo dentro de cada adicdo de selénio. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Dietas com 12% de 6leo ndo geraram diferencas na atividade da lisozima das
corvinas, independente da suplementacdo de selénio. Porém, dietas com 17% de 6leo
sem suplementacdo de selénio geraram maior atividade dessa enzima em relacdo as
dietas com suplementacdo de selénio. Ja as dietas com 17% de 6leo, suplementadas ou
ndo com selénio, acarretaram maior atividade da lisozima em relacdo aquelas com 12%

de 6leo.
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DISCUSSAO

Corvinas alimentadas com 6leo vegetal apresentaram um menor desempenho em
relacdo aquelas que receberam dietas a base de 6leo de peixe marinho, 0 que pode estar
relacionado com as diferencas existentes no perfil de &cidos graxos de 6leos vegetais
assim como suas vias de acdo metabolica em relacdo ao 6leo de peixe. Os 6leos vegetais
em sua natureza apresentam maiores quantidades de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA), em especial o linoleico e linolénico, em relagcdo aos 6leos de peixes marinho,
ricos em acidos graxos altamente insaturados (HUFA).

As corvinas alimentadas com 6leo vegetal apresentaram uma maior deposicao de
acido linoleico (AL) no musculo (21,17 + 0,70 vs 14,20 £ 0,48) e figado (19,26 = 0,72
vs 16,51 + 1,16) (Capitulo 4, Tabela 8), quando comparado com aquelas alimentadas
com 6leo de peixe. Os peixes que possuem um aparato enzimatico capaz de alongar e
dessaturar acidos graxos poderdo obter o &cido araquiddnico (AA) a partir de seu
precursor, o acido linoleico (AL). Os resultados deste estudo sdo sugestivos de que a
corvina consegue utilizar tal via de conversdo, uma vez que a deposicdo de AA tanto no
musculo (0,14 £ 0,02 vs 0,04 £ 0,01) quanto no figado (0,17 £ 0,03 vs 0,04 £ 0,01) foi
significativamente maior nos peixes alimentados com 6leo vegetal em relacdo aqueles
alimentados com 6leo de peixe (Capitulo 4, Tabela 8).

O AA ¢ substrato para producdo de prostaglandinas, as quais exercem diferentes
funcdes no metabolismo animal, como reproducdo (PGF2a) e digestio (PGE2). A
conversdo do AA em prostaglandina ocorre no reticulo endoplasmatico liso, catalisado
pelas enzimas ciclooxigenase e peroxidase (Motta, 2011). Desta forma, uma maior
quantidade de AA podera acarretar maior concentra¢do de prostaglandinas, mediada
pela elevacdo da ciclooxigenase (COX) e peroxidase (PER). A elevagdo da peroxidase
nas corvinas que receberam dietas a base de Oleo vegetal, em relacdo aquelas
alimentadas com 6leo de peixe (96,07 + 34,42 vs 33,78 £ 18,88), pode estar relacionada
a um possivel aumento de atividade dessa via, tendo como produto, uma maior
guantidade de prostaglandinas. Além disso, a menor atividade da peroxidase nos
animais alimentados com 6leo de peixe pode ser efeito da inibigdo da cascata de reagdes
do acido araquiddnico, pela maior quantidade de acido eicosapentaendico (EPA) e acido
docosahexaenoico (DHA) encontrada no 6leo de peixe, a qual reduz a sintese de varios
compostos dependentes do AA, incluindo as prostaglandinas (James et al., 2000; Harris

19



et al., 2006). Essa inibi¢do da cascata de reacdes do AA pelo EPA e DHA ocorre atraves
da inibicdo da atividade da ciclooxigenase, produzindo um efeito em cascata o qual ira
reduzir a atividade da peroxidase (Kulmacz et al., 1994) e consequentemente, reducao
da producéo de prostaglandinas.

Dentre as fungdes das prostaglandinas no processo de digestéo, pode-se citar a
inibicdo da secrecdo gastrica, mediada pela PGE2 (Monteiro et al., 2008, Motta, 2011).
Essa inibicdo acarreta em menor aproveitamento das proteinas devido a reduzida
secrecdo géastrica de &cido cloridrico, reduzindo a conversdo do pepsinogénio em
pepsina. Como consequéncia, tem-se um menor aproveitamento protéico em dietas a
base de oOleo vegetal, menor aproveitamento da vitamina C, ferro, entre outros
nutrientes, ocasionando um estresse nutricional nas corvinas alimentadas com o6leo
vegetal. Dentre as consequéncias desse estresse, foram constatados efeitos como: pior
fator de converséo alimentar, menor ganho de peso e pior taxa de crescimento
especifico, além de acimulo de gordura hepatica, constatada pelo aumento do indice
hepatossomatico.

A oxidacao dos &cidos graxos requer que estes entrem no ciclo do acido citrico.
Sua entrada se da& na forma de acetil coenzima A e para que isso ocorra ela deve estar
ligada a uma molécula de oxaloacetato, para formacdo de citrato. Desta forma, a
demanda de oxaloacetato pelas células hepéticas durante a gliconeogénese é tamanha
que as mesmas ficam em deplecdo de oxaloacetato. Sendo assim, a auséncia desta
molécula impede a oxidagdo da Acetil coenzima A, a qual é convertida em corpos
cetbnicos. Os acidos graxos formados nos hepatocitos e a formacdo dos triglicerideos
sdo estimulados, acarretando em acumulo de gordura no figado e consequentemente,
aumento do indice hepatosomatico (Reece, 2006). Em outros trabalhos também sdo
relatados aumento na deposicdo de gordura hepatica quando realizada a substituicdo do
Oleo de peixe por fontes vegetais, a exemplo do salmdo do atlantico (Torstensen et al.,
2000; Bell et al., 2001).

A lisozima € uma enzima classificada como um peptidio antimicrobiano. Além
disso, ela pode atuar como antibiotico, destruindo a parece celular dos agentes
infecciosos por hidrolise de seus polissacarideos de membrana (Arts e Kohler 2009).
Desta forma, a atividade da lisozima tende a aumentar em peixes marinhos submetidos a

infeccOes ou a estresse ambiental (Saurabh e Sahoo 2008). Elevagdo na atividade da
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lisozima também foi notada em corvinas submetidas a estresse nutricional, em especial
aquele provocado pela substituicdo da proteina animal por uma fonte vegetal (Estévez et
al., 2011). Com base nesses estudos e também nos resultados de desempenho obtidos
neste trabalho, podemos sugerir que a maior atividade da lisozima encontrada entre as
fontes de Oleo (Tabelas 6 e 8), niveis de dleo (Tabelas 6 e 9), assim como presenca ou
ndo de selénio (Tabelas 6 e 9), estdo relacionadas a um possivel estresse nutricional dos
peixes.

Uma maior atividade de lisozima também foi verificada em douradas, Sparus
aurata, alimentadas com 100% de 6leo de linhaca quando essas foram submetidas a
desafio com Photobacterium damselae sub piscida em relacdo aquelas alimentadas com
100% de 6leo de peixe ou soja (Montero et al., 2010). Salmdes alimentados com 6leo de
linhaca ou girassol em substituicdo ao dleo de peixe ndo apresentaram diferenca na
atividade da lisozima (Bell et al., 1996). Entretanto, maiores niveis de lisozima foram
obtidos em douradas alimentadas com 6leo de peixe em relacdo aquelas alimentadas
com uma mistura de éleos vegetais composto por linhaca, canola e soja (Montero et al.,
2003).

A discrepéncia de resultados obtidos nos trabalhos de avaliagdo da atividade de
lisozima em dietas com substituicdo do 6leo de peixe por fontes vegetais pode estar
relacionada as diferentes condicBes experimentais avaliadas - tipos de 6leos vegetais,
relacfes entre PUFA e a espécies estudadas (Saera-Vila et al., 2009).

O sistema complemento e a atividade fagocitica sdo indicadores muito utilizados
em estudos sobre o efeito do estresse em peixes (Scott e Klesius, 1981; Yin et al., 1995;
Tort el al., 1996; Ortuno et al., 2002). Em relacdo a este estudo, foi detectada uma
menor atividade da via alternativa do sistema complemento nos peixes alimentados com
oleo vegetal, sugerindo assim uma relacdo direta e antagonica deste pardmetro com o
perfil de acidos graxos encontrado nos 6leos vegetais. A inclusdo de éleos vegetais
também reduziu a atividade da via alternativa do sistema complemento de Sparus
aurata, assim como a atividade fagocitica de leucocitos no rim anterior (Montero et al.,
2008). Além disso, niveis adequados de Omega 3, em especial HUFA, foram
necessarios para manutencdo da via alternativa do sistema complemento de Sparus
aurata (Montero et al., 1998). Também foi observado redugdo na atividade do sistema

complemento de Salméo do Atlantico alimentados com dietas contendo 6leo de linhaca
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ou girassol (Bell et al., 1996). Resultados semelhantes foram encontrados em relacéo a
atividade do sistema complemento e atividade fagocitica de Sparus aurata alimentadas
com dietas contendo 6leo de soja (Montero et al., 2003).

A reducdo na atividade do sistema complemento pode ser em funcéo de uma ma
formagdo da membrana celular dos granulécitos dos peixes alimentados com baixos
niveis de HUFA presente nos Oleos vegetais (Montero et al.,, 1998). Os HUFA
disponiveis na dieta sdo utilizados pelo organismo para formacdo e manutencdo da
membrana celular (Petropoulos et al., 2009). Assim, organismos que tem suas
necessidades de HUFA atendidas tendem a manter a higidez de suas células. Desta
forma, as células do sistema imune preservam seu efeito contra agentes infecciosos. Por
outro lado, animais que ndo tem suas exigéncias de HUFA atendida, tendem a um
comprometimento da estrutura membranar de suas células, incluindo aquelas do sistema
imune, reduzindo a eficiéncia imunoldgica dos neutréfilos e macréfagos ativados pelo
sistema complemento (opsonizacdo, fagocitose e/ou quimiotaxia), assim como dos
basofilos (efeitos inflamatdrios).

Corroborando com esta teoria, uma menor atividade de macrofagos foi detectada
em Gadus morhua alimentados com 6leo de echium em relagdo aqueles alimentados
com oOleo de peixe (Bell et al., 2006). Uma maior atividade fagocitica foi obtida em
garoupas (Epinephelus malabaricus) alimentadas com uma relacdo de 3:1 entre acido
linolénico e linoleico (Whu e Chen, 2012) e também com dietas enriquecidas com DHA
na mesma espécie (Wu et al., 2003), semelhante aos resultados deste trabalho. Atrelado
a isso, associa-se também uma reducdo do sistema complemento em peixes submetidos
a agentes estressantes, como fatores nutricionais, devido a um aumento do cortisol
sanguineo e consequentemente, seu efeito imunossupressor sobre o sistema

complemento (Montero et al., 1998).
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CONCLUSAO

Desta forma, pode-se concluir que o mix de 6leo vegetal formado pelos 6leos de
linhaca, canola e soja compromete o desempenho zootécnico e imunologico de juvenis
de corvinas (A. regius) quando comparado com 6leo de peixe marinho. Conclui-se
também que a incluséo de 12% de 6leo nas dietas melhora o desempenho zootécnico de

corvinas na fase juvenil.
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CAPITULO 2

Capacidade digestiva e histologia intestinal de corvinas (Argyrosomus
regius) alimentadas com selénio associado a diferentes fontes e niveis

lipidicos
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho analisar a atividade das enzimas digestivas de
corvina (Argyrosomus regius) alimentadas com diferentes fontes e niveis de o6leo
vegetal, em substituicdo ao 6leo de peixe, com e sem selénio. Um total de 600 corvinas
com peso medio de 20,45 + 1,4 g foram distribuidas aleatoriamente em 24 tanques de
80 litros, em um sistema de recirculacdo de agua. Durante o ensaio a temperatura da
4gua foi de 20,7 + 0,7°C e oxigénio 8,8 + 1,7 mg L™ 1. Os peixes foram alimentados com
oito dietas experimentais por 60 dias, duas vezes por dia durante seis dias por semana.
Foram avaliadas dietas experimentais com duas fontes de dleo (peixe ou vegetal), dois
niveis de lipidios (12 e 17%) e suplementacdo de selénio (presenca ou auséncia), sendo
os resultados analisados em esquema fatorial. As enzimas digestivas analisadas foram:
lipase, amilase, tripsina e quimiotripsina. As analises histolégicas foram: camada
muscular circular, camada muscular longitudinal, submucosa e altura do epitélio. As
atividades da amilase e tripsina foram maiores quando os peixes consumiram 6leo de
peixe. Por outro lado, a atividade de lipase foi maior nos peixes que consumiram dietas
a base de oOleo vegetal. Quanto aos niveis de lipidios, dietas com 17% geraram maior
atividade da amilase em relacdo as dietas com 12%. O inverso foi observado na
atividade de quimotripsina. Em relagdo a atividade da lipase, ndo foram observadas
diferencas nos dois niveis de lipidios estudados. Ndo houve diferenca na atividade das
enzimas digestivas em relacdo a suplementadas de selénio. Diferenca histologica foi
observada entre as fontes de dleo e também entre os niveis. Pode-se concluir que a fonte
e 0s niveis de lipidios avaliados tem influéncia na atividade das enzimas digestivas

estudadas.

Palavras-chave: enzimas digestivas, fontes lipidicas, 6leos vegetais, substituicao.
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ABSTRACT

This study aimed to analyze digestive enzymes activities of meagre
(Argyrosomus regius) fed with different levels of vegetable oil blend in replacement of
fish oil, associated or not with selenium. A total of 600 meagre with an average weight
of 20.45 + 1.4g were distributed randomly in 24 tanks of 80 liters capacity, in a closed
recirculation water system During the trial the water temperature was 20.7 + 0.7°C and
oxygen 8.8 + 1.7 mg L™. The fishes were fed with eight experimental diets for 60 days,
twice a day for six days per week. In this experiment, we studied experimental diets
with two sources of oil (fish or vegetable), two lipid levels (12 and 17%) and selenium
supplementation (presence or absence). The results were analyzed by three way
factorial. The digestive enzymes analyzed were: lipase, amylase, trypsin and
chymotrypsin. The histological analyses were: Circular Muscular layer, Long. Musc
layer, Sub-mucosa and Epithelium height. Amylase and chymotrypsin activity was
bigger in Fish oil when compared with vegetable oil. On the other hand, lipase activity
was higher in vegetable oil. Regarding the levels of lipids, diets with 17% had higher
amylase activity than diets with 12%. The inverse was observed in chymotrypsin
activity. In relation to lipase activity, no differences were observed on the two levels of
lipids studied. No differences in digestive enzymes activities were observed when diets
were supplemented with selenium. Histological difference was see in fish fed with
vegetable source oil and thoose fish feed with 12% of lipid. In conclusion, our study
showed that the source and levels of lipid in diets for meagre have influence in activity
of digestible enzymes like amylase, lipase and chymotrypsin. Furthermore, levels of

selenium do not cause an alteration in studied digestible enzymes.

Key-words: digestive enzymes, lipid source, replacement, vegetable oil.

30



INTRODUCAO

A producdo aquicola mundial aumentou significativamente desde meados dos
anos 1970, desempenhando um papel importante como fornecedor de proteina e lipidios
com elevado valor nutricional (FAO, 2014). Dentre as espécies de peixes recém-
cultivadas, destaca-se a corvina (Argyrosomus regius), como potencial candidata para a
diversificacao da aquicultura.

O interesse pela corvina A. regius tem crescido devido as suas caracteristicas
biologicas, como taxas de crescimento elevadas, 6tima conversdo alimentar, elevada
fertilidade (Quéméner et al., 2002), facilidade de obtencédo de larvas (Vallés e Estévez,
2013) e rapida aclimatizacdo ao cativeiro (Duncan et al., 2012). Apesar da introducéo da
corvina na industria aquicola, ainda existem poucos conhecimentos sobre sua exigéncia
nutricional, assim como dos ingredientes ideais para composi¢do de sua dieta (Estevez
et al., 2011). Desta forma, faz-se necessério o desenvolvimento de estudos que avaliem,
dentre outros, sua demanda por macronutrientes e micronutrientes, como proteinas e
lipidios, vitaminas e minerais.

A eficiéncia com a qual os macronutrientes da dieta sdo disponibilizados para o
metabolismo do animal depende, primeiramente, da presenca de enzimas digestivas no
trato intestinal. Além disso, o tipo e a concentragcdo dos nutrientes presentes na dieta
tem relacdo direta com a secrecdo enzimatica intestinal. Assim como 0s minerais,
lipidios devem ter relacdo direta com a secrecdo de enzimas pancreaticas.

O Obleo de peixe é um ingrediente muito utilizado em dietas para peixes
marinhos. Entretanto, sua limitada oferta no mercado fez com que aumentasse a busca
por fontes lipidicas alternativas a esse ingrediente (Turchini et al., 2009). Alguns
autores tém apontado os 6leos vegetais como possiveis candidatos a substituirem o éleo
de peixe na elaboracdo de dietas para peixes marinhos (Bahurmiz and Ng, 2007;
Turchini et al., 2009). Além disso, por apresentar elevado teor energético, diferentes
fontes e niveis de 6leo poderdo modular o consumo de racdo pelos peixes, podendo
acarretar em alteracOes na secregcdo de enzimas digestivas assim como na histologia
intestinal.

E provavel que a presenca de minerais, associados com alteracbes na
composic¢do lipidica das dietas, tenha efeito direto sobre a secrecdo enzimatica de
peixes, intervindo assim no processo de digestdo de todos nutrientes. O selénio é um

31



micromineral essencial na dieta de organismos aquaticos que age protegendo os acidos
graxos contra danos oxidativos. Além disso, problemas relacionados a reducdo da
secrecdo de enzimas digestivas sdo observados em dietas com baixos niveis de selénio
(Cantor et al., 1975). Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes fontes e
niveis de lipidios na dieta de corvina (Argyrosomus regius), associado a suplementagao

de selénio sobre a atividade enzimatica e histologia intestinal.
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MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste trabalho®, foram elaboradas oito dietas experimentais
isoproteicas (Tabelas 1 e 2) constituidas por duas fontes de 6leo (peixe marinho ou mix
de Oleo vegetal), dois niveis de inclusdo deste Oleo (12 e 17%) com e sem
suplementacdo de 1,0 mg/kg de selénio. O 6leo vegetal foi composto por 45% de 6leo
de linhaga, 35% de 06leo de canola e 20% de 6leo de soja. A inclusdo de 6leo nas dietas
foi realizada em duas etapas, sendo a primeira durante o processo de mistura dos
ingredientes e a segunda realizada por cobertura ap6s o processamento. Os ingredientes
das dietas foram finamente moidos e misturados em misturador tipo "Y".
Posteriormente, as dietas foram extrusadas em peletes com 2-3 mm e armazenadas a
4°C até 0 momento da oferta. As mesmas foram ofertadas ad libitum duas vezes ao dia

(10:00 e 16:00 h), seis dias por semana.

'Desenvolvido segundo as recomendacbes da Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA), de acordo com as orientagOes para utilizacéo
de animais com fins cientificos da diretiva Européia 2010/63/UE.
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Tabela 1: Dietas experimentais contendo diferentes fontes e niveis de 6leo, com e sem

adicéo de selénio.

Dietas
Ingredientes Oleo de peixe Oleo vegetal
12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
Concentrado Soja (%) 28,4 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40
Farinha de Visceras Aves (%) 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Farinha Penas (%) 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Farinha Tilapia (56%) 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Farelo Trigo (%) 8,80 8,80 6,80 6,80 8,80 8,80 6,80 6,80
Milho Grao (%) 6,00 6,00 3,12 3,12 6,00 6,00 3,12 3,12
Farinha Carne(43%) 561 5,61 561 5,61 561 561 561 561
Gluten Trigo(%) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
DL — Metionina (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Binder (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fungistatico (%) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Vitamina C (%) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Selénio (mg kg™) 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0
Oleo de Peixe (%) 6,16 6,16 11,36 11,36 - - - -
Oleo de Canola (%) - - - - 2,16 2,16 397 3,97
Oleo de Linhaga (%) - - - - 2,77 2,77 511 511
Oleo de Soja (%) - - - - 1,23 1,23 227 227
Premix - Vit e Mineral (%) 0,35 0,35 0,35 0,35 035 0,35 035 0,35
Cloreto de Colina (%) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Composicao centesimal calculada das dietas experimentais
Proteina bruta (%) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Gordura (%) 120 12,0 17,0 17,0 120 12,0 170 17,0
Energia digestivel (Mcal kg') 3,93 3,93 4,27 4,27 393 3,93 4,27 4,27
Fibra bruta (%) 2,19 219 1,92 1,92 2,19 2,19 192 1,92
Calcio (%) 224 2,24 223 2,23 224 2,24 223 2,23
Fosforo total (%) 159 1,59 1,56 1,56 159 1,59 156 1,56
Fosforo disponivel (%) 1,14 1,14 1,13 1,13 1,14 1,14 1,13 1,13
Lisina total(%) 2,54 254 251 251 254 254 2,51 2,51
Metionina total (%) 1,28 1,28 1,27 1,27 1,28 1,28 1,27 1,27
Met.+ Cistina total (%) 169 1,69 1,66 1,66 169 1,69 166 1,66

Niveis de garantia por kg de produto. Vit. A, 6000 Ul; Vit. D, 6000 UI; Vit. K, 6,30 mg; Vit. B1, 11,76 mg; Vit.B2, 15,36 mg; Vit.
B6, 12,74 mg; Vit. B12, 40 mcg; Acido félico, 1,92 mg; Acido pantoténico, 39,20 mg; Colina, 800 mg; Niacina, 400 mg; Biotina,

0,2 mg; Antioxidante, 300 mg; Ferro, 257,15 mg; Zinco, 300 mg; Manganés, 133,45 mg; Cobre, 19,60 mg; lodo, 9,40 mg.

34



Tabela 2: Perfil de acidos graxos™ das dietas experimentais constituidas por diferentes

niveis e fontes de 6leo, com e sem adi¢do de selénio.

Dietas
Acido Graxo Oleo de peixe Oleo vegetal
(9/1009) 12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
C 120 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
C13:.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 14:.0 4,2 4,2 4,8 45 11 0,9 0,7 0,7
C14:1n7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
C 15:.0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1
C 15:1 n7 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1
C 16:0 229 232 215 21,3 18,2 18,7 15,7 15,0
C 16:1 n7 4,9 4,9 5,0 4.8 2,3 2,4 1,8 1,7
C16:2n6 0,8 0,5 0,9 0,9 0,3 0,3 0,2 0,2
C 16:3n3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 16:4n3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,1 0,1 0,0 0,1
C 18:.0 4,6 5,6 51 59 4,0 3,8 4,7 7,6
C18:1n9 15,1 154 15,7 164 215 19,7 17,6 20,6
C18:1n7 1,9 1,7 1,9 1,8 2,1 2,5 1,6 1,3
C18:2n6 20,6 20,1 172 174 27,8 28,0 29,2 26,6
C18:2n3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:3n3 3,2 2,6 2,9 2,8 175 19,3 245 228
C 18:4n3 15 1,5 1,8 1,7 0,6 0,4 0,5 0,4
C20:1n9 0,8 0,8 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6 0,5
C 20:2n6 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 20:3n3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,0 0,1 0,0 0,0
C21.0 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
C 20:4n6 1,5 1,4 1,4 1,4 0,8 0,6 0,6 0,5
C 20:4n3 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
C22:1n9 0,6 0,5 0,5 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3
C 20:5n3 7,0 7,0 8,8 8,3 0,3 0,0 0,1 0,1
C21:5n3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 22:3n6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
C 22:4n6 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1
C22:5n3 0,8 0,8 0,9 0,9 0,2 0,1 0,1 0,1
C22:6n3 55 57 6,9 6,5 0,3 0,1 0,1 0,1
N.D. 1,1 1,3 1,2 1,1 0,4 0,7 0,5 0,4
Saturado 32,7 339 32,2 326 23,8 239 216 23,7
Monoinsaturado 23,5 23,6 241 24,7 27,1 25,7 22,1 24,6
n-9 16,5 16,7 17,0 17,7 225 20,6 185 21,4
n-6 236 228 20,2 20,5 29,3 29,3 30,3 27,6
n-3 19,0 18,5 224 21,3 19,2 204 25,5 23,7
n-3/n-6 0,8 0,8 1,1 1,0 0,7 0,7 0,8 0,9

*Valores analisados.
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Sistema de cultivo

Juvenis de corvina (20,45+1,4 g) foram obtidas do Instituto Portugués do Mar e
Atmosfera (IPMA) e transportados até o Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar
(ICBAS), onde passaram por um periodo de adaptacdo ao sistema de recirculagdo. Os
peixes foram distribuidos em 24 tanques de fibra de vidro (80 L) numa densidade de 25
corvinas por tanque, onde passaram por um periodo de 10 dias de adaptacdo as
instalacBes seguidos de mais trés dias de adaptacdo as dietas experimentais. A qualidade
de 4gua no sistema foi mantida com auxilio de um escumador e filtros mecanicos, de
areia e ultravioleta. Cada tanque recebeu aeracao individual e um sistema emergencial
para suprimento de oxigénio puro em caso de falha do aerador principal. Ao longo dos
60 dias de ensaio, foram obtidos os seguintes valores médios para as variaveis fisico-

quimicas da 4gua: temperatura de 20,7 + 0,7 °C; oxigénio de 8,8 + 1,7 mg L™.

Enzimas digestivas

Para determinagdo da atividade das enzimas digestivas, 0s intestinos de seis
peixes de cada tratamento foram coletados e homogeneizados segundo Rungruangsak-
Torrisen (2007). A quantificacdo do contetdo proteico intestinal foi realizada segundo
metodologia de Lowry et al. (1951). Posteriormente, a atividade enzimaética foi
calculada com base no valor proteico e determinada em unidade de atividade enzimatica
por miligrama de proteina total. A atividade da alfa-amilase foi determinada com base
na quantificacdo da formacdo de maltose, segundo Areekijseree et al. (2004). A
determinacédo da atividade da lipase foi realizada tomando como base a decomposigéo
de um complexo lipidico, segundo o método de digestdo do p-nitrophenyl palmitato,
como descrito por Winkler e Stuckmann (1979). A atividade da tripsina e quimotripsina
foram mensuradas pelo método de produgdo da nitroanilina, de acordo com

Rungruangsak-Torrisen (2006).

Morfologia intestinal

Para desenvolvimento desta técnica, foram coletadas seis amostras por
tratamento da porgdo médio distal do intestino. Em seguida as amostras foram lavadas
com PBS, fixadas em formol tamponado a 4%, identificadas e armazenadas a 4°C por

24 h. Posteriormente, as amostras foram retiradas do formol sendo efetuada trés
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lavagens com PBS em pH 7,4. Em seguida, as amostras foram acondicionadas e
mantidas em alcool 70% até seu processamento.

A confeccdo das laminas histologicas foram realizadas a partir da fixacdo das
amostras intestinos em 10% de formol tamponado (pH 7,2) e posteriormente embebidas
em parafina. SeccBes de 5um, obtidos em micrétomo Leica® RM-2155 (Leyca, Viena,
Austria), foram corados com hematoxilina-eosina para observacdes histoldgicas gerais.
Cortes longitudinais de intestino posterior foram examinadas ao microscopio binocular,
Nikon Eclipse Ci, e as fotos foram tiradas com a camera Nikon DS-Fi2. Subcamada
muscular, a altura do epitélio e as medi¢Ges da espessura da camada muscular foram
utilizados como critérios para avaliar a morfologia intestinal (Uran et al., 2008;
Martinez-Llorens et al., 2012), onde seis medi¢des de cada parametro foram realizadas
em duas seccdes de cada peixe (seis peixes de cada tratamento), resultando num total de
72 medicdes.

Medicgbes e processamento de imagens foram feitas usando o programa Image J
1.48p (EUA), e todas as medias e graficos subsequentes foram operados em Microsoft
Office Excel 2010® para Windows®.

Determinacéo da Glicose
Punces na veia caudal dos peixes foram realizadas para coleta de sangue, sendo
esse imediatamente adicionado a uma fita de glicose para leitura em glicosimetro. As

unidades de glicose foram expressas em mg/dL de sangue.

Analise estatistica

As variaveis experimentais foram analisadas em triplicado com base num
delineamento inteiramente casualisado em arranjo fatorial 2x2x2, composto por duas
fontes de dleo (peixe marinho ou mix de 6leo vegetal), dois niveis lipidicos (12 e 17%)
e inclusdo ou ndo de 1mg/kg de selénio. Para realizacdo da ANOVA foi constada a
homogeneidade dos dados pelo teste de Bartlett assim como sua normalidade, pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. As médias foram comparadas com base na estatistica "F" da
ANOVA a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

As fontes de 0leo na dieta geraram diferencas na atividade da lipase intestinal
das corvinas na qual o 6leo vegetal proporcionou maior atividade desta enzima (Tabela
3). Por outro lado, a atividade da amilase, tripsina, quimotripsina e nivel de glicose
sanguinea foram maiores nas dietas a base de 6leo de peixe. Apesar dos niveis lipidicos
das dietas ndo terem efeitos na atividade da lipase, maior atividade da amilase e nivel de
glicose sanguinea foram constatados em peixes alimentados com dietas contendo 12%
lipidios. A quimotripsina apresentou maior atividade quando os animais foram
alimentados com 17% de 6leo na dieta. Em relagdo a suplementacdo de selénio, ndo foi
observado nenhum efeito desse mineral no nivel de glicose sanguinea e nem na

atividade das enzimas digestivas estudadas.

Tabela 3: Atividade de enzimas digestivas e nivel de glicose sanguinea de corvinas
alimentadas com dietas contendo fontes e niveis lipidicos, com e sem adigdo de selénio.

Fonte (F) Lipase Amilase Tripsina Quimotripsina Glicose
Peixe 30,12+7,31b* 4.07+1.20a 273,13+123,1a  9,67+3,06a  98,68+21,11a
Vegetal 43,56+14,59a 2.95+0.91b  164,87+75,8b 8,31+3,14b  46,36+15,67b
Nivel (N)

12 35,75+12,38 3,99+1.23a  238,8+117,8 8,04+2,13b  84,80+30,23a
17 36,63+13,71 3,03+1.18b  211,5+116,9 9,86+3,55a  63,44+32,06b
Selénio (Se)

Sem 35,43+12,43 3,36%1,19 229,45+112,1 8,52+2,47 75,79+34,47
Com 37,02+13,75 3,76+1,22  218,39+1235 9,54+3,61 71,71+31,74
Valor da probabilidade (F) da ANOVA

F 0,0006* 0,0085* 0,0026* 0,0445* <0,001*
N 0,8375 0,0443* 0,6335 0,0439* 0,0212*
Se 0,7270 0,2110 0,7222 0,3278 0,7073
FxN 0,4895 0,6192 0,8475 0,3145 0,5457
FxSe 0,8181 0,4183 0,9346 0,7976 0,9452
NxSe 0,9503 0,1992 0,2277 0,0702 0,5316
FxNxSe 0,5328 0,3792 0,3914 0,7755 0,5109

CV (%) 32,89 21,05 28,43 21,58 24,35

*Significante pela estatistica F. 'Letras diferentes na coluna difere o fator a 5%. Valores de lipase e
quimotripsina expressos em mU/mg, amilase em U/mg e glicose em mg/dL. CV: Coeficiente de variacéo.

Em relagdo a histologia intestinal, foi detectado efeito isolado dos fatores fonte e
nivel para a camada de musculo circular, onde as corvinas alimentadas com 6éleo de
peixe ou 12% de 6leo apresentaram maior espessura deste musculo (Tabela 4). Além

disso, foram detectados efeitos isolados dos fatores nivel e selénio na espessura do
38



masculo longitudinal dos animais que consumiram dietas com 12% de dleo, assim

como, dos que receberam dietas suplementadas com selénio, que apresentaram maior

espessura deste musculo. Por outro lado, nenhum efeito significativo dos fatores

estudados foi detectado na submucosa e altura do epitélio. Quanto ao consumo de racao,

efeitos isolados foram detectados para os fatores fonte e nivel, onde os maiores

consumos foram detectados nos animais que receberam dietas a base de 6leo de peixe e

12% de lipidios.

Tabela 4: Influéncia de diferentes fontes e niveis de 6leo e suplementacéo de selénio na
histologia intestinal e consumo de racéo.

Mdusculo Musculo Alturado  Consumo de
Fonte (F) . o Submucosa s «
circular longitudinal epitélio racao
Peixe 46,23+13,62a 25,3645,31 14,04+3,90 10,88+2,18 21,57+1,24a
Vegetal 38,01+13,45b 26,32+9,62 13,88+3,66 10,31+1,70 20,34+1,23b
Nivel (N)
12 47,56+13,14a" 27,89+5,62a 14,34+3,62 10,95+1,81 21,79%1,15a
17 38,28+1354b  24,05+8,48b  13,66+3,91 10,34+2,10 20,12 +1,01b
Selénio(Se)
Sem 39,97£13,05 23,35+£7,35b  13,54+4,37 10,05+2,18 21,06+1,53
Com 45,02+14,77 28,24+6,97a  14,40+3,06 11,19+1,60 20,85+1,23
Valor da probabilidade (F) da ANOVA
F 0,040* 0,412 0,948 0,474 0,004*
N 0,029* 0,041* 0,576 0,291 0,001*
Se 0,230 0,036* 0,357 0,084 0,579
FxN 0,302 0,164 0,906 0,207 0,805
FxSe 0,944 0,410 0,418 0,517 0,469
NxSe 0,469 0,246 0,213 0,781 0,090
FXNxSe 0,175 0,058 0,694 0,682 0,432
CV (%) 30,40 25,68 28,21 18,46 4,32

*Significante pela estatistica F. 'Letras diferentes diferem o fator a 5%. Medicdes apresentadas em pm.
CV: Coeficiente de variagdo. Consumo rac¢éo: gramas por animal.
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DISCUSSAO

Os niveis de glicose foram influenciados pela fonte de 6leo disponivel na dieta
assim, como o nivel de inclusdo (Tabela 3). Dentre os fatores que influenciam nos
niveis de glicose sanguinea, pode-ser destacar: fotoperiodo, tempo de jejum (Pavlidis et
al., 1999), tamanho do peixe e temperatura da dgua (Hemre et al., 1999). Além disso,
por ser afetada por condicGes adversas, a glicose também atua como um indicador de
estresse animal (Rotllant e Tort, 1997; Rotllant et al., 1997; Pottinger, 1998). Desta
forma, pode-se evidenciar que as corvinas alimentadas com éleo vegetal e também com
17% de lipidios na dieta foram submetidos a estresse nutricional por apresentarem
menores niveis de glicose sanguinea.

Baixos niveis de glicose estimulam a producdo dos hormoénios glucagon e
epinefrina, os quais ativam a lipase de triacilglicerol horménio sensivel, presente nos
adipdcitos, disponibilizando os lipidios de reserva para serem oxidados pelos tecidos
(ex: masculo esquelético e coracdo) (Motta, 2011). Sparus aurata submetidas a dietas
com Oleo vegetal (linhaca, canola e girassol) em substituicdo ao Oleo de peixe
apresentaram aumento na lipase hormonio sensivel em relacdo aos peixes alimentados
com o6leo de peixe, tendo como consequéncia um aumento na lipGlise desses peixes
(Garcia et al., 2011). Com base nos dados obtidos neste trabalho, pode-se supor que ha
também um estimulo da lipase pancreatica para maximizar o aproveitamento dos
lipidios dietéticos, como forma de suprir a demanda energética gerada pelo estresse
nutricional desses peixes.

Em relacdo a capacidade digestiva dos animais, foi evidenciado um efeito
significativo das fontes de Oleo sobre a atividade da lipase, amilase, tripsina e
quimotripsina. Além disso, os niveis de 6leo influenciaram diretamente na atividade da
amilase e quimotripsina. Com base nos dados apresentados na Tabela 3, em especial
para os niveis de glicose e lipase, pode-se supor que o estresse nutricional gerado pela
alimentacdo das corvinas com dietas a base de 6leo vegetal estimulou a gliconeogénese
na tentativa de manter os niveis de glicose sanguinea e suprimento de sua demanda
energética. Um aumento dos niveis de lipase sanguinea e muscular foi verificado em
ratos submetidos a estresse (Hulsmann e Dubelaar, 1986). Além disso, um aumento na
expressao da lipase hepatica e do tecido adiposo foi detectado em Pagrus major
submetidas a jejum prolongado (Liang et al., 2002), semelhante aos resultados obtidos

40



neste trabalho. Atualmente, pouco se conhece a respeito dos efeitos nutricionais e
hormonais sobre a atividade da lipase em peixes (Turchini et al., 2009). Entretanto,
pode-se supor que sua atividade tende a ser aumentada quando o animal é submetido a
agentes estressores, como aqueles relacionados aos fatores nutricionais.

E conhecido também que a digestibilidade dos &cidos graxos é influenciada
diretamente pelo comprimento da cadeia e também pelo seu grau de insaturacdo (Ng et
al., 2004; Francis et al., 2007). A quantidade de acidos graxos saturados na dieta é outro
fator que interfere negativamente em sua digestibilidade (Ng et al., 2003),
comprometendo o desempenho dos animais (Ng e Gibon, 2011), por reduzir sua
digestibilidade e, consequentemente, o consumo e conversdo alimentar (Turchini et al.,
2013). Entretanto, esse fato ndo foi observado neste trabalho, onde as dietas com maior
quantidade de acidos graxos saturados (6leo de peixe) geraram o melhor desempenho
das corvinas. Tal fato reforga a afirmativa de que o pior desempenho dos animais
alimentados com 6leo vegetal deve-se ao estresse nutricional provocado.

Uma maior espessura do musculo circular dos animais alimentados com 6leo de
peixe foi detectado neste trabalho. Tais resultados corroboram com os obtidos por
Yadav et al. (2014), que observaram um encurtamento dos musculos intestinais (circular
e longitudinal) de bagres africano (Clarias batrachus) alimentados com 6leo de soja e
6leo de linhaca. Segundo Boonyaratpalin et al. (1998), as alteracGes histologicas no
intestino podem reduzir o desempenho dos animais alimentados com dietas & base de
6leo vegetal. Além disso, Yadav et al. (2014) sugeriram que a alteracdo da fonte lipidica
na dieta estd diretamente relacionada com alteragc6es histoldgicas intestinais de Clarias
batrachus. Tais resultados estdo de acordo com os encontrados neste estudo, em que 0s
peixes alimentados com dietas a base de 6leo vegetal apresentaram menor desempenho
em relacdo aqueles que consumiram 6leo de peixe (Capitulo 1, Tabela 3).

O nivel de 6leo estudado também apresentou efeito significativo nos musculos
longitudinal e circular, onde o nivel de 12% gerou maior area desses musculos. Tais
resultados estdo de acordo com o desempenho dos animais, nos quais peixes
alimentados com 12% de Oleo tiveram maior ganho de peso e taxa de crescimento
especifico em relagcdo aos alimentados com 17% de 6leo (Capitulo 1, Tabela 3). O
melhor desempenho desses animais pode estar associado, além de outros fatores, a

maior &rea desses musculos. Isso se justifica, pois a contragcdo do musculo circular reduz
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a luz do trato intestinal (Junqueira e Carneiro, 2008), promovendo assim uma maior
mistura do contetdo presente no Iimen com as enzimas digestivas ali presentes. Este
processo acarreta melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta. Ja o musculo
longitudinal, juntamente como musculo circular, € responséavel pela mistura, circulagéo
e propulséo do contetdo encontrado no limen intestinal (Junqueira e Carneiro, 2008),
facilitando a absorcédo dos nutrientes.

A maior espessura dos musculos longitudinal e circular pode estar relacionado
com o maior consumo de alimento dos animais que receberam as dietas com 12% de
6leo, assim como daqueles que receberam dietas a base de 6leo de peixe. Como
ingredientes a base de peixe apresentam uma boa palatabilidade (Lovell, 1984), é
provavel que esse fator tenha estimulado o consumo. Além disso, alguns autores
sugerem que dietas a base de 6leos vegetais, como soja, pioram a palatabilidade da
dieta, tendo como consequéncia um menor consumo (Fowler, 1980, Boonyaratpalin et
al., 1998).

O maior consumo de racdo gerado pelas dietas contendo 12% de lipidios pode
estd relacionado a demanda energética do animal. Tendo em vista que o consumo é
regulado pela energia ingerida e que existe uma relagéo inversa entre consumo e energia
ingerida (Sakomura et al., 2014), pode-se admitir que 0 menor consumo dos animais
que receberam dietas com 17% de 6leo deve-se ao maior teor energético dessa dieta.
Sendo assim, o maior consumo dos animais alimentados com 12% de 6leo e com dietas
a base de 6leo de peixe pode ter promovido uma maior movimentacgdo do intestino, para
digerir e absorver os nutrientes da racdo, a qual gerou uma maior movimentacao dos
musculos circulares e longitudinais, tendo como consequéncia um aumento de suas

espessuras.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que a substituicdo de 6leo de peixe por uma mistura de 6leos
vegetais altera significativamente a atividade de algumas enzimas digestivas, assim
como os niveis de glicose sanguinea. Além disso, a mistura de 6leo vegetal avaliada
neste trabalho acarretou menor area do masculo circular. Dietas com 17% de 6leo gerou
menor area dos musculos circular e longitudinal de corvinas em relacdo as dietas com
12% de dleo.
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CAPITULO 3

Estresse oxidativo em corvinas (Argyrosomus regius) induzido pelo

contetdo lipidico e selénio dietético
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RESUMO

Objetivou-se avaliar os bioindicadores do estresse oxidativo em corvinas
(Argyrosomus regius) alimentadas com diferentes niveis de 6leo vegetal com e sem
selénio (1,0 mg/kg), em substituicdo as dietas tradicionais que contém 6leo de peixe.
Corvinas com peso inicial de 20,45+1,4g foram mantidos num sistema fechado
composto por 24 tanques (80 L) e submetidas as seguintes variaveis fisico-quimicas da
4gua: temperatura de 20,7 + 0,7°C e oxigénio 8,8 + 1,7 mg L™ Os peixes foram
alimentados duas vezes por dia, seis dias por semana, com oito diferentes dietas
experimentais por 60 dias. As dietas foram compostas por duas fontes de dleo (peixe ou
mistura de Oleos vegetais com 45% de linhaca, 35% de canola e 20% de 6leo de soja),
dois niveis de lipidios (12 e 17%) com e sem adi¢do de 1,0 mg/kg de selénio na dieta. A
peroxidacgdo lipidica (LPO), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa total (GT) e catalase (CAT) hepaticas foram analisados. CAT, GPx e GR néo
foram significativamente alteradas em peixes alimentados com dietas contendo
diferentes fontes de dleo. No entanto, maiores niveis de GT e menores niveis de LPO
foram observados nos peixes alimentados com dietas composta por 6leo de peixe em
relacdo aos animais alimentados com dietas a base de 6leos vegetal. Verificou-se que o0s
peixes alimentados com 17% de lipidios apresentaram maior nivel de glutationa total,
qguando comparado com os peixes alimentados com 12%. Por outro lado, os peixes
alimentados com 12% de lipidios apresentaram menor peroxidacdo lipidica. Os peixes
alimentados com dietas suplementadas com selénio apresentaram um aumento
significativo da atividade da GPx. Verificou-se interacdo entre "nivel de lipidios na
dieta e presenca de selénio” para as atividades da CAT e GR, bem como, os niveis de
GT e LPO. Observou-se interacdo significativa entre a "fonte de 6leo e presenca de
selénio” na CAT e GR. Em conclusdo, a capacidade antioxidante de corvina €
influenciada pela fonte e nivel de lipidios, assim como pela presenca de selénio na dieta.

Palavras-chave: antioxidante; biomarcador; fontes; radical livre; substituicdo de 6leo.
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ABSTRACT

The main goal of this research work was to study the antioxidant capacity of
meagre (Argyrosomus regius) fed with different levels of vegetable blend oil with and
without selenium in replacement of traditional diets containing fish oil. Meagre (600
animals) were kept in 24 tanks (80 L) with constant renovation and aeration and
maintained at 20.7 + 0.7°C and oxygen 8.8 + 1.7 mg L. Fish were fed twice per day,
six days per week, with eight different experimental diets for 60 days. Diets were
formulated to have two different oil sources (fish or blend of vegetable oils with 45% of
linseed, 35% of rapeseed and 20% of soybean oil), two lipid levels (12 and 17%) and
two selenium supplementation (0 and 1 mg/kg diet). Lipid peroxidation (LPO),
glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), total glutathione (TG) and
catalase (CAT) were analyzed in liver of fish. CAT, GPx and GR activities were not
significantly altered in fish fed with diets with different oil sources. However, TG in
fish fed with fish oil diet was higher than the levels observed in fish fed with vegetable
blend oil. Furthermore, fish fed with fish oil diet showed lower lipid peroxidation when
compared with fish fed vegetable blend oil diet. Concerning the oil level in diet, it was
observed that fish fed with a diet of 17% lipids had a higher level of total glutathione
when compared to fish fed with a diet of 12% lipids. On the other hand, the fish fed
with a diet with 12% lipids showed lower levels of lipid peroxidation when compared to
fish fed with a diet of 17% lipids. Fish fed with diets supplemented with selenium
showed a significantly increased activity of GPx when compared with fish fed without
selenium. Three-way ANOVA analysis showed that dietary lipid level and the presence
of selenium have a significant interaction on the activities of CAT and GR, as well as,
levels of TG and LPO. A significant interaction between the source of oil and the
presence of selenium on CAT and GR activities was observed. In conclusion, the
antioxidant capacity of meagre is influenced by the source of oil, the level of lipids and

the presence of selenium in their diet.

Key-words: biomarker; meagre; antioxidant; free radicals; fish oil replacement.
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INTRODUCAO

A possibilidade de estagnacdo da producdo aquicola em fungdo da limitada
oferta de Oleo de peixe marinho tem estimulado a elaboracdo de varios estudos em
busca de fontes alternativas de 6leo, isolada ou em conjunto, que possa ser utilizada de
forma eficiente na aquicultura (Turchini et al., 2009). Além desta limitacdo, a utilizagéo
do oOleo de peixe como Unica fonte lipidica na aquicultura tende a tornar a atividade
insustentavel a longo prazo (Turchini et al., 2005).

Em estudos tem sido apontado que os 6leos vegetais sdo potenciais substitutos
ao 0leo de peixe na dieta para organismos aquaticos (Bahurmiz e Ng, 2007; Turchini et
al., 2009). Os dleos de soja, linhaca, canola e girassol tem se destacado como 0s mais
estudados na busca por fontes alternativas ao 6leo de peixe, nas dietas para peixes de
clima temperado, entretanto sua utilizacdo altera a composicdo lipidica dos animais
(Izquierdo et al., 2005; Montero et al., 2005; Francis et al., 2006), podendo gerar danos
oxidativos ao animal.

O estresse oxidativo se estabelece no organismo quando a capacidade de
neutralizar os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio é reduzida devido a grande
formacdo de tais agendes oxidativos (Nishiyama et al., 1998). Alguns metabdlitos sdo
gerados no processo de oxidacao, os quais podem ser utilizados como biomarcadores do
estresse oxidativo (Edwin et al., 2013). Os marcadores sdo oriundos da oxidacdo de
lipidios, proteinas e DNA, sendo a maior parte da formacdo oriunda da oxidacao
lipidica (Mayne, 2003; Halliwell, 2004; Vicent et al., 2007).

Os organismos apresentam alguns artificios para combater as espécies reativas
de oxigénio ou radicais livres, na tentativa de manter a integridade celular (Stone e
Collins, 2002; Costa e Ferreira, 2001). Esses mecanismos podem ser classificados em
enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre 0os ndo enzimaticos pode-se destacar algumas
vitaminas, glutationas, flavonoides, entre outros (Reischl et al., 2007). Entre os agentes
antioxidantes enzimaticos destacam-se as enzimas glutationa peroxidase, catalase,
glutationa redutase, glutationa S-transferase, superoxido dismutase e glicose 6-fosfato
desidrogenase (Van Der Oost et al., 2003; Reischl et al., 2007).

O selénio é um micromineral essencial na dieta de organismos aquaticos (NRC
2011), sendo requerido para um normal desenvolvimento do animal, crescimento e
manutencdo de sua homestase (Lin e Shiau, 2005). Ele também atua como cofator da
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enzima antioxidante glutationa peroxidase (Rotruck et al., 1973), a qual protege as
membranas celulares dos danos oxidativos (Lin e Shiau, 2005).

Em diversos estudos o figado tem sido apontado como um dos primeiros 6rgaos
a sofrer danos oxidativos (Deng et al., 2009; Feidantsis et al., 2009; Antonopoulou et
al., 2013), e também o local onde aparecem o0s primeiros sinais de tais danos
(Antonopoulou et al.,, 2013). Desta forma, objetivou-se avaliar a capacidade
antioxidante de corvinas (Argyrosomus regius) alimentadas com diferentes niveis de
6leo vegetal, com e sem selénio, em substitui¢do as dietas tradicionais que contém 0leo

de peixe.
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MATERIAL E METODOS

Para desenvolvimento deste trabalho®, foram formuladas oito dietas isoproteicas
e com diferentes perfis de &cidos graxos (Tabelas 1 e 2) para avaliar o efeito de
diferentes fontes e niveis lipidicos, com e sem adi¢do de selénio orgénico (1,0 mg/kg)
na resposta oxidativa de corvina (A. regius). As dietas foram compostas por duas fontes
lipidicas (6leo de peixe ou blend de dleo vegetal, composto por 45% de dleo de linhaga,
35% de 0leo de canola e 20% de dleo de soja), dois niveis de lipidios (12 e 17%) com e
sem a adicdo de 1,0 mg de selénio por quilo de dieta. As dietas foram extrusadas em
peletes de 2-3 mm, conforme o tamanho da boca dos animais, sendo uma parte da
inclusdo de 6leo misturada aos ingredientes antes do processo de extrusdo e o restante
aplicado por cobertura apds seu processamento. Apos o processamento, as dietas foram
estocadas a 4°C até sua utilizacdo. As dietas foram ofertadas aos peixes ad libitum em
duas alimentacdes diérias (10:00 e 16:00 horas), durante seis dias por semana.

10 qual foi realizado segundo as recomendacdes da Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA), de acordo com as orientagOes para utilizacdo
de animais com fins cientificos da diretiva Européia 2010/63/UE.
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Tabela 1: Composicdo centesimal das dietas experimentais utilizadas para avaliar o
efeito de diferentes fontes e niveis lipidicos, com e sem adi¢do de selénio.

Dietas
Ingredientes Oleo de peixe Oleo vegetal
12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
Concentrado Soja (%) 28,4 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40
Farinha de Visceras Aves (%) 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Farinha Penas (%) 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Farinha Tilapia (56%) 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Farelo Trigo (%) 8,80 8,80 6,80 6,80 8,80 8,80 6,80 6,80
Milho Grao (%) 6,00 6,00 3,12 3,12 6,00 6,00 3,12 3,12
Farinha Carne(43%) 561 5,61 561 5,61 561 561 561 561
Gluten Trigo(%) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
DL — Metionina (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Binder (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fungistatico (%) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Vitamina C (%) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Selénio (mg kg™) 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00
Oleo de Peixe (%) 6,16 6,16 11,36 11,36 - - - -
Oleo de Canola (%) - - - - 2,16 2,16 397 3,97
Oleo de Linhaga (%) - - - - 2,77 2,77 511 511
Oleo de Soja (%) - - - - 1,23 1,23 227 227
Premix - Vit e Mineral (%) 0,35 0,35 0,35 0,35 035 0,35 035 0,35
Cloreto de Colina (%) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Composicao centesimal calculada das dietas experimentais
Proteina bruta (%) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Gordura (%) 120 12,0 17,0 17,0 120 12,0 170 17,0
Energia digestivel (Mcal kg') 3,93 3,93 4,27 4,27 393 3,93 4,27 4,27
Fibra bruta (%) 2,19 219 1,92 1,92 2,19 2,19 192 1,92
Calcio (%) 224 2,24 223 2,23 224 2,24 223 2,23
Fosforo total (%) 159 1,59 1,56 1,56 159 1,59 156 1,56
Fosforo disponivel (%) 1,14 1,14 1,13 1,13 1,14 1,14 1,13 1,13
Lisina total(%) 2,54 254 251 251 254 254 2,51 2,51
Metionina total (%) 1,28 1,28 1,27 1,27 1,28 1,28 1,27 1,27
Met.+ Cistina total (%) 169 1,69 1,66 1,66 169 1,69 166 1,66

Niveis de garantia por kg de produto. Vit. A, 6000 UI; Vit. D, 6000 UI; Vit. K, 6,30 mg; Vit. B1, 11,76 mg; Vit.B2, 15,36 mg; Vit.
B6, 12,74 mg; Vit. B12, 40 mcg; Acido félico, 1,92 mg; Acido pantoténico, 39,20 mg; Colina, 800 mg; Niacina, 400 mg; Biotina,

0,2 mg; Antioxidante, 300 mg; Ferro, 257,15 mg; Zinco, 300 mg; Manganés, 133,45 mg; Cobre, 19,60 mg; lodo, 9,40 mg.
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Tabela 2: Perfil de acidos graxos™ das dietas experimentais constituidas por diferentes

niveis e fontes de 6leo, com e sem adi¢do de selénio.

Dietas
Acido Graxo Oleo de peixe Oleo vegetal
(9/1009) 12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
C 120 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
C13:.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 14:.0 4,2 4,2 4,8 45 11 0,9 0,7 0,7
C14:1n7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
C 15:.0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1
C 15:1 n7 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1
C 16:0 229 232 215 21,3 18,2 18,7 15,7 15,0
C 16:1 n7 4,9 4,9 5,0 4.8 2,3 2,4 1,8 1,7
C16:2n6 0,8 0,5 0,9 0,9 0,3 0,3 0,2 0,2
C 16:3n3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 16:4n3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,1 0,1 0,0 0,1
C 18:.0 4,6 5,6 51 59 4,0 3,8 4,7 7,6
C18:1n9 15,1 154 15,7 164 215 19,7 17,6 20,6
C18:1n7 1,9 1,7 1,9 1,8 2,1 2,5 1,6 1,3
C18:2n6 20,6 20,1 172 174 27,8 28,0 29,2 26,6
C18:2n3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:3n3 3,2 2,6 2,9 2,8 175 19,3 245 228
C 18:4n3 15 1,5 1,8 1,7 0,6 0,4 0,5 0,4
C20:1n9 0,8 0,8 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6 0,5
C 20:2n6 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 20:3n3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,0 0,1 0,0 0,0
C21.0 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
C 20:4n6 1,5 1,4 1,4 1,4 0,8 0,6 0,6 0,5
C 20:4n3 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
C22:1n9 0,6 0,5 0,5 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3
C 20:5n3 7,0 7,0 8,8 8,3 0,3 0,0 0,1 0,1
C21:5n3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 22:3n6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
C 22:4n6 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1
C22:5n3 0,8 0,8 0,9 0,9 0,2 0,1 0,1 0,1
C22:6n3 55 57 6,9 6,5 0,3 0,1 0,1 0,1
N.D. 1,1 1,3 1,2 1,1 0,4 0,7 0,5 0,4
Saturado 32,7 339 32,2 326 23,8 239 216 23,7
Monoinsaturado 23,5 23,6 241 24,7 27,1 25,7 22,1 24,6
n-9 16,5 16,7 17,0 17,7 225 20,6 185 21,4
n-6 236 228 20,2 20,5 29,3 29,3 30,3 27,6
n-3 19,0 18,5 224 21,3 19,2 204 25,5 23,7
n-3/n-6 0,8 0,8 1,1 1,0 0,7 0,7 0,8 0,9

*Valores analisados.
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Sistema de cultivo

Os juvenis de corvina utilizados neste estudo foram obtidos do Instituto
Portugués do Mar e Atmosfera (IPMA), os quais foram transportados até o Instituto de
Ciéncias Biomedicas Abel Salazar - ICBAS - e distribuidos em um sistema de
recirculacdo de dgua composto por 24 tanques de fibra de vidro com volume util de 80
litros. O sistema foi equipado com escumador e sistema de filtro mecanico, areia e
ultravioleta para manutencdo da qualidade da agua. Cada tanque foi estocado com 25
peixes (20,45+1,4g), os quais passaram por um periodo de 10 dias de adaptacdo ao
sistema de cultivo seguidos de mais trés dias de adaptacdo as dietas experimentais. Ao
longo dos 60 dias de ensaio as vaiaveis fisico-quimicas da agua foram: temperatura de
20,7 + 0,7 °C; salinidade 28,3 + 2,1 ppt, oxigénio de 8,8 + 1,7 mg L™ e fotoperiodo
natural.

Ao término do ensaio todos os animais passaram por um periodo de jejum
(overnigth), para posterior amostragem. Para amostragem hepaética, dois peixes de cada
unidade experimental foram atordoados por imersdo em gelo e sacrificados por sec¢édo
medular. O figado coletado foi identificado e imediatamente congelado em nitrogénio
liquido para posterior analise.

Biomarcadores do estresse oxidativo
O figado foi homogeneizado em buffer k-fosfato (pH 7,4, 0,AM). Uma parte
deste homogeneizado foi utilizado para determinagdo da peroxidacdo lipidica (LPO),
através da determinacdo das espécies reativas de acido tiobarbitarico (TBARS), de
acordo com Ohkawa (1979) e Bird e Draper (1984), com adaptacdo de Torres et al.
(2002). O valor de TBARS foi expresso em nmol TBARS/mg de tecido.
O restante do homogeneizado foi centrifugado a 10.000 G, durante 20 minutos,
a 4°C, de modo a isolar o sobrenadante p6s-mitocondrial (PMS). Este sobrenadante foi
utilizado, posteriormente, para determinagdo dos niveis de atividade de Glutationa Total
(GT), bem como os niveis da Glutationa S-Transferase (GST), Glutationa Peroxidase
(GPx), Glutationa Redutase (GR) e Catalase (CAT). A atividade de GST foi
quantificada atraves da conjugagdo da glutationa reduzida (GSH) com 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) a 340 nm (Habig et al., 1974) e adaptado a leitura por

microplaca. A atividade da GPx foi determinada através da medic¢do da diminuicdo do
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valor de NADPH lido por espectrofotometria a 340 nm, recorrendo ao valor consumido
de H,0O, enquanto substrato (Flohé e Gunzler, 1984).
A atividade da catalase foi avaliada a partir da medi¢do do consumo de H,0; a
240 nm de acordo com Clairborne (1985). Quanto aos valores de atividade de GR, estes
foram determinados de acordo com Cribb et al. (1989). O contetdo de GT (GSH +
GSSG) foi determinado por espectrofotometria a 412 nm, utilizando um método
baseado na reciclagem de GSH com 5,50-ditiobis (2-acido nitobenzdico), na presenca
de GR em excesso (Tietze, 1969; Baker et al., 1990). Todos os resultados das atividades
enzimaticas e a GT foram expressos em nmol/min/mg proteina, exceto a catalase, que
foi expressa em pmol/min/ mg proteina.
A quantificacdo proteica foi realizada de acordo com Bradford (1976) adaptado
a microplacas, utilizando y-globulinas bovinas como padrdo a um comprimento de onda

de 600 nm. Todos os procedimentos acima indicados foram realizados a 25 °C.

Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
composto por oito tratamentos e trés repeticdes. Os dados foram submetidos a Anélise
de Variancia (ANOVA) em arranjo fatorial 2x2x2. Os fatores analisados foram: fonte
de 6leo (peixe ou vegetal), nivel lipidios (12 e 17%) e suplementacdo de selénio (0,0 ou
1,0 mg kg™*). A ANOVA foi precedida pelos testes de Bartlett e Kolmogorov-Smirnov
para avaliacdo da homogeneidade e normalidade dos dados, respectivamente. Sendo
essas condicOes satisfeitas, deu-se prosseguimento ao teste estatistico, sendo as
diferencas entre os fatores obtidas pela estatistica "F" da ANOVA, a 5% de
probabilidade.
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RESULTADOS

Efeitos isolados foram detectados para a atividade da glutationa peroxidase,
glutationa total e lipoperoxidacdo (Tabela 3), na qual a glutationa peroxidase teve sua
atividade aumentada quando houve suplementacdo de selénio. A glutationa total
apresentou maiores valores para os animais alimentados com 6leo de peixe enquanto 0s
animais que receberam dietas a base de 6leo vegetal e com 12% de lipidio dietético

apresentaram maior lipoperoxidacéo.

Tabela 3: Biomarcadores de corvina alimentada com diferentes fontes e niveis lipidicos,
com e sem adicao de selénio.

Fonte (F) Catalase’ GPx’ GR® GT® LPO* GST
Peixe 10,19+243 10,95+146 305+068 1,20+0,47al 46,37 +21,080b Nd°
Vegetal 9,74 + 2,34 12,11+£132 291+047 0,87+0,13b 106,01+4570a Nd
Nivel (N)
12% 9,18 £ 2,00 1161+1,76 3,07+051 088+0,17b 51,27+2533b Nd
17% 1085+246 1157+114 290+0,65 1,20+047a 87,85+44,98a Nd
Selénio(Se)
Sem 9,85+256 10,66+1,11b 290+047 1,050,448 78,06 + 30,08 Nd
Com 10,12 +2,20 1253+1,19a 3,07+0,70 1,03+£0,23 61,06 = 36,79 Nd
Valor da probabilidade (F) da ANOVA
F 0,4091 0,0971 0,4025 0,0124* <0,001* -
N 0,0898 0,5713 0,4275 0,0327* 0,0033* -
Se 0,9553 0,0052* 0,4356 0,7512 0,0687 -
FxN 0,0231* 0,6071 0,0975 0,0634 0,3913 -
FxSe 0,4371 0,6387 0,0081* 0,9627 0,1930 -
NxSe 0,0058* 0,4725 0,0036* 0,0366* 0,3358 -
FxXNxSe 0,3129 0,2967 0,2966 0,2204 0,6598 -
CV (%) 18,15 9,93 13,75 26,85 29,54 -

Il etras diferentes na coluna representa diferenca entre os fatores (P<0.05) pela estatistica "F"; pumol/min/mg prot.;
*nmol/min/mg prot.; “nmol TBARS/mg tecido; °Nd = N&o detectada. CV: Coeficiente de Variagio.

Né&o foi verificado efeito isolado dos fatores estudados sobre a atividade da
catalase (Tabela 3). Entretanto, foi detectado uma interacéo para os fatores fonte e nivel
de 6leo (Tabelas 3 e 4), na qual os animais alimentados com dietas constituidas de 17%
de oleo de peixe apresentaram maior atividade de catalase em relacdo aos peixes que
receberam dietas com 12%. Nenhuma diferenca foi observada na atividade da catalase
guando os animais foram alimentados com 12 ou 17% de 6leo de origem vegetal.
Também ndo foi verificada diferenca entre a atividade dessa enzima entre as fontes de

oleo quando a dieta foi constituida por 12% de 6leo. Entretanto, dietas com 17% de 6leo

57



de peixe geraram maior atividade da catalase em relagdo aquelas compostas por 17% de

Oleo vegetal.

Tabela 4: Atividade da catalase de corvinas alimentadas com dietas
contendo diferentes fontes e niveis lipidicos.

Fonte Nivel
12 17
Peixe 8,54+1,74 bx 11,85+1,84 ax
Vegetal 9,82+2,20 ax 9,65+2,77 ay

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as
fontes de 6leo dentro de cada nivel. Diferengas a 5% pela estatistica "F".

Interacdo entre os fatores fonte e selénio foi obtida para atividade da glutationa
redutase (Tabelas 3 e 5). Nesta, as dietas a base de éleo de peixe suplementadas com
selénio apresentaram maior atividade de glutationa redutase em relagéo as dietas com a
mesma fonte de dleo, isentas de selénio. Entretanto, nenhuma diferenca foi obtida em
relacdo a suplementacdo de selénio nos animais que receberam as dietas a base de 6leo
vegetal. Ao avaliar o efeito das fontes de 6leo nas dietas suplementadas com selénio
sobre a atividade da glutationa redutase, pode-se observar uma maior atividade dessa
enzima nos peixes gque receberam dietas a base de 0leo de peixe. Entretanto, nenhuma

diferenca foi constatada entre as fontes de 6leo nas dietas isentas de selénio.

Tabela 5: Atividade da glutationa redutase de corvinas alimentadas com
dietas contendo diferentes fontes lipidicas, com e sem presenca de selénio.

Fonte Selénio
Sem Com
Peixe 2,71+0,36 bx 3,38+0,79 ax
Vegetal 3,09+0,51 ax 2,70£0,34 ay

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as
fontes de 6leo dentro de cada nivel. Diferengas a 5% pela estatistica "F".

Interacdo entre nivel de Oleo e selénio foi obtido para catalase, glutationa
redutase e glutationa total (Tabelas 3 e 6). As dietas com 12% de 06leo suplementadas
com selénio apresentaram maior atividade da catalase em relacdo as dietas compostas
pelo mesmo nivel de 6leo sem suplementacdo de selénio. Entretanto, dietas isentas de
selénio com 17% de 6leo geraram maior atividade da catalase em relacdo aquelas com
12% de 6leo suplementadas com selénio. Ao se comparar a atividade da catalase gerada
entre os niveis de 0leo nas dietas sem suplementacao de selénio, pode-se verificar uma

maior atividade desta enzima quando as dietas foram compostas por 17% de lipidios.
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Por outro lado, os niveis de 6leo ndo afetaram a atividade desta enzima quando as dietas
foram suplementadas com selénio.

Em relacdo a interacdo obtida entre os fatores nivel e selénio na atividade da
glutationa redutase (Tabelas 3 e 6), pode-se verificar que a suplementacdo de selénio
ndo afetou a atividade desta enzima quando as dietas foram constituidas por 12% de
Oleo. Entretanto, dietas com 17% de dleo compostas por selénio geraram maior
atividade da glutationa redutase em comparagdo aquelas com o mesmo nivel de éleo
sem suplementacdo de selénio. Ao se comparar os niveis de 6leo dentro das dietas
isentas de suplementacdo com selénio, pode-se verificar uma maior atividade da
glutationa redutase nos animais que receberam dietas com 12% de Oleo. Entretanto,
nenhuma diferenca na atividade dessa enzima foi obtida entre os niveis de 6leo quando

as dietas foram suplementadas com selénio.

Tabela 6: Atividade da catalase, glutationa redutase (GR) e glutationa total (GT) de
corvinas alimentadas com dietas contendo diferentes niveis lipidicos, com e sem adi¢do

de selénio.
Catalase GR GT
Nivel Selénio Selénio Selénio
Sem Com Sem Com Sem Com

12% 7,93+1,20by 10,42+1,92ax  3,27+0,29ax  2,83+0,64ax 0,79+0,13ay  0,99+0,15ax
17%  11,76%2,04ax 9,75+2,69bx  2,53+0,26by  3,27+0,74ax 1,30+0,57ax  1,07+0,31lax

Ta e b na linha diferem a incluséo de selénio dentro dos niveis lipidico. x e y na coluna diferem os niveis
lipidicos dentro do fator selénio. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Quanto a interacdo obtida entre nivel e selénio na glutationa total (Tabelas 3 e
6), pode-se notar que ndo houve efeito da suplementacdo de selénio neste parametro,
independente do nivel lipidico. Também néo foi verificado efeito dos niveis de 6leo na
glutationa total quando as dietas foram suplementadas com selénio. Entretanto, dietas
com 17% de 6leo, sem suplementacdo de selénio, geraram maiores valores de glutationa

total em relacdo aqueles com 12% de 0leo, isentas de selénio.
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DISCUSSAO

Os sistemas antioxidantes tem a funcdo de detoxificar espécies reativas de
oxigénio, de forma a ndo danificarem as macromoléculas e comprometerem o
desempenho dos animais devido a danos a estruturas como DNA e membranas celulares
(Jacob et al., 2003; Halliwell e Gutteridge 2007; Ramakrishnan, et al., 2007). Os
lipidios e proteinas sdo os principais constituintes da membrana celular (Motta, 2011)
sendo as moleculas lipidicas as mais susceptiveis a oxidacdo devido a presenca
abundante de insaturacfes em suas estruturas (Poster et al., 1995). A oxidacdo dos
acidos graxos gera malonaldeido como produto final, sendo essa substancia um dos
principais indicadores dos danos oxidativos (Edwin et al., 2013).

Neste estudo foi detectada uma maior formacdo de malonaldeido no figado dos
peixes alimentados com éleo vegetal, podendo-se inferir que a ingestao de tal fonte de
6leo gera um maior comprometimento das estruturas celulares hepaticas quando
comparado com a ingestdo de Gleo de peixe marinho. Tais problemas podem ser
oriundos das alteracdes estruturais ocorridas nas bicamadas lipidicas das membranas
celulares em funcdo da maior lipoperoxidacdo, o que também gera problemas como
desestabilizacdo das membranas bioldgicas e modificacdo de sua fluidez, alterando
assim sua funcéo de barreira entre 0 meio intra e extracelular, podendo comprometer a
integridade das organelas e até mesmo da propria célula (Kuhn e Borchert 2002,
Barreiros et al., 2006).

O tecido muscular é a principal via da beta oxidagdo em peixes, a qual pode ser
influenciada por fatores dietéticos (Henderson e Tocher, 1987). Wijekoon et al. (2014)
citaram que a beta oxidacdo ocorre prioritariamente sobre as MUFA (Monounsaturated
Fatty Acid), em especial a 18:1 w-9 (Bell et al., 2003). Sendo assim, a maior quantidade
de MUFA 18:1 w-9 encontrada nas dietas a base de 6leo vegetal pode ter estimulado um
aumento da beta oxidagdo nas corvinas, 0 que acarretou em maiores danos oxidativos
gerados pelo aumento das Espécies Reativas de Oxigénio - ERO. Tais resultados estdo
de acordo com os encontrados para dourada (Sparus aurata), as quais apresentaram
reducdo em sua capacidade antioxidante ao serem alimentadas com dieta composta por
um mix de Oleo vegetal, contendo linhaga, canola e palma (Saera-Vila et al., 2009).

O equilibrio entre formagdo e detoxificacgdo de EROS é o que mantém a
integridade das estruturas celulares. Qualquer desequilibrio nessa relagdo gerara danos
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ao organismo. A glutationa reduzida (GSH) é um agente antioxidante ndo enzimatico
que atua na protecdo celular contra agentes oxidativos, sendo considerada o principal
tampdo redox intracelular (Fang e Yang, 2002, Amanvermez e Celik, 2004). Sua
reducdo pode ser interpretada como um indicativo de leséo celular (Jacob et al., 2003).
A reducdo dos niveis hepaticos de glutationa total nos animais que consumiram dietas a
base de 0Oleo vegetal (Tabela 3) e também nos animais que consumiram dietas com 12%
de Oleo isenta de selénio (Tabela 6), podem ser indicativos de danos oxidativos gerados
por tais dietas. Saera-Vila et al. (2009) também constataram redugdo nos niveis
hepaticos de glutationa total em douradas alimentadas com 6leo vegetal em substitui¢do
ao 6leo de peixe.

A principal via enzimatica de defesa antioxidante é o sistema redox da
glutationa, o qual reduz peréxido de hidrogénio e lipoperdxidos através da oxidacdo da
GSH a sua forma oxidada (GSSG). A glutationa redutase € outra enzima que participa
ativamente no sistema redox da glutationa. Apesar de ndo atuar diretamente no combate
a radicais livres, a glutationa redutase recicla a forma oxidada da glutationa (GSSG) a
sua forma reduzida (GSH), a custa de NADPH (Saera-Vila et al., 2009), mantendo
assim o ciclo metabdlico da glutationa (Meister e Anderson, 1983). Neste trabalho, a
atividade da glutationa redutase ndo foi influenciada por fatores isolados. Entretanto,
foram detectados efeitos na atividade da glutationa redutase nas interacGes "fonte e
selénio™ e "nivel e selénio™ (Tabelas 5 e 6), constatando assim uma a¢do em conjunto
desses fatores sobre a atividade desta enzima. De forma semelhante, Saera-Vila et al.,
(2009) ndo encontraram alteracdo na expressdo hepéatica de glutationa redutase em
douradas alimentadas com 6leo vegetal em substituicdo ao 6leo de peixe.

A glutationa peroxidase é uma enzima que também atua na via antioxidante da
glutationa, protegendo a membrana celular contra danos oxidativos (Herbette et al.,
2007). Esta enzima catalisa as reacBes de conversdo do peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos em agua, utilizando a glutationa reduzida para tal reacdo (Lin e Shiau,
2005). Atualmente, sdo conhecidos seis tipos de glutationa peroxidase (GPx1, GPx2,
GPx3, GPx4, GPx5 e GPx6), as quais variam de acordo com o substrato de atuacéo,
distribuicdo tecidual e localizacdo celular. Dentre elas, as GPX1 a GPX4 s&o
selenodependentes, sendo a GPX1 e GPX4, encontradas no figado (Herbette et al.,

2007). Apesar das dietas contendo selénio terem gerado maiores atividades de
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glutationa peroxidase no figado das corvinas, ndo foi verificado um efeito direto e
significativo na protecdo contra danos celulares. Aumentos na atividade de glutationa
peroxidase também foram detectados em funcdo do aumento de selénio na dieta de
tildpia, Oreochromis niloticus, cdbia, Rachycentron canadum, e garoupa, Epinephelus
malabaricus (Fonseca et al., 2013; Liu et al., 2010; Lin e Shiau, 2005), entretanto, tais
autores nao avaliaram o perfil oxidativo desses animais.

A catalase é uma enzima presente em grande quantidade nos peroxissomos, onde
protege a célula de danos oxidativos através da conversdo do perdxido de hidrogénio a
agua (Nelson e Cox, 2005). Os peroxissomos sdo organelas celulares responsaveis por
uma pequena parte da beta-oxidacdo, em especial aquela referente ao metabolismo dos
acidos graxos com mais de 20 carbonos (Nelson e Cox, 2005; Motta, 2011). Tais acidos
graxos séo encurtados nos peroxissomos, sendo o produto resultante da reacdo oxidados
pela beta-oxidagcdo mitocondrial (Motta, 2011). Desta forma, pode-se supor que a
inclusdo de 17% de 6leo de peixe (rico em acidos graxos de cadeia longa) nas dietas de
corvina estimulou a beta-oxidacdo nos peroxissomos, gerando assim uma maior
quantidade de peroxidos de hidrogénio. Em resposta a tal estimulo, justifica-se o
aumento na atividade da catalase nos animais que consumiram dietas com 17% de 6leo
de peixe (Tabela 4), de forma a compensar a maior formacdo de peréxido de hidrogénio.
Como os 6leos vegetais sdo pobres em acidos graxos de cadeia longa, ndo foi observada
tal diferenca na atividade da catalase entre as dietas com 12 e 17% desta fonte de 6leo.
Semelhante aos resultados deste trabalho, corvinas alimentadas com 13 e 17% de 6leo
de peixe também apresentaram maior atividade de catalase com o maior nivel de dleo
(Antonopoulou et al., 2014). Linguados, Solea senegalense, alimentadas com 11 e 21%
de bleo de peixe também apresentaram maior atividade de catalase com as dietas
constituidas por 21% de lipidios (Rueda-Jasso et al., 2004).

A glutationa S-transferase (GST) € uma enzima que protege 0 organismo contra
danos oxidativos devido sua atuacdo contra lipoperdxidos e substancias estranhas ao
organismo, conhecidas por xenobioticos (Leaver e George, 1998), sendo assim muito
utilizada como biomarcador (Stegeman et al., 1990; Bucheli e Fent, 1995). Ela atua
conjugando os lipoperéxidos ou xenobiodticos a GSH, reduzindo a atividade destes
compostos e facilitando sua eliminagdo (Cimen, 2008). Apesar de sua atuagdo contra

lipoperoxidos, ndo foi detectada atividade desta enzima no figado das corvinas
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utilizadas neste trabalho. Outros trabalhos também encontraram inatividade das enzimas
estudadas como uma inatividade da catalase no musculo branco de Dentex dentex

alimentado com diferentes niveis de macronutrientes (Perez-Jimenes et al., 2009).
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CONCLUSAO

Desta forma, pode-se concluir que a inclusdo de 6leo vegetal na dieta de corvina
aumenta o estresse oxidativo hepatico. A quantidade de glutationa total aumenta com a
inclusdo dietética de 6leo de peixe. A inclusdo de 17% de 6leo de peixe aumenta a
atividade da catalase hepatica de corvinas. A inclusdo dietética de selénio acarreta em

maior atividade da glutationa peroxidase.
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CAPITULO 4

Alterac6es no perfil de acidos graxos e composicéo centesimal de corvinas
(Argyrosomus regius) em funcéo da composicao lipidicas e selénio

dietético

70



RESUMO

Objetivou-se avaliar a deposicdo muscular e hepéatica de acidos graxos em
corvinas (Argyrosomus regius) alimentadas com diferentes fontes e niveis lipidicos com
e sem adicdo de selénio. Seiscentas corvinas foram mantidas em sistema fechado,
composto por 24 tanques (80 L) e submetidas as seguintes varidveis fisico-quimicas da
4gua: temperatura de 20,7 + 0,7°C e oxigénio 8,8 + 1,7 mg L™ Os peixes foram
alimentados duas vezes por dia, seis dias por semana, com oito diferentes dietas
experimentais por 60 dias. As dietas foram compostas por duas fontes de éleo (peixe ou
6leo vegetal), dois niveis de lipidios (12 e 17%) com e sem adi¢do de 1,0 mg de
selénio/kg de dieta. O teor proteico e lipidico na carcaca das corvinas foi diretamente
influenciado pela fonte de 6leo utilizada na dieta. Além disso, o nivel lipidico e
suplementacéo de selénio, utilizada na dieta, afetou diretamente em sua deposigdo no
filé dos peixes. Uma maior deposicdo de gordura hepética foi detectada nos peixes
alimentados com Oleo vegetal em relacdo aqueles alimentados com 6leo de peixe.
Diversos efeitos foram detectados entre os fatores avaliados no perfil de acidos graxos,
dentre eles uma conversdao de PUFA-n3 para HUFA-n3 e PUFA-n6 para HUFA-n6 nas
corvinas que consumiram dietas a base de O&leo vegetal. Embora ndo atenda
completamente suas necessidades, as corvinas possuem a capacidade de alongar PUFA
até HUFA.

Palavras-chave: alongase, dessaturase, HUFA, meagre, PUFA.
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ABSTRACT

The present work aimed to study the fillet fatty acid deposition in meagre
(Argyrosomus regius) feed with different source and levels of lipid diet and selenium
supplementation. Meagre (600 animals) were kept in 24 tanks (80 L) with constant
renovation and aeration and maintained at 20.7 + 0.7°C and oxygen 8.8 + 1.7 mg L™
Fish were fed twice per day, six days per week, with eight different experimental diets
for 60 days. Diets were formulated to have two different oil sources (fish or blend of
vegetable oils with 45% of linseed, 35% of rapeseed and 20% of soybean oil), two lipid
levels (12 and 17%) and two selenium supplementation (0 and 1 mg/kg diet). The
protein and lipid fillet deposition were affected by the oil source in the diet. Moreover,
lipid and selenium fillet deposition was higher with the increment of this nutrient in the
diets. A superior lipid liver deposition was observed for meagre feed with vegetable oil
then with fish oil. Three-way ANOVA analysis showed significant interactions in fillet
fat acid analyses. Moreover, meagre showed the ability to converted PUFA-n3 to
HUFA-n3 and PUFA-n6 to HUFA-n6 when the vegetable oil was inclued in their diet.
Meagre can to elongate and desaturate PUFA to HUFA.

Keywords: elongase, dessaturase, HUFA, meagre, PUFA.
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INTRODUCAO

A producdo aquicola mundial tem aumentado significativa nas Gltimas cinco
décadas, desempenhando um papel importante como fornecedor de proteina e lipidios
com elevado valor nutricional (FAO, 2014). Dentre as espécies de peixes recém
cultivadas, destaca-se a corvina (Argyrosomus regius) como uma potencial candidata
para a diversificacdo da aquicultura, tendo sido classificada como a oitava espécie com
potencial para aquicultura marinha, num total de 27 espécies avaliadas (Quéméner et al.,
2002). O interesse nesta espécie tem aumentado devido a fatores como: taxas de
crescimento relativamente elevadas, 6tima conversdo alimentar e elevada fertilidade
(Quéméner et al, 2002), aclimatizacdo rapida a cativeiro (Duncan et al, 2012) e relativa
facilidade de obtencdo de larvas (Vallés e Estévez, 2013).

Peixes carnivoros, como a corvina, tem uma elevada demanda por proteina e
lipidios, sendo a farinha e 0 6leo de peixe os principais ingredientes a serem incluidos
na dieta de tais animais (Tacon e Metian 2008). Entretanto, a limitada oferta desses
produtos no mercado, em especial do 6leo de peixe, tende a tornar a atividade
insustentavel a longo prazo (Turchini et al., 2005). De acordo com alguns autores (Pike
e Barlow, 2003; Tacon, 2004), a procura por Oleo de peixe por parte da inddstria
alimenticia e farmacéutica podera exceder os recursos disponiveis num futuro proximo.

Alguns ingredientes utilizados para formulacdo de dietas para aquicultura
dependem da pesca extrativista, dentre os quais podem ser citados a farinha e o 6leo de
peixe. A dependéncia é tal que para a producdo de 1 kg de peixe em cultivo sdo
necessarios 2-5 kg de peixe selvagem (Lang et al., 2009). Tal fato justifica os estudos
sobre fontes lipidicas que venham substituir o éleo de peixe na dieta de animais
aquaticos, assim como as alteracdes que estas possam gerar sobre 0 pescado, sobretudo
em termos de sua qualidade lipidica.

Os oOleos vegetais se apresentam como candidatos imediatos e com grande
aceitabilidade na substituicdo dos 6leos de peixe, apenas com a adversidade da sua
pequena composicdo em acidos graxos polinsaturados de cadeia longa n-3 (HUFA),
particularmente o acido eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3) e o acido docosahexaendico
(DHA; 22:6n-3) (Mourente e Bell, 2006; Codabaccus et al., 2011). A composigdo
lipidica encontrada nos organismos animais esta intimamente relacionada com o tipo de
lipidio encontrado em sua dieta (Ribeiro et al., 2008). Dependendo da composi¢do em
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acidos graxos da dieta é possivel melhorar o desempenho do animal, assim como a
qualidade de seus produtos. Os lipidios estdo presentes na constituicdo de praticamente
todos os animais, sendo encontrados, dentre outras formas, como lipidios estruturais nas
membranas celulares.

Os &cidos graxos podem ser definidos quimicamente por moléculas constituidas
por um grupo carbénico no final da primeira cadeia alifatica e por um grupo metil no
final de sua cadeia. Os acidos graxos podem apresentar cadeia simples (saturadas) ou
com a presenca de duplas ligacbes, também denominadas por insaturadas (Vance e
Vance, 1985). Em geral, as duplas liga¢fes sdo introduzidas nos acidos graxos com seis
ou oito atomos de carbono. Deste modo, os acidos graxos insaturados sédo formados a
partir dos saturados mediante incorporacdo de duplas ligacdes determinadas por
enzimas, as desaturases, as quais sao distribuidas variavelmente entre animais e plantas
(Vance e Vance, 1985).

Alguns organismos (animal e vegetal) ttm a capacidade de sintetizar acidos
graxos de cadeia poliinsaturada (PUFA), os quais atuam no metabolismo animal como
precursores hormonais e também na regularizacdo funcional da membrana celular.
Além disso, a incorporacdo de PUFA na carcaca dos animais ou em seus produtos tende
a proporcionar beneficios, tanto para o animal quanto para o consumidor. Por outro
lado, a incorporacdo de acidos graxos insaturados na carcaca do animal, torna-o mais
susceptivel a processos oxidativos.

O selénio é considerado antioxidante, pois atua como cofator e parte integrante
da enzima glutationa peroxidase (GPx) (Rotruck et al., 1973). A glutationa peroxidase
atua protegendo o citoplasma celular dos danos causados pela oxidacéo, reagindo com o
peréxido de hidrogénio e os hidroperdxidos (Watanabe e Satoh, 1997), tendo como
produto final desta reacdo agua e formas alcodlicas de acidos graxos. Desta forma, a
enzima protege o citoplasma celular dos danos causados pelo processo de oxidagao.
Sendo assim, objetivou-se avaliar a deposi¢do de acidos graxos na carcaga de corvinas
(Argyrosomus regius) alimentadas com diferentes fontes e niveis de acidos graxos, com

e sem adicéo de selénio.
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MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado' no Instituto de Ciéncias Biomédicas Abél Salazar
(ICBAS) da Universidade do Porto - Portugal, entre agosto e outubro de 2013. Foram
utilizados 600 juvenis de corvina com 20,45 + 1,4g oriundos do Instituto Portugués do
Mar e da Atmosfera (IPMA) - Olh&o-Portugal. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente num sistema de recirculacdo de agua, composto por 24 tanques de fibra
de vidro de 80 L e equipado com filtro mecéanico, biofiltro, escumador, filtro UV e
sistema de aeracdo. A temperatura da agua no sistema foi de 20,7 £+ 0,7°C, oxigénio 8,8
+1,7 mg L™ e fotoperiodo natural.

Apds a estocagem, os animais foram submetidos a dez dias de aclimatagédo
recebendo uma dieta comercial para peixe carnivoro, com aproximadamente 50% de PB
e 8% de lipidios. Antes do inicio do ensaio 0s animais passaram por um periodo de trés

dias de adaptacdo as dietas experimentais, as quais foram ofertadas por 60 dias.

Dietas

Foram formuladas oito dietas experimentais isoproteicas (Tabela 1 e 2) com
diferentes niveis lipidicos (12 e 17%), parte dos quais foram compostos por duas fontes
de 6leo (peixe marinho ou vegetal), com e sem adicdo de 1,0 mg de selénio por quilo de
dieta. A fonte lipidica de origem vegetal foi composta por uma mistura dos seguintes

0leos: 45% de Gleo de linhaca, 35% de 6leo de colza e 20% de 6leo de soja.

'Seguindo recomendacdes da Federation of European Laboratory Animal Science
Associations (FELASA), de acordo com as orientacfes para utilizacdo de animais com
fins cientificos da diretiva Européia 2010/63/UE.
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Tabela 1: Dietas experimentais contendo diferentes fontes e niveis de éleo, com e sem
adicdo de 1,0 mg de selénio por quilo da dieta.

Dietas
Ingredientes Oleo de peixe Oleo vegetal
12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
Concentrado Soja (%) 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40 28,40
Farinha de Visceras Aves (%) 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Farinha Penas (%) 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Farinha Tilapia (56%) 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Farelo Trigo (%) 8,80 8,80 6,80 6,80 8,80 8,80 6,80 6,80
Milho Gréao (%) 6,00 6,00 3,12 3,12 6,00 6,00 3,12 3,12
Farinha Carne(43%) 561 561 561 5,61 561 5,61 561 5,61
Gluten Trigo(%) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
DL — Metionina (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Binder (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fungistatico (%) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Vitamina C (%) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Selénio (mg kg™) 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00
Oleo de Peixe (%) 6,16 6,16 11,36 11,36 - - - -
Oleo de Canola (%) - - - - 2,16 2,16 397 397
Oleo de Linhaca (%) - - - - 2,77 2,77 511 511
Oleo de Soja (%) - - - - 1,23 1,23 2,27 2,27
Premix - Vit e Mineral (%) 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
Cloreto de Colina (%) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Composicdo centesimal calculada das dietas experimentais
Proteina bruta (%) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Gordura (%) 12,0 12,0 17,0 17,0 120 12,0 17,0 17,0
Energia digestivel (Mcal kg™) 3,93 3,93 4,27 4,27 393 3,93 4,27 4,27
Fibra bruta (%) 2,19 219 192 1,92 2,19 2,19 192 1,92
Célcio (%) 2,24 2,24 2,23 2,23 2,24 2,24 2,23 2,23
Fosforo total (%) 1,59 1,59 156 1,56 159 159 156 1,56
Fosforo disponivel (%) 1,14 1,14 1,13 1,13 1,14 1,14 1,13 1,13
Lisina total(%) 254 254 251 251 254 2,54 251 251
Metionina total (%) 1,28 1,28 1,27 1,27 1,28 1,28 1,27 1,27
Met.+ Cistina total (%) 1,69 1,69 1,66 1,66 169 1,69 166 1,66

Niveis de garantia por kg de produto. Vit. A, 6000 UI; Vit. D, 6000 UI; Vit. K, 6,30 mg; Vit. B1, 11,76 mg; Vit.B2, 15,36 mg; Vit.
B6, 12,74 mg; Vit. B12, 40 mcg; Acido félico, 1,92 mg; Acido pantoténico, 39,20 mg; Colina, 800 mg; Niacina, 400 mg; Biotina,

0,2 mg; Antioxidante, 300 mg; Ferro, 257,15 mg; Zinco, 300 mg; Manganés, 133,45 mg; Cobre, 19,60 mg; lodo, 9,40 mg.
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Tabela 2: Perfil de acidos graxos* das dietas experimentais constituidas por diferentes

niveis e fontes de 6leo, com e sem adi¢do de selénio.

Dietas
Acido Graxo Oleo de peixe Oleo vegetal
(9/1009) 12% 17% 12% 17%
Selénio Selénio Selénio Selénio

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
C 120 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
C13:.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 14:.0 4,2 4,2 4,8 4,5 1,1 0,9 0,7 0,7
C14:1n7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
C 15:.0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1
C 15:1 n7 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1
C 16:0 229 232 215 21,3 18,2 18,7 15,7 15,0
C 16:1 n7 4,9 4,9 5,0 4.8 2,3 2,4 1,8 1,7
C16:2n6 0,8 0,5 0,9 0,9 0,3 0,3 0,2 0,2
C 16:3n3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 16:4n3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,1 0,1 0,0 0,1
C 18:.0 4,6 5,6 51 5,9 4,0 3,8 47 7,6
C18:1n9 15,1 154 15,7 164 215 19,7 176 20,6
C18:1n7 1,9 1,7 1,9 1,8 2,1 2,5 1,6 1,3
C18:2n6 206 20,1 172 174 27,8 28,0 29,2 26,6
C18:2n3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:3n3 3,2 2,6 2,9 2,8 175 19,3 245 228
C 18:4n3 15 1,5 1,8 1,7 0,6 0,4 0,5 0,4
C20:1n9 0,8 0,8 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6 0,5
C 20:2n6 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
C 20:3n3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,0 0,1 0,0 0,0
C21.0 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
C 20:4n6 1,5 1,4 1,4 14 0,8 0,6 0,6 0,5
C 20:4n3 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
C22:1n9 0,6 0,5 0,5 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3
C 20:5n3 7,0 7,0 8,8 8,3 0,3 0,0 0,1 0,1
C21:5n3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C 22:3n6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
C 22:4n6 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1
C22:5n3 0,8 0,8 0,9 0,9 0,2 0,1 0,1 0,1
C22:6n3 55 57 6,9 6,5 0,3 0,1 0,1 0,1
N.D. 1,1 1,3 1,2 1,1 0,4 0,7 0,5 0,4
Saturado 32,7 339 32,2 32,6 238 239 216 23,7
Monoinsaturado 23,5 23,6 24,1 24,7 27,1 25,7 22,1 24,6
n-9 16,5 16,7 17,0 17,7 225 20,6 185 21,4
n-6 236 228 20,2 205 29,3 29,3 30,3 27,6
n-3 19,0 185 224 21,3 19,2 204 255 23,7
n-3/n-6 0,8 0,8 11 1,0 0,7 0,7 0,8 0,9

*Valores analisados.
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Todos os ingredientes das dietas foram triturados e colocados em misturador tipo
"Y" sendo posteriormente extrusados em pellets de 2 milimetros. A inclusdo dos 6leos
foi realizada em duas etapas, antes e ap0s 0 processo de extrusdo, sendo a Ultima
realizada por cobertura. Apos a extrusdo, os pellets foram levados a estufa e
posteriormente estocados a 4°C. As dietas foram ofertadas ad libitum, até saciedade

aparente, durante seis dias na semana, sendo duas refeicdes diarias, as 10 e 16:00 horas.

Amostragens

Ao término do ensaio, os animais foram submetidos a um periodo jejum
(overnigth) para posterior amostragem. Antes do abate os peixes foram insensibilizados
com benzocaina sendo posteriormente abatidos por seccdo da coluna cervical. Em
seguida, realizou-se a coletada de musculo (filetagem) em quatro animais de cada
tratamento, os quais foram congelados e estocados a -20°C. O figado de seis animais de
cada tratamento foi coletado, congelado imediatamente em nitrogénio liquido e

armazenado a -80°C.

Composicao centesimal

Para analisar a qualidade da carcaca, trés animais de cada unidade experimental
foram abatidos, eviscerados, homogeneizados, congelados e liofilizados para posteriores
analises. As andlises bromatoldgicas foram efetuadas em duplicata e de acordo com o
AOAC (1996). Os animais e as dietas foram analisados para a matéria seca (105°C
durante 24 h), matéria mineral (550°C durante 6 h), proteina bruta (Nx6,25, Analisador
de N da Leco, Modelo FP-528, Leco Corporation, St. Joseph, USA), gordura bruta (por
extracdo com éter de petréleo, Soxtherm, Gerhardt, Germany) e energia bruta (bomba

adiabatica calorimétrica, Werke C2000, IKA, Germany).

Determinacéo de selénio

Para quantificacdo de selénio, seis animais de cada tratamento foram filetados e
liofilizados. A determinacdo foi realizada por digestdo &cida, pelo método de Reis e
Almeida (2008), sendo a determinacdo realizada em triplicado por Espectrometria de

Absorcao Atdbmica por atomizagéo eletrotérmica, onde a quantidade de selénio (Se) na
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amostra analisada foi detectada devido & absor¢do de radiacdo ultravioleta no
comprimento de onda de 196.0 nm. As concentracdes obtidas foram calculadas com
base na reta padrdo gerada com solugdes-padrdo aquosas de selénio, sendo os resultados

expressos em mg/kg (tecido liofilizado).

Perfil de acidos graxos

A extracdo e quantificacdo lipidica foi adaptada de Bligh e Dyer (1959)
seguindo método de determinacdo em matéria seca. Os acidos graxos foram preparados
segundo 0 método de Lepage e Roy (1986) e Masoud et al. (2005). Ap6s o0 preparo,
0,015mg de gordura bruta foi dissolvida em 5ml de acetil chloride:metanol (1:19 v/v) e
aquecido por uma hora em banho Maria a 80°C. Posteriormente, foram adicionados a
solucdo 1ml de &gua ultrapura e 2ml de n-heptane. Em seguida a mesma foi
homogenizada em vortex por um minuto sendo posteriormente centrifugada a 1500x g
por cinco minutos, sendo o supernadante separado e analisado em cromatografia gasosa.

Foi utilizado um cromatdgrafo a gas equipado com: colunas capilares Thermo
TR-FAME (60 m x0.25 mm ID, 0.25um film thickness), injetor automatico AS 3000 da
Thermo Electron Corp. (Boston, Mass., U.S.A) e um detector por ionizagdo de chamas,
os quais foram utilizados para analisar o perfil de &cidos graxos. O injetor, em modo
splitless, e o detector foram configurados para trabalhar em 250 e 280°C,
respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi de 100°C por um minuto, sendo
elevado 10°C/min até 160°C e mantida por 10 minutos, seguindo um aumento de 4°C/
min para 235°C e mantido por 10 minutos. Foi utilizado o Hélio como gas de arraste a
uma vazdo de 1,5ml/min. Ar e hidrogénio foram fornecidos ao detector a uma vazao de

350 e 35 ml/min, respectivamente.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma Analise de Variancia (ANOVA) dentro do
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial, o qual foi composto por trés
fatores (fonte, nivel lipidico e suplementagéo de selénio). A ANOVA foi precedida
pelos testes de Bartlett e Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo da homogeneidade e

normalidade dos dados, respectivamente. Sendo essas condig¢Oes satisfeitas, deu-se
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prosseguimento ao teste estatistico, sendo as diferencas entre os fatores obtidas pela
estatistica "F" da ANOVA, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

A deposicéo de proteina no corpo dos animais foi diretamente influenciada pela
fonte de 6leo, onde os animais alimentados com 6leo de peixe tiveram maior deposicao
protéica (Tabela 3). Por outro lado, a deposicéo de selénio muscular e valor energético
da carcaca dos peixes foram mais elevados nos animais que consumiram dietas a base
de 0leo vegetal. Nenhum efeito das fontes de dleo foi verificado em relacéo ao teor de

matéria seca e cinzas dos animais.

Tabela 3: Composicdo centesimal e deposicao corporal de selénio com base na matéria seca de corvinas
alimentadas com diferentes perfis lipidicos e selénio.

Fonte (F) Proteina Gordura Gorglgra Energia Materia I\/I_aterla Selénio
carcaca hepatica seca mineral
Peixe 742+31a" 13/4+16b 31,6+7,2b 21,0#0,7b 98,2+1,6 17,9+18 0,31+0,08b
Vegetal 70,4+19b 14,6+13a 51,746,3a 21,5+0,7a 99,0+0,3 18,4+12 0,38+0,12a
Nivel (%)(N)
12 72,02+2,1 13,04+1,3b 40,9+12,0 21,3+0,5 99,1+0,3 17,4+0,8 0,39+0,12a
17 72,52+4,0 1497+12a 4244125 21,1+09 98,1+16 18,9+1,7 0,30+0,07b
Selénio (Se)
Sem 72,9+3,4 13,8+1,3  41,249,8 21,1+0,8 98,2+1,6 18,6+1,7 0,28+0,05b
Com 71,6429 142+1,8 422+144 213106 99,0+04 17,6+1,1 0,42+0,11a
Valor da probabilidade (F) da ANOVA
F 0,0283* 0,0104*  <0,0001*  0,0478* 0,1072 0,5052 0,0404*
N 0,7354 0,0006* 0,4186 0,3836 0,0699 0,0729 0,0010*
Se 0,3740 0,3402 0,5786 0,4883 0,0995 0,1888 0,0002*
FxN 0,2510 0,0269* 0,3615 0,5104 0,1828 0,7739 0,4367
FxSe 0,9847 0,0469* 0,0021* 0,4521 0,1579 0,3489 0,3378
NxSe 0,6121 0,0969 0,6332 0,0372* 0,1700 0,4246 0,0883
FxNxSe 0,7469 0,0630 0,3893 0,7424 0,3449 0,3634 0,2791
CV (%) 3,97 5,02 14,99 3,05 0,90 7,63 15,83

*Significante pela estatistica F. ‘Letras diferentes difere o fator a 5%. F: Fonte; N: Nivel; Se: Selénio.

Em relagdo a deposigéo de gordura na carcaca, foi detectada uma interagéo entre
os fatores fonte e nivel (Tabela 4) e fonte e selénio (Tabela 5). Na primeira, foi
detectado que dietas compostas por 12% de 6leo vegetal acarretam em animais com
maior quantidade de gordura em relacdo aqueles alimentados com 12% de 6leo de

peixe. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa na deposi¢do de gordura entre
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as fontes de 6leo quando os animais foram alimentados com dietas contendo 17% de
oleo.

Os animais alimentados com 17% de 6leo de peixe apresentaram maior
deposicdo de gordura na carcaca. Entretanto, ndo foi verificada diferenca significativa
na deposi¢do de gordura em animais alimentados com 12 ou 17% de 6leo vegetal.

Tabela 4: Deposicdo de gordura na carcaga de corvinas alimentadas com diferentes
fontes e niveis lipidicos.

Fonte Nivel (%)
12 17
Peixe 11,98+0,20by" 14,86+0,58ax
Vegetal 14,11+0,80ax 15,08+1,68ax

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes de 6leo
dentro de cada nivel. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Na interacdo entre fonte e selénio para deposicdo de gordura (Tabela 5) néo foi
verificado diferenca na deposicdo de gordura quando os animais sdo alimentados com
ou sem selénio, desde que a dieta seja a base de dleo de peixe. Por outro lado, quando a
dieta é composta por dleo vegetal, a inclusdo de selénio na dieta aumentou a deposicao
de gordura na carcaca das corvinas.

Em relacdo a inclusdo de selénio dentro das fontes de 6leo, verificou-se que
dietas a base de Oleo vegetal suplementadas com selénio acarretam em animais com
maior deposicdo de gordura em relacdo aquelas suplementadas com selénio, porém
constituidas por 6leo de peixe. Ja as dietas isentas de selénio ndo apresentam diferenca

significativa na deposicdo de gordura, independente da fonte de 6leo estudada.

Tabela 5: Deposicdo de gordura na carcaga de corvinas alimentadas com diferentes
fontes lipidicas, com e sem adigdo de selénio.

Fonte Selénio
Sem Com
Peixe 13,6+1,8ax 13,2+1 6ay"
Vegetal 14,0£0,7bx 15,2+1,7ax

'a e b na linha diferem os niveis de dleo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes
de 6leo dentro de cada nivel. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Tambem foi detectada uma interacdo dupla entre os fatores fonte e selénio para
deposicdo de gordura hepética das corvinas (Tabelas 3 e 6). Nesta, ndo foi detectado
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efeito significativo da adi¢do ou ndo de selénio sobre a deposi¢do de gordura no figado
das corvinas quando as dietas foram compostas por 6leo de peixe. Entretanto, dietas a
base de 6leo vegetal isentas de selénio acarretam em menor deposicdo de gordura
hepatica.

Ao avaliar a deposicdo de gordura no figado das corvinas alimentadas com
dietas a base de oOleo vegetal, constatou-se que tal fonte de 6leo acarreta em maior
deposicdo de gordura hepatica quando comparado com corvinas que consumiram dietas

a base de 6leo de peixe, independente da suplementacdo ou ndo de selénio (Tabela 6).

Tabela 6: Deposicao de gordura hepatica de corvinas alimentadas com diferentes fontes
lipidicas, com e sem adi¢édo de selénio.

Fonte Selénio
Sem Com
Peixe 34,0+7,8ay 29,1+5,9ay’
Vegetal 48,315,5bx 55,2+5,0ax

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes
de 6leo dentro de cada nivel. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Efeitos isolados do nivel de 6leo na dieta foi detectado para deposicéo de selénio
na carcaga, onde os animais que consumiram dietas com 12% de gordura obtiveram
maior deposicdo de selénio em relacdo aqueles que consumiram 17% de gordura
(Tabela 3). Ja a deposicdo de proteina, energia, teor de matéria seca e cinzas nao
apresentaram diferencas em relacdo do nivel de éleo incluso na dieta.

Foi detectada uma interacdo dupla entre os fatores Nivel e Selénio para o teor de
energia na carcaga das corvinas (Tabela 7). Nesta, a inclusdo ou ndo de selénio nédo
alterou o teor energético da carcaca dos animais quando a dieta foi composta por 12%
de gordura. Por outro lado, quando a dieta foi constituida por 17% de gordura com
selénio, houve um aumento no teor energético da carcaca dos animais em relacdo as
dietas isentas deste mineral.

As dietas compostas por 12 ou 17% de gordura, desde que suplementadas com
selénio, ndo geraram efeito significativo no teor de energia na carcaga das corvinas
(Tabela 7). Entretanto, dietas com 17% de gordura, isentas de selénio, acarretaram em
menor teor energetico em relacdo aquelas dietas com 12% de gordura, também isentas

de selénio.
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Tabela 7: Deposicdo de energia na carcaca de corvinas alimentadas com diferentes
niveis lipidicos, com e sem adicdo de selénio.

NI’V€| (%) Selénio
Sem Com
12 21,5+0,6ax 21,0+0,4ax*
17 20,7+£0,9by 21,5+0,7ax

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes
de 6leo dentro de cada nivel. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Efeito isolado para a inclusdo de selénio na dieta foi detectada para deposicéao
muscular desse mineral nas corvinas, onde aqueles animais que consumiram dietas com
selénio apresentaram maior quantidade desse mineral no musculo quando comparado
com 0s animais que consumiram dietas isentas de selénio (Tabela 3). Nenhum efeito da
inclusédo de selénio foi detectado para proteina, gordura, energia, matéria seca e cinzas.

Diversos efeitos foram obtidos com as analises dos &cidos graxos no musculo e
figado das corvinas (Tabela 8 e 12). Entretanto, este estudo focou nos resultados dos
principais acidos graxos das familias dmega 3 e 6. Efeitos isolados para fonte e nivel
foram detectados para os é&cidos linoleico (C18:2n6), linolénico (C18:3n3),
araquidénico (C20:4n6), eicosapentaendico (C20:5n3 ou EPA) e docosahexaendico
(C22:6n3 ou DHA).

Em relacdo a fonte de dleo, maiores quantidades de EPA e DHA foram
detectados no musculo dos animais alimentados com dietas a base de 6éleo de peixe. Por
outro lado, maiores quantidades de &cidos linolénico, linoleico e araquidénico foram
obtidos nos animais que consumiram dietas a base de 6leo vegetal. Em relacéo ao nivel
de inclusdo de 6leo na dieta, maiores quantidades de todos acidos graxos supracitados
foram detectados nos animais que receberam dietas constituidas por 17% de lipidios,
exceto o acido graxo linoleico, presente em maiores quantidades nos animais

alimentados com dietas a base de 12% de 6leo (Tabela 8).
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Tabela 8: Deposicédo de acidos graxos muscular em corvinas alimentadas com diferentes
fontes e niveis lipidicos, com e sem adi¢do de selénio.

Acido thores . ~______ _Anova (Pr>F)

Graxo Ogonte (F\)/eg 12N|VEI (N)17 Si?rllemo (?:Z)m F N Se FxN FxSe NxSe FxNxSe
C14:0 1,42+0,30 0,66x0,20 0,98+0,38 1,10+0,54 0,98+0,44 1,10t0,49 ** ns ns ns NS ns ns
C15:0 0,30£0,04 0,14+0,02 0,2140,07 0,23+0,10 0,22+0,09 0,2240,09 ** ** s ** ns  ns ns
C15:1n9  0,04+0,01 0,02#0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+001 ** ns ns ns ns NS ns
C16:0 17,50+0,22 13,87+0,69 15,88+1,71 1549+2,13 15634193 1573+19 ** * g ** ns  ns ns

C16:1n5 0,27£0,02 0,12+0,02 0,18+0,08 0,21+0,08 0,20+0,08 0,1940,08 ** ** ng ns ns ns ns
C16:1n7 2,51+0,43 1,62+0,31 2,09+0,47 2,04+0,70 1,99+0,58 2,13+0,60 ** ns ns ns ns ns ns
C16:1n9 0,20+0,02 0,19+#0,05 0,21+0,03 0,18+0,05 0,20+0,02 0,1940,05 ns ns nNs ns ns ns ns
C16:2n4 0,16+0,04 0,04+0,02 0,09+0,06 0,11+0,07 0,09+0,06 0,11+0,07 ** ns ns ns ns ns ns
C16:2n7 0,37£0,02 0,20+0,02 0,27£0,09 0,29+0,09 0,29+0,09 0,2840,09 ** ** g ng ns ns ns
C16:3n4 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,01+0,00 ns ns ns ns ns ns ns
C17:0 0,30+0,04 0,08+0,03 0,17+£0,10 0,21+0,13 0,18+0,12 0,20+0,12 ** ** * %% ns ns ns
C18:0 7,88+0,47 8,25+0,80 8,09+0,73 8,04+0,63 8,28+0,57 7,85x0,71 ns ns ns ns ns ns ns
C18:1n7 1,96+0,19 1,33+0,31 1,59+0,33 1,70+0,48 1,61+0,38 1,68+0,44 ** ns ns ns ns ns ns
C18:1n9 17,27+1,76 24,99+1,24 21,80+3,59 20,46%4,75 20,88+4,37 21,38+4,1 ** ** g * ns ns ns
C18:2n6 14,20+0,95 21,174£0,69 18,10£3,23 17,27+£4,07 17,71£3,83 17,66+3,5 ** ** g ** ns ns ns
C18:3n3 1,39+0,19 7,96+0,68 4,47+0,14 4,87+0,69 4,55+0,41 4,79+0,45 ** ** g ** ns ns ns
C18:3n6 0,13+0,02 0,05+0,04 0,09+0,04 0,09+0,06 0,09+0,05 0,10+0,05 ** ns ns * ns ns ns
C18:4n4 0,11+0,01 0,07#0,01 0,09+0,02 0,09+0,02 0,09+0,02 0,09+0,02 ** ns ns ns ns ns ns
C18:4n3 0,46+0,10 0,15+0,05 0,28+0,15 0,33+0,20 0,29+0,18 0,31+0,18 ** ns ns ns ns ns ns
C20:1n9 0,82+0,11 0,91+0,09 0,87+0,09 0,85+0,13 0,86+0,12 0,87+0,10 * ns ns ns ns ns ns
C20:2n6 0,16+0,01 0,10+0,01 0,13+0,03 0,13+0,04 0,13+0,03 0,13+0,03 ** ns ns * ns ns ns
C20:3n3 2,51+0,23 1,60+0,18 2,05+0,38 2,06+0,61 2,12+0,52 1,99+0,49 ** png * * ns ns ns
C20:3n6 0,29+0,03 0,38+0,02 0,35+0,05 0,32+0,05 0,34+0,05 0,33%0,04 ** * ns ns ns ns ns
C20:4n3 0,30+0,02 0,12+0,03 0,24+0,09 0,21+0,10 0,21+0,10 0,25%+0,09 ** ns ns ns ns ns ns
C20:4n6 0,04+0,01 0,14+0,03 0,08+0,04 0,10+0,07 0,09+0,05 0,09+0,06 ** * g * * ns ns
C20:5n3 6,25+0,38 1,80+0,26 3,93+2,15 4,12+2,48 4,09+2,36 3,96+2,28 ** * g * ns * ns
C21:5n3 0,15+0,01 0,04+0,01 0,09+0,05 0,10+0,06 0,10+0,06 0,10£0,06 ** ns ns ns ns ns ns
C22:1n9 0,25+0,09 0,22+0,09 0,23+0,09 0,24+0,09 0,21+0,08 0,26+0,09 ns ns * * ns ns ns
C22:2n6 0,11+0,02 0,05+0,02 0,08+0,04 0,08+0,03 0,08+0,04 0,09+0,04 ** ns ns ns ns ns ns
C22:3n6 0,25+0,02 0,22+0,03 0,25+0,03 0,21+0,02 0,24+0,03 0,23+0,03 ** ** * g ns ns ns
C22:5n3 1,44+0,08 0,77+0,06 1,10+0,34 1,11+0,36 1,11+0,35 1,10+0,35** ns ns ns ns ns ns
C22:5n6 0,83+0,11 0,45+0,05 0,62+0,17 0,66+0,25 0,66+0,22 0,62+0,21 ** ns ns * ns ns ns
C22:6n3 16,25+2,56 8,94+1,11 11,79+3,26 13,40+4,92 12,84+4,39 12,35+4,1 ** * g * ns ns ns

C24:0 0,01+£0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+£0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 ns NS NS ns ns ns ns
C24:1n9 0,45+0,06 0,39+0,05 0,41+0,05 0,43+0,07 0,41+0,05 0,43%0,07 * ns ns ns * ns *
Sat. 27,47+0,19 23,08+0,63 25,43+2,11 25,12+2,49 25,33+2,21 25,22+2,4 ** * ns ns * ns ns
Mono. 24,18+1,95 30,05+1,61 27,71+2,72 26,51+4,08 26,69+3,58 27,53+3,4 ** * ng ns ns ns ns
Poli. 45,55+2,01 44,37+1,50 44,19+1,25 45,73+2,06 45,25+1,97 44,67+1,7 * * ns ns ns ns ns
Sat/Insat 0,39+0,00 0,31+0,01 0,35%0,04 0,35+0,05 0,35+0,04 0,35%+0,05 ** * g * ns ns ns
n3 29,95+2,97 22,10+1,23 24,85+3,46 27,20+5,32 26,33+4,89 25,72+43 ** * g * ns ns ns
né 16,17+0,90 22,70+0,72 19,85+3,03 19,03+3,81 19,48+3,60 19,40+3,3 ** * g * ns ns ns
n3/n6 1,87+0,28 0,97+0,05 1,30+0,37 1,54+0,58 1,44+0,53 1,40+0,47 ** ** g * ns ns ns
n9 19,12+1,71 26,80+1,37 23,56+3,58 22,36+4,77 22,67+4,34 23,2541 ** * g * ns ns ns

NS: Né&o significativo. *Diferencas a 5% pela estatistica "F".** Diferencgas a 1% pela estatistica "F".
84



InteracBes entre os fatores fonte e nivel foram detectados para o0s &cidos graxos
linoleico, linolénico, araquiddnico, EPA e DHA (Tabelas 8 e 9). Em relacdo ao &cido
linoleico, observou-se que animais que consumiram 12% de 6leo de peixe apresentaram
maior deposicdo deste acido graxo em relacdo aqueles que consumiram 17% desta
mesma fonte de 6leo (Tabela 9). Entretanto, nenhuma diferenca foi obtida em sua
deposicdo quando os animais consumiram 12 ou 17% de 6leo de origem vegetal. Ao
comparar a deposicdo de acido linoleico entre as fontes de 6leo, observou-se que as
dietas a base de dleo vegetal acarretam em maiores deposicao deste &cido graxo no filé
de corvina em relagdo ao 6leo de peixe, independente do nivel de inclusdo estudado.

Na interacdo fonte e nivel para os acidos linolénico e araquiddnico, ndo se
observou diferenca em suas deposicdes no filé das corvinas quando estas foram
alimentados com 12 ou 17% de 6leo de peixe. Por outro lado, dietas compostas por 17%
de bleo vegetal acarretam em maiores deposi¢des dos &cidos linolénico e araquidénico
na carcaca de corvinas em relacdo as dietas com 12% desta mesma fonte de 6leo. Ao
avaliar a deposicao destes mesmos acidos graxos entre as fontes de 6leo, foi detectado
uma maior deposi¢do nos animais que consumiram dietas a base de 6leo vegetal em

relacdo aqueles que consumiram dietas a base de 6leo de peixe (Tabela 9).

Tabela 9: Deposicdo de acidos graxos muscular em corvinas alimentadas com dietas
contendo diferentes fontes e niveis lipidicos.

A. Linoleico A. Linolénico A. Araquidonico EPA DHA
Fonte Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel
12 17 12 17 12 17 12 17 12 17
Peixe 15,0+ 13,4+ 15+ 13t 0,04+ 0,04+ 6,0+ 6,5% 147+ 17,8+
0,5ay 0,4by 0,2ay 0,2ay 0,0lay  0,0lay 0,2bx 0,3ax 1,7bx  2,3ax
21,2+ 212+ 75+ 8,4+ 0,12+ 0,16+ 18+ 1,7+ 89+ 89+
Vegetal ’ ’ ’ ' ’ ’

0,6ax  0,8ax 0,5bx  0,5ax 0,02bx  0,03ax 0,2ay 0,3ay 0,9ay

1,4ay

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes
de 6leo dentro de cada nivel. Diferencas a 5% pela estatistica "F".

Na interacdo fonte e nivel para os acidos graxos EPA e DHA observou-se que 0s
animais alimentados com 17% de 6leo de peixe apresentaram maiores deposi¢Oes destes
acidos graxos no filé. Tal fato ndo foi observado nos animais alimentados com 6éleo
vegetal, onde néo foi verificado diferenca significativa entre os niveis de inclusdo deste
Oleo sobre a deposicao dos acidos graxos EPA e DHA no filé das corvinas (Tabela 9).
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Foram detectadas interacGes entre os fatores fonte e selénio para o &cido
araquidénico (Tabela 10) assim como interacdo entre nivel e selénio para o EPA
(Tabela 11). Em relacdo a interacao fonte e selénio para o acido araquidénico (Tabela
10), percebe-se que ndo houve feito do selénio na deposicdo do referido &cido graxo
quando a dieta € constituida por 6leo de peixe. Entretanto, quando a dieta foi composta
por 6leo vegetal, a ndo suplementacdo dietética com selénio reduziu a deposicdo de
acido araquiddnico no filé de corvinas. Ja em relacdo as fontes de 6leo, independente da
suplementacéo dietética de selénio, as dietas a base de 6leo vegetal acarretaram maiores

deposicBes do acido araquiddnico no filé de corvinas.

Tabela 10: Deposicdo de &cido araquiddénico no musculo de corvinas
alimentadas com dietas contendo diferentes fontes lipidicas, com e sem
adicdo de selénio.

Fonte Selénio
Sem Com
Peixe 0,05+0,01ay 0,04+0,01ay
Vegetal 0,13+0,03bx 0,15+0,04ax

Ta e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as
fontes de 6leo dentro de cada nivel. Diferengas a 5% pela estatistica "F".

Na interacdo nivel e selénio para deposicdo de EPA no filé de corvina (Tabela
11), ndo foi houve efeito significativo da suplementacdo dietética de selénio quando os
animais receberam dietas contendo 12% de Oleo. Entretanto, dietas contendo 17% de
6leo, isentas de selénio, acarretam em maior deposicdo do referido acido graxo em
relagdo aquelas dietas com o mesmo nivel de 6leo, porém suplementadas com este
mineral. Além disso, a suplementacdo de selénio ndo altera a deposicdo do EPA em
dietas compostas por 12 e 17% de 6leo. Por outro lado, a isencdo de selénio nas dietas
com 17% de bleo, favorece a deposicdo desse &cido graxo em relacdo as dietas com

12% de 6leo, também isentas de selénio.
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Tabela 11: Deposicdo muscular de EPA em corvinas alimentadas com
diferentes niveis lipidicos, com e sem adicdo de selénio.

Nivel Selénio

Sem Com
12% 3,89+1,20ay 3,97+1,26ax
17% 4,29+1,64ax 3,95+1,47bx

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as
fontes de 6leo dentro de cada nivel. Diferengas a 5% pela estatistica "F".

Em relacdo aos acidos graxos hepaticos, foram detectadas maiores quantidades
dos &cidos linoleico, linolénico e araquiddnico no figado das corvinas alimentadas com
Oleo vegetal (Tabela 12). Por outro lado, maiores quantidades de EPA e DHA foram
determinados no figado de corvinas alimentados com 6leo de peixe. Quanto ao nivel de
inclusdo de oleo, foi detectada maior deposicdo hepéatica de todos acidos graxos
anteriormente comentados nas corvinas que receberam dietas com 17% de 6leo, exceto
para 0 DHA que ndo apresentou efeito para o fator nivel. J4 as dietas com inclusdo de
selénio apresentaram maiores quantidade dos &cidos graxos linolénico e araquidénico.

Os acidos graxos linoleico, EPA e DHA néo foram afetados pelo fator selénio.
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Tabela 12: Deposicao de acidos graxos no figado de corvina alimentada com diferentes
fontes e niveis lipidicos, com e sem adi¢do de selénio.

Acido ,Fatoreso . ~_____Anova (Pr>F)
Graxo OIE onte (FZDV Iilzlvel (N)({O?) Si?rllenm(g?m F N Se FXN FxSe NxSe FxNxSe
C 12:0 0,110,01 0,06+0,01 0,10+0,02 0,07+0,01 0,08+0,02 0,09+001 ns ns ns ns ns.  ns ns
C 14:0 2,22+0,46 0,41+0,12 1,23+0,76 1,40+1,16 1,29+0,39 1,35+0,30 ** * pg ** ns ns ns
CcCi14:1 0,12+0,02 0,03+0,01 0,08t0,04 0,08+0,06 0,08t0,01 0,08£0,02 ** ns ns * * * *
C 15:0 0,47+0,09 0,09+0,02 0,25+0,16 0,30+0,23 0,27+0,02 0,28+0,07 ** ** pg ** ns ns ns
Cc15:1 0,09+0,02 0,04+0,01 0,07£0,03 0,06+0,03 0,06£0,01 0,06£0,01 ** * ns ns * ns ns
C 16:0 20,28+1,17 9,73+1,93 15,87+4,84 14,14+6,18 15,03£5,27 14,98£3,9 ** ** pg ** * ns ns
C 16:1n5 0,32£0,04 0,07£0,01 0,19+0,12 0,19+0,07 0,20£0,13 0,18+0,05 ** * pg ** ns ns ns
C16:1n7 5,85+1,85 2,87+0,62 4,64+1,42 4,08t151 4,39+1,03 4,33t1,08 ** ns ns ns ns ns ns
C16:1n9 0,64+1,34 0,50+0,11 0,49+0,11 0,65+0,34 0,43+0,17 0,71+0,32 ns ns ns ns ns ns ns
Cc16:2n4 0,25+0,07 0,070,120 0,13+0,11 0,23%0,12 0,170,413 0,19+0,08 ** ** ns ns ns ns ns
Cc16:2n7 0,50+£0,04 0,27+0,03 0,39+0,13 0,37+0,11 0,38+0,12 0,38+0,13 ** ns ns * * ns ns
Cc17:0 0,40+0,13 0,10+1,24 0,22+0,13 0,28+0,12 0,23+0,17 0,27+0,19 ** * nps ** * ns ns
C 18:0 8,25+1,84 10,77+0,34 10,66+1,10 8,36x2,07 9,41+2,21 9,60+1,83 ** ** ps ** ns ns ns
C18:1n7 2,12+0,33 1,39+0,34 1,85+0,46 1,59+0,50 1,70+0,34 1,76x0,61 ** * ns ns * ns ns
C18:1n9 22,91£3,57 40,99+1,16 32,33+8,83 31,57+10,3 31,77+10,3 32,13488 ** Ns ns * ns ns ns
C 18:2n6 16,51+1,49 19,26+1,81 16,79+1,30 18,98+2,29 17,61+2,35 18,16x1,9 ** ** ns * ns ns ns
C18:3n3 1,75£0,40 8,52+1,59 4,53+3,13 5,74+2,01 4,78+1,13 5,49£1,91 ** ** * * * ns ns
C 18:3n6 0,17£0,03 0,02+0,01 0,08+0,07 0,10+0,02 0,09+0,01 0,09+0,01 ** ** ps ** ns ns ns
C18:4n4 0,14+0,02 0,07+0,01 0,10+0,03 0,10+£0,04 0,11+0,04 0,10£0,03 ** ns ns * ns * *
C 18:4n3 0,67£0,19 0,11+0,03 0,32+0,21 0,45+0,18 0,39+0,03 0,39+0,11 ** ** ps ** ns ns ns
C20:1n11 0,08+0,03 0,06+0,20 0,10+0,20 0,05+0,01 0,09+0,02 0,05+0,01 ns ns ns ns ns ns ns
C20:1n9 0,88+0,17 1,12+0,24 1,02+0,26 0,98+0,21 0,97+0,28 1,03+0,19 * ns ns * ns ns ns
C 20:2n6 0,24+0,07 0,17+0,03 0,20+0,06 0,20+0,07 0,21+0,07 0,20£0,06 ** ns ns ns ns ns *
C 20:3n3 1,40+0,61 0,31+0,11 0,82+0,71 0,89+0,31 0,94+0,08 0,77+0,11 ** ns ns ns ns ns ns
C 20:3n6 0,30+£0,04 0,33+0,05 0,30+0,04 0,33+0,05 0,31+0,04 0,32+005 * * ns * * ns ns
C 20:4 n3 0,20+0,07 0,02+0,01 0,09+0,08 0,13+0,12 0,12+0,01 0,11+0,03 ** ** ps ** ns ns ns
C 20:4 n6 0,04+0,01 0,17+0,05 0,09+0,06 0,12+0,08 0,10+0,02 0,11+0,02 ** **x =* * * ns ns
C 20:5n3 3,35+1,31 0,060,038 1,34+1,42 2,08+0,25 1,91+0,25 1,51+045 ** * ns * ns ns ns
Cc22:1n9 0,16+0,04 0,17+0,02 0,16+0,04 0,17+0,03 0,17£0,03 0,16+0,04 ns ns ns ns ns * *
C22:5n3 0,57+0,33 0,05+0,02 0,25+0,25 0,37+0,43 0,37£0,04 0,25+0,01 ** * ns ns ns ns ns
C22:6n3 5,55+1,37 0,30+0,18 2,44+0,95 3,41+1,88 3,58+1,28 2,26+091 ** ns ns ns ns ns ns
Sat. 31,75£1,98 21,14+1,98 28,3245,12 24,57+6,03 26,33+£5,67 26,57£6,1 ** ** g * * * ns
Mono 33,73+4,97 47,41+1,18 41,45+7,18 39,70+8,40 40,21+9,22 40,94+62 * ns ns ns  * ns ns
Poli 32,35+5,55 29,86+3,11 28,28+2,96 33,93+4,28 31,45+6,09 30,75+25 * ** pns ns = * ns ns
Sat/Insat 0,48+0,04 0,28+0,05 0,41+0,11 0,34+0,11 0,38+0,11 0,38+0,12 ** ** ng ns ns * ns
n3 13,09+6,32 9,32+1,53 9,61+3,40 12,80+5,73 11,87+6,80 10,55+15 * * ns ns * ns ns
né6 17,85+1,41 20,12+1,85 17,84+1,13 20,12+2,03 18,67+2,20 19,30+£1,7 ** ** * * ns ns ns
n3/n6 0,76£0,45 0,460,056 0,55+0,24 0,67+0,43 0,67+0,48 0,55+0,09 * ns ns ns ns ns ns
n9 25,14+£3,75 42,99+1,25 34,3948,74 33,73£10,2 33,75+10,3 34,37486 ** ns ns * ns ns ns

NS: N&o Significativo. *Diferenca a 5% (Teste "F").** Diferenca a 1% (Teste "F").
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InteracBes entre os fatores "Fonte e Nivel" foram obtidas para o0s &cidos graxos
linoleico, linolénico, araquidonico e EPA (Tabela 13). Independente do nivel lipidico da
dieta, maiores deposicdes hepaticas dos acidos graxos linoleico, linolénico e
araquidoénico foram detectadas nos animais que receberam dietas a base de 6leo vegetal.
Os animais que consumiram dietas a base de Oleo de peixe apresentaram maior
deposicdo de EPA.

Quanto ao efeito do nivel de dleo dentro da fonte vegetal, foi constatado uma
maior deposicdo dos acidos graxos linoleico, linolénico e araquidénico com dietas
compostas por 17% de 6leo. A deposicao de EPA ndo foi afetada pelo nivel de incluséo
de 6leo quando o 6leo foi oriundo de fonte vegetal. J& em relacdo ao nivel de dleo
dentro da fonte animal, foi detectada maior deposicdo dos acidos linoleico e EPA com
dietas compostas por 17% de 6leo. Ja a deposicdo dos acidos linolénico e araquidbnico
ndo foram afetados pelos niveis de dleo.

Tabela 13: Deposicao de acidos graxos no figado de corvinas alimentadas com dietas
contendo diferentes fontes e niveis lipidicos.

A. linoleico A. linolénico A. araquiddnico EPA
Fonte Nivel Nivel Nivel Nivel

12 17 12 17 12 17 12 17
Peixe 1591+ 17,11+ 151+ 2,00 0,03+ 0,04+ 2,62+ 4,09+

0,90by 1,74ay 0,25ay 0,38ay 0,02ay 0,0lay 0,81bx 1,31ax

17,67+ 20,85+ 7,56+ 9,48+ 0,14+ 0,20% 0,06+ 0,06+
Vegetal

1,00bx 0,55ax 0,66bx 1,68ax  0,02bx  0,04ax 0,03ay 0,04ay

'a e b na linha diferem os niveis de 6leo dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as fontes
de 6leo dentro de cada nivel. Diferencgas a 5% pela estatistica "F".

Interacdes entre os fatores "Fonte e Selénio” foram constatadas para a deposicao
hepéatica dos acidos graxos linolénico e araquiddnico (Tabela 14). Independente da
incluséo de selénio, maiores deposicdes desses acidos graxos foram obtidas com dietas
composta por 6leo vegetal. Por outro lado, ndo houve efeito da adigdo de selénio sobre a
deposicao dos &cidos linolénico e araquiddnico quando as dietas foram compostas por
Oleo de peixe. Porém, dietas compostas por 6leo vegetal suplementada com selénio
geraram maiores deposi¢des dos &cidos linolénico e araquiddnico em relagdo aquelas

com a mesma fonte de 6leo e isentas desse mineral.
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Tabela 14: Deposicdo hepatica de acidos graxos em corvinas alimentadas com dietas

contendo diferentes fontes lipidicas, com e sem adi¢do de selénio.
A. linolénico A. araquidonico

Fonte Selénio Selénio
Sem Com Sem Com

Peixe 1,74+0,38ay 1,76%0,44ay 0,04+0,02ay 0,03+0,0lay

Vegetal 7,82+1,62bx 9,21+1,26ax 0,15+0,04bx 0,19+0,05ax

'a e b na linha diferem a adicio de selénio dentro de cada fonte. x e y na coluna diferem as
fontes de dleo dentro de cada inclusdo de selénio. Diferencas a 5% pela estatistica "F".
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DISCUSSAO

A deposicdo lipidica na carcaca de corvinas alimentadas com dleo de peixe
aumentou conforme o incremento de 6leo na dieta. Tal resultado esta de acordo com
aqueles encontrados por Chatzifotis et al., (2010), os quais também notaram um
aumento na deposicdo de gordura corporal ao fornecerem dietas com 13, 17 e 21% de
6leo de peixe para corvinas. Por outro lado, ndo foi verificado aumento significativo na
deposicdo de gordura na carcaca de corvinas alimentadas com 12 e 17% de 6leo vegetal.
Além disso, os animais alimentados com 6leo vegetal apresentaram menor deposicao de
proteina corporal. Tais resultados s&o indicios de que a dieta a base de 6leo vegetal
estimula as corvinas a catabolizarem a proteina como fonte de energia, reduzindo assim
sua deposicao corporal.

Em relagéo a deposigdo de selénio, foram demonstrados efeitos isolados entre
seu nivel de inclusdo na dieta e sua deposicdo na carcaca. Além disso, também foi
observado maior deposicdo deste mineral quando as deitas foram compostas por 6leo de
peixe e também por 12% de 6leo. A maior deposicdo de selénio em relacdo a sua
incluséo na dieta esta de acordo com os resultados de Hilton et al. (1980) o qual avaliou
sua deposicao e toxicidade em trutas (Salmo Gairdneri). Além disso, Lin e Shiau (2007)
e Liu et al. (2010) também encontraram aumento na deposicdo de selénio em funcéo de
seu aumento na dieta de garoupa (Epinephelus malabaricus) e beijupird (Rachycentrum
canadum), respectivamente.

Uma maior deposicdo de gordura hepatica foi observada em corvinas
alimentadas com 0leo vegetal. Este fato pode estar relacionado com a beta oxidacgao dos
acidos graxos, a qual requer sua entrada no ciclo do &cido citrico. A entrada dos acidos
graxos no ciclo do &cido citrico dar-se na forma de acetil coenzima A e para que isso
ocorra ela deve estar ligada a uma molécula de oxaloacetato, para formacéo de citrato.
Entretanto, a elevada demanda de oxaloacetato pelas células hepaticas durante a
gliconeogénese, gera uma deplecdo desta molécula. Sendo assim, a auséncia de
oxaloacetato impede a oxidagdo da Acetil coenzima A, a qual € convertida em corpos
cetbnicos. Os &cidos graxos formados nos hepatdcitos e a formacéo dos triglicerideos
sdo estimulados, acarretando em acumulo de gordura no figado (Reece, 2006). Outros

autores também demonstraram haver um aumento na deposi¢do de gordura hepética
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quando realizada a substituicdo do 6leo de peixe por fontes vegetais, a exemplo do
salmao do Atlantico (Torstensen et al., 2000; Bell et al., 2001).

Os OGleos vegetais em sua natureza apresentam maiores quantidades de acidos
graxos polinsaturados (PUFA), em especial o linoleico e linolénico, em relagdo aos
6leos de peixes marinho, ricos em &cidos graxos altamente insaturados (HUFA).

As corvinas alimentadas com 06leo vegetal apresentaram uma maior deposi¢édo de
acido linoleico (AL) no musculo (21,17+0,69 VS 14,20+0,95) e figado (19,26+0,72 VS
16,51+1,16), quando comparado com aquelas alimentadas com 6leo de peixe. Os peixes
que possuem um aparato enzimatico capaz de alongar e dessaturar acidos graxos
poderdo obter o &cido araquiddnico (AA) a partir de seu precursor, o acido linoleico
(AL). Os resultados deste estudo sugerem que a corvina consegue utilizar tal via de
conversdo, uma vez que a deposicdo de AA tanto no musculo (0,14 + 0,02 VS 0,04 +
0,01) quanto no figado (0,17 + 0,03 VS 0,04 + 0,01) foram significativamente maiores
nos peixes alimentados com dleo vegetal em relacdo aqueles alimentados com 6leo de
peixe.

Foi observada uma maior deposicdo de EPA (1,80+0,26) e DHA (8,94+1,11) no
musculo das corvinas alimentadas com 6leo vegetal em relagdo a quantidade presente
nas dietas a base desta mesma fonte de 6leo (EPA=0,125 e DHA=0,15). Isso indica que
tal espécie também consegue alongar e dessaturar o acido linolénico para formacéo de
EPA e DHA, respectivamente.

As enzimas alongases exercem a funcéo de adicionar atomos de carbono (dois a
dois) na parte inicial da cadeia do acido graxo. Ja as dessaturases atuam inserindo
insaturacBes a cadeia, dando origem a uma nova dupla ligacdo (Martin et al., 2006).
Segundo Ribeiro et al. (2008), os peixe de agua doce expressam as alongases e
dessaturases, sendo assim capazes de alongar e dessaturar PUFA até HUFA, desde que
0s primeiros estejam presentes na dieta. Entretanto, os peixes marinhos, por terem uma
dieta rica em alimentos contendo EPA e DHA (fitoplancton), ndo possuem capacidade
de alongar e dessaturar tais acidos graxos (Visentainer et al., 2007), fazendo-se
necessario sua inclusdo na dieta. Apesar disso, estudos sobre a expressdo génica das
alongases e dessaturases em corvinas alimentadas com 6leo vegetal sdo sugestivos de
que tal espécie é capaz de alongar e dessaturar PUFA para formacdo de HUFA (Silva
Brito et al., 2014).
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As interagBes encontradas para os fatores fonte e nivel nos principais &cidos
graxos avaliados neste trabalho refletem diretamente seu nivel de incluséo dietético.
Com o aumento do nivel de 6leo de peixe (pobre em &cido linoleico) de 12 para 17%
houve a necessidade de redugdo na quantidade de milho (rico em &cido linoleico,
segundo Rostagno et al., 2011) na dieta de 6,0 para 3,12%. Desta forma, a reducdo do
milho nas dietas a base de 17% de 6leo de peixe acarretou na reducao de acido linoleico
nessas dietas. Ja& a sua maior deposicdo gerada na carcaca das corvinas em funcéo da
ingestdo de dietas a base de dleo vegetal refletiu a maior incidéncia deste acido graxo
nesta fonte de 6leo. Estudos substituindo o 6éleo de peixe dietético por fonte de acido
linoleico no cultivo do salmé&o e truta acarretaram em maior deposicdo deste acido graxo
no musculo destes peixes (Torstensen et al., 2000; Bell et al., 2001, 2003; Wijekoon et
al., 2014), sendo assim, este trabalho corrobora com de tais estudos.

A mistura de 6leo vegetal utilizada neste trabalho possui 45% de éleo de linhaga,
0 qual é rico em &cido linolénico, refletindo assim numa maior deposicdo deste acido
graxo nos peixes que consumiram 17% de 6leo vegetal em relacdo aos que consumiram
dietas compostas por 12% desta mesma fonte. Além disso, como o Oleo de peixe
marinho é pobre em acido linolénico, houve uma menor deposi¢cdo muscular deste acido
graxo nos animais que consumiram dietas contendo éleo de peixe. Menoyo et al. (2005)
ao substituirem gradativamente o 6leo de peixe por 6leo de linhaca também detectaram
um aumento dos niveis de &cido linolénico na carcaca de salméo. Resultados similares
foram encontrados por Mourente et al. (2005) ao utilizarem dietas com dleo de linhaca
em substituicdo ao 6leo de peixe na alimentacdo de robalo (Dicentrarchus labrax).

Apesar de haver maior quantidade de acido araquiddnico nas dietas a base de
6leo de peixe, foi detectada maior deposi¢cdo muscular deste acido graxo nos animais
que consumiram dietas a base de oleo vegetal. Além disso, 0 aumento do teor de dleo
vegetal na dieta estimulou a deposi¢do de acido araquiddnico pelo animal.

Em relacéo a interagdo fonte e nivel para os HUFA da série n-3 (EPA e DHA),
foi constatado uma maior deposicdo destes nos peixes que consumiram dietas a base de
Oleo de peixe. Tal resultado comprova a afirmacdo de que a dieta consumida pelo
animal interfere diretamente em sua composic¢édo corporal (Visentainer et al., 2005) em
especial para o perfil lipidico da mesma. Além disso, a maior deposicdo de EPA e DHA

nos animais que consumiram dietas a base de o6leo vegetal, em relacdo ao que foi
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disponibilizado na dieta, sustentam a teoria de que as corvinas conseguem produzir tais
acidos graxos a partir de seu precursor, o acido linolénico. Entretanto, o aumento de
acido linolénico na dieta, avaliado neste trabalho, ndo interferiu na producéo de HUFA-
n3.
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CONCLUSAO

Desta forma, pode-se concluir que os animais alimentados com a mistura de 6leo
vegetal utilizada neste trabalho tendem a entrar em gliconeogénese, metabolizando a
proteina corporal para gerar energia. Além disso, ha indicios de que a corvina consegue
alongar e dessaturar PUFA para produgéo de HUFA.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho poderdo servir de suporte para entender
parte do funcionamento e modificacdes no metabolismo de corvinas (Argyrosomus
regius) quando alimentadas com dleo vegetal em substituicdo ao 6leo de peixe. Ainda
que ndo atenda suas exigéncias metabdlicas, confirmamos a capacidade que as corvinas
possuem em alongar e dessaturar acidos graxos de 18 carbonos até aqueles compostos
por 20 ou mais carbonos, em especial os membros da familia émega 3 e 6.

Com as informacGes obtidas nesta tese, pode comprovar que a reducdo lipidica
dietética de 17 para 12% potencializa o desempenho zootécnico de corvinas. Tal fato é
de interesse para a aquicultura, uma vez que a menor exigéncia lipidica podera mitigar a
demanda de 6leo para compor as dietas para a espécie em estudo além de proporcionar
um melhor desenvolvimento para o animal em cultivo.

A catalase podera ser utilizada como indicador da beta oxidacdo de &cidos
graxos com mais de 20 carbonos, sendo assim, uma analise a ser considerada em
estudos que objetivam avaliar o melhor nivel dietético de HUFA para peixes.

Novos estudos sdo necessarios para melhor compreensdo das relag@es existentes
entre 0 metabolismo do selénio com as diferentes fontes e niveis lipidicas estudadas
neste trabalho. Por outro lado, foi possivel confirmar sua atuacdo como cofator da

enzima glutationa peroxidase.
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