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Farmed fishes are highly sensitive to diets deficient in ascorbic acid with clinical symp-
toms that affect performance and commercialization for causing deformities. Aiming to
meet the minimum levels for red rainbow fish, six isoaminoacid and isocaloric diets with
varying levels of active vitamin C were tested. At the end of 42 days experimental period,
36 fishes were histologically analyzed for the percentage of connective tissue and muscle
fibers in order to determine the influence of the Vitamin C percentage in those ratios. Al-
though the averages are statistically indistinguishable from the quantitative point of view,
qualitatively higher levels of vitamin C allow better tissue structure. The breakdown of

muscle tissue is indicative for dietary deficiency of ascorbic acid.

INDEX TERMS: Ascorbic acid, Glossolepis incisus, ornamental fish, fish farming, collagen.

RESUMO.- Peixes cultivados mostram-se altamente sen-
siveis a dietas deficientes em acido ascorbico com sinais
clinicos que afetam o desempenho e a comercializacdo por
provocar deformidades. Com objetivo de conhecer os ni-
veis minimos para a melanoténia-mac3, foram testadas seis
racdes isoaminoacidicas e isocaldricas com niveis variados
de vitamina C ativa. Ao final dos 42 dias experimentais, 36
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peixes foram analisados histologicamente quanto a porcen-
tagem de tecido conjuntivo e fibras musculares a fim de de-
terminar a influéncia da porcentagem de Vitamina C nesses
indices. Apesar de as médias serem estatisticamente iguais
do ponto de vista quantitativo, qualitativamente os niveis
mais altos de vitamina C possibilitaram melhor estrutura
tecidual. A desestruturagido do tecido muscular é um indi-
cativo da deficiéncia alimentar com acido ascorbico.

TERMOS DE INDEXACAO: Acido ascérbico, Glossolepis incisus, pei-
xe ornamental, piscicultura, coldgeno.

INTRODUCAO

A piscicultura ornamental no Brasil surgiu na década de
1970, cerca de trinta anos depois da piscicultura de corte,
e hoje é um agronegocio que envolve alguns milhares de
produtores. A falta de ragdes, especificas, para a producdo
de peixes ornamentais, é uma das consequéncias da escas-
sez de estudos de exigéncias nutricionais para as diferentes
espécies cultivadas. Este entrave é global, sendo defronta-
do corriqueiramente pelos piscicultores, comerciantes e
aquaristas que sdo os principais consumidores de peixes
ornamentais.

Faz-se necessario, portanto, o desenvolvimento de ra-
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coes e técnicas de manejo eficientes na nutricdo e reducdo
do estresse, visando melhorar a qualidade do peixe produ-
zido no Brasil. Ragdes mais eficientes sio uma demanda
constante e necessaria para a piscicultura ornamental em
nivel mundial, que somada a oferta competitiva de peixes
oriunda do extrativismo, representam consequente agre-
gacao de precos e melhoria da renda, principalmente para
os piscicultores familiares.

Umas das espécies que desperta atengdo dos produto-
res, atualmente, é Glossolepis incisus, conhecida popular-
mente como melanoténia-maca. E oriunda da Australia e
Nova Guiné. Possui caracteristicas morfolégicas peculiares,
como a coloragio vermelho tomate bem acentuada dos ma-
chos, o que contribui na agregacdo de valor na comerciali-
zagdo. Suas caracteristicas reprodutivas ja foram descritas
(Vidal Janior, 2005), porém, pouco se sabe em relagido as
suas exigéncias nutricionais.

0 4cido ascorbico (vitamina C) é conhecido como pro-
motor de numerosos processos bioquimicos e fisiolégicos,
tanto em animais como em plantas (O’Keefe 2001). A vi-
tamina C contribui para a formagao do tecido 6sseo e car-
tilaginoso é responsavel por melhoras no crescimento de
peixes e sua deficiéncia provoca deformacoes dsseas, he-
morragias, anorexia e baixa resisténcia ao estresse (Wang
et al. 2003). O acido ascoérbico é cofator de reacdes de hi-
droxilacdo da prolina, necessaria para a formacdo do cola-
geno nos tecidos (Gongalves & Maia Campos 2006). Sendo,
portanto, fundamental na formag¢do da matriz conjuntiva,
Ossea e cartilaginosa; bem como na cicatrizagio de feridas.
Este 4cido participa ainda da sintese de corticosteroides
e de carnitina, além de facilitar a absorg¢ao de ferro (Rotta
2003). Além disso, devido ao alto poder redutor, a vitami-
na C pode participar na prevencdo da oxidacdo de lipidios
na dieta e nos tecidos, em agdo sinérgica com a vitamina E
(Halver 2002).

A vitamina C atua, também, em varias rea¢des de hidro-
xilagdo como, por exemplo, nas hidroxila¢io de lisina e pro-
lina no pro-colageno, necessarias para as ligacdes cruzadas
entre as fibrilas de colageno (Rucker & Morris 1997). O co-
lageno, presente no tecido conjuntivo, contém altos niveis
de hidroxiprolina, que é formada pela a¢do da prolina-lisil
hidroxilase sobre os aminoacidos prolina e lisina, e tém
como cofatores de hidroxilacao o ferro, o alfa-cetoglutarato
e a vitamina C. Por esta razao, o acido ascérbico é impor-
tante na manutencdo do tecido conjuntivo normal e na ci-
catrizacao, onde o tecido conjuntivo é o primeiro a proli-
ferar. A vitamina C é rapidamente absorvida pelas células
onde ha intensa formacdo de colageno, como tegumento,
cartilagens e ossos (Halver 1972). Os peixes ndo apresen-
tam a enzima L-gulonolactona oxidase e, portanto, ndo sin-
tetizam a vitamina C necessitando de sua suplementagio
na dieta (Neu 2010). E considerada também como uma das
vitaminas essenciais para os peixes (Ai et al., 2006), devido
ao fato de que a maioria dos teledsteos ndo possui a capaci-
dade de sintetizar essa vitamina em suas vias metabdlicas
(Darias et al. 2011).

Peixes cultivados tém se mostrado altamente sensi-
veis a dietas deficientes em acido ascorbico (Lavens et al.
1995). Muitos sinais, como crescimento reduzido, perda

de apetite, conversdo alimentar prejudicada, deformida-
des esqueléticas, em especial na coluna (Stedman 1996),
deformidades no opérculo e nas cartilagens das branquias,
anemia, hemorragia de varios 6rgdos, demora ou diminui-
¢do da cicatrizacdo de feridas, coloragao escura, reducdo do
desempenho reprodutivo e diminuicdo da eclodibilidade
tém sido encontrado em peixes que consomem dietas de-
ficientes nesta vitamina (Rotta 2003, Lovell 1989). Peixes
alimentados com acido ascérbico marcado radioativamen-
te com C14 mostraram que esta vitamina é rapidamente
absorvida pelas areas onde o colageno é formado, isto €, na
pele, na nadadeira caudal, nas cartilagens da cabeca e do
maxilar, nas cartilagens que suportam as branquias e nos
ossos (Halver 1972).

Esse estudo foi realizado com o intuito de avaliar os
efeitos causados pela suplementacdo de ragdes com niveis
crescentes de vitamina C na estruturagdo do tecido conjun-
tivo de melanoténia-mac3, através da analise histologica de
tecido do pedunculo caudal.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 216 juvenis, ndo sexados, de Glossolepis incisus,
com mesma idade e similaridade de peso e comprimento, prove-
nientes do Setor de Aquicultura da UENF localizado na Unidade
de Apoio a Pesquisa em Zootecnia em Campos dos Goytacazes, R].
0 experimento teve duracdo de 42 dias.

Os peixes foram distribuidos em lotes de 12 animais em cada
um dos 18 aquarios experimentais de 40 litros de volume qtil, que
estavam interligados em mesmo sistema de recirculagdo de dgua
com bombas de aspiracdo submersas e caixas com biofiltros.

Cada aquario foi considerado uma unidade experimental. Fo-
ram utilizadas seis dietas experimentais (tratamentos) isoamino-
acidicas (29,9% de PB) e isocaléricas (3.101 kcal de ED/kg), for-
muladas com os mesmos ingredientes (Quadro 1) e diferenciadas
pelos niveis equidistantes de vitamina C estabilizada (Lutavit C®
Aquastab, com 42% de atividade). Os tratamentos foram consti-
tuidos por 0, 150, 300, 450, 600 ou 750mg de vitamina C ativa
por quilo de ragdo, com trés repeti¢ées cada, em um delineamen-
to inteiramente casualizado. Para inclusio da vitamina C, a ragdo
controle possuia 3g de celulose/kg de racdo. A Vitamina C foi adi-
cionada em substitui¢do a este inerte.

A racgdo foi administrada duas vezes ao dia (9h e 17h) ad libi-
tum. Ao final do experimento, foram coletados dois peixes sexa-
dos (um macho e uma fémea) de cada unidade experimental, to-
talizando 36 peixes para coleta de amostras de pedinculo caudal.
Avaliou-se, também, um lote de oito peixes abatidos no inicio do
experimento, visando representar a condi¢do inicial dos peixes.

Estes espécimes, ap6s serem anestesiados e eutanasiados, fo-
ram fixados inteiros, durante 24 horas, e posteriormente preser-
vados em alcool etilico a 70%. Foram utilizados dois tipos de fixa-
dores em diferentes amostras, o fixador de Stefanini (Stefanini et.
al. 1967), e a formalina de Carson (Carson et al. 1973), de forma
que a metade dos peixes amostrados fosse fixada em um fixador e
a outra metade em outro.

Os animais foram seccionados transversalmente na altura da
inser¢do da cauda (Fig.1) Os pedunculos caudais foram desidra-
tados em séries crescentes de alcool etilico (80%, 90%, 95% e
100%) em passagens de 30 minutos. A inclusdo foi realizada em
resina histolégica (Historesin-Leica®).

Cortes transversais de 3 um de espessura foram obtidos em
micrétomo rotatério (RM2155, Leica) com navalhas de vidro. As
laminas foram coradas com o corante Tricromico de Cason (Gray

Pesq. Vet. Bras. 34(8):780-784, agosto 2014



782 Ive S. Muzitano et al.

Quadro 1. Ingredientes e composicdo da racao

Ingredientes Valores (%)

Farelo de arroz 15,00
Milho em grao 15,02
Farelo de trigo 16,00
Oleo de soja 03,00
Farinha de carne e ossos (40% PB) 14,00
Farinha de peixe (55% PB) 18,59
Farelo de soja (45% PB) 18,03
Celulose 00,15
Calcario calcitico 00,00
Fosfato bicalcico 00,00
DL-metionina 00,00
Lisina 00,00
BHT 00,01
Premix* 00,20
TOTAL (%) 100,00
Composic¢do da ragao

PB (%) 29,90
MS (%) 89,59
Gordura (%) 9,04
Fibra (%) 4,79
Material minera (%) 12,72
Calcio (Ca %) 3,23
Fosforo disponivel (P %) 1,71
Lisina (%) 1,70
Metionina (%) 0,57
Cisteina (%) 0,45
Triptofano (%) 0,29
Treonina (%) 1,13
Arginina (%) 2,09
Relagao PB:ED 10,39
Relagdo Ca:P 1,89

* Premix: vitaminas A (100.000UI), D, (32.000UI), E (240mg), B,
(20mg), B, (61,4mg), B, (20mg), B,, (320mg), K, (40mg), acido félico
(7,2mg), acido pantoténico (294mg), biotina (1mg). cloreto de colina
(2000mg),;niacina (396mg), aminodcido L-lisina (20g), minerais Ca
(240mg), P (78mg), Na (60g), Co (3,6mg), Cu (4750mg), Fe (2228mg),
(7,32mg), Mn (27mg), Se (6,6mg), Zn (2603mg), Fluor (780mg), antio-
xidante (200mg).

1,0cm

Fig.1. Local do corte transversal - altura do pedinculo caudal.

1954), e foram analisadas 1.760 imagens, evidenciando as fibras
musculares, sendo 1.440 imagens dos tratamentos e o restante
em amostras de oito peixes do dia zero de experimento.

Para isto, foram utilizadas imagens obtidas em microscépio
optico (BX 60, Olympus) com camera digital (Q-Color 3, Olympus)
com objetiva de 10x e 40x. As analises realizadas com auxilio do
programa Image - Pré Plus, versdo 4.5.0.29 (Media Cibernetics).

Com o programa Image-Pro Plus foi criada uma mascara em
forma de grade padronizada, com circunferéncias simétricas de
um pixel de didmetro, sem margens, e espacamentos de 70 pixels
na horizontal e vertical entre os circulos, somando-se em 35 cir-
cunferéncias ortogonais sobrepostas as imagens capturadas.

As circunferéncias que estavam em sobreposicdo as fibras
musculares em cortes transversais eram contadas em nimeros
absolutos, contou-se também, o total absoluto de circunferéncias
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existentes no campo visivel (sem tecido 6sseo, cartilaginoso, fi-
bras musculares em corte longitudinais e capilares).

O total absoluto de circulos do campo foi subtraido do nimero
de circulos encontrados nas fibras musculares em cortes transver-
sais, encontrando-se o numero de circunferéncias do tecido con-
juntivo. Tendo como base o total de circulos como 100%, encontra-
ram-se as porcentagens de fibras musculares e de tecido conjuntivo
do campo, a partir dos seus respectivos nimeros absolutos. Os
dados de porcentagem de tecido conjuntivo e fibras musculares
foram comparados com os tratamentos propostos. Foi utilizado
o programa estatistico SAEG que realizou a andlise de variancia
(ANOVA), teste de comparagdo de médias t Student, ao nivel de 5%
de probabilidade, e correlagdes de Pearson com o objetivo de esti-
mar o melhor nivel de vitamina C para cada variavel analisada.

As andlises estatisticas das variaveis foram analisadas segun-
do o modelo matematico Yik = p + Ti + eik. Em que Yik = variavel
estudada, referente ao tratamento i; p = média geral das caracte-
risticas; Ti = efeito dos diferentes niveis de vitamina C, sendo i =
0, 150, 300, 450, 600, 750; cik = erro aleatério associado a cada
observacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade da agua foi monitorada durante todo o experi-
mento, e os valores de temperatura (29,5+1,2°C) mantive-
ram-se dentro da faixa de conforto para o cultivo desta espé-
cie em cativeiro, que é de 29 a 32°C. O pH de 7,9+0,2 durante
o experimento, também se apresentou préximo daquele in-
dicado para o cultivo de melanoténia-mac3, sendo o valor
indicado para a espécie na faixa de 7,0 e 8,0 (Fishbase 2013).

As porcentagens de tecido conjuntivo e de fibra mus-
cular nos cortes histolégicos da musculatura da regido da
insercdo da cauda da melanoténia-ma¢i, nido foram in-
fluenciadas estatisticamente pelos niveis equidistantes de
acido ascorbico, ndo possuindo significancia pelo teste t
(P<0,05). Rucker & Morris (1997) afirmaram que o acido
ascorbico é importante na manutencdo do tecido conjun-
tivo normal e na cicatrizacdo, onde o tecido conjuntivo é o
primeiro a proliferar. Wahli et al. (2003) também conclui-
ram que o aumento de vitamina C na dieta de truta arco-iris
influencia no processo de cicatrizagao pelo aumento da sin-
tese de coldgeno que da origem ao tecido fibroso.

A Figura 2A demonstra uma clara desorganizacdo teci-
dual no corte histolégico no nivel zero de vitamina C, quan-
do comparada com a Figura 2D, que traduz o nivel 750mg/
kg de acido ascérbico dos tratamentos. Segundo Rucker &
Morris (1997) lesdes que ocorrem nos tecidos conjuntivos
sdo primeiramente um resultado do colageno sub-hidroxi-
lado (nos residuos especificos de prolina e lisina), ficando
suscetivel a degradagio de forma anormal, sendo um sinal
da hipovitaminose C em peixes.

Os niveis mais baixos de vitamina C (Fig.2A e 2B) de
zero e 150 mg/kg, respectivamente, apresentaram uma
atrofia das fibras musculares quando comparadas com as
Figuras 2C e 2D dos juvenis alimentados com 600 e 750mg/
kg de acido ascorbico ativo. Fracalossi (1998) fez estudos
histolégicos no acara-acu e demonstrou que os peixes sem
suplementacdo de vitamina C apresentaram deformidades
na cartilagem de suporte dos filamentos branquiais, como
também atrofia nas fibras musculares.

Apesar de quantitativamente as médias serem estatisti-



Suplementacio de vitamina C na estruturacdo do tecido conjuntivo de melanoténia-maga 783

m_Pb

Fig.2. Tecido muscular do pedinculo caudal de alevinos de melanoténia ma¢a com diferentes niveis de suple-

7.

mentac¢do de vitamina C na rag¢do. (A) Zero miligramas de vitamina C. (B) 150 miligramas de vitamina C.
(€) 600 miligramas de vitamina C. (D) 750 miligramas de vitamina C. Tricromico de Cason/5um, obj.40x.

camente iguais, qualitativamente, os niveis mais altos (600 e
750mg de vitamina C/kg de racdo), apresentaram melhor es-
trutura tecidual, nos estudos histolégicos de efeito, compa-
rado aos menores niveis (zero e 150mg de vitamina C/kg de
racdo). O que indica que a desestruturagdo do tecido muscu-
lar desses niveis mais baixos pode ser um sinal de deficién-
cia alimentar de acido ascérbico, mesmo considerando-se a
leve retracdo de tecido observada no tratamento 150mg/kg
(Fig.2B), possivelmente por diferenca no tempo para fixacao.

O’Keefe (2001) concluiu que a exigéncia de acido as-
corbico pelos peixes, como para qualquer outra vitamina,
é expressa como a quantidade de atividade vitaminica ne-
cessaria por quilo de peso vivo por dia para atingir uma
resposta fisioldgica especifica no organismo. Em qualquer
nivel de resposta, estas exigéncias sdo afetadas pelo tama-
nho do peixe e pelo seu estado fisiolégico, como também
pelas interacdes dos nutrientes e fatores ambientais.

Apesar dos niveis de acido ascorbico nio terem apre-
sentado efeito sobre as variaveis analisadas, fémeas e ma-
chos, por apresentarem fisiologias diferenciadas, podem
possuir diferentes exigéncias de vitamina C.

Touhata et al. (2000) observaram diferencas, principal-
mente no periodo de maturacdo de gonadas e desova, no
volume de colageno nas trocas sazonais entre fémeas e ma-
chos de sea bream, baseado no contetido da forma proteica
hidroxiprolina, assim sugerindo que o metabolismo do co-
lageno também possa ser regulado por fatores endocrino-
légicos, como horménios esteroides sexuais.

Ao contrario das fémeas, os machos apresentaram, com
o aumento dos niveis de vitamina C, um aumento da pro-
porc¢do de fibra muscular e reducdo da proporg¢ado de teci-
do conjuntivo, podendo ser um indicativo de diferencas no
metabolismo, em nivel tecidual da musculatura, entre fé-
meas e machos suplementados com acido ascérbico.

Outro fator observado foi que durante a coleta dos es-
pécimes, apds o esforco de natagdo para fuga da rede de
captura, os animais provenientes dos tratamentos de 0 e
150mg de vitamina C, passaram a demonstrar uma defor-
midade da coluna vertebral, fato que ndo era visivel ante-
riormente. Esse fator sugere, portanto que, caso o experi-
mento tivesse uma duragdo maior, esses animais poderiam
apresentar deformidades que inviabilizariam inclusive, sua
comercializacdo.

CONCLUSAO

Ragdes para melanoténia-maca devem ser suplementadas
com 600mg de vitamina C por kg. Niveis de vitamina C aci-
ma de 600 mg/kg proporcionam melhor estruturagao do
coldgeno em melanoténia-maca.
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