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Apresentacao

Embora a industria da aquicultura no Brasil venha crescendo nos ultimos anos a
uma taxa superior a 15% a.a., o potencial para a expansdo dessa atividade é
pouco aproveitado. Isso se deve, entre outras questdes, a falta de uma politica
efetiva para organizar e promover o desenvolvimento da aquicultura como
produtora de alimentos. Muito embora ndo se tenha um diagnéstico de ciéncia
e tecnologia sobre a atividade, é possivel inferir que as pesquisas no tema,
além de dispersas territorialmente, caracterizam-se pela falta de integracéo
entre os setores que comp&em os diversos elos de sua cadeia produtiva.

Nas condi¢fes atuais, ndo ha uma idéia real das potencialidades para o
desenvolvimento da aquicultura no Brasil, das prioridades de pesquisa e das
demandas do setor produtivo. Essa situacdo tem resultado em diversos
problemas que estéo retardando o desenvolvimento da atividade. Visualiza-se,
portanto, um papel central da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
Embrapa - em termos de apoio a aquicultura, visando otimizar o aproveitamento
do potencial natural, material e de recursos humanos existentes no Pais,
através de uma atuacdo em nivel nacional.

Diante deste quadro, a Embrapa Pantanal vem buscando suprir a falta de
materiais técnicos que visem embasar o desenvolvimento da piscicultura, como
podemos ver na presente publicacdo, que trata sobre a utilizacdo do &acido
ascorbico pelos peixes. Este assunto € de grande relevancia quando se fala
sobre otimizacdo da producéo, pois somente com um conhecimento das
necessidades vitaminicas podera se formular rag6es adequadas para o
crescimento dos peixes, ainda mais para a fase de alevinagem, pois esta
vitamina é de extrema importancia nesta etapa do desenvolvimento.

Emiko Kawakami de Resende
Chefe-Geral da Embrapa Pantanal
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Utilizacdo do Acido Ascorbico
(Vitamina C) pelos Peixes

Marco Aurélio Rotta

Introducéo

Os peixes, de um modo geral, necessitam dos mesmos nutrientes exigidos pelos
animais terrestres para o crescimento, reproducéo e outras funcdes fisiolGgicas.
Esses nutrientes podem vir de organismos aquaticos ou de ragdes comerciais. Na
piscicultura, como os peixes s@o mantidos em confinamento, o alimento natural se
torna escasso, necessitando assim de uma ragdo nutricionalmente completa e
balanceada.

O acido ascérbico (vitamina C) é conhecido como promotor de numerosos
processos bioquimicos e fisioldgicos, tanto em animais como em plantas. A
maioria dos animais pode sintetizar esta vitamina em quantidades suficientes para
prevenir os sinais clinicos de deficiéncia, conhecido como escorbuto. Entretanto,
primatas, porcos da india, peixes, camardes, morcegos, passaros e alguns insetos
necessitam de uma fonte dietética de vitamina C para prevenir ou reverter os
sintomas do escorbuto (O’Keefe, 2001).

Quando cultivados, os peixes tem se mostrado altamente sensiveis a dietas
deficientes em acido ascoérbico, especialmente nos estagios iniciais de
crescimento (Lavens et al., 1995). Muitos sinais, como crescimento reduzido,
perda de apetite, conversao alimentar prejudicada, deformidades esqueléticas
(lordose - curvatura da coluna vertebral de convexidade anterior; escoliose -
desvio da coluna vertebral para um lado; e cifose - curvatura da coluna
vertebral de convexidade posterior; Stedman, 1996), deformidades no opérculo
e nas cartilagens das branquias, anemia, hemorragia de varios 6rgdos, demora
ou diminuicdo da cicatrizacdo de feridas, coloracdo escura, redugéo do
desempenho reprodutivo e diminui¢cdo da eclodibilidade tém sido encontrado em
peixes que consomem dietas deficientes nesta vitamina (Lovell, 1989;
Masumoto et al., 1991; Tacon, 1995).



10 Utilizag&o do Acido Ascorbico (Vitamina C) pelos Peixes

O acido ascorbico, na sua forma pura, é bastante instavel, sendo facilmente
destruido por temperaturas elevadas, luz, umidade, microelementos e lipidios
oxidados (Tacon, 1991). Estes fatores também contribuem para as perdas de
acido ascorbico na ragéo durante o processo de industrializacdo e posterior
armazenamento (Skelbaek et al., 1990; Tacon, 1991; Masumoto et al, 1991).
Existem varias formas de Acido ascérbico e a estabilidade das mesmas tem sido
testadas nas racdes industrializadas para peixes (Soliman et al., 1986a;
Skelbaek et al., 1990). Os trabalhos demonstram que as formas protegidas
(acido ascorbico-2-sulfato, acido ascorbico-2-monofosfato, acido ascorbico-2-
difosfato, acido ascorbico-2-trifosfato) sdo as mais estaveis e resistentes ao
processo de industrializagdo e armazenamento e podem, desta forma, ser
incorporadas em menores quantidades na ragdo para peixes (Matusiewicz et al.,
1995; O’Keefe, 2001).

Este Documento tem por objetivo divulgar aos académicos e estudiosos em
nutricdo de peixes um apanhado dos principais conhecimentos e trabalhos
realizados sobre a utilizagdo do &cido ascorbico, o seu metabolismo, sua
influéncia no desempenho zootécnico dos peixes e as doses recomendadas.

Importancia do Acido Ascorbico
na Nutricdo dos Peixes

Histérico e evolucédo

O acido hexurénico, descoberto em 1928 por Albert Szent-Gydrgy, mostrou
propriedades notaveis por ser facilmente e reversivelmente oxidado. Foi
posteriormente identificado como sendo idéntico ao componente
antiescorbutico presente nos limdes e limas, sendo renominado para acido
ascorbico (Rose & Choi, 1990; Dabrowski et al., 1994).

Na literatura sobre nutricdo de peixes, o primeiro autor a tratar desta vitamina e
dos danos causados pela sua deficiéncia foi McLaren et al. (1947).
Posteriormente Kitamura et al. (1965) e muitos outros autores estudaram a
importancia e a necessidade do acido ascorbico na alimentacdo de peixes
(Dabrowski et al., 1994).

Albert Szent-Gyoérgy postulou que o acido ascorbico desempenha uma
importante funcdo nos mecanismos oxidativos em todas as espécies animais e
vegetais. Tem sido recentemente reconhecido que os radicais livres ou as
moléculas que contém oxigénio e que sdo altamente reativas atuam
diretamente no desenvolvimento de doengas. Portanto, a hip6tese que tem sido
levantada é de que os primeiros vertebrados, que evoluiram antes do aumento
do oxigénio atmosférico aos niveis atuais e que viveram nas aguas onde a
pressdo de oxigénio € muito menor que na superficie terrestre, ndo
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necessitariam do acido ascorbico como necessitam as espécies terrestres, mais
recentes evolutivamente que as primeiras (Rose & Choi, 1990).

Atualmente, algumas controvérsias existem a respeito da afirmacéo de que
todos os Teledsteos (subdivisédo dos Actinopterigios, uma subclasse dos
Osteictes) sdo de fato incapazes de sintetizar acido ascérbico. Em outros
grupos taxondmicos dos Osteictes (classe de peixes de esqueleto 6sseo, tém a
pele revestida de escamas cicléides ou ctendides, ou nua, quatro pares de
branquias reunidas numa cavidade Unica, protegida por opérculos), em
particular os Condrésteos (ordem de peixes paleopterigios, de corpo nu, ou com
fileiras longitudinais de escudos 0sseos, coluna vertebral cartilaginosa, mas
0ssos dérmicos no tronco e na cabega), estudos demonstraram atividade da
enzima L-gulonolactona oxidase. Estas descobertas sugerem que outros grupos
taxondmicos entre os vertebrados inferiores (Pisces e Ciclostomados) mantém
uma rota metabolica ativa de sintese do acido ascorbico e que os Teledsteos
sdo os unicos que perderam esta habilidade. Estes achados também assinalam
o fato de que o papel do acido ascérbico como um antioxidante evoluiu nos
vertebrados a mais de 400 milhdes de anos, independentemente do aumento
da pressdo de oxigénio atmosférico aos niveis atuais (Dabrowski et al., 1994).

Quimica

Acido ascorbico é o nome comum dado ao acido 2,3-enediol-L-gulénico. E o
agente redutor mais potente disponivel as células e sua maior importancia é
devido a sua atuacdo como antioxidante, dado o seu alto potencial de reducéo.
Contudo, em determinadas condicdes, o acido ascorbico também pode atuar
como um pré-oxidante. (Kaneko et al., 1997). Ambos os a&tomos de hidrogénio
do grupo enediol (dois atomos de carbono duplamente ligados; Stedman, 1996)
podem dissociar nas posi¢cfes C-2 e C-3 (Smith et al., 1983), facilitando o
transporte de hidrogénio dentro da célula animal (Tacon, 1987), o que resulta
na grande acidez desta vitamina (pKi=4,2; Kaneko et al., 1997). Os enediois
sé@o excelentes agentes redutores, sendo que a reacdo de reducao normalmente
ocorre de um modo gradativo, com o acido monodesidroascorbico como uma
semiquinona (radical livre que resulta da remogéo de um atomo de hidrogénio
com seu elétron durante o processo de desidrogenacgdo; Stedman, 1996)
intermediaria (Kaneko et al., 1997).

O acido desidroascérbico ndo é téo hidrofilico como o acido ascérbico. Como
tal, esta forma do &cido ascoérbico se move facilmente através das membranas
(Kaneko et al., 1997) e mantém o seu potencial vitaminico, pois pode ser
reconvertida para acido ascorbico através de redutases e co-fatores especificos,
como a enzima glutationa e o NADP™ (Lovell, 1989; NRC, 1993; O’Keefe,
2001). A forma desidrogenada, entretanto, é mais facilmente quebrada por um
alcali, sofrendo a hidrdlise do anel lactona, produzindo irreversivelmente o acido
2,3-dicetogulénico (Lovell, 1989; Masumoto et al., 1991; Smith et al., 1983;
O’Keefe, 2001), como pode ser visto na Fig. 1.
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Fig. 1. Rota de oxidacéo e degradacéo do acido ascoérbico (Masumoto et al., 1991).

Quando ingerido em quantidades acima das necessidades metabdlicas, niveis
teciduais de acido ascoérbico sdo mantidos homeostaticamente. A homeostase
(processo pelos quais € mantido o equilibrio corporal com relagéo a diversas
funcdes e composicdes quimicas de liquidos e tecidos; Stedman, 1996) ocorre
através da inducdo da descarboxilase do acido ascérbico e da atividade
enzimatica de quebra, que resulta no aumento da degradacdo do ascorbato para
CO2 mais ribulose, ou acido oxalico mais acido trednico (Kaneko et al., 1997).

Em muitos organismos, a glicose, através da UDP-glicose, promove o aumento
do D-glicuronato, um componente dos glicosaminoglicanos e um participante
essencial em certos processos de desintoxicagdo, como também da sintese de
acido ascorbico no organismo (Nelson & Cox, 2000). Muitas espécies animais,
como vacas, ovelhas e cabras, produzem seu préprio acido ascérbico pela
conversdo do acido glicurénico derivado da glicose. Trés enzimas séo
necessarias para realizar esta conversao, entretanto uma destas enzimas esta
faltando nos peixes (Holford, 1997). A fim de manter as fun¢fes que
necessitam de &cido ascorbico, os animais que a sintetizam produzem de 10 a
60 mg de acido ascoérbico por 1.000 kcal utilizadas no curso do metabolismo
normal, através da rota do glicuronato (Fig. 2). Esta rota inicia-se com a D-
glicose-1-fosfato, a qual é ativada mediante a unido de um nucleotideo (uridina-
difosfato - UDP) e é catalisada pela enzima glicose-1-fosfato uridil transferase.
A UDP-glicose sofre depois uma oxida¢@o no carbono 6 (C-6)

para formar o acido glicurénico (UDP-D-glicuronato), a qual é catalisada pela
enzima UDP-glicose desidrogenase (Kaneko et al., 1997). Nesse momento o
acido glicurénico pode entrar na rota da sintese do acido ascérbico (Smith et
al., 1983; Nelson & Cox, 2000). O D-glicuronato, formado a partir da hidrélise
do UDP-D-glicuronato, é o precursor do acido L-ascorbico. Nesta rota, D-
glicuronato é reduzido para o agucar acido L-gulonato, o qual é convertido para
lactona, a L-gulonolactona, que entdo sofre desidrogenacao pela flavoproteina
L-gulonolactona oxidase para produzir 4cido L-ascoérbico (Nelson & Cox, 2000),
como pode ser visto na Fig. 2.
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Fig. 2. Rota de biossintese do acido ascorbico (Nelson & Cox, 2000).

Entretanto, o acido ascoérbico néo é sintetizado por alguns animais, como os
primatas, os porcos da India, algumas cobras e alguns passaros (Kitamura et
al., 1965; Smith et al., 1983; McCluskey, 1985; O’Keefe & Grant, 1991;
Jobling, 1994; Kaneko et al., 1997; Nelson & Cox, 2000). Muitas espécies de
peixes também parecem ter falta ou limitada habilidade de sintetizar o &cido
ascorbico (Kitamura et al., 1965; Jobling, 1994; O’Keefe, 2001). Esta
essencialidade dietética da vitamina C nos peixes, camardes e nos outros
animais provavelmente se deve pela falta ou insuficiéncia da enzima L-
gulonolactona oxidase (GLO, EC 1.1.3.8), que catalisa o Gltimo passo da
transformacéo do acido glicurénico em acido ascérbico (Fig. 2; Smith et al.,
1983; Lovell, 1989; Wilson & Poe, 1973; Yamamoto et al., 1978). Esta enzima
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€ necessaria para a biossintese do acido ascoérbico através da glicose ou de
outros precursores simples (Nelson & Cox, 2000).

Como exemplo desta falta ou deficiéncia enzimatica nos peixes, estudos
realizados com tilapia nilética mostraram que a administracdo de dieta livre de
acido ascorbico resultou na reducdo da concentracdo tecidual desta vitamina e,
em alguns casos, nado foi verificada atividade vitaminica, indicando que esta
espécie depende de fonte exdgena de acido ascoérbico para o seu crescimento e
desenvolvimento (Soliman et al., 1986a), sendo também essencial para
reprodutores e larvas de tilapia mossambica (Soliman et al., 1986b).

Nos peixes, anfibios e répteis, o acido ascoérbico, quando produzido pelo
organismo, ocorre nos rins. Nos mamiferos, o figado é o local de producao e os
rins sdo inativos (McCluskey, 1985). Aparentemente, durante o curso evolutivo
das espécies animais, a producédo de enzimas para a sintese do acido ascoérbico
mudou do rim, pequeno e saturado, para o figado, mais amplo. Esta mudanca
foi a resposta evolutiva para a necessidade das espécies mais desenvolvidas
por maiores fornecimentos desta substéncia vital (Stone, 1997). Esta mudanca
evolutiva dos rins para o figado ocorreu juntamente com a mudanga dos
mecanismos de regulacdo da temperatura, quando os animais de sangue quente
se desenvolveram a partir dos seus antecessores de sangue frio. Nos peixes,
anfibios e répteis, todos animais de sangue frio, as quantidades de acido
ascorbico produzidas nos seus pequenos rins eram suficientes para as suas
necessidades. Entretanto, com o desenvolvimento da regulagcdo da temperatura,
que gerou os mamiferos, mais ativos e de sangue quente, cujos rins que
estavam bioquimicamente saturados e ndo podiam mais suportar a producgdo de
acido ascoérbico em grandes quantidades. Tanto os mamiferos quanto os
passaros, as duas linhas de vertebrados evoluiram conjuntamente e chegaram,
de forma independente, a mesma solugdo para esse problema fisioldgico,
mudando para o figado o local de sintese da vitamina C (Stone, 1997).

O fato de quase todas as espécies animais continuarem a sintetizar vitamina C
sugere que a quantidade dessa vitamina, que geralmente esta disponivel na
dieta, ndo é suficiente para uma nutricdo adequada, exceto em circunstancias
excepcionais, como as que ocorrem em ambientes tropicais. Em circunstancias
normais, a quantidade diaria de acido ascoérbico produzida pelo organismo,
ajustada para a comparagdo com um animal com peso corporal de 10 kg, é algo
entre 400 mg e 3.000 mg de vitamina C (Tabela 1). Os animais produzem
quantidades variaveis, dependendo das circunstancias, como por exemplo, em
condi¢cdes de estresse ou infec¢do a sua sintese pode facilmente quadruplicar
(Holford, 1997).
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Tabela 1. Producdo diaria de vitamina C em diferentes espécies animais
(ajustado para o peso corporal de 10 kg).

Cabra 530 a 3.090 mg
Rato 636 a 3.230 mg
Coelho 359 a 3.676 mg
Vaca 255 a 298 mg
Camundongo 547 a 4.473 mg
Ovelha 403 mg
Gato 78 a 651 mg

Fonte: Adaptado de Holford (1997) e ajustado pelo peso metabdlico 7S,

Absorcéo e fungdes metabdlicas

A absor¢éo do &cido ascorbico no intestino difere de forma notavel entre os
mamiferos que ndo sintetizam esta vitamina e aqueles que a sintetizam. Os
animais que necessitam de fontes exdégenas de vitamina C necessitam de uma
absorcao intestinal muito eficiente, que os levou a possuir um processo de
mediado por um transportador e que opera no epitélio intestinal, sendo
altamente dependente da concentracdo de Na™* na mucosa (Dabrowski et al.,
1994).

A absorcéo celular de acido ascorbico ocorre pelos processos de difusdo
facilitada simples e ativa. Nos peixes, como nos mamiferos, a absorcdo da
vitamina C, que ocorre na membrana apical do enterécito, é realizada através
de transportadores especificos dependentes de Na“, promovendo portanto uma
absorcdo de Na™ pela célula. A absorcéo da vitamina e do sédio ndo gasta
energia diretamente, mas € dependente de um gradiente formado por um
sistema de transporte ativo, usualmente a bomba de Na*/K™*. Esta bomba cria
um gradiente de sodio favoravel a sua entrada no enterdcito. Desse modo, o
Na* tende a entrar e, como o transportador s6 funciona se houver uma
vitamina conectada, acaba por carregar ambos para dentro da célula. O &cido
ascorbico, na sua forma reduzida, passa por difusdo do interior do enterdcito
para os capilares sangliineos existentes nas dobras intestinais (Rose & Choi,
1990; Verlhac & Gabaudan, 1998; Baldisserotto, 2002). O nimero de
transportadores especificos de vitamina C na mucosa intestinal sdo substrato
dependentes, logo, quanto maior a suplementacdo desta vitamina, mais
eficiente serd a sua absorgao (Dabrowski et al., 1994).
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O acido ascorbico é mantido nas células por varios mecanismos. A enzima
ascorbato redutase mantém o acido L-ascorbico na forma reduzida, o que
previne a perda desta vitamina nas células devido a menor possibilidade de
hidrélise do acido desidroascérbico (Fig. 1; Rose & Choi, 1990; Kaneko et al.,
1997). Isto indica que o intestino dos peixes também absorve a forma oxidada
do acido ascorbico (acido desidroascorbico - forma eletricamente neutra da
vitamina C a qual é transportada por um mecanismo independente de Na™;
Dabrowski et al., 1994) como um nutriente e que participa da manutencdo do
potencial redox desta vitamina, nos fluidos corporais, pela reducéo do acido
desidroascorbico circulante. Esta fungéo do intestino esta presente tanto nas
espécies animais que sintetizam o acido ascérbico como também nas que nao
sintetizam e que necessitam da sua presenca na dieta, aparentemente fazendo
parte do sistema de transporte. Entretanto, somente os amimais que
necessitam da suplementacado desta vitamina na dieta possuem no enterdcito
um mecanismo especifico de transporte para a absorcéo do &cido ascoérbico na
forma reduzida (Rose & Choi, 1990).

Particularmente nos peixes, quantidades significativas de acido ascérbico
também podem existir como derivados 2-sulfato (O’Keefe & Grant, 1991). A
habilidade de modificar o acido ascorbico como derivados 2-sulfato ou 2-O-
metil, tanto quanto de oxida-lo, tem um impacto consideravel na habilidade das
células em compartimentalizar ou modular niveis funcionais desta vitamina
(Kaneko et al., 1997). Tucker & Halver (1984) afirmam que acido ascorbico-2-
sulfato é um metabdlito utilizado para armazenar a vitamina C nos tecidos dos
peixes e funciona como um regulador da concentracdo desta vitamina nos
mesmos. A interconversdo do &cido ascorbico para o derivado 2-sulfato é
catalisada pela enzima acido ascérbico sulfatase (EC 3.1.6.1), a qual é
modulada pelos niveis teciduais de acido ascorbico através de retroalimentacéo
(feedback) negativa.

O principal papel biolégico do acido ascérbico é como agente redutor, atuando
em um grande nimero de fungdes importantes. Ele serve como co-fator nas
oxidagdes, com fungdes distintas, as quais promovem a incorporagéo de
oxigénio molecular em varios substratos (Kaneko et al., 1997). Atua também
em varias reacdes de hidroxilagdo como, por exemplo, nas hidroxilagcdes de
lisina e prolina no protocolageno, necessarias para as ligagdes cruzadas entre
as fibras de colageno, pois mantém o ferro prostético (co-fator) da enzima
hidroxilase na forma ferrosa (reduzida), mantendo a atividade enzimatica. Por
esta razdo, o 4cido ascérbico é importante na manutencéo do tecido conectivo
normal e na cicatrizagdo, onde o tecido conectivo é o primeiro a proliferar,
atuando, portanto, na sintese protéica (Kaneko et al., 1997). O acido ascorbico
também é importante na formagdo do osso, por participar na sintese do
coldgeno da matriz 6ssea, como pode ser visto na Fig. 3 (Smith et al., 1983;
Lovell, 1989; Tacon, 1991; Masumoto et al., 1991; NRC, 1993; Jobling,
1994; Kaneko et al., 1997). Segundo Halver (1972), peixes alimentados com
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acido ascoérbico marcados radioativamente com C'* mostraram que esta
vitamina é rapidamente absorvida pelas areas onde o colageno é formado, isto
é, na pele, na nadadeira caudal, nas cartilagens da cabeca e do maxilar, nas
cartilagens que suportam as branquias e nos 0ssos.

O atividade de acido ascorbico é necesséria pelo figado para a destoxificagdo
do organismo, utilizando as hidroxilases (mono-oxigenases) e algumas
hidroxilases dependentes do Citocromo P450 que promovem a hidroxilacdo dos
esterdides e drogas em outros xenobioticos e que também utilizam a vitamina C
0 como um agente redutor (O'Keefe & Grant, 1991; NRC, 1993, lwama et al.,
1997). Contaminantes dietéticos e do ambiente, como 0s metais pesados
(Yamamoto & Inoue, 1985) e pesticidas organoclorados (Mayer & Mehrle,
1978) aumentam as necessidades de vitamina C pelos peixes. Segundo Murty
(1988), o aumento do uso de vitamina C pelos peixes para a detoxifica¢do de
xenobidticos quimicos causa uma deficiéncia funcional desta vitamina.

Portanto, a ocorréncia de deformidades na coluna vertebral em peixes pode ser
um indicador precoce de estresse devido a contaminantes na agua. Segundo
Mehrle et al. (1982), o contaminante induz a competicdo por vitamina C entre o
metabolismo do coladgeno ésseo e as oxidases envolvidas na destoxificagdo de
produtos quimicos, que podera causar danos vertebrais. Esta competicédo
diminuiria os contetidos de vitamina C e de colageno no 0sso, com um aumento
concomitante da relagdo entre os minerais dsseos e o colageno, resultando em
um aumento da fragilidade 6ssea.

RNH, RNH,

] Prolina-Lisina Hidroxilase )

Gly ) Gly

Pro Acido Ascorbico, Fe™", O, Pro-OH
Pro - Pro-OH
Gly Gly

Lys Lys-OH

. a-Cetoglutarato Sucinato + CO,

Lys Lys-OH
R COOH R COOH
Protocolageno Colageno

Fig. 3. Biossintese do colageno (Masumoto et al., 1991).

Além disso, os passos da hidroxilagdo na biossintese da carnitina (Fig. 4) e a
hidroxilagédo da tirosina na formacgéo das catecolaminas representam outras
importantes funcdes cataliticas do acido ascorbico. A maioria das enzimas
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envolvidas nestes processos contém metais, tendo o acido ascérbico a fungéo
de manter o metal (geralmente Fe ou Cu) no estado reduzido (NRC, 1993). E
necessaria para o metabolismo do ferro, provavelmente por converter o ferro da
transferrina da forma oxidada para a forma reduzida, favorecendo o seu
transporte no organismo (Lovell, 1989). A absor¢do géstrica de ferro é
favorecida com a reducéo do ferro para o estado ferroso (Fe** ® Fe?*), gracas
a acdo do acido ascérbico (NRC, 1993; Kaneko et al., 1997), prevenindo assim
a anemia, que é freqiientemente observada em peixes com deficiéncia desta
vitamina (NRC, 1993), como foi constatado por Hilton (1989) e Maage et al.
(1990) que observaram a ocorréncia de anemia em truta arco-iris com
deficiéncia em vitamina C, apesar da elevada concentracédo de ferro no figado.

Segundo Shiau & Jan (1992), anemia é comum em peixes com deficiéncia em
acido ascoérbico devido a uma reducéo na absorcéo e redistribui¢cdo do ferro e
consequentemente uma reducgdo na sintese de hemoglobina. Em tilapia hibrida,
os peixes alimentados com uma ragédo sem suplementacédo de vitamina C
apresentaram menores valores de hematdcritos (volume percentual no sangue
de hemacias - células ricas em hemoglobina) que os peixes que receberam
suplementacéo.

O &cido ascorbico também influencia o metabolismo da histamina em alguns
animais, havendo uma correlagéo inversa entre os seus niveis e os niveis de
histamina (Kaneko et al., 1997).

O &cido ascérbico, em contraste com a vitamina E, é hidrofilico, atuando melhor
em ambientes aquosos e, como é um inativador de radicais livres, pode reagir
diretamente com os superéxidos e com os anions hidroxilas, como também com
vérios lipidios hidroperoxidados dissolvidos no citoplasma, mantendo a integridade
da membrana celular. Entretanto, a sua principal fungdo como antioxidante se
deve, possivelmente, a regeneracdo da forma reduzida da vitamina E, prevenindo
assim a peroxidacéo lipidica (NRC, 1993; Marks et al., 1996).

ll\le "l(CHz)3 '\ll(CHa)s ll\l(CHs)s ll\l(C Hs)s
e P i
CH, CH, CH, CH, CHOH

| | Trimetillisina Hdroxilase | | b -Buritobetaina Hidroxilase |
CH,— CH,—— — » CH,—/»—> CH, —— — > CH,

| | Acido Ascomico, Fet+, O, | Acido Ascdrbico, Fe*+, O, |

CH, CH, a-Cetoglutarato CHOH COOH  a<Cetoglutarato COOH
CHNH, (|:HNH2 CHNH,

COOH COOH COOH

Lisina Trimetillisina Hidroxi-trimetillisina g-Butirobetaina Carnitina

Fig. 4. Biossintese da carnitina (Masumoto et al., 1991).

Em juvenis de robalo hibrido, Sealey & Gatlin Il (2002) mostraram que ocorre
interagcBes entre a vitamina C e E, provavelmente devido a habilidade da
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vitamina C regenerar a vitamina E para sua forma funcional, porém também
sugerem que a vitamina E possui capacidade de poupar o uso da vitamina C.
Em outro estudo sobre a interagdo destas duas vitaminas, Cavichiolo et al.
(2001) mostraram que 0 uso em conjunto das vitaminas C e E em tilapia
nilética influenciam na integridade branquial, embora nem sempre de forma
significativa.

Como caracteristicas gerais da deficiéncia de acido ascorbico nos peixes, pode-
se citar a escoliose, a cifose e a lordose, sendo que problemas branquiais
também podem ocorrer, como podemos ver nas Fig. 5 (Soliman et al., 1986a,;
Tacon, 1991; Masumoto et al., 1991). As lesdes que ocorrem nos tecidos
conectivos séo primeiramente um resultado do colageno sub-hidroxilado (nos
residuos especificos de prolina e lisina), ficando suscetivel & degradacédo de
forma anormal (Kaneko et al., 1997). O colageno sub-hidroxilado possui um
baixo ponto de fusdo em relagdo ao colageno normal, sendo que a temperatura
da &gua parece afetar a incidéncia de deformacéo dssea. Peixes que receberam
dietas com baixos niveis de vitamina C apresentaram altas taxas de deformacéo
em ambientes com alta temperatura da agua (Sato et al., 1983). Além disso, a
inabilidade de lidar com o estresse metabdlico, que requer um funcionamento
normal da glandula adrenal, e a reduzida habilidade de metabolizar &cidos
graxos (sintese de carnitina) contribuem para os sintomas de escorbuto
(Kaneko et al., 1997). Segundo Tucker e Halver (1984), os sintomas de letargia
e fadiga apresentados no inicio dos sintomas de deficiéncia desta vitamina
podem ser devido a deplegcdo da concentracdo de carnitina no musculo.

Fig. 5. Bagre-de-canal alimentado com dieta contendo &cido ascorbico (acima,
normal) ou ndo (abaixo, apresentando escoliose e lordose; Lovell, 1989).

Como ocorre em todas as vitaminas hidrossoluveis, ndo hd um mecanismo
especifico de conservacdo da vitamina C no organismo animal. Dabrowski et al.
(1994) demonstraram que a diminui¢éo da concentragdo tecidual de &acido
ascorbico em trutas arco-iris apos um periodo alimentar isento desta vitamina
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segue um modelo em que os tecidos sofrem uma reducéo brusca nos primeiros
2 a 9 dias, seguido de uma reducéo gradual pelos préximos 34 a 78 dias.
Segundo Halver et al. (1975), é necessario um crescimento em peso de 10
vezes para promover uma deplecdo tecidual de vitamina C e para o
aparecimento dos sinais de deficiéncia desta vitamina nos peixes.

A meia-vida do acido ascorbico nos animais esta relacionada ao peso corporal e
a temperatura. Na carpa comum, um peixe de aguas quentes, a meia vida da
vitamina C é de 34 dias, enquanto que na truta arco-iris € de 21 dias
(Dabrowski et al., 1990). Quanto ao efeito do tamanho do peixe, Dabrowski et
al. (1988) afirmam que ha uma grande diferenga nas taxas catabdlicas de acido
ascorbico entre um peixe de 1 mg e um peixe de 10° mg. Com estes resultados
pode-se supor que, devido as caracteristicas antioxidantes do &cido ascorbico
no nivel intracelular, os peixes de agua fria, como a truta arco-iris, expostos a
uma alta pressdo de oxigénio e munidos com uma menor capacidade de
transporte de oxigénio (transferéncia branquial e afinidade da hemoglobina) irdo
necessitar de uma grande protecao, na forma de &cido ascorbico, contra os
radicais livres gerados pelos processo metabdlicos normais. Esta suposicao nao
ignora o fato de que baixas concentrag¢des de acido ascérbico no tecidos
podem atuar como pré-oxidantes e produzir radicais livres. Entretanto, a
reducdo ndo enzimatica do acido desidroascorbico e a enzima ascorbato
redutase presente nos tecidos dos peixes sdo mecanismos utilizados para
prevenir estas reacdes indesejaveis (Dabrowski et al., 1990; 1994).

Crescimento

O acido ascorbico influencia diretamente o crescimento dos peixes, pois tem
funcdo importante na formacgéo do colageno, que é o principal componente do
esqueleto, sendo, por isso, necessario para o desenvolvimento normal do
organismo.

A curvatura na coluna vertebral é um sinal classico encontrado precocemente
em peixes com deficiéncia de vitamina C (Fig. 6). Escoliose, lordose, cifose e
deformidades na cabeca e no opérculo (Fig. 7) tém sido produzidas pela
alimentacéo deficiente em vitamina C em truta arco-iris, truta-de-riacho, salméo
prateado, tilapia, bagre-de-canal e carpa comum (Lovell, 1989).

Em um experimento sobre crescimento de juvenis de tilapia nilética, onde cinco
formas de acido ascorbico foram avaliadas (acido L-ascorbico, acido L-
ascérbico sodico, &cido L-ascdrbico revestido por glicerideos, acido L-ascérbico
2-sulfato e ascorbilpalmitato), por um periodo de oito semanas, foi verificado
que a composicdo da carcaca foi pouco modificada. Entretanto, os peixes
alimentados com dieta isenta de acido ascorbico apresentaram varios sinais de
deficiéncia apds a sexta semana, como anemia, hemorragias, deformidade
espinhal (Fig. 5 e 6), opérculo diminuido (Fig. 7), exoftalmia (Fig. 7) e eroséo da
nadadeira caudal (Fig. 8; Soliman et al., 1986a).
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Fig. 6. Douradinho com deformidade na coluna vertebral devido a deficiéncia de
acido ascérbico na dieta.

Caracteristicas semelhantes foram encontradas por Shiau & Hsu (1995) ap6s
oito semanas de alimentacéo de juvenis de tilapia hibrida com uma dieta isenta
de &cido ascorbico, porém ndo foram encontradas anormalidades na coluna
vertebral. Verificou-se, entretanto, que a concentragdo de colageno na coluna
foi proporcional & concentracdo de acido ascorbico da dieta.

v e
(LT

Fig. 7. Tilapia normal (a direita) e tildpias com deformidade opercular e
exoftalmia devido a deficiéncia de acido ascoérbico na dieta (a esquerda).

Em um experimento com larvas de tilapia mossambica foi observado redugéo
no crescimento e piora na conversao alimentar em larvas alimentadas com dieta
isenta de acido ascorbico. Estes sinais foram mais pronunciados em larvas
oriundas de reprodutores que nédo receberam acido ascoérbico na dieta em
relacdo aqueles que receberam. Outra conseqliéncia da deficiéncia vitaminica
foi a alta porcentagem de larvas deformadas, cuja andlise histolégica revelou
gue a deformidade estava relacionada com danos na coluna vertebral (Soliman
et al., 1986b).



22 Utilizag&o do Acido Ascorbico (Vitamina C) pelos Peixes

Fig. 8. Bagre-de-canal alimentado com dieta com (acima, normal) ou sem acido
ascorbico (abaixo, apresentando erosao na nadadeira caudal; Lovell, 1989).

Em larvas de truta arco-iris que foram alimentadas durante 10 semanas com
uma dieta isenta de acido ascorbico foram observadas lordose e escoliose,
combinadas com letargia e despigmentacédo da pele (Albrektsen et al., 1988).
J& Skelbaek et al. (1990) trabalhando com alevinos de truta arco-iris
constataram que, apdés oito semanas de alimentacdo com uma dieta isenta de
acido ascorbico, ndo ocorreram diferencas dos pesos médios quando
comparados com o0s peixes alimentados com acido ascorbico. Estes resultados
mostram que a auséncia desta vitamina durante oito semanas néo prejudicou a
taxa de crescimento em trutas jovens. Neste mesmo experimento foi
constatado que, a partir da sétima semana, os animais do grupo privado de
acido ascorbico apresentaram sintomas clinicos de dilatacdo da bexiga natatoria
e inflamacé@o e hemorragia no sistema gastrointestinal, sintomas possivelmente
relacionados & deficiéncia desta vitamina na dieta.

Outro experimento com alevinos de truta arco-iris mostrou que, apés 18
semanas de alimentacdo com dieta isenta de acido ascorbico, os peixes ndo
apresentaram nenhum sinal visivel de escorbuto. Porém, em um experimento
anterior, usando alevinos bem menores, sinais de deficiéncia de acido ascoérbico
apareceram na nona semana (Matusiewicz et al., 1995). Isto levou a conclusao
de que peixes menores possuem maior exigéncia em acido ascérbico do que
peixes maiores, demonstrando que as necessidades dietéticas de vitamina C
pelos peixes parecem decrescer com a idade (Matusiewicz et al., 1995),
possivelmente devido a uma menor necessidade para as fung8es bioquimicas
com a idade, uma reutilizagdo endégena mais eficiente ou pelo aumento da
capacidade de armazenamento (Waagbg et al., 1989). Porém, mesmo 0s peixes
maiores, apos 18 semanas sem acido ascorbico, apresentam niveis teciduais
desta vitamina bastante reduzidos (Matusiewicz et al., 1995). Estes achados
corroboram com Li & Lovell (1985) que afirmam que a dose de 60 mg/kg de
acido ascérbico na dieta foi necessario para um crescimento normal e para o
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desenvolvimento 6sseo em juvenis (10 g de peso) de bagre-de-canal, mas a
dose de 30 mg/kg foi suficiente para peixes maiores (50 g de peso).

Alevinos de bagre-de-canal apresentaram sinais de escorbuto, como escoliose,
lordose e anorexia, 12 semanas ap0s receberem dieta isenta de acido
ascorbico. Além disso, foi constatado que estes animais apresentaram
tamanhos significativamente menores e com menos colageno 6sseo que
aqueles alimentados com uma dieta contendo alguma fonte desta vitamina
(Mustin & Lovell, 1992).

Em alevinos de piaugu, a suplementacgédo de vitamina C, com doses entre 50 e
850 mg/kg de ragdo, ndo apresentou influéncia significativa no ganho de peso
e na taxa de sobrevivéncia (Mello et al., 1999). Utilizando doses maiores em
alevinos de pintado (entre 0, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 mg/kg),
Fujimoto et al. (2000) observaram que ocorreram deformidades no sistema
0sseo nos peixes alimentados sem suplementacéo a partir do segundo més de
experimento, com maior ocorréncia de deformidades na boca e nas nadadeiras.

Como as dietas deficientes em vitamina C resultam em ma formacado de ossos
e cartilagens, principalmente na regido do opérculo, que ficam curtos e
deformados, deixando parte das branquias expostas (Fig. 7), como ocorre
também deformidade nos arcos branquiais e cartilagens de sustentacdo das
lamelas e filamentos branquiais (Fig. 9), ocorre, como consequéncia, uma perda
de eficiéncia no bombeamento de agua através das branquias (diminui a
ventilacdo) e na extracdo de oxigénio da agua pelo peixe, ficando menos
tolerante as condicdes de baixo oxigénio dissolvido (Kubitza, 1999).

Fig. 9. Filamento branquial normal (direita) e filamento braquial com
deformidade na cartilagem de suporte e formacao irregular dos condrdcitos
(células cartilaginosas - esquerda) em bagre-de-canal alimentado com dietas
com e sem acido ascérbico, respectivamente (Lovell, 1989).

Em acara-acu (Fracalossi et al., 1998), estudos histolégicos demonstraram que
peixes sem suplementacéo de vitamina C apresentaram deformidades na
cartilagem de suporte dos filamentos branquiais, como também atrofia nas
fibras musculares.
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Reproducao

As funcgdes cruciais do acido ascorbico na reproducdo parecem estar na
vitelogénese e na embriogénese e entende-se que um bom estado nutricional
desta vitamina no organismo é essencial para um bom desempenho de ambos
estados de desenvolvimento (Masumoto et al., 1991).

Sabe-se que o estado nutricional do embrido dos peixes, necessério para o
desenvolvimento adequado dos animais, depende da transferéncia dos
nutrientes dos reprodutores para os gametas, inclusive o acido ascérbico,
durante a vitelogénese, influenciado a sua qualidade tanto nas fémeas quanto
nos machos (Masumoto et al., 1991; Dabrowski et al., 1994; Dabrowski &
Blom, 1994). Assim, a dieta dos reprodutores ndo deve atender somente as
exigéncias nutricionais ou o desenvolvimento gonadal, mas também o
desenvolvimento embrionario apds a desova (Masumoto et al., 1991).Tem sido
demonstrado que o desempenho reprodutivo das fémeas diminui quando sao
fornecidas dietas sem ou com baixa suplementacgéo de acido ascérbico,
havendo uma diminui¢do da concentracdo de acido ascorbico no ovario, do
namero de ovos desovados, do peso Umido dos ovos, da eclodibilidade e do
aumento do nimero de larvas com deformidade e da mortalidade das mesmas
(Soliman et al., 1986b; Masumoto et al. 1991;).

Soliman et al. (1986b) realizaram um experimento onde reprodutores de tilapia
mossambica foram alimentados com dietas com e sem suplementacgéo de acido
ascérbico, sendo suas progénies alimentadas posteriormente também com
dietas com e sem suplementacdo. Os autores observaram que as fémeas
alimentadas com a dieta sem vitamina C exibiram concentra¢cdes
significativamente menores de acido ascorbico total no ovario (um dos tecidos
gue apresenta as maiores concentragfes desta vitamina). A quantidade total de
4cido ascorbico nos ovos coletados das fémeas alimentadas com a dieta
contendo vitamina C representou somente 47% do conteldo ovariano de acido
ascérbico do peixe, devido, provavelmente, a limitagdes na transferéncia desta
vitamina do ovéario para os ovos como também devido ao metabolismo do acido
ascorbico. Esta transferéncia de acido ascérbico do ovario para os ovos € muito
importante para as larvas, pois fornece um estoque de acido ascérbico a estas
para ser utilizado ap6s a ecloséo, a qual é a fase mais critica para a
sobrevivéncia das larvas. O acido ascérbico nédo foi detectado nos ovos e nas
larvas oriundas de peixes alimentados com dietas isentas desta vitamina.

A eclodibilidade dos ovos produzidos por fémeas de tilapia mossambica
alimentadas com dieta sem &cido ascoérbico diminuiu significativamente ap6s 21
semanas, concomitantemente com o aumento da porcentagem de larvas
deformadas na coluna vertebral (Soliman et al., 1986b). Nao foi encontrado
deformidade na coluna vertebral em larvas oriundas de ovos de peixes que se
alimentaram da dieta com vitamina C. Para explicar as deformidades na coluna
vertebral das larvas, os autores sugerem que a sintese de colageno ficou
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prejudicada devido a falta de acido ascorbico. Também foi observado que o
nivel total de acido ascorbico detectado nas larvas oriundas das fémeas com
suplementacéo foi menor que nos seus respectivos ovos, indicando que o &cido
ascorbico foi metabolizado durante o desenvolvimento embrionério. De acordo
com Masumoto et al. (1991), a biossintese de colageno ocorre ativamente apds
a fertilizagdo, periodo no qual o tecido conectivo colagenoso e o esqueleto
comecam a ser construidos, indicando assim a utilizagdo do acido ascorbico no
desenvolvimento embrionario.

Soliman et al. (1986b) também observaram retardamento da maturacéao
gonadal em tilapia mossambica alimentada com dieta isenta de acido ascérbico.
Nesses animais, 0s sinais de maturagcdo gonadal apareceram 16 semanas apos
0 inicio do experimento, enquanto que, nos peixes que receberam acido
ascorbico na dieta, os sinais de maturagdo gonadal apareceram na 142 semana.

Em um estudo com truta arco-iris, fémeas de dois anos de idade foram
mantidas por 10 meses com dietas com 360 mg/kg e sem &cido ascorbico. A
mortalidade cumulativa das larvas oriundas das fémeas sem é&cido ascorbico e
alimentadas posteriormente com dietas contendo niveis altos (500 mg/kg de
racdo) e marginais (20 mg/kg de racdo) de &cido ascorbico foi avaliada. As
proles obtidas das fémeas com deficiéncia de acido ascérbico e que receberam
a dieta com nivel marginal dessa vitamina mostraram continuamente altas
mortalidades, chegando a 100% ap6s a 15* semana. As larvas oriundas das
fémeas com deficiéncia de acido ascoérbico, mas que receberam dietas com alto
nivel desta vitamina, ndo apresentaram diferencas significativas em termos de
mortalidade a partir da sétima semana em relacéo as proles alimentadas com a
mesma dieta, porém oriundas de fémeas alimentadas com dietas com acido
ascérbico. Com relacdo ao nivel corporal de acido ascorbico, a partir do 50° dia
e 74° dia ap6s o inicio da alimentacéo, as larvas que se alimentaram,
respectivamente, de dietas com nivel alto ou marginal de &cido ascorbico, ndo
apresentaram diferencas significativas, independentemente da origem materna
(Blom & Dabrowsky, 1996).

Sandnes et al. (1984), em seu estudo para testar o efeito da suplementacédo do
acido ascérbico adicionado a ragdo de reprodutores de truta arco-iris,
encontraram resultados muito favoraveis quanto ao desempenho reprodutivo,
como podemos ver na Tabela 2.

O efeito positivo dos altos niveis de vitamina C nos embrides se estende por
longos periodos de nutricdo enddégena. Acredita-se que ndo ha um mecanismo
de conservagédo existente durante as fases iniciais de vida, onde 37% das
reservas de &cido ascorbico séo utilizadas durante o desenvolvimento
embrionério, o qual é independente da concentracgédo inicial nos ovos no
momento da fertilizacdo (Dabrowski et al., 1994).
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Tabela 2. Diferengas dos parametros reprodutivos em truta arco-iris
suplementadas ou ndo com &cido ascorbico (AA).

N° de ovos/peixe 2.963 + 882 3.156 £1.114
[AA] nos ovos (ng/mg) 15+7 31+9
% eclosdo dos ovos/peixe 63 £ 29 85+ 15

Fonte: Sandnes et al. (1984).

Diferencas do nivel de suplementacgdo de &cido ascdrbico monofosfato levaram
a diferencas significativas tanto no numero total quanto no peso das ovas
produzidas, entretanto ndo influenciaram o tamanho do ovo (Tabela 3; Blom &
Dabrowski, 1995). Em truta arco-iris o acido ascérbico monofosfato néo foi
detectado nas ovas, o0 que leva a conclusédo de que somente o acido ascorbico
puro é transportado e armazenado nestes tecidos (Dabrowski et al., 1994).

Tabela 3. Efeito de diferentes niveis de acido ascérbico monofosfato em dietas
para reprodutores de truta arco-iris na produ¢éo de ovos.

0 2288 +426a 114 + 28a 49,8 + 5,0a
30 3245 + 730bc 142 + 32ab 44,2 + 6,3a
110 2890 * 815ab 116 + 33a 40,5+ 5,3a
220 3630 * 989hc 167 = 40b 46,3+ 1,9a
440 3470 £ 684bc 168 + 50b 47,5* 6,2a
870 3729 £613c 173 £ 15b 47,0+ 5,7a

Valores expressos como média + DP. Médias dentro das colunas com mesma letra ndo
diferem significativamente (P<<0,05).
Fonte: adaptado de Blom & Dabrowski (1995).
Outra influéncia que a vitamina C possui sobre a reproducéo é o seu efeito na
esteroidogénese que ocorre nas gbnadas. O alto nivel de acido ascérbico nos
ovarios e na grandula supra-renal é um reflexo da sua fung¢éo enddcrina, na qual
a vitamina C pode atuar como um regulador ou co-fator na biossintese de
esterdides no foliculo ou nas células adrenais (Tolbert et al., 1975). Em um
estudo sobre reproducdo, Waaghg et al. (1989) mostraram um decréscimo nos
niveis de 17-b-estradiol e vitelogenina durante o rapido crescimento ovariano
em truta arco-iris alimentada com dieta isenta de acido ascoérbico. A sintese de
vitelogenina no figado é regulada pelos receptores do 17-b-estradiol e ambos
sé@o bons indicadores bioquimicos do processo de vitelogénese. Portanto,
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parece haver uma relagdo direta entre o acido ascorbico e o desenvolvimento
ovariano em peixes.

Resposta ao estresse

Atualmente, nos modernos sistemas de aquacultura intensiva, 0s peixes sdo
criados em altas densidades utilizando grandes quantidades de racdo. Sob estas
condicdes certamente havera alta concentracdo de amdnia, oriunda dos
excrementos ou da excre¢do de nitrogénio, conjuntamente com a diminui¢do
dos niveis de oxigénio dissolvido (OD), devido a intensa utilizacéo pelos peixes
e a degradacdo da matéria organica do viveiro. Ambas situacdes levam a um
ambiente com péssimas condi¢des para o crescimento e desenvolvimento dos
peixes, levando-os a um estado de estresse (Masumoto et al., 1991).

As deficiéncias em vitaminas e micronutrientes normalmente atuam
sinergicamente nas infecgées. A vitamina C, em particular, é geralmente
considerada como detentora de efeitos benéficos no tratamento das doencas e
na resisténcia ao estresse, tanto em salmonideos como no bagre-de-canal,
quando alimentados com um nivel que supra as necessidades basicas,
geralmente entre 50 e100 mg/kg de racdo (Wedemeyer, 1997).

A disponibilidade da vitamina C e o estado nutricional podem também
influenciar na dispersé@o da infeccéo por afetarem a produgéo e manutencédo dos
tecidos de reparo. A vitamina C e os aminoacidos sulfurados sdo necessarios
para a deposicao da fibrina, colageno e polissacarideos dentro dos vacuolos que
sé@o formados para isolar o microrganismo patogénico invasor pelos lisossomos
(organela membranosa que contém diversos tipos de enzimas hidroliticas,
coadjuvantes da digestéo intracelular e de organismos exdgenos). Logo,
deficiéncias desta vitamina podem inibir o processo de vacuolizagao
(Wedemeyer, 1997).

Um crescimento substancial na atividade proteolitica plasmatica ndo-especifica
pode ser estimulada por bactérias patogénicas que produzem endotoxinas ou
por certos tipos de situacfes estressantes. Condi¢cfes de estresse crbnico,
como o que ocorre quando ha baixo oxigénio dissolvido nas unidades de
criacdo, tendem a diminuir a atividade dos lisossomos, enquanto que situagfes
de estresse agudo, como transporte e confinamento, levam ao aumento dos
mesmos, tanto em carpas chinesas quanto em salméo do Atlantico (Hajji et al.,
1990; Thompson et al., 1993). Portanto, é possivel que o estresse agudo
possa agir sinergicamente com a deficiéncia em vitamina C para facilitar a
dispersdo dos patégenos invasores nos tecidos dos peixes (Wedemeyer, 1997).

A vitamina C possui uma funcdo positiva na melhora do estresse, sendo que
varios fatores tem sido atribuidos a ela quanto a resposta ao estresse nos
peixes. Os corticoesterodides estdo associados com o rim anterior, onde fun¢des
adrenais estéo localizadas nos tecidos interrenais, que estdo sobre controle do
hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) e que é rico em acido ascorbico,
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refletindo mudancas na sua concentragdo conforme o nivel de vitamina C na
dieta (White et al., 1993). Apos duas horas de pequeno estresse, o salmao
prateado apresentou uma diminui¢do nos niveis de &cido ascoérbico nos rins
durante os primeiros 20 minutos, seguido de uma recuperacgéo apds duas horas
a, praticamente, o nivel inicial. Como ndo houve um aumento concomitante do
nivel plasmatico de acido ascorbico, Wedemeyer (1969) sugere que o acido
ascorbico possa ser utilizado na biossintese de esterdides, pois o cortisol sérico
aumentou enquanto a concentragdo de acido ascoérbico diminuiu. Dabrowski et
al. (1994) também afirmam que o acido ascoérbico € um co-fator na biossintese
de hormdnios esterdides e de neuro-hormdnios. Waagbg et al. (1989)
demonstraram um nivel significativamente menor em trutas arco-iris que foram
alimentadas com dietas deficientes em vitamina C.

Kitabchi (1967) afirma que altos niveis de acido ascorbico possuem uma
funcao inibitdria na sintese de esterodides, pois previnem a conversédo dos
acidos graxos insaturados em ésteres de colesterol, os quais séo incorporados
nos esteréides. Esta foi, portanto, uma conclusédo que levou a sugerir que o
aumento da disponibilidade de acido ascérbico possa prevenir a severidade da
resposta ao estresse nos peixes.

Em um experimento que visou testar o efeito da suplementagdo de acido
ascorbico na resposta ao estresse devido a hipdxia no peixe papagaio, Ishibashi
et al. (1992) utilizaram dietas com niveis de 0, 75 e 300 mg AA/kg, sendo
estas ministradas ao peixes por duas semanas antes de submeter a metade dos
peixes a uma condi¢éo de hipdxia a cada 3 ou 4 dias, durante 16 semanas. No
grupo alimentado com a dieta sem &cido ascdrbico sintomas associados a
deficiéncia de vitamina C apareceram mais cedo e foram mais severas nos
peixes que foram submetidos ao estresse do que aqueles que ndo foram. Os
peixes alimentados com 300 mg/kg de vitamina C ndo foram significativamente
afetados pelo estressor, concluindo-se que a suplementacdo de acido ascoérbico
amenizou os efeitos causados pelo estresse devido a hipdxia.

Ainda é controversa a fungdo do acido ascoérbico na biossintese de cortisol. O
4cido ascarbico possui uma fungdo especifica na biossintese de catecolamina, que
€ outro hormdnio relacionado ao estresse. A enzima dopamina b-hidroxilase
necessita da forma reduzida do fon cobre como um co-fator, tendo o acido
ascorbico uma acéo efetiva na manutencéo deste co-fator na sua forma ativa
reduzida, como pode ser visto na Fig.10 (Masumoto et al., 1991). Entretanto,
diversos estudos ndo foram capazes de relacionar as concentragfes dietéticas
do &cido ascorbico com a resposta ao estresse. O nivel de cortisol sérico
aumentou no salméo do Atlantico apds estresse fisico, porém néo foi
influenciado significativamente pelo nivel de vitamina C tecidual dos peixes. As
concentracdes de vitamina C no figado e nos rins refletiram sua absorgao via
dieta, entretanto ndo houve mudancgas significativas nessas concentracfes
apos o estresse (Sandnes & Waagbg, 1991).
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Fig. 10. Biossintese da noradrenalina (Masumoto et al., 1991).

Segundo Thompson et al (1993), os niveis de acido ascérbico ndo foram
afetados pelo estresse em salmdo do Atlantico, ao contrario do que ocorreu
com varias atividades imunoldgicas. A queima respiratéria e a atividade
bactericida dos leucdcitos diminuiu, enquanto que a atividade bactericida do
plasma aumentou devido ao estresse, mas nenhum destes fatores foram
afetados pela concentracdo corporal de vitamina C.

Nao parece haver qualquer estudo bioquimico que confirme o envolvimento do
acido ascérbico na biossintese dos corticosteréides ou catecolaminas nos
peixes (Fletcher, 1997). Mesmo que o acido ascorbico ndo tenha sido provado
como sendo um atenuante das respostas dos peixes a certos tipos de estresse,
parece haver pouca duvida que o aumento dos niveis dietéticos contribuem
para a resisténcia a doencgas e para 0 aumento da certas respostas
imunolégicas nos peixes (Blazer, 1992; Waaghg, 1994).

Resisténcia a doencas

Em situacdes de estresse ou de salde debilitada, os peixes ficam propensos as
infec¢des bacterianas. Sua primeira defesa contra estes patégenos sé@o as
barreiras naturais, como a pele e o epitélio das membranas (Masumoto et al.,
1991). Apo6s a invasdo do patégeno, ocorrem respostas do sistema
imunologico, principalmente respostas ndo especificas (Fracalossi, 1998),
através da atividade dos leucécitos (células brancas do sangue), os quais
possuem uma elevada atividade fagocitica, destruindo os organismos
patogénicos (Masumoto et al., 1991).

Atividade fagocitica das células do sistema imune nos peixes produzem radicais
livres reativos ao oxigénio que possuem uma potente acdo microbicida, mas
também sao téxicos aos macréfagos (Secombes et al, 1988), porém a vitamina
C evita danos a estas células e aos tecidos circunvizinhos (NRC, 1993).

Os leucécitos sdo capazes de armazenar grandes quantidades de acido
ascorbico no seu citosol e, conseqlientemente, requerem um grande periodo de
caréncia para ficarem com deficiéncia nesta vitamina. Esta capacidade que os
leucocitos tem para armazenar e manter a acido ascorbico no citosol pode estar
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relacionada as exigéncias por substancias antioxidantes com o intuito de
manter a integridade das membranas e o adequado funcionamento das células
imunes (Verlhac et al., 1996), pois peroxidos e radicais livres sdo produzidos
por estas células com o objetivo de destruir os patégenos fagocitados pelos
lisossomos, mas uma superproducéo destes pode ser letal para a prépria célula
(NRC, 1993; Fracalossi, 1998).

Em truta arco-iris foi demonstrado que o nivel de acido ascoérbico afeta a
primeira protecdo celular contra injdrias, pois a longa fase indutiva da protecéo
humoral mostrou que os anticorpos ndo sdo o primeiro sistema de resposta
envolvidos na rapida protecdo da célula, sendo que uma alta e persistente
protecéo foi induzida por imunizagdo combinada com o consumo de altas doses
de acido ascérbico (Navarre & Halver, 1989). Em outro experimento com a
truta arco-iris foi demonstrado que a combinacédo de glicanos (polissacarideos,
como a amilose e a celulose) com altas doses de acido ascérbico em um
pequeno periodo de tempo tiveram um efeito estimulatério nos parametros
imunologicos especificos (resposta dos anticorpos) e ndo especificos (atividade
fagocitica; Navarre & Halver, 1989). Ja no bagre-de-canal estudos mostraram
que dietas com altas doses de acido ascérbico parecem ser ineficientes como
tratamento profilatico visando um aumento na resisténcia contra a bactéria
Edwardsiella ictaluri (Li et al., 1993). Segundo Li & Lovell (1985), o bagre-de-
canal mostrou resisténcia completa a septicemia entérica ocasionada por esta
mesma bactéria apds ser alimentado com megadoses de vitamina C (3.000
mg/kg), como podemos ver na Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagem da mortalidade do bagre-de-canal alimentado com niveis
crescentes de vitamina C e infectado com a bactéria Edwardsiella ictaluri.

0] 100

30 70
60 70
150 35
300 15
3.000 0]

Fonte: Li & Lovell (1985).

A alimentacdo com vitamina C e E em quantidades acima das doses bésicas
necessarias também mostrou possuir efeitos benéficos na resisténcia a doencas
do salméo do Atlantico e do Pacifico (Hardie et al., 1990). Entretanto, ainda
ndo se tem pleno conhecimento sobre o potencial das megadoses de acido
ascorbico sobre o sistema imunolégico comparado as doses recomendadas para
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evitar sinais de escorbuto. A razdo destas discrepancias ndo esta esclarecida,
contudo, a metodologia empregada, as espécies de peixes utilizadas, o
tamanho do peixe, a dieta experimental, o antigeno usado, a severidade da
exposicdo e o método de exposicdo do patdgeno certamente influenciam nos
resultados (Masumoto et al., 1991).

Resisténcia ao virus da necrose hematopoiética infecciosa foi verificada em
trutas com seis semanas de idade, sendo diretamente proporcional ao nivel de
acido L-ascorbico-2-polifostato, entre os niveis de 20 a 320 mg/kg de atividade
de &cido ascorbico. Esta resposta foi observada tanto nos peixes vacinados
como nos nao vacinados, indicando um efeito tanto na resposta imune nativa
como ha resposta imune conferida pela vitamina C (Satyabudhy et al., 1989).

Segundo Martins (1998), para o pacu a suplementacdo de acido ascorbico
promoveu um aumento na resisténcia a parasitas e sugere que um nivel
adequado de suplementacdo desta vitamina promove uma melhora nutricional
tanto pelo estimulo do apetite como pela melhora da resposta imunolégica.

Formas do Acido Ascorbico e
Doses Utilizadas

Desde o conhecimento da necessidade de se adicionar acido ascérbico nas
racOes industrializadas (peletizadas ou extrusadas), para as diferentes espécies
animais, vem se buscando conseguir uma forma desta vitamina que seja mais
estavel ao processo de industrializagdo (Tabela 5), o qual a destréi em grande
parte. Conjuntamente ao avango nesta area, as doses empregadas podem ser
diminuidas, uma vez que as formas de acido ascoérbico protegidas sdo mais
estaveis e resistem ao processo de industrializagéo.

Tabela 5. Formas da vitamina C disponiveis para a alimentagdo animal.

Cristalina Lipideo/Glicerideo 6-Palmitato
Sal sédico Etilcelulose 2-Sulfato
Polimero sintético 2-Monofosfato

2-Monofosf. (sal sodico)
2-Monofosf. (sal magnesiano)

2-Polifosfato
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Estabilidade

O &cido L-ascoérbico na sua forma cristalina, seca e pura é razoavelmente
estavel. Entretanto, é facilmente oxidado em condi¢des neutras ou alcalinas,
onde o oxigénio, a umidade, os microelementos, as temperaturas elevadas, a
luz e os lipidios oxidados promovem sua oxidagdo e destruigdo (O’Keefe,
2001). Por estas razdes, perdas dessa vitamina podem ocorrer durante a
industrializacéo e o prolongado armazenamento das ragfes (Tacon, 1991). Os
métodos de processamento e armazenamento que removem 0 oxigénio,
reduzem o calor, evitam o contato com ferro, cobre e outros metais aumentam
significativamente a retencdo da atividade de vitamina C nas ragdes.
Entretanto, a estabilidade efetiva do acido ascorbico foi alcangada somente
com a protecdo fisica ou quimica dos agentes oxidantes (O’Keefe, 2001).

Um dos principais métodos de protecao fisica é a encapsulagéo do acido
ascorbico puro. Num estudo com truta arco-iris para determinar a estabilidade
de quatro diferentes formas de acido ascérbico incorporados a ragdo, sendo
uma a forma pura e as outras trés as formas protegidas (encapsuladas) com
glicerideo, etilcelulose e polimero sintético, mostrou que o acido ascoérbico
protegido com o polimero sintético foi mais estavel que a forma pura e as
outras formas protegidas. As perdas no processamento foram de 29% para a
forma pura e 19% para a forma protegida com polimero sintético, enquanto

que a degradacao durante o armazenamento foi rapida para a forma pura, o que
ndo ocorreu com a forma protegida com polimero sintético. As formas
protegidas com glicerideo e etilcelulose pareceram ter a mesma estabilidade que
a forma pura (Skelbaek et al., 1990). Segundo O’Keefe (2001), quando a
vitamina C encapsulada é misturada com os outros ingredientes da racéo e
submetida a todo o processo de industrializagdo necessario sua protecéo é
restrita.

Gorduras com altos pontos de fusdo também tém sido utilizadas para proteger
0 &cido ascorbico adicionado as ragdes, principalmente as utilizadas na
aquacultura, pois evitam a sua lixiviagdo. Além disso, estas gorduras sdo
altamente digestiveis e ndo afetam a biodisponibilidade da vitamina, parecendo
ser bem mais efetiva que a protecdo gerada pela etilcelulose. Entretanto,
grandes perdas de vitamina C encapsulada com gordura podem ocorrer se
houver forte atrito ou calor, rompendo assim a sua protecdo. Estas
caracteristicas acabam limitando a utilizag@o deste tipo de encapsulamento nas
racdes extrusadas (O’Keefe, 2001).

Como alternativa ao encapsulamento, varios métodos quimicos de estabilizagédo
do acido ascorbico foram desenvolvidos com vistas a manter a atividade da
vitamina C nas ragfes utilizadas na aquacultura. Os derivados mas efetivos sédo
os ésteres 2-sulfato e 2-fosfato. Nestes componentes a esterificagdo protege o
grupo 2,3-enediol do acido ascorbico da oxidagcéo pela substituicdo do grupo 2-
hidroxila pelo grupo eletrodenso sulfato ou fosfato (O’Keefe, 2001). Segundo
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O’Keefe (2001), o &cido L-ascorbico-2-sulfato €, provavelmente, o mais estavel
derivado do acido ascérbico ja descoberto. E um metabdlito natural do acido
ascorbico, sendo encontrado na urina de primatas, porcos da india e peixes.

Em um experimento que comparou a estabilidade das formas &cido L-ascorbico,
L-ascorbil-2-sulfato e L-ascorbil-2-monofosfato em racdes de tilapia hibrida,
encontrou-se, apos a industrializagdo, niveis que variaram de 25,4 a 27%, 76,5
a 83,4% e 74,6 a 79% dos niveis iniciais, respectivamente (Shiau & Hsu,
1995).

O mais recente derivado do acido ascorbico desenvolvido para ser utilizado nas
racdes para aquacultura sédo os ésteres fosféricos (O’Keefe, 2001). Tanto o
acido L-ascorbico-2-monofosfato quanto o 4cido L-ascérbico-2-polifostato (uma
mistura de ésteres mono, di e tri fosforilados) sdo extremamente estaveis nas
condicdes adversas as quais sdo submetidas no processo de industrializagédo e
armazenamento de ra¢des para aquacultura (O’Keefe, 2001), ndo sofrendo
oxidagdo durante a passagem pelo trato gastrintestinal até o momento da
hidrélise e absorcédo no enterdcito (Dabrowski et al., 1994).

Como no &cido L-ascoérbico-2-sulfato, o carbono 2 da molécula do 4cido L-
ascoérbico-2-monofosfato é protegido quimicamente da oxidagdo. Entretanto, ao
invés do enxofre, o fosforo esta presente (O’Keefe, 2001), como pode ser visto
na Fig. 11.
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Fig. 11. Formas pura e protegidas do acido ascérbico (Masumoto et al., 1991).

Em um experimento que comparou a estabilidade das formas acido L-ascorbico,
L-ascorbil-2-sulfato e L-ascorbil-2-monofosfato em racdes de tilapia hibrida,
encontrou-se, apos a industrializagdo, niveis que variaram de 25,4 a 27%, 76,5
a 83,4% e 74,6 a 79% dos niveis iniciais, respectivamente (Shiau & Hsu,
1995).

Segundo Liao & Seib (1990), as vantagens da forma trifosfato sobre a
monofosfato é sua sintese simplificada. A fosforilagdo do acido ascoérbico para
obter a forma monofosfato necessita de alto pH (12-13) e alta concentracéo de
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piridina, que precisa ser subsequentemente removida do produto final para seu
possivel uso farmacoldgico. A sintese da forma polifosfatada utiliza
trimetafosfato e obtém uma mistura de 4 g/100 g de acido ascérbico, 1 g/100
g da forma monofosfatada, 3 g/100 g da forma difosfatada e 86 g/100 g da
forma trifosfatada.

Num experimento com objetivo de mostrar a atividade vitaminica do Na-L-
ascorbil-2-monofosfato como fonte de acido ascorbico em ragdes para bagre-
de-canal, comparando-a com o Mg-L-ascorbil-2-monofosfato (que possui a
mesma bioatividade vitaminica que o &cido L-ascoérbico para esta espécie),
apresentaram uma retencao de 99% e 97%, respectivamente, apds 0 processo
de extruséo (Mustin & Lovell, 1992).

Bioatividade

Para proteger qualquer nutriente instavel da destrui¢cdo, o procedimento
adequado é estabilizar o composto labil antes do consumo pelo animal sem que
este procedimento comprometa a sua atividade biolégica. A bioatividade de um
micronutriente, como a vitamina C ou de um derivado fisico ou quimicamente
alterado, é avaliado pela sua habilidade de promover o crescimento, manter os
niveis teciduais e manter outras atividades fisiol6gicas onde esse micronutriente
é utilizado. Atualmente estéo disponiveis produtos estaveis, com o acido
ascorbico encapsulado, que embora ndo seja resistente a muitas situacoes,
mostrara ser boa fonte de vitamina C (O’Keefe, 2001).

Num teste de comparacdo da bioatividade entre as formas de &cido ascorbico
pura e protegida por polimero sintético em truta arco-iris, verificou-se que elas
possuem o mesmo grau de bioatividade, sendo porém a forma protegida mais
estavel (Skelbaek et al., 1990). Em outro experimento, com a mesma espécie,
verificou-se que durante a fase inicial de alimentagéo a retencéo do
ascorbilpalmitato foi menos efetiva do que a do acido ascorbico. Durante este
periodo o ascorbilpalmitato também exibiu alguns efeitos negativos na taxa de
crescimento. Nos estagios posteriores de desenvolvimento, o ascorbilpalmitato
mostrou uma performance similar a do acido ascorbico. Os autores concluiram
gue o ascorbilpalmitato suplementado em uma base eqlimolar ao acido
ascorbico em dietas para salmonideos é adequado para hidroxilagdo normal da
prolina na molécula de colageno (Albrektsen et al., 1988).

A bioatividade da vitamina C oriunda do &cido L-ascérbico-2-sulfato
possivelmente depende da presenca da enzima sulfatase (Benitez & Halver,
1982) e o animal necessita produzir continuamente quantidades suficientes de
sulfatase para suprir as necessidades de acido ascoérbico (O’Keefe, 2001).
Semelhantemente, tanto o acido L-ascérbico-2-monofosfato quanto o acido L-
ascorbico-2-polifostato necessitam da atividade da enzima intestinal alcalina
fosfatase para liberar seus grupos protetores fosfato (Matusiewicz et al., 1995;
O’Keefe, 2001). Entretanto, a converséo do trifosfato para acido ascorbico livre
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mais ions fosfato € muito menos eficiente que a hidrélise que os ésteres
monofosfatos. A férmula polifosfatada possui uma eficiéncia intermediaria pois
possuem uma mistura de mono, di e trifosfatos (Dabrowski et al., 1994).

Em estudos de bioatividade da vitamina C oriunda do &cido L-ascorbico-2-
sulfato, os resultados parecem variar de acordo com a espécie e talvez com as
condi¢cdes ambientais. Com base no crescimento e niveis teciduais de vitamina
C, Halver et al. (1975) concluiram que o acido L-ascorbico-2-sulfato possui uma
atividade equivalente ao acido ascérbico em uma base eqlimolar para
preencher as necessidades desta vitamina em truta arco-iris. Entretanto, o de
bagre-de-canal mostrou que, quando alimentado com niveis abaixo de 200
mg/kg de acido L-ascorbico-2-sulfato, teve um crescimento muito inferior
daqueles alimentados com 50 mg/kg de acido ascérbico. Além disso, a
atividade da vitamina C no sangue e no figado foi muito maior nos animais
alimentados com acido ascorbico do que os alimentados com &cido L-ascorbico-
2-sulfato em uma base eqiimolar (Murai et al., 1978). Liu et al. (1989)
encontrou pequenas quantidades de acido L-ascorbico-2-sulfato nos tecidos do
bagre-de-canal e estas concentracdes foram independentes dos niveis de acido
ascorbico contidos na dieta. Portanto, a truta arco-iris pode utilizar o &cido L-
ascorbico-2-sulfato como um substitutivo do acido ascérbico mais
eficientemente do que o bagre-de-canal.

Sandnes et al. (1989) observaram diferencas nos niveis teciduais de vitamina C
em salméo do Atlantico alimentado com acido L-ascorbico-2-sulfato versus
acido ascorbico. Os resultados obtidos nos peixes, juntamente com os
encontrados em outros animais, aumenta o questionamento sobre a utilizacdo
do 4cido L-ascorbico-2-sulfato como uma fonte vantajosa de vitamina C
(O’Keefe, 2001).

Em um trabalho que avaliou o efeito de diferentes formas de acido ascorbico
incorporado na dieta para juvenis de tilpia nilética, Soliman et al. (1986a)
concluiram que todas as formas de acido ascorbico avaliadas (acido L-
ascorbico, sal sodico de acido L-ascorbico, acido L-ascorbico protegido com
glicerina, sal barico de acido L-ascérbico-2-sulfato e ascorbilpalmitato)
preveniram a ocorréncia de sinais patoldgicos do escorbuto e promoveram
melhora no crescimento e na conversao alimentar quando comparados com o
controle, cuja dieta era livre desta vitamina. Neste estudo também foi
demonstrado que a tilapia nilética possui habilidade em converter acido L-
ascorbico-2-sulfato em acido L-ascérbico, indicando que esta espécie possui a
enzima &cido L-ascérbico-2-sulfato sulfohidrolase (EC 3.1.6.1), responséavel por
esta reacdo. Shiau & Hsu (1995) também sugerem a presenca desta enzima na
tilapia hibrida, pois verificaram habilidade na converséo do acido L-ascérbico-2-
sulfato em acido L-ascérbico e demonstraram que ambas as formas possuem a
mesma atividade vitaminica. Porém, os peixes alimentados com acido L-
ascorbico-2-sulfato apresentaram niveis teciduais de ascorbato
significativamente menores que os peixes alimentados com as outras formas de
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acido ascorbico. Soliman et al. (1986a) também concluiram que o sal sédico de
acido L-ascorbico, o ascorbilpalmitato e o acido L-ascérbico protegido com
glicerina desempenharam a funcgdo antiescorbutica tdo bem quanto o &cido L-
ascoérbico, numa base equimolar.

Efeitos antiescorbuto largamente documentados em uma ampla gama de
animais sdo responsaveis por se considerar os ésteres fosfoéricos do acido
ascorbico como a forma de maior potencial para o uso como fonte de vitamina
C (O’Keefe, 2001). Dados dos testes conduzidos por Grant et al. (1989)
mostraram crescimento equivalentes em trutas arco-iris alimentados com dietas
contendo 400 mg/kg de atividade vitaminica C oriunda de acido ascorbico ou
20 mg/kg de atividade vitaminica C oriundo do &cido L-ascérbico-2-polifostato.
Neste experimento, os peixes controle, que se alimentaram com dietas isentas
de acido ascoérbico, exibiram todos os sintomas classicos de deficiéncia de
vitamina C. Wolker & Fenster (1994) afirmam que o acido ascorbico-2-
polifostato possui, no minimo, a mesma bioatividade que o acido ascérbico
puro em truta arco-iris.

Em tilapia hibrida, tanto o L-ascorbil-2-sulfato, o L-ascorbil-2-monofosfato e o
acido L-ascorbico possuem atividade antiescorbutica similar. Porém o L-
ascorbil-2-sulfato € menos efetivo na manutencgdo de altas reservas teciduais de
acido L-ascorbico (Shiau & Hsu, 1995). Em bagre-de-canal o Mg-L-ascorbil-2-
monofosfato é mais eficiente que o acido L-ascérbico (El Naggar & Lovell,
1991ab) e possui a mesma atividade vitaminica que o Na-L-ascorbil-2-
monofosfato, em uma base equimolar de acido ascérbico (Mustin & Lovell,
1992; Walter & Lovell, 1992), porém este Gltimo possui a vantagem da sua
fabricagdo ser bem menos dispendiosa que a do sal de Mg (Mustin & Lovell,
1992).

Baseado em dados de crescimento com bagre-de-canal, a bioatividade da
vitamina C oriunda do &cido L-ascorbico-2-sulfato foi estimada em quase um
quarto da do acido ascdérbico em uma base equimolar (Murai et al., 1978).
Diferentemente do &cido L-ascérbico-2-sulfato, tanto o &cido L-ascorbico-2-
monofosfato quanto o acido L-ascérbico-2-polifostato provaram possuir a
mesma atividade do acido ascérbico em uma base eqlimolar quando utilizados
para o bagre-de-canal (Brandt et al., 1985; Robinson et al., 1989) e para a
truta arco-iris (Grant et al., 1989; Matusiewicz et al., 1995). Wilson et al.
(1989) verificaram que, pelas respostas de crescimento e eficiéncia alimentar, o
bagre-de-canal pode utilizar o acido ascorbico polifosfato tdo eficazmente
quanto ao acido ascérbico puro (Tabela 6).

Segundo O’Keefe (2001), a atividade aparentemente equivalente foi evidente
nos valores dos niveis teciduais de acido L-ascorbico e de acido L-ascorbico-2-
sulfato nos peixes apo6s a alimentacdo com dietas com suplementacgéo de acido
ascorbico e de acido L-ascorbico-2-polifosfato em diferentes niveis. A atividade
da vitamina C no tecido corporal dos peixes alimentados com &acido L-
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ascorbico-2-polifosfato como fonte de vitamina C foi aproximadamente duas
vezes maior do que naqueles peixes que foram alimentados com &cido L-
ascorbico.

Tabela 6. Ganho de peso, eficiéncia alimentar e sobrevivéncia em alevinos de
bagre-de-canal alimentados com dietas contendo diferentes fontes de acido
ascorbico.

Isento 522 + 90 0,47 £ 0,08 95
Protegida c/ celulose 916 + 106 0,72 + 0,05 100
Sulfato 970 + 62 0,72+ 0,02 100
Polifosfato 1.235 + 147 0,81+ 0,05 100

Valores expressos como média + DP. Médias dentro das colunas com mesma letra ndo
sdo significativamente diferentes (P<<0,05).

Fonte: adaptado de Wilson et al. (1989).

Embora os mecanismos da agdo do acido ascorbico na reprodugéo dos peixes

ainda ndo estejam bem entendidos, Dabrowski et al. (1994) afirmam que o

acido ascoérbico monofosfato, ao invés do &cido ascérbico puro, utilizado na

dieta de reprodutores de truta arco-iris, resultou em um nivel de deposicdo nos

ovos desta vitamina significativamente superior.

Doses

As exigéncias por acido ascorbico pelos peixes, como para qualquer outra
vitamina, é expressa como a quantidade de atividade vitaminica necessaria por
kg de peso vivo por dia para atingir uma resposta fisiolégica especifica no
organismo. Em qualquer nivel de resposta, estas exigéncias sdo afetadas pelo
tamanho do peixe e pelo seu estado fisioldgico, como também pelas inter-
relacdes dos nutrientes e fatores ambientais (O’Keefe, 2001).

Em geral, doses relativamente baixas de atividade vitaminica C s&o suficientes
para um bom crescimento e conversdo alimentar, 0s quais sdo as respostas
desejadas na criagdo comercial de peixes. Entretanto, para se obter uma
resposta adaptativa maxima, como a resisténcia a doencas e tolerancia ao
estresse ambiental, € necessario doses levemente maiores. As diferentes
caracteristicas de estabilidade das varias formas de vitamina C aumentam a
dificuldade de se fornecer a quantidade adequada para o bom desenvolvimento
dos peixes (O’Keefe, 2001). Dependendo do tamanho do peixe, as doses de 30
a 60 mg/kg de racdo de &cido ascorbico sédo suficientes para promover o
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crescimento e evitar o aparecimento de sinais subclinicos de deficiéncia desta
vitamina em bagre-de-canal (Lim & Lovell, 1978; Li & Lovell, 1985).

As racdes comerciais devem ter um composicéo tal que, quando administradas
diariamente, mantenham um nivel constante e adequado de vitaminas no
organismo dos peixes. Assim, uma adequada formulagio das dietas é essencial,
devendo-se dar atencdo especial para o fato de que grande quantidade das
vitaminas hidrossollveis (p. ex. vitamina C e as do complexo B) nas ragfes
serem perdidas muito rapidamente quando em contato com a agua, antes do
alimento ser ingerido pelos peixes. Em geral, quanto menor for a particula de
alimento e maior o seu tempo de permanéncia na agua, antes de ser ingerida,
tanto maior serd a perda de vitamina. O &cido ascorbico é particularmente
sensivel a estas condi¢des e calcula-se que 50% a 70% dessa vitamina
presente na racdo se perca depois de um periodo de 10 segundos de imersdo
na agua (Pavanelli et al., 2002).

RacOes para pos-larvas sdo de textura muito fina, geralmente menor que

0,5 mm e estdo sujeitas a excessivas perdas de nutrientes por dissolu¢éo ou
lixiviagdo na agua, principalmente as hidrossolUveis. Desta forma, as ragfes
para pos-larvas devem apresentar adequada flutuabilidade na agua, reduzindo a
sua superficie de contato e, portanto, reduzindo as perdas de nutrientes por
lixiviacdo. Além do mais, a utilizacdo de megadoses de vitaminas é altamente
recomendada para compensar eventuais perdas destes nutrientes (Kubitza,
1999).

Segundo Sato et al. (1982) as trutas arco-iris que receberam doses de vitamina
C abaixo de 50 mg/kg apresentaram reduzida atividade de sintetizar o
colageno, evidenciada por uma baixa taxa de sintese. J& 0s peixes que
receberam 100 mg/kg mostraram uma alta e constante taxa de sintese,
indicando a formacéo do colageno para reposicdo nos tecidos. Halver et al.
(1969) afirmam que 50 mg/kg foi suficiente para promover o crescimento
normal e o desenvolvimento dsseo no salmédo prateado, entretanto a dose de
400 mg/kg foi necessaria para a maxima taxa de cicatrizagao. Hilton et al.
(1978) concluiram que 20 mg/kg de vitamina C na dieta para truta arco-iris foi
suficiente para promover o crescimento normal dos peixes, porém 40 mg/kg foi
necessario para prevenir os sinais tipicos de deficiéncia. Hardy (1989) sugere
uma dose de 75 mg de vitamina C/kg de racdo para a engorda de truta arco-iris.

Em um experimento para determinar a bioatividade do ascorbato polifosfato
como fonte de acido ascérbico em juvenis de truta arco-iris, verificou-se que a
guantidade minima necesséria de acido ascorbico polifosfato para causar uma
saturacdo do tecido hepético de foi de 360 mg por kg de racdo, na base
equimolar ao acido ascérbico (Matusiewicz et al., 1995).

Para reprodutores de truta arco-iris € recomendado uma dosagem minima de
820 mg/kg de acido ascérbico monofosfato na dieta para se obter niveis
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teciduais adequados e para alcancar um bom sucesso reprodutivo. (Blom &
Dabrowski, 1995).

Com o objetivo de testar a influéncia de diferentes doses de acido ascorbico na
resisténcia a doencas e na producdo de anticorpos em truta arco-iris, Navarre &
Halver (1989) concluiram que a dose de 1.000 mg de &cido ascérbico/kg de
racdo promoveu uma 6tima resisténcia a contaminagéo bacteriana por Vibrio
anguillarum, tanto pela contaminagéo por injecdo como por imerséo.

Em um trabalho para avaliar o efeito de diferentes formas de acido ascérbico na
dieta em juvenis de tilapia nil6tica, verificou-se que as exigéncias de acido
ascorbico foram satisfeitas quando qualquer uma das formas de acido
ascorbico testadas (acido L-ascorbico, sal sédico de acido L-ascérbico, acido L-
ascorbico protegido com glicerina, sal barico de acido L-ascérbico-2-sulfato e
ascorbilpalmitato) foram suplementadas na quantidade de 1.250 mg/kg racéo
(Soliman et al., 1986a), como podemos ver nas Tabelas 7 e 8. Soliman et al.
(1986b) também sugerem a dose de 1.250 mg de vitamina C/kg de ragdo para
a tilapia mossambica, pois proporcionou desovas com altas taxas de
eclodibilidade e melhorou o desempenho das larvas. Entretanto, estes valores
correspondem a quantidade vitamina C colocada na dieta, sendo equivalente ao
nivel de 420 mg/kg no momento da ingestdo (Jauncey, 1998). Lim (1989)
sugere uma dose de 200 mg de vitamina C/kg de racdo para a engorda de
tildpia. Jauncey (1998) cita a dose de 40-50 mg/kg para alevinos de tilapia
mossambica e Stickney et al. (1984) recomendam a dose de 50 mg/kg para
juvenis de tilapia aurea.

Tabela 7. Desempenho de larvas de tilapia nildtica apds serem alimentadas com
dietas contendo diferentes fontes de vitamina C: IAA - isenta de acido
ascorbico; AA - acido L-ascoérbico; AANa - sal sédico de acido L-ascorbico;
AAPG - acido L-ascérbico protegido com glicerina; AA2S - sal barico de &cido
L-ascorbico-2-sulfato e AP - ascorbilpalmitato?®.

Peso Méd. Inicial2 1,19a 1,17a 1,16a 1,17a 1,19a 1,19a
Peso Méd. Final2 6,61b 11,49a 11,92a 11,28a 10,51a 11,28a
TCE.3 2,98b 4,07a 4,16a 4,04a 3,89a 4,02a

1 Valores na mesma linha com mesma letra ndo diferem significativamente (P=0,01)

2 Peso em gramas; 3 Taxa de Crescimento Especifico(% de ganho de peso/dia).

Fonte: Adaptado de Soliman et al. (1986a).

As necessidades dietéticas de vitamina C pelos peixes parecem decrescer com
a idade. Li & Lovell (1985) concluiram que a dose de 60 mg/kg de acido
ascérbico na dieta foi necessario para um crescimento normal e para o
desenvolvimento 6sseo em juvenis (10 g de peso) de bagre-de-canal, e a dose
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de 30 mg/kg foi suficiente para peixes maiores (50 g de peso), porém 40
mg/kg foi necessario para prevenir os sinais tipicos de deficiéncia.

Tabela 8. Concentracdo de AA em larvas de tilapia niltica ap6s serem
alimentadas com dietas contendo diferentes fontes de vitamina C: IAA - isenta
de &cido ascorbico; AA - 4cido L-ascérbico; AANa - sal sédico de acido L-
ascorbico; AAPG - 4cido L-ascoérbico protegido com glicerina; AA2S - sal barico
de &cido L-ascorbico-2-sulfato e AP - ascorbilpalmitato?.

[AA] Figado 6,12d 51,36b 78,77a 80,00a 30,16¢ 79,31a
[AA] Mdusculo 0,00e 14,31c 16,82b 18,52a 4,10d 19,54a

[AA] Ovério 0,00e 333,51c 432,08a 440,00a 200,89d 398,08b

1 Valores na mesma linha com mesma letra ndo diferem significativamente (P=0,01)

2 [AA] - Concentragdo de acido ascérbico em mg/kg.

Fonte: Adaptado de Soliman et al. (1986a).

Li et al. (1993) afirmam que alevinos de bagre-de-canal ndo necessitam de uma
dose maior que 26 mg/kg de ragéo, pois esta foi suficiente para promover
6timos niveis de crescimento e eficiéncia alimentar. Lovell (1989) sugere uma
dose de 25 mg/kg de racdo para engorda de bagre-de-canal. Ja Jobling (1994)
propde uma dose de 60 mg/kg de ragdo para esta espécie. Wilson et al. (1989)
verificaram que o bagre-de-canal pode utilizar eficientemente o acido ascorbico
polifosfato e que a dose de 100 mg/kg de racdo foi adequada para promover
um bom ganho de peso e evita sinais de escorbuto.

Para o tambaqui, a dose de 100 mg/kg de acido ascoérbico na ragdo mostrou-se
adequada, garantindo um bom ganho de peso e a manutengao da homeostase do
organismo (Chagas & Val, 2003). Ja para o pacu a dose adequada é de 139
mg/kg de vitamina C (Martins, 1995; 1998). Segundo Fracalossi et al. (1998), a
dose de 25 mg/kg de vitamina C foi suficiente na prevencédo da redug¢éo no
crescimento e nos sinais classicos de deficiéncia desta vitamina em acara-agu.
Para o pintado, Fujimoto et al. (2000) observaram que a dose de 500 mg/kg de
vitamina C evita a ocorréncia de deformidades no sistema 6sseo nos peixes.

O’Keefe (2001), baseado na combinacédo dos resultados experimentais e nos
dados de campo, pesquisadores e indUstrias de ragcdo, recomenda 0s seguintes
niveis de atividade de vitamina C para a ragdo de peixes no momento em que é
consumida, como podemos ver na Tabela 9.

Segundo O’Keefe (2001), algumas companhias de suplementos vitaminicos
recomendam a dose de 1.000 mg de vitamina C por kg de ragdo sempre que o
sistema imune dos peixes for posto a prova, como ocorre nos manejos de
transferéncia, pesagem, selecdo e vacinacdo. A recomendacao € alimentar o
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peixe com este nivel de suplementagdo por 2 a 4 semanas antes da ocorréncia
do estresse e por no minimo mais duas semanas apés a ocorréncia do mesmo.

Tabela 9. Recomendac8es dos niveis de vitamina C na dieta para diferentes
fases/situacdes de cultivo de peixes.

Primeira alimentacao 250-500
Crescimento 75-125
Condigdes de estresse 150-300
Reprodutores =500

Fonte: Adaptado de O’Keefe (2001).

Quanto as ragdes comerciais atualmente vendidas no mercado nacional, os
niveis utilizados para as diversas fases de crescimento e para os diferentes
habitos alimentares dos peixes podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10. Niveis de &cido ascorbico nas rag6es comerciais em funcdo da fase
de desenvolvimento e do habito alimentar.

Inicial (p6s-larva) 350 a 600 350 a 600
Crescimento (alevino) 200 a 350 300 a 550
Crescimento (juvenil) 200 a 350 300 a 500
Terminacéo (adulto) 100 a 300 200 a 500

* Segundo os fabricantes, todas as formas de vitamina C utilizadas sdo estabilizadas.
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Considerac6tes Finais

Os peixes tém mostrado alta sensibilidade a dietas deficientes em acido
ascorbico (vitamina C), especialmente nos estagios iniciais de crescimento.
Muitos sinais, como crescimento reduzido, deformidades esqueléticas (lordose,
cifose e escoliose), anemia, demora ou diminui¢cdo da cicatrizagdo de feridas,
reducdo do desempenho reprodutivo e diminuicédo da eclodibilidade tém sido
encontrados em muitas espécies de peixes que consomem dietas deficientes
nessa vitamina. O estado nutricional do embrido dos peixes, muito importante
para o seu desenvolvimento apoés a fecundacao, depende da transferéncia dos
nutrientes dos reprodutores para 0os gametas durante a vitelogénese, inclusive o
acido ascoérbico. Da mesma forma tem sido demonstrado que o desempenho
reprodutivo das fémeas diminui quando sdo fornecidas dietas isentas ou com
baixa suplementacédo de &cido ascorbico na racéo.

Dessa forma, fica evidente o envolvimento do acido ascérbico em varias
funcgdes bioldgicas que, além do crescimento e reproducédo, pode-se citar a
resposta ao estresse, a resisténcia a doencgas e a oxidagdo e metabolismo dos
lipidios. Estas fungBes ocorrem normalmente quando o peixe é alimentado com
um nivel dietético basico de 50-100 mg/kg, enquanto que o potencial para a
utilizacdo de niveis maiores ou megadoses continua incerto.

A maioria dos estudos que utilizaram megadoses de vitamina C (=1.000
mg/kg) compararam seus resultados com aqueles obtidos pelas dietas isentas
dessa vitamina e ndo aos obtidos pelas dietas contendo niveis adequados.
Portanto, é muito dificil estabelecer o beneficio gerado pela utilizagcdo de altos
niveis de suplementacado de vitamina C em dietas para a aquacultura. Além
disso, os mecanismos pelos quais o0 acido ascorbico acelera as funcgdes
biolégicas dos peixes ainda nédo estdo completamente compreendidos. O
periodo de alimentacdo com dietas ricas em vitamina C para a saturagdo dos
niveis teciduais dessa vitamina néo esta estabelecido para os peixes. A
suplementacao de acido ascorbico deve ser considerada como uma medida
preventiva contra a disfuncgao biolégica e ndo como um método curativo para
doencas ou estresse. Consideracdes devem ser cuidadosamente realizadas
pelas industrias de ragdo e pelos aquicultores no intuito de avaliar racional e
economicamente a utilizacdo de megadoses de &cido ascorbico.

A importéncia de suplementa¢des adequadas para os peixes, que ndo sdo
capazes de sintetizar esta vitamina, resultou no desenvolvimento de diferentes
fontes de vitamina C com varios niveis de bioatividade. O acido ascorbico na
sua forma pura é bastante instavel, sendo facilmente destruido por
temperaturas elevadas, luz, umidade, micro elementos e lipidios oxidados. Estes
fatores também contribuem para as perdas de acido ascorbico da ragdo durante
o processo de industrializacéo (peletizacdo e extrusdo) e posterior
armazenamento. Existem outras formas de &cido ascérbico e a estabilidade das
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mesmas tem sido testada nas ra¢8es industrializadas para peixes. As formas
estabilizadas (&cido ascorbico-2-sulfato, acido ascorbico-2-monofosfato, acido
ascorbico-2-difosfato, acido ascérbico-2-trifosfato) sdo mais resistentes ao
processo de industrializagcdo e armazenamento e, portanto, sdo incorporadas
em menores quantidades na rac¢édo, diminuindo, assim, o seu custo. O &cido
ascorbico polifosfatado tem se destacado como uma alternativa satisfatoria nas
racOes para peixes devido a sua alta biodisponibilidade, como também devido a
sua estabilidade, baixa perda durante o processo de industrializacdo e
armazenamento da racdo e menor custo, quando comparado a outras formas
protegidas.

A bioatividade das diferentes formas do &cido ascérbico ndo séo téo criticas
guanto ao custo por unidade de &cido ascorbico disponivel na dieta apés o
processamento. Como estes custos sdo similares, as formas protegidas ou
estaveis dessa vitamina sdo recomendadas devido as suas quantidades serem
mais previsiveis e consistentes na dieta a ser consumida pelos peixes.

Finalizando, um dos objetivos desta publicagdo foi de fornecer uma revisao
sobre a utilizagdo do acido ascérbico nos peixes, constituindo-se em uma fonte
de referéncias sobre os estudos sobre a vitamina C na aquacultura. As
comparacdes dos estudos mencionados nesta publicacdo séo dificeis de serem
realizados devido a variabilidade das condi¢Bes experimentais, fato que deve
ser levado em conta na interpretagdo deste trabalho.
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Anexos

Anexo A. Relagdo dos nomes comuns dos peixes citados no texto e seus

respectivos nomes cientificos.

Acara-acu

Bagre-de-canal
Carpas chinesas

Carpa comum
Douradinho

Pacu

Peixe papagaio
Piaucu

Pintado

Robalo hibrido
Salméo do Atlantico
Salm&o do Pacifico
Salméo prateado
Tambaqui

Tilapia

Tilapia aurea
Tilapia hibrida
Tilapia mossambica
Tilapia nil6tica
Truta arco-iris

Truta-de-riacho

Astronotus ocellatus

Ictalurus punctatus

Aristichthys nobilis, Ctenopharyngodon idella,

Hypophthalmichthys molitrix
Cyprinus carpio
Carassius auratus
Piaractus mesopotamicus
Oplegnathus fasciatus
Leporinus obtusidens
Pseudoplatystoma corruscans
Morone chrysops x M. saxatilis
Salmo salar
Oncorhynchus spp.
Oncorhynchus kisutch
Colossoma macropomum
Oreochromis sp.
Oreochromis aureus
Oreochromis niloticus X O. aureus
Oreochromis mossambicus

Oreochromis niloticus

Oncorhynchus mykiss (Salmo gairdneri)

Salvelinus fontinalis
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