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DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE Rhamdia quelen PROVENIENTE DE
FEMEAS ALIMENTADAS COM RACOES SUPLEMENTADAS COM ACIDO
FOLICO

RESUMO - A suplementacdo nutricional das matrizes pode ser uma estratégia para
resolver a falta de alevinos de qualidade no mercado, visto que a deposi¢do de um vitelo mais
rico nutricionalmente podera atender melhor as necessidades dos embrides e larvas. Estudos
comprovam que o acido folico atua na formacdo do DNA, na eritropoiese, na sintese proteica e
no desenvolvimento embrionario de diferentes espécies. Este trabalho tem como objetivo
avaliar o efeito do &cido folico no desenvolvimento de embrifes provenientes de fémeas de
Rhamdia quelen alimentadas com &cido fdlico. Um total de 540 alevinos de jundia (3,71+0,01g)
foram alojados em 18 gaiolas com dimensdes de 4x2x1m e com malha de 15mm, instaladas em
dois viveiros escavados revestidos em alvenaria (200mz2) e com fundo de terra. Os peixes foram
alimentados com dietas contendo seis niveis de inclusdo de &cido fdlico: 0,00; 0,75; 1,50; 2,25;
3,00 e 3,75 mg de acido folico. O experimento teve duracao de 300 dias. No inicio da primavera,
os peixes foram classificados pelo género. As 270 fémeas (155,70+1,97 g) foram alojadas entre
as gaiolas, onde passaram a ser alimentadas 2x ao dia com os respectivos tratamentos. Ao
alcancarem a maturidade sexual, 5 fémeas de cada gaiola foram submetidas ao protocolo de
reproducdo artificial com CPE para coleta e fertilizacdo dos ovocitos. Um pool de 5ml dos
ovocitos de cada fémea por tratamento foi fertilizado com uma dose inseminante de 100.000
espermatozoides moveis por ovécito. Os ovos foram ativados em recipientes de 2000ml com
adicdo de 200ml de agua. As amostras dos ovos foram coletadas com uma pipeta de 10ml e
passados para frascos de 10ml com formalina 4% tamponada com carbonato de calcio. Durante
36 horas pos fertilizagdo (HPF) as amostras foram coletadas em horéarios especificos. Os dados
foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) main effects e ao teste de médias de
Duncan para comparac¢des multiplas. Os descendentes provenientes de fémeas que receberam
3,00 mg de acido folico kg foram os que tiveram uma aceleracdo (p<0,05) nos estagios de
neurula e faringula e a maior porcentagem de normalidade. As anormalidades encontradas
podem colaborar com a realizacdo de estudos futuros sobre desenvolvimento embrionario de
peixes. O acido fdlico melhorou o desenvolvimento dos embrides, portanto, recomenda-se a

suplementacédo desta dose para matrizes de Rhamdia quelen.

Palavras-chave: bagre, 5-metiltetrahidrofolato, folato, ontogenia, vitamina



EMBRYONIC DEVELOPMENT OF Rhamdia quelen FROM FEMALES FED DIETS
SUPPLEMENTED WITH FOLIC ACID

ABSTRACT - Nutritional supplementation of broodstock can be a strategy to improve
the quality of fry in the market, as the deposition of a more nutritionally rich yolk could better
meet the needs of embryos and larvae. Studies have proven that folic acid plays a role in DNA
formation, erythropoiesis, protein synthesis, and embryonic development in different species.
This work aims to evaluate the effect of folic acid on the development of embryos from female
Rhamdia quelen fed with folic acid. A total of 540 R. quelen fry (3.71+0.01g) were housed in
18 cages with dimensions of 4x2x1m and with a mesh size of 15mm, installed in two dug ponds
lined with masonry (200m?) and with an earthen bottom. The fish were fed diets containing six
levels of folic acid inclusion: 0.00; 0.75; 1.50; 2.25; 3.00 and 3.75 mg of folic acid. The
experiment lasted for 300 days. At the beginning of spring, the fish were classified by gender.
The 270 females (155.70+1.97 g) were housed among the cages, where they began to be fed
twice a day with their respective treatments. Upon reaching sexual maturity, five females from
each cage underwent artificial reproduction protocol with CPE for oocyte collection and
fertilization. A pool of 5ml of oocytes from each female per treatment was fertilized with an
inseminating dose of 100,000 motile sperm per oocyte. The eggs were activated in 2000ml
containers with the addition of 200ml of water. Egg samples were collected with a 10ml pipette
and transferred to 10ml bottles with formalin buffered with calcium carbonate at 4%. During
the 36 hours post-fertilization (HPF), samples were collected at specific times. The data were
submitted to Analysis of Variance (ANOVA) main effects and Duncan’s multiple comparison
test for mean comparisons. The offspring from females who received 3.00 mg of folic acid kg-
1 were those that had an acceleration (p<0.05) in neurula and pharyngula stages and the highest
percentage of normality. The abnormalities found may contribute to future studies in fish
ontogenetic development. Folic acid improved embryo development, therefore,

supplementation at this dose is recommended for Rhamdia quelen broodstock.

Keywords: catfish, 5-methyltetrahydrofolate, folate, ontogeny, vitamin
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1 INTRODUCAO

A cada ano, as métricas demonstram que a aquicultura avanca em niveis recordes,
inclusive, superando o crescimento das demais criagdes (FAO, 2022). Isso se justifica,
principalmente, pelo aumento populacional e a busca por alimentos de maior qualidade e
quantidade (Naylor et al., 2021). Desse modo, o setor produtivo tende a se intensificar cada vez
mais para atender as demandas do mercado (Barroso et al., 2018; FAO, 2022). Entretanto, a
producdo intensiva exige tecnologia avancada que ainda esta sendo desenvolvida para a
aquicultura, como técnicas de programacdo nutricional, atencdo ao plantel de reprodutores e
producéo de alevinos de alta qualidade (Bombardelli et al., 2021).

A intensificacdo trouxe como consequéncia a necessidade de proles de alta qualidade e
em quantidade (Barroso et al., 2018). As altas densidades, baixa qualidade de agua e
desconhecimento das reais exigéncias nutricionais por parte dos reprodutores, sdo grandes
desafios aos quais 0s animais s@o submetidos na producéo intensiva (Bombardelli et al., 2021;
Nascimento et al., 2023). Portanto, é necessario que 0s animais tenham capacidade de superar
estes entraves e ainda mantenham sua performance (Naylor et al., 2021). Neste cenario, estudos
comprovam que o fornecimento de uma nutricdo adequada colabora com a saude, crescimento,
desempenho e reproducdo dos animais, portanto, a programacao nutricional para peixes é uma
ferramenta atrativa para geracdo de uma prole vigorosa (Bombardelli et al., 2023).

Entre as areas zootécnicas de interesse para a aquicultura, a nutricdo de reprodutores é
a que mais carece de estudos (Schulter; Vieira Filho, 2017). Contudo, a comunidade cientifica
passou a entender que reprodutores sdo animais de alta performance que podem apresentar
exigéncias mais elevadas (Wu, 2022). Dessa forma, o nimero de estudos buscando aprimorar
a nutricdo desses animais tem aumentado (Lima et al., 2020; Bombardelli et al., 2023).

Uma das estratégias destaque é o uso de suplementacdo alimentar, seja ela proteica,
mineral, lipidica ou vitaminica (Tessaro et al., 2014; Goes et al., 2017). A suplementacéo
vitaminica tende a melhorar a nutricdo e satde dos reprodutores (El-Fotoh et al., 2020). Assim,
acredita-se que uma matriz bem nutrida ird depositar mais nutrientes durante a vitelogénese
(Jobling, 2016; Bombardelli et al., 2023), produzindo um vitelo mais nutritivo para o embrido
e larva (Singh et al., 2021, Nascimento et al., 2023).

As vitaminas desempenham um papel essencial no correto funcionamento metabdlico,
atuando em diferentes processos cruciais para o organismo (Romagosa et al., 2013). Elas séo

nutricionalmente exigidas em quantidades superiores as produzidas naturalmente, por isso, é
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necessario que se faca a suplementacao via fontes externas, como a alimentacéo (Lehninger et
al., 2014).

O é&cido folico (vitamina Bg, folato ou AF) destaca-se entre as vitaminas hidrossoltveis
por sua participacdo na sintese de &cido desoxirribonucleico (DNA) e &cido ribonucleico
(RNA). Esse também colabora na eritropoiese (Vannuchi; Monteiro, 2010), fortalecimento da
imunidade (Falah, 2020), contribuigdo no fechamento do tubo neural de fetos (Maia et al., 2020)
e reducdo de mas formagfes embrionarias (Ma et al., 2015). Com isso, 0 &cido félico é uma
vitamina importante para a satde, crescimento e desenvolvimento dos peixes (Shi et al., 2019;
Falah et al., 2020; Badran; Ali, 2021).

Estudos conduzidos por Yue et al. (2017) e Sarmah e Marrs (2013) investigaram o0s
efeitos do acido fdlico na embriologia de peixes, utilizando o Danio rerio como modelo
biologico, e concluiram que o &cido félico colaborou com o desenvolvimento embrionario dessa
espécie. Além disso, o acido folico foi testado para outras espécies de vertebrados (Oosterbaan
et al., 2012), e apresentou efeitos positivos, principalmente, na circulacdo sanguinea e na
prevencdo de cardiopatias (Maia et al., 2020). Apesar dos efeitos positivos do &cido folico para
a saude dos animais, ainda nédo existem estudos que demonstrem os efeitos do acido folico na
nutricdo dos reprodutores e matrizes e, consequentemente, no desenvolvimento embrionario.

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie nativa que se destaca por sua boa adaptacéo
a diferentes ambientes, rusticidade, precocidade, resisténcia a baixas temperaturas e boa
producdo mesmo em periodos frios (Baldisserotto et al., 2020; Santos; Meurer, 2020). Essa
espécie alcanca a maturidade sexual no primeiro ano de vida e a reproducdo artificial é facilitada
(Adames et al., 2015), alem de apresentar boa taxa de fecundidade e fertilidade (Baldisserotto
et al., 2020; Bombardelli, et al., 2021), caracteristicas favoraveis a pesquisa e producéo.

Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos do acido fdlico no
desenvolvimento inicial da prole proveniente de fémeas de Rhamdia quelen alimentadas com

acido félico.
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2 Revisdo Bibliografica

2.1 Atual cenério da aquicultura

A aquicultura cresce de maneira acelerada, superando as demais criacGes de interesse
zootécnico (FAO, 2020) e aplicando cada vez mais tecnologias para atender a demanda que
aumenta devido ao crescimento populacional (Barroso et al., 2018). A cadeia produtiva animal
sofre pressdo para aumentar a quantidade e qualidade do alimento produzido (Barroso et al.,
2018). Nesse caso, 0s peixes se destacam devido a caracteristicas favoraveis a criagdo, como
rapido crescimento e alta produtividade (FAO, 2022), além de apresentarem boa aceitacdo pelos
consumidores por ser uma carne saudavel, rica em acidos graxos e 6mega-3 e -6, nos casos de
peixes de agua fria (Naylor et al., 2021).

Os peixes de agua doce sdo 0s mais produzidos na piscicultura mundial (FAO, 2020).
No ano de 2020, a producéo alcancou 54,4 milhdes de toneladas, demonstrando um crescimento
de 2,7% entre 2019 e 2020 (FAO, 2022). Afirma-se que esta atividade gera empregos e renda,
e estad sendo aperfeicoada a cada ano através de novas tecnologias (Valad&o et al., 2018; Roques
et al., 2020; Naylor et al., 2021). A FAO (2022) prevé que até o ano de 2030, pouco mais de
90% do total produzido pela aquicultura mundial sera destinado ao consumo humano.

O territério brasileiro favorece o desenvolvimento da piscicultura, principalmente
devido a riqueza de espécies potenciais encontradas no pais (Peixe BR, 2023). O Brasil ocupa
0 12° lugar no ranking mundial de paises mais produtores de 2020 (FAO, 2022). No mesmo
ano, a producdo de peixes de cultivo foi de, aproximadamente, 803 mil toneladas, representando
um incremento de 5,3% (Peixe BR, 2021). No ano de 2022, a piscicultura brasileira apresentou
crescimento de 3%, e o pais produziu 860 mil toneladas de peixes de cultivo. Além disso, 0
consumo também cresceu, chegando a 9,5 kg de peixe ao ano/brasileiro (Peixe BR, 2023).

A espécie mais produzida no pais € a tilapia, que compde 64% do total produtivo (Peixe
BR, 2023). Entretanto, 0s peixes nativos seguem ocupando um importante espaco na
piscicultura nacional, tendo uma producéo de 267.060 toneladas no ano de 2022, representando
31,04% do total produzido (Peixe BR, 2023).

No inicio deste século, a aquicultura brasileira enfrentou problemas com falta de
estrutura da cadeia produtiva, falta de mao de obra especializada, baixa qualidade nas racdes e
baixo investimento (Baldisserotto, 2009). Atualmente, este cendrio mudou, pois a piscicultura

agora apresenta avangos tecnoldgicos como programacao nutricional, métodos de criacao
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intensiva, pesquisas direcionadas e aplicagdo de sensores e softwares que propulsionam a
producéo de peixes no pais (Peixe BR, 2023).

Entretanto, a indUstria aquicola global enfrenta o desafio da caréncia de alevinos de alta
qualidade no mercado (Bombardelli et al., 2023). Na tentativa de desenvolver tecnologias
acessiveis e de baixo custo, a pesquisa concentra-se em realizar estudos buscando solucbes
(\Valad&o et al., 2018). Nesse contexto, uma das solucGes identificadas é investir na nutri¢éo
dos reprodutores (Bombardelli et al., 2021). E amplamente reconhecido que a qualidade da
prole esta intrinsecamente ligada a alimentacdo adequada dos progenitores (Jobling, 2016).
Consequentemente, garantir que os reprodutores estejam bem alimentados e capazes de atingir
todo o seu potencial reprodutivo desempenha um papel crucial na geracdo de descendentes
robustos (Nascimento et al., 2023).

2.2 Especie em estudo: Jundia (Rhamdia quelen)

Apesar do evidente destaque da tilapicultura no Brasil, a producéo de espécies nativas
também tem sua importancia (FAO, 2022; Peixe BR, 2023). O jundia (Rhamdia quelen) é um
bagre nativo da América do Sul, muito apreciado pelos produtores brasileiros (Baldisserotto et
al., 2020). O territorio conta com 36 mil produtores, sendo o Rio Grande do Sul o destaque na
producdo nacional de jundia, compondo mais de 56% do total produzido no pais (Peixe BR,
2020).

Comumente conhecido como jundia ou bagre prateado, Rhamdia quelen é uma espécie
onivora com tendéncia carnivora que se caracteriza por ter boa adaptacdo aos sistemas de
cultivo e a dietas artificiais (Baldisserotto et al., 2020). Esse também conta com a aceitabilidade
pelos consumidores, rusticidade, boa conversdo alimentar (Santos; Meurer, 2020), tolerancia a
baixas temperaturas e boa producdo mesmo no inverno (Baldisserotto et al., 2020).

Seu periodo reprodutivo ocorre entre setembro e margo, com o0 aumento da temperatura
da 4gua no ambiente natural e do fotoperiodo (Galdino et al., 2010; Baldisserotto et al., 2020)
e sdo animais ovuliparos (Pereira et al., 2006). A maturidade sexual € atingida com um ano de
vida (Adames et al., 2015). Quando maduros, as fémeas apresentam abdémen abaulado, papila
urogenital avermelhada e coloracdo de ovocitos uniforme e 0s machos liberam sémen com
facilidade com uma leve pressdo abdominal (Bombardelli et al., 2006; Graeff et al., 2008).

As fémeas apresentam desova assincrona, tendo dois picos (um na primavera e outro no

verdo) com mais de uma desova por pico (Ghiraldelli et al., 2007; Gomiero et al., 2007). A
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reproducdo induzida é utilizada para o jundia, seguindo protocolos anteriormente estudados,
como, por exemplo, Bombardelli et al. (2006), pois a espécie ndo se reproduz de forma natural
quando criada em cativeiro (Baldisserotto et al., 2020). Os ovos sdo esféricos, demersais, com
espaco perivitelinico bem determinado e corion resistente (Pereira et al., 2006). Logo apos a
eclosdo, no periodo larval, ainda utilizam os nutrientes disponiveis no vitelo e se alimentam de
zooplancton (Baldisserotto et al., 2020). Quando terminam de consumir o vitelo sdo
considerados pos-larvas, onde ja sdo exemplares dos jundias adultos, porém em menor tamanho
(Galdino et al., 2010). Na tabela 1, a seguir, apresentam-se dados que quantificam a presenca

desta espécie no ambito cientifico.

Tabela 1. Namero de publicagdes com peixes nativos e com Rhamdia quelen nas principais

plataformas de pesquisa utilizadas.

Plataforma Fish Native fish Rhamdia  Rhamdia quelen % R. quelen
G. Académico 4.110.000 2.840.000 18.300 14.200 0,35
Scielo 8.235 374 207 162 1,97
ScienceDirect  666.392 77.609 1.046 897 0,13
Pubmed 319.123 5.101 299 264 0,08
Total 5.103.750 2.923.084  19.852 15.523 0,30

Fonte: autora.

Atualmente, estudos utilizando a espécie buscaram elucidar sobre seu cultivo (Rocha et
al., 2017), sua nutricdo (Goulart et al., 2017; Adorian et al., 2018; Santos; Meurer, 2020), sua
reproducdo (Goes et al., 2017; Neumann et al., 2019; Lima et al., 2020) e sobre a nutricdo de
reprodutores (Hilbig et al.,, 2020; Bombardelli et al., 2021; Bombardelli et al., 2023;
Nascimento et al., 2023).

Essas e outras pesquisam demonstram que a boa nutricdo dos progenitores é refletida na
prole (lzquierdo et al., 2001; Navarro, 2009; Bobe; Labb’e, 2010; Romagosa et al., 2010;
Jobling, 2016; Hilbig et al., 2020; Bombardelli et al., 2023). Por isso, torna-se interessante a
realizacdo de um estudo aprofundado sobre o uso de suplementos, como, por exemplo,
vitaminas na dieta dos reprodutores (Pradhan; Olsson 2015; Figueroa et al., 2018; Romanova

etal., 2019; Anagha et al., 2021) a fim de avaliar o efeito causado na prole.

2.3 Nutrigéo de peixes reprodutores
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Os primeiros estudos com nutrigdo de peixes comegaram a ganhar espaco em meados
do século XX, quando o conhecimento sobre os processos fisioldgicos e o interesse pela criagdo
aumentaram (Jobling, 2016). Inicialmente, esses cientistas direcionaram seus esforgos para a
investigagdo dos niveis apropriados de fornecimento dos principais nutrientes, como proteinas
e aminoacidos (Watanabe et al., 1984), reconhecendo sua relevancia para o crescimento e
desenvolvimento dos peixes (Jobling, 2016). Os estudos com reprodutores de peixes tiveram
impulso nos anos 80 (Woynarovich; Horvath, 1983; Luquet; Watanabe, 1986; Bromage;
Roberts, 1995; Watanabe et al., 2002), e focavam em determinar niveis de fornecimento dos
principais nutrientes como carboidratos e lipidios (Furuita et al., 2001; Watanabe; Vassallo-
Agius, 2003), mas também realizando testes com vitaminas (Nandi et al., 2001) e minerais (Lim
et al., 2001).

Com o passar do tempo, os pesquisadores encontraram desafios em realizar novos
estudos (Baldisserotto, 2009), principalmente devido ao alto custo de realizacdo dos
experimentos, falta de infraestrutura, diferencas entre as espécies e a dificuldade de realizar
ensaios com as fases iniciais, como embrides e larvas (I1zquierdo et al., 2001). Por esses e outros
motivos, apesar da relevancia indiscutivel da nutricdo adequada para assegurar uma producgéo
de qualidade e economicamente viavel (Roques et al., 2020), a nutricdo de peixes reprodutores
ficou atrasada em relacéo as demais categorias da piscicultura (Jobling, 2016; Bombardelli et
al., 2023).

O progresso nesse campo tem aumentado, em especial, devido a evolucgdo de praticas
inovadoras, tais como a formulacéo de dietas especificas para cada espécie e fase de producéo
(Craig et al., 2017). Outros exemplos sdo a substituicdo de fontes lipidicas e proteicas (Hilbig
et al., 2020), e a aplicacdo de aditivos e suplementos para otimizar o desempenho dos peixes
(Goes et al., 2017; Shi et al., 2019). Diante disto, os avancos desempenham um papel
fundamental no aprimoramento da aquicultura e seu desenvolvimento sustentavel e econdmico
(Roques et al., 2020; Gisbert et al., 2021).

A nutricdo de reprodutores e matrizes é uma area de grande importancia, contudo, muito
distante da compreensdo necessaria para atender corretamente a categoria (Jobling, 2016).
Mediante uma alimentacdo adequada é possivel atingir o maximo desenvolvimento,
especialmente no que se refere ao crescimento e maturacdo das génadas (Bombardelli et al.,
2017), a fecundidade, a qualidade dos gametas (Bombardelli et al. 2023), dos embrides e larvas

(Mommosen; Korsgaard, 2008). Portanto, é preciso que 0s avancos tecnologicos sigam



15

acontecendo para ser possivel elucidar todos os parametros exigidos pelos reprodutores a fim
de garantir uma prole vital.

A relagdo entre nutricdo e reproducdo em peixes € fisiologicamente complexa,
dificultando a determinacdo da interdependéncia entre esses processos (Jobling, 2016). No
entanto, € amplamente reconhecido que os peixes destinados a reproducao sdo animais de alta
performance (Wu, 2022) e, por isso, requerem uma alimentacéo balanceada ao longo de suas
vidas para atender suas exigéncias metabolicas elevadas (Bombardelli et al., 2017). Os
resultados obtidos em estudos conduzidos com machos e fémeas confirmam essa hipotese
(Izquierdo et al., 2001; Mazorra et al., 2003; Bombardelli et al., 2017), destacando os efeitos
positivos da alimentacdo adequada na reproducdo desses animais (Bombardelli et al., 2021).

No que se refere aos peixes reprodutores, é necessario considerar a nutricdo como um
investimento na producdo. A formulacdo da dieta para esses animais requer a utilizagdo de
ingredientes de alta qualidade, o que inevitavelmente resulta em custos mais elevados, em
comparacdo com racOes destinadas a peixes em fases de crescimento e terminacgdo, cujas
demandas nutricionais s&0 menos exigentes e podem ser satisfeitas com ingredientes mais
acessiveis (Izquierdo et al., 2001; Jobling, 2016). E importante notar que, os gastos relacionados
a nutricdo representam, em média, aproximadamente 70% do custo total de producdo no
contexto da criacdo de peixes em fase de crescimento (Brabo et al., 2021). Portanto, a escassez
de pesquisas direcionadas a peixes reprodutores pode ser atribuida, em parte, aos custos
significativos associados a manutencao do plantel, aliada a baixa escala de producéo de racdes
especificas para essa fase do ciclo de vida dos peixes (Schulter; Vieira Filho, 2017).

Os peixes possuem ovos telolécitos e séo lecitotroficos (Mommosen; Korsgaard, 2008),
isso quer dizer que a nutricdo dos embrides depende dos nutrientes depositados no vitelo pela
fémea durante a vitelogénese. Esse € 0 processo em que as reservas da fémea serdo mobilizadas
para a formacéo do vitelo, que servira de aporte nutricional para o embrido e larvas (Fernandez-
Palacios et al., 2011). Assim, uma fémea que recebe alimentacdo adequada tende a depositar
um vitelo mais rico nutricionalmente (Bombardelli et al., 2017), evitando a ocorréncia de
anormalidades e produzindo uma prole mais vigorosa (Nascimento et al., 2023). Com base
nisso, estudos estdo sendo conduzidos com diversos suplementos na dieta, incluindo vitaminas
(Fernandez et al., 2019; Beato et al., 2020), a fim de atender as elevadas demandas das matrizes
(Navarro et al., 2014; Anagha et al., 2021).

As vitaminas sdo consideradas nutrientes essenciais, ou seja, 0 organismo ndo tem
capacidade de produzi-las, entdo devem ser fornecidas de forma exdgena (Borba et al., 2013).

Elas atuam como catalisadoras e reguladoras metabdlicas (Romagosa et al., 2013), contribuindo
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para o crescimento e a saude dos animais (Navarro et al., 2011). Também melhoram a qualidade
dos embrides, a sobrevivéncia das larvas e a normalidade larval (Neu et al., 2012), aumentando
a taxa de fertilidade (Mataveli et al., 2010) e outros aspectos relacionados a reproducdo. Na
natureza, 0s animais conseguem suprir suas necessidades no consumo de folhas, crustaceos,
fito e zooplanctons, frutas e outros alimentos disponiveis (Furuya et al., 2010). Por outro lado,
no cultivo, os peixes dependem das races para atender as suas necessidades nutricionais totais,
tornando a suplementacdo vitaminica uma alternativa viavel para garantir a adequada nutrigéo
dos animais (Akhtar; Ciji, 2021).

As vitaminas C, A e E s&o as mais estudas na nutri¢cdo de peixes (Volkoff, 2018). No
entanto, as vitaminas do complexo B ganham destaque tratando-se do funcionamento geral do
organismo, isso porque elas funcionam como cofatores enzimaticos e sdo essenciais para a
maioria dos processos bioguimicos (NRC, 2011). Dado que essas vitaminas ndo sdo produzidas
de forma natural pelo organismo (Cieslik; Cieslik, 2018), o fornecimento externo, como na
alimentacéo, é necessario para suprir as demandas nutricionais dos peixes (Borba et al., 2013).

Romanova et al. (2019) conduziram um estudo em que adicionaram tiamina (vitamina
B1) a dieta de pos-larvas de bagre africano (Clarias gariepinus). Com isso, observaram um
aumento significativo na sobrevivéncia e fertilidade, bem como uma reducdo nas
anormalidades larvais e na taxa de mortalidade. Outros grupos de pesquisadores também
exploraram o uso de piridoxina (vitamina Be) na dieta de Labeo rohita (Akhtar et al., 2011) e
Chanos chanos (Kumar et al., 2017). Em ambos os casos, a vitamina demonstrou aumentar a
atividade da lisozima, reforcar a imunidade dos animais e atuar como antioxidante.

Dentre as varias vitaminas do complexo B, o &cido fdlico recebe destaque devido aos
seus beneficios em varios aspectos da salde e producdo animal (Sesay et al., 2016; Falah et al.,
2020). Porem, na literatura, pouco se encontra sobre os efeitos do &cido félico na reproducéo

de peixes (Anagha et al., 2021) e na prole.

2.4 Desenvolvimento embrionario e sua relagdo com a vitelogénese

O estagio inicial de desenvolvimento dos peixes é de grande interesse, tanto na
comunidade cientifica quanto na producdo em cativeiro, uma vez que a qualidade dos juvenis
e adultos esta diretamente relacionada a qualidade dos gametas fertilizados (Fernandez-Palacios
et al., 2011) e a qualidade do vitelo fornecido pela fémea, que nutrird o embrido e a larva

(Mommosen; Korsgaard, 2008). A medida que as fémeas alcancam a idade e peso necessarios
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para a reproducéo, seus sistemas sensoriais detectam mudangas ambientais, como variagcdes no
fotoperiodo, temperatura e aumento das chuvas (Mommosen; Korsgaard, 2008).

Os sistemas sensoriais, por sua vez, estimulam a liberagdo de hormonios, como a
gonadotrofina (GnRH) na hipofise, que desencadeiam a liberagdo do hormoénio foliculo
estimulante (FSH) na corrente sanguinea, chegando, finalmente, aos ovarios (Honji; Moreira,
2017). Nos ovarios, ocorrem mitoses e meioses nas odgonias, sob a influéncia de enzimas e
hormonios, incluindo a conversao da testosterona em 17 beta estradiol (17p-estradiol ou 17p),
que estimula as células hepéticas a iniciar o processo da vitelogénese (Sullivan; Yilmaz, 2018).

No do figado, o 17p-estradiol interage com 0s receptores de estrogénio presentes no
citoplasma dos hepatécitos (Fernandez-Palacios et al., 2011), desencadeando alteracfes
conformacionais que ativam proteinas co-reguladoras. Essas, por sua vez, estimulam a
transcricdo dos genes da vitelogenina, que é composta por polipeptideos nos hepatocitos
(Mommosen; Korsgaard, 2008). Apos transcricdo completa e modificagbes necessarias, a
proteina e transportada via corrente sanguinea para os ovarios (Sullivan; Yilmaz, 2018). Através
dos receptores de vitelogenina, a vesicula vitelinica comeca a formar-se, rica em lipoproteinas,
e com o desenvolvimento do ovdcito, sofre acbes enzimaticas. Essas acfes resultam no
conteudo de vitelo (Honji; Moreira, 2017), composto de aminoacidos, acidos graxos, lipidios,
vitaminas e minerais, essenciais para nutrir o embrido e larva (Mommosen; Korsgaard, 2008;
Sullivan; Yilmaz, 2018).

Fernandez-Palacios et al. (2011) indicam que a nutricdo dos reprodutores afeta
diretamente a nutricdo dos embrides, visto que o conteudo do vitelo depende dos nutrientes
disponiveis no corpo da fémea. Contudo, 0s componentes genéticos dos espermatozoides
também sdo cruciais para o desenvolvimento embrionario. Estudos com a suplementacao de
acido folico na dieta de vertebrados machos demonstraram melhorias na espermatogénese
(Alonge et al., 2019), motilidade espermatica e estado antioxidante do espermatozoide (lbrahim
et al., 2011), além de outros parametros relacionados a qualidade espermatica (Salarkia et al.,
2017).

No caso dos peixes, 0 desenvolvimento do zigoto inicia-se pela separacdo do corion da
membrana plasmatica para formacdo da membrana de fertilizacdo (Kimmel et al., 1995).
Posteriormente, ocorre a separacdo do citoplasma, acumulando-se no lado oposto ao vitelo,
chamado pdélo animal do ovo, resultando no citoplasma ativo ou blastodisco (Galdino et al.,
2010). No blastodisco ocorrem diversas clivagens meroblasticas (divisdes mitoticas) resultando
em 64 blastoméros (Gilbert, 2006).
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De acordo com Galdino et al. (2010), o estagio seguinte é chamado de bléstula, sendo
dividido entre blastula inicial, média, final ou tardia. A bléstula inicial é caracterizada pela
formacéo da blastoderme (composta por 128 a 256 células), disposta em forma de meia-esfera
em cima do vitelo (Kimmel et al., 1995). A blastula média se d4 com a multiplicacdo dessas
células, formando a camada sincicial do vitelo (Galdino et al., 2010). Na blastula final ou tardia,
tem-se 0 achatamento da blastoderme, formando uma massa compacta, que posteriormente
cobrird o vitelo em um processo chamado de epibolia (Gilbert, 2006).

O proximo periodo se chama gastrula (Kimmel et al., 1995; Galdino et al., 2010),
definido pelos autores como a epibolia de 12 a 50% e pela presenca do anel germinativo que
esta ao redor da margem do blastoderma. Conforme a epibolia avancga, a blastoderme cobre o
vitelo até chegar ao estagio de neurula (Kimmel et al., 1995). Nesse estagio, a blastoderme ja
cobriu quase toda a célula vitelina, deixando apenas um espaco chamado tampéo vitelino, que
sera fechado formando o blastoporo e, depois, 0 embrido (Gilbert, 2006). No periodo de
segmentacdo, ocorre a formagdo da coluna vertebral através dos somitos. Paralelamente,
aparecem as vesiculas dpticas que serdo, mais tarde, os olhos (Kimmel et al., 1995). A cauda e
a extensdo do vitelo também se formam nesta fase e, com 18 somitos, j& ocorrem as primeiras
contragcdes musculares e 0 embrido passa para a fase de faringula (Galdino et al., 2010).

Na faringula, o embrido apresenta movimentacao intensa e o corpo alongado (Gonzalez-
Doncel et al., 2005). Com o avanc¢o do desenvolvimento, o embrido precisa de curvar dentro do
ovo (ao redor do vitelo), a circulagdo sanguinea se inicia e 0s primeiros batimentos cardiacos
sdo visiveis (Gilbert, 2006). A formacéo da nadadeira embrionaria, do intestino, da boca e do
opérculo ocorrem nesta fase e se estende até a ecloséo (Galdino et al., 2010).

Com o desenvolvimento completo da larva no cérion, o coracao chega a 100 batimentos
por minuto, as larvas passam a movimentar a cauda até romper a parede do ovo e sairem
(Gonzalez-Doncel et al., 2005; Gilbert, 2006). O periodo larval ocorre do momento da eclosao
até a completa absorcao do vitelo. Os olhos tornam-se pigmentados no periodo larval inicial e
0 corpo recebe pigmentacdo no periodo larval médio (Kimmel et al., 1995). Com a evolucéo da
mandibula e dos labios, as larvas desenvolvem a bexiga natatoria, absorvem todo o vitelo e
podem iniciar a alimentacao exdgena, tornando-se pos-larva (Galdino et al., 2010).

Gracas ao corion transparente que cobre os ovos de peixes, torna-se possivel um estudo
ndo invasivo e detalhado, permitindo o acompanhamento das fases e divisGes celulares
(Gonzalez-Doncel et al., 2005). Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais que avaliem o
desenvolvimento embriondrio das demais espécies de peixe, para ser possivel o

aperfeicoamento das técnicas a fim de gerar proles de maior qualidade (Nascimento et al.,
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2023). Além disso, a literatura carece de estudos que relacionem a suplementagdo da nutricéo
de reprodutores e a qualidade dos embrides.

Apesar dos efeitos positivos das vitaminas na nutricdo dos peixes, a pesquisa com a
suplementacdo de vitaminas do complexo B a dieta destes animais € limitada. Entretanto, o
acido folico tem recebido destaque (Liew, 2016), devido aos muitos beneficios relacionados ao
desenvolvimento inicial. Como j& demonstrado em outras espécies de vertebrados, esse atuou
melhorando a circulacdo sanguinea, formacédo neural e desenvolvimento cardiaco (Oosterbaan
et al., 2012; Elad et al., 2020; Maia et al., 2020).

2.5 Acido félico

O acido folico (CisHisN7Os) € uma vitamina hidrossoluvel pertencente ao complexo B,
sendo chamado de "folico™ devido a sua presenca em vegetais folhosos (Liew, 2016). Nos
organismos Vvivos, essa vitamina ndo é produzida em quantidade suficiente, tornando necessaria
sua fonte exdgena (Nazki; Sameer; Ganaie, 2014). Sua nomenclatura completa é 2-amino-4-
hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutdmico, também conhecido como acido pteroilglutamico
(forma estavel da vitamina) (Alaburda; Shundo, 2007). E encontrado no sangue na forma de 5-
metil-tetrahidrofolato (Liew, 2016), sendo composto por pteridina (6-metilptero), acido L-
glutdmico e acido p-aminobenzoico (Cieslik; Cieslik, 2018).

Em 1930, a pesquisadora Lucy Wills foi a primeira a identificar um fator presente em
leveduras e extratos de figado (Vannucchi; Monteiro, 2010), fundamental para a formacéo e
desenvolvimento do sangue. Este seria, posteriormente, denominado acido folico (Maia et al.,
2020). Na época, os pesquisadores ainda ndao tinham conhecimento sobre o &cido folico, e a
cada nova descoberta recebia diferentes denominacgdes (Liew, 2016). Somente em 1945, por
meio da sintese do acido pteroilmonoglutamico, foi possivel identifica-lo (Vannucchi;
Monteiro, 2010).

Ap0s ser ingerido em sua forma natural, o &cido félico é reduzido a dihidrofolato (DHF),
e depois a tetrahidrofolato (THF) pela enzima dihidrofolato redutase, processo que ocorre no
figado (Cherukad et al., 2012; Lian et al., 2022). O THF é formado por monoglutamatos ligados
a proteinas, resultado da reducdo do poliglutamato, sendo absorvido pelo intestino via
transporte ativo (Suarez-Obando et al., 2010), fazendo com que sua absor¢do seja mais rapida

guando comparado a outros folatos (Vannucchi; Monteiro, 2010; Cherukad et al., 2012). Os
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mesmos autores destacam que a vitamina Bi» é essencial para a absorcdo e utilizagdo
adequada do acido folico pelo organismo (Lehninger, 2014).

Em seguida, no intestino, a enzima pteroilpoliglutamato hidrolase atua sobre as
moléculas de folato, removendo os residuos de glutamato e transformando-o em uma forma
oxidada (Vannucchi; Monteiro, 2010). No duodeno, a dihidrofolato redutase realiza a metilagéo
da forma oxidada do folato, que €, entdo, liberada na corrente sanguinea como 5-metil-
tetrahidrofolato (5-metil-THF) (Lian et al., 2022). Essa forma ativa é distribuida pelos tecidos
alvo, com a colaboracédo da albumina e de outras proteinas com alta afinidade pelo &cido félico
(Cherukad et al., 2012).

O acido fdlico é uma versdo sintética e altamente estavel, enquanto o 6S-5-
metiltetrahidrofolato é a forma predominante de &cido félico dietético (Lian et al., 2022). Esse
esta presente na circulagdo sanguinea, sendo utilizado como uma forma cristalina de sal de
calcio (MTHF-Ca) (Cherukad et al., 2012). O processo de reabsorcdo "de novo" de uma parte
do acido fdlico se inicia no figado, ocorrendo a reducdo e metilacdo do acido félico. A bile,
entdo, secreta tetrahidrofolato que sera reabsorvido no intestino e, posteriormente, liberado para
os tecidos, mantendo o equilibrio corporal (Vannucchi; Monteiro, 2010). A figura 1 apresenta
um esquema simplificado do metabolismo do acido félico idealizado por Cherukad et al.
(2012).

Folate
Protein
DHF synthesis
THF Methionine :A
\/ T S-AdoMet
5,10-Methylene- BHMT Cellular
THF MTR hvlati
MTRR methylation
) S-Adenosyl-
MTHFR Homo-  homocysteine
5-Methyl- cysteine
n. THF |
. CBS
synthesis * Adenosine
Cysteine

Figura 1. f Esquema do metabolismo do &acido folico. DHF = dihidrofolato; THF =
tetrahidrofolato; DNA = acido desoxirribonucleico; MTHFR = 5,10-metilenotetrahidrofolato
redutase; MTR= metionina sintase; MTRR = metionina sintase redutase; S-Adomet = S-
adenosil-L-metionina; BHMT = betaina-homocisteina metiltransferase; CBS = cistationina
beta-sintase. Fonte: CHERUKAD et al. (2012).
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Estudos realizados em animais na década de 50 foram os primeiros a identificar a
importancia do cido félico durante a hematopoiese (Sunde et al., 1950; Slungaard; Higgins,
1956). Com os resultados encontrados pelos autores, o acido folico passou a ser uma alternativa
para o tratamento de anemia, pois a deficiéncia de acido fdélico aumentava a ocorréncia da
doenga nos modelos bioldgicos utilizados. Ele também participa da rapida divisdo celular (Lian
et al., 2022), atuando na medula 6ssea e na mucosa gastrointestinal, além de funcionar como
coenzima em reagdes com transferéncia de radicais metil (Vannucchi; Monteiro, 2010). Esse
também estad envolvido na sintese de purina e timidilato, sendo essencial no metabolismo de
serina e regulacdo dos niveis de homocisteina no organismo (Kobus et al., 2009; Oosterbaan et
al., 2012; Lehninger, 2014).

Além disso, o acido folico atua na sintese proteica de metionina, um aminoacido que,
posteriormente, codificara 0 RNA e o DNA (Lian et al., 2022), tornando-o fundamental para o
processo de reparo no DNA (Liew et al., 2016; Maia et al., 2020). Ele também é essencial para
a regulacdo da expressdo génica (Yue et al., 2017), para 0 processo de eritropoiese, para 0
desenvolvimento normal do organismo (Elad et al., 2020) e para a prevencdo de defeitos
congeénitos (Lian et al., 2022).

A deficiéncia de &cido folico pode ocorrer devido a baixa ingestdo da vitamina por meio
da alimentacdo (Maia et al., 2020). A auséncia ou limitacdo de acido félico pode comprometer
a metilacdo de citosina (Vannucchi; Monteiro, 2010) e, consequentemente, causar alteracdes
negativas na sintese de DNA (Liew et al., 2016), além de aumentar a ocorréncia de anemia,
doencas cardiovasculares (Lian et al., 2022) e deformac6es no tubo neural (Cherukad et al.,
2012; Wen et al., 2012).

Estudos realizados em diferentes espécies (Tabela 2) demonstraram alguns dos efeitos
do &cido félico. Em aves, esse exerce efeitos sobre a epigenética, alterando o perfil de metilagédo
de promotores especificos, aumentando a vascularizacdo do embrido e a expressao genética de
genes relacionados a imunidade (Elad et al., 2020; Oosterbaan et al., 2012). Além disso, Elad
et al. (2020) afirmam que galinhas que receberam suplementacdo dietética de acido folico,
geraram ovos que continham maior proporcao deste nutriente no contetudo das gemas avaliadas.

Em peixes, o &cido félico atuou como promotor de crescimento, imunomodulador e
aprimorador das caracteristicas zootécnicas (Falah et al., 2020). Além disso, em embrides
expostos ao acido folico, reduziu a ocorréncia de ma formacao cardiaca (Yue et al., 2017), bem
como das deformidades neurais e motoras (Cadena et al., 2020). O &cido fdlico agiu como

neutralizador a toxicidade por didxido de titanio (Anagha et al., 2021) e por arsénio (Ma et al.,
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2015), e reverteu os efeitos negativos causados pela exposicdo dos embrides ao etanol (Sarmah;
Marrs, 2013).



Tabela 2. Estudos realizados a fim de avaliar os efeitos do &cido folico na embriologia de diferentes espécies.

Espécie Dose Objetivo Resultado Referéncia
Danio rerio 0,05 uM* Desenvolvimento Reduziu os defeitos cardiacos Yue et al., 2017
cardiaco e expressao embrionarios. Atuou na regulacao
génica de genes do receptor de AhR e
nas vias de sinalizacdo de AhR e
Whnt/b-catenina
Danio rerio 50uM* Protecdo a embrides Reduziu edemas e anomalias Sarmah; Marrs (2013)
expostos ao etanol cardiacas causadas pelo etanol.
Atuou na formacéo dos olhos e
favoreceu o comprimento dos
embrides.
Danio rerio 100 pM* Protecéo contra Aumentou as taxas de ecloséo e Ma et al., (2015)
toxicidade embrionéria sobrevivéncia. Reduziu a
por arsénico ocorréncia de malformacdes e
melhorou o desenvolvimento
cardiaco e neural. Reverteu o0s
prejuizos causados pelo arsénico.
Danio rerio 75 uM* Protecédo a defeitos Reduziu os defeitos morfologicos Cadena et al., 2020
comportamentais e no coracdo, olhos e bexiga
morfoldgicos pela natatdria nos animais expostos.
exposicdo embrionariaao  Melhorou os reflexos e atividade
etanol motora das larvas.
Danio rerio 250 a 10000  Toxicidade e seguranca Apresentou toxicidade Lian et al., 2022
uM* do &cido folico e do cardiovascular quando em
MTHF-Ca no excesso. Causou inibicdo da
desenvolvimento angiogénese e, em niveis
embrionario adequados, reduziu a ocorréncia

de edemas cardiacos.
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Tabela 2. Estudos realizados a fim de avaliar os efeitos do &cido félico na embriologia de diferentes espécies (continuacéo).

Labeo rohita 4,0mg Acéo do &cido folico nas Regulou os hormonios Anagha et al., (2021)
kg 1** alteragGes hormonais reprodutivos e niveis de VTG.
causadas por Inibiu os efeitos negativos do
nanoparticulas de dioxido de titanio nos niveis de
dioxido de titanio VTG. Regulou a atividade de
enzimas antioxidantes no figado e
ovarios e aumentou o indice
gonadossomatico.
Gallus 0,5 ug***  Acdo da homocisteina e Aumentou a proliferacdo de Kobus et al., 2009
domesticus do acido félico no células para o fechamento do
desenvolvimento tubo neural. Regulou a apoptose.
embrionario Aumentou a expressdo génica da
NCAM, melhorando a adeséo
entre células nervosas.
Gallus 1.72 mM*  Efeito do acido folico na Efeito imunomodulador em Elad et al., 2020
domesticus metilacdo do DNA células B de frangos. Modificou o
cromossémico e o padrdo de metilacéo das regides
resultado epigenético no  proximais dos promotores TLR4,
controle da expressédo imunoglobulina Igp e cadeia  do
génica em células B MHCII. Efeito positivo na
metilacdo do DNA.
Gallus gallus 0.1 pg***  Efeito do &cido folico e

da homocisteina no
desenvolvimento
vascular do embrido

Aumentou o diametro, calibre e
nUmero dos vasos sanguineos,
melhorando a vascularizacao dos
ovos. Inibiu alguns dos efeitos
negativos da homocisteina.

Oosterbaan et al., 2012
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Tabela 2. Estudos realizados a fim de avaliar os efeitos do &cido folico na embriologia de diferentes espécies (continuacéo).

Humanos 0,4 Efeitos na embriogénese  Demonstrou-se essencial para o Maia et al., 2020
Gestantes mg/dia** desenvolvimento neural do feto,
para a proliferagdo celular,
sintese de DNA/RNA. Colabora
com a eritropoiese e previne
deformacGes cardiacas.
*Acido félico diluido na agua de incubacdo; **Fornecimento na dieta; ***Injetavel; AHR: receptor de hidrocarboneto aromatico; MTHF-
Ca=6S-5-metiltetrahidrofolato.; MHCIlI=complexo de histocompatibilidade 1I; NCAM=molécula de adesdo de células neurais;
VTG=vitelogenina. uM=micromolar; mg= miligrama; kg=quilograma; pg=micrograma; mM=milimolar.
Fonte: Autora.
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Conforme apontado por Fernandes et al. (2015), os estagios iniciais de desenvolvimento
dos peixes podem ser equiparados ao primeiro trimestre da gestacdo humana. Nesse sentido,
em uma analogia com seres humanos, € amplamente reconhecida a recomendagdo dos médicos
para que gestantes facam a suplementacdo de acido félico ao longo da gravidez (Bulloch et al.,
2018). Esse cuidado é adotado visando a reducdo das chances de malformagdes cardiacas e do
sistema nervoso central do feto (Maia et al., 2020), bem como para prevenir a ocorréncia de
anemia e pré-eclampsia (Lian et al., 2022). Dessa forma, é possivel supor que essas descobertas
serdo replicadas no caso dos peixes, apesar das divergéncias entre espécies e organismos.

Como visto na tabela anterior, estudos em embrides de peixes demonstraram que o acido
félico foi benéfico para o desenvolvimento inicial dos animais. Yue et al. (2017) utilizaram a
espécie Danio rerio, conhecida como zebrafish, para avaliar os efeitos do acido félico sobre
embrides. Esses foram expostos a diferentes niveis de adi¢do de acido folico na agua e, como
resultado, observou-se uma melhora no desenvolvimento cardiaco e na expressao génica dos
embrides. Os mesmos resultados foram encontrados por outros pesquisadores, comprovando a
eficiéncia do &cido folico para a espécie, porem o0s autores afirmam que doses excessivas do
acido folico podem ser toxicas (Lian et al., 2022).

Outros grupos de pesquisadores avaliaram os efeitos do acido folico na prevencao de
malformacdes cardiacas e no desenvolvimento de embrides de zebrafish expostos ao etanol e
ao acido folico. Como resultado, o &cido fdlico preveniu e atenuou as deformacdes cardiacas
causadas pela exposicdo ao etanol (Sarmah; Marrs, 2013; Cadena et al., 2020). No entanto, 0s
grupos sugerem que mais estudos sejam realizados para elucidar as vias metabolicas pelas quais
0 &cido folico consegue evitar alteracBes epigenéticas negativas.

Estudos com o acido folico foram realizados em outras espécies a fim de avaliar
parametros antioxidantes (Sesay et al., 2016; Falah et al., 2020), resposta imunoldgica
(Asaikkutti et al., 2016; Badran; Ali, 2021), desempenho zootécnico (Khan; Zehra, 2020),
fatores nutricionais (Miao et al., 2013) e protecdo neural (Cherukad et al., 2012; Czeizel et al.,
2013; Ma et al., 2015; Cadena et al., 2020).

Entretanto, é escassa a pesquisa sobre as interacdes do acido félico com a nutricdo e
reproducdo. Embora o impacto positivo dessa vitamina na nutricdo animal e seus efeitos
benéficos na qualidade da prole de outras espécies sejam conhecidos, ainda é necessario que
mais investigacbes sejam feitas, principalmente para avaliar os efeitos do acido félico no

desenvolvimento da prole de peixes.
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2.6 Acido félico na embriologia de peixes

Com base nos estudos apresentados anteriormente envolvendo a suplementacdo de
vitaminas na dieta de peixes, e considerando os beneficios ja observados do &cido félico no
desenvolvimento embrionario de vertebrados, é possivel supor que a inclusdo de acido félico
na alimentacdo dos peixes reprodutores resulta no aumento da presenca deste nutriente no
vitelo. Isso permite que o embrido se beneficie das propriedades do &cido félico. A Figura 1
ilustra essa hipotese.
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Figura 2. Representacdo esquematica do possivel metabolismo do acido félico adicionado a
dieta de peixes e a maneira como a vitamina seria transportada para a prole. AF=acido félico;
VTG=vitelogenina. Fonte: autora.
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Espera-se que a inclusdo de acido folico na dieta de peixes fémeas resulte na absor¢ao
intestinal e subsequente armazenamento hepético da vitamina (Vannucchi; Monteiro, 2010;
Liew, 2016). Quando as fémeas estiverem prontas para se reproduzir, estimulos ambientais
desencadear&o a liberag&o de hormonios reprodutores (Mommosen; Korsgaard, 2008), levando
os hepatdcitos a iniciarem a producédo de vitelogenina (Sullivan; Yilmaz, 2018), processo em
que o &cido fdlico teve efeito regulatorio (Anagha et al., 2021). Dessa forma, essa proteina se
formard a partir dos nutrientes armazenados no figado (Honji; Moreira, 2017), incluindo o &cido
félico que estara retido. Posteriormente, a vitelogenina sera transportada para os ovocitos, onde
constituira o contetido do vitelo (Jobling, 2016), que por sua vez serd uma fonte de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento do embrido e larva (Ferndndez-Palacios et al., 2011).

Em virtude do abordado anteriormente, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos
do &cido folico na prole de matrizes de Rhamdia quelen, alimentadas com dietas suplementadas
com diferentes concentragbes da vitamina. Até o momento, a influéncia do acido fdlico
dietético no desenvolvimento embrionario através do vitelo ainda néo foi avaliada, apesar dos
efeitos benéficos ja observados em relacao a outras espécies, como o zebrafish (Sarmah; Marrs,
2013; Ma et al., 2015; Yue et al., 2017; Cadena et al. 2020; Lian et al., 2022) e Labeo rohita
(Anagha et al., 2021).
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3 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE Rhamdia quelen PROVENIENTE
DE FEMEAS ALIMENTADAS COM RACOES SUPLEMENTADAS COM ACIDO
FOLICO

RESUMO: A suplementacdo nutricional de matrizes pode proporcionar uma melhora na
qualidade dos alevinos visto que, um vitelo mais nutritivo promove o melhor desenvolvimento
de embriGes e larvas. Estudos confirmam que o acido félico influencia a formagdo do DNA,
6rgdos, tecidos vitais, eritropoiese, sintese proteica e evita anomalias embrionérias. Este
trabalho objetivou avaliar os efeitos do &cido folico no desenvolvimento ontogénico de
embrides provenientes de fémeas de Rhamdia quelen alimentadas com ra¢fes suplementadas
com niveis crescentes de acido folico. Foram alojados 540 alevinos de jundia (3,71+0,01g) em
18 gaiolas de 4x2x1m com malha de 15mm, em dois viveiros escavados revestidos em alvenaria
e fundo de terra. As ragdes foram suplementadas com seis niveis de acido folico: 0,00; 0,75;
1,50; 2,25; 3,00 e 3,75 mg, as quais, eram isoproteicas (31% PD) e isoenergéticas (3.100 kcal/kg
de ED). Na primavera, as 270 fémeas (155,70+1,97 g) foram alojadas nas gaiolas e alimentadas
duas vezes ao dia conforme os tratamentos. Ao atingirem a maturidade sexual, 5 fémeas de cada
gaiola foram submetidas a reproducéo artificial com extrato de hipofise de carpa para coleta e
fertilizacdo dos ovocitos. Um pool de 5ml dos ovécitos das fémeas de cada tratamento foi
fertilizado com 100.000 espermatozoides moveis/ovécito. Os ovos foram ativados em
recipientes de 2000ml com adicéo de 200ml de agua e liberados em incubadoras cénicas de 60
litros. Amostras de ovos foram coletadas em horarios especificos durante 36 horas pés-
fertilizacdo com uso de pipeta de 10ml e armazenadas em fracos de 10ml com formalina 4%
tamponada com carbonato de célcio. Os dados passaram por Andlise de Variancia (ANOVA) e
teste de médias de Duncan para comparacgdes. A prole das fémeas que foram alimentadas com
3,00 mg de acido folico kg™ apresentou uma aceleracéo nas fases de neurula e faringula e maior
taxa de normalidade. O é&cido folico colaborou positivamente com o desenvolvimento
embrionario de Rhamdia quelen, sugerindo a recomendacéo da suplementacao da dose de 3,00

mg de acido folico kg* para matrizes.

Palavras-chave: bagre, 5-metiltetrahidrofolato, folato, ontogenia, vitamina
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EMBRYONIC DEVELOPMENT OF Rhamdia quelen FROM FEMALES FED DIETS
SUPPLEMENTED WITH FOLIC ACID

ABSTRACT: Nutritional supplementation of broodstock can lead to an improvement in quality
of fry, since a more nutritious yolk promotes better embryo and larval development. Studies
confirm that folic acid influences DNA formation, organ development, vital tissue growth,
erythropoiesis, protein synthesis, and prevents embryonic anomalies. This study aimed to assess
the effects of folic acid on the ontogenic development of embryos from Rhamdia quelen females
fed diets supplemented with increasing levels of folic acid. A total of 540 jundia fry
(3.71+0.01g) were housed in 18 cages measuring 4x2x1m with a 15mm mesh size, placed in
two masonry-lined and earthen-bottomed dug ponds. The diets were supplemented with six
levels of folic acid: 0.00; 0.75; 1.50; 2.25; 3.00; and 3.75 mg, which were isoproteic (31% CP)
and isoenergetic (3,100 kcal/kg DE). In the spring, 270 females (155.70+1.97 g) were placed
in the cages and fed twice daily according to the treatments. Upon reaching sexual maturity, 5
females from each cage were subjected to artificial reproduction using carp pituitary extract for
oocyte collection and fertilization. A pool of 5ml of oocytes from females in each treatment
was fertilized with 100,000 motile sperm/oocyte. The eggs were activated in 2,000ml containers
with the addition of 200ml of water and released into 60-liter conical incubators. Egg samples
were collected at specific times during the 36 hours post-fertilization using a 10ml pipette and
stored in 10ml vials containing 4% formalin buffered with calcium carbonate. The data
underwent Analysis of Variance (ANOVA) and Duncan's test for comparisons. The offspring
of females fed with 3.00 mg of folic acid kg-1 exhibited an acceleration in the neurula and
pharyngula phases and a higher rate of normality. Folic acid positively contributed to the
embryonic development of Rhamdia quelen, suggesting the recommendation of supplementing

with a dose of 3.00 mg of folic acid kg-1 for broodstock.

Keywords: catfish, 5-methyltetrahydrofolate, folate, ontogeny, vitamin
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3.1 Introducéo

O avanco da aquicultura mundial ultrapassa as demais criacdes e segue de maneira
crescente (FAO, 2022). Porém, a intensificacdo da producédo aquicola tem levado a necessidade
de gerar proles de alta qualidade e em quantidade, que se tornardo animais viaveis, capazes de
crescer de maneira otimizada e de enfrentar os desafios do sistema de producéo (Barroso et al.,
2018). A programagdo nutricional para peixes surge como uma ferramenta atrativa para
assegurar a producao de uma prole vigorosa (Bombardelli et al., 2023).

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie nativa que se destaca por sua boa adaptagéo
a diferentes ambientes, rusticidade, precocidade e boa producdo, mesmo em periodos frios
(Baldisserotto et al., 2020; Santos; Meurer, 2020). Essa espécie alcan¢a a maturidade sexual no
primeiro ano de vida e a reproducdo artificial é facilitada (Adames et al., 2015), além de
apresentar boa taxa de fecundidade e fertilidade (Baldisserotto et al., 2020; Bombardelli, et al.,
2021), caracteristicas favoraveis a pesquisa e producéo.

A nutricdo de reprodutores € uma das areas que mais carece de estudos aprofundados
(Schulter; Vieira Filho, 2017). Nesse contexto, reprodutores e matrizes sdo animais de alto
desempenho, com necessidades nutricionais mais especificas e elevadas (Wu, 2022). Por conta
disso, esses demandam uma abordagem nutricional diferenciada em relacéo as outras categorias
para garantir um desempenho reprodutivo adequado (Bombardelli et al., 2017).

Para atender as caréncias nutricionais e visando aprimorar as dietas fornecidas, o uso de
vitaminas tem sido amplamente utilizado (Alonge et al., 2019; Anagha et al., 2021). As
vitaminas tendem a melhorar a nutricdo, a saude e, consequentemente, o desempenho dos
reprodutores (Romanova et al., 2019). Elas tém um papel fundamental no funcionamento
metabolico adequado, participando de processos cruciais para o organismo (Romagosa et al.,
2013), mas sdo produzidas em quantidades insuficientes pelo organismo, sendo necessario o
fornecimento por fontes externas, como a alimentacdo (Lehninger et al., 2014; Liew et al.,
2016).

O é&cido folico (vitamina Bg, folato ou AF) destaca-se entre as vitaminas hidrossoluveis
por sua participacdo na sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e &cido ribonucleico
(RNA), também colaborando na eritropoiese (Vannuchi; Monteiro, 2010). Esse atua no
fortalecimento da imunidade (Falah, 2020), contribui no fechamento do tubo neural de fetos
(Maia et al., 2020), e reduz as mas formac6es embrionarias (Ma et al., 2015). Com isso, o acido
folico é uma vitamina promissora para a salde, crescimento e desenvolvimento dos peixes (Shi
et al., 2019; Cadena et al., 2020; Badran; Ali, 2021).
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Estudos investigaram os efeitos do &cido félico na embriologia de peixes (Yue et al.,
2017; Cadena et al., 2020), utilizando o Danio rerio como modelo bioldgico. e concluiram que
a exposicdo ao acido folico colaborou com o desenvolvimento embrionario dessa espécie. Além
disso, o &cido folico foi testado para outras espécies de vertebrados (Oosterbaan et al., 2012),
apresentando efeitos positivos, principalmente, na circulagdo sanguinea e na prevencgdo de
cardiopatias (Maia et al., 2020). Apesar dos efeitos positivos do &cido folico para a saude dos
animais, ainda ndo existem estudos que demonstrem os efeitos do acido folico na nutricdo dos
reprodutores e matrizes, e, consequentemente, no desenvolvimento embrionario.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo é avaliar os impactos do acido félico no
desenvolvimento ontogénico de embrides provenientes de fémeas de Rhamdia quelen

alimentadas com acido félico.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Local e periodo de experimentacao

O experimento foi realizado entre os meses de abril de 2021 a janeiro de 2022, no
Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental — INPAA, onde é localizada a estrutura do
Laboratério de Tecnologia em Reprodugdo de Animais Aquéticos Cultiviveis (LATRAAC).
Esse é vinculado a Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), campus de Toledo,
Parana, Brasil (24°46'48.31"S; 53°43'25.77"W). Todos os procedimentos a seguir foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais da Universidade Estadual do
Oeste do Parana - CEUA/Unioeste (07/2022).

O experimento foi dividido em dois momentos, e totalizou 300 dias. O primeiro ocorreu
de abril/21 a janeiro/22. Nele os jundias (Rhamdia quelen) foram mantidos em gaiolas
instaladas em viveiros escavados, e receberam alimentacdo com ragdes com niveis crescentes
de acido félico. O segundo momento teve inicio em janeiro de 2022, quando as matrizes foram

submetidas a reproducéo artificial, e os ovos foram incubados para coleta.

3.2.2 Racg0es e manejo alimentar

As racBes foram formuladas usando o programa Super Crac 6.4®, considerando a
composicao nutricional dos alimentos disponiveis e os valores de digestibilidade do R. quelen
(Oliveira Filho e Fracalossi, 2006; Meurer et al., 2012; Santos e Meurer, 2020). O acido félico
foi fornecido pela Salus® - Nutricdo Animal. Durante o preparo das ragdes experimentais, o
acido folico foi corrigido pela pureza de 97% e pelo acréscimo de 10% para compensar perdas
de eficiéncia durante a extrusdo e a secagem em 100 — 110°C (Coelho, 2002). As ra¢des foram
isoproteicas com 31% de proteina digestivel (PD) e isoenergeéticas com 3.100 kcal/kg de energia
digestivel (ED).

Os ingredientes foram moidos em moinho martelo (Vieira®) com peneira de 0,5 mm
(Meurer et al., 2005), pesados e misturados por 20 minutos em misturador helicoidal. O acido
folico foi adicionado aos demais ingredientes e misturado manualmente, passando por uma
peneira de 5,0mm, sendo o processo repetindo cinco vezes. As races foram processadas para
a extrusora (E-62, Ferraz®) para formar pellets de 3 e 5 mm (Meurer et al., 2005; Bombardelli

et al., 2021). Apds a extrusao, os pellets eram levados através de um transportador pneumatico
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para um tambor rotativo para secagem da racdo, depois ensacados, identificados (conforme
tratamento e granulometria) e armazenados para uso. Entre cada tratamento, todas as maquinas
e materiais foram lavados antes de ser colocada a préxima mistura.

Os animais receberam racdo de 3mm ad libitum 3x ao dia (8h, 12h e 17h) até o momento
da classificagdo por género. Depois, as fémeas receberam racdo de 5mm ad libitum 2x ao dia
(09h e 16h) até a reproducdo (Bombardelli et al., 2021). A tabela 1 apresenta a formulacdo da

dieta e os teores nutricionais das seis ragoes utilizadas.
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Tabela 1. Composicio dos alimentos (g kg™?) e teores de nutrientes das racdes experimentais
para os diferentes niveis de inclusdo de acido folico, utilizados na alimentagéo de fémeas de

jundia.

_ Niveis de acido folico (mg kg™?)
Ingredientes . 1
0,0 0,75 15 225 3,0 3,75

Milho moido (g kg™) 270,00 270,00 270,00 270,00 270,00 270,00
Farelo de soja (g kg™) 250,00 250,00 250,00 250,00 250,00 250,00
Farinha de visceras (g kg) 235,60 235,60 23560 23560 23560 235,60
Farelo de trigo (g kg™?) 119,30 119,30 119,30 119,30 119,30 119,30
Farinha de salmdo (gkg) ~ 80,00 80,00 80,00 80,00 80,00 80,00
Oleo de soja (g kg™ 37,00 37,00 37,00 37,00 37,00 37,00
sup. Vit/Mint (g kg™) 500 500 500 500 500 5,00
sal (g kg™ 300 300 300 300 300 3,00
BHT (g kg 00 010 010 010 010 0,10
Acido Folico? (mg kg™) 000 083 166 250 333 416

Composicao quimica calculada

Acido Araquidonico (gkg®) 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Acido Linoleico (g kg™ 40,40 40,40 40,40 40,40 40,40 40,40
Acido Linolénico (g kg™?) 350 350 350 350 350 3,50

Amido (g kg?) 289,00 289,00 289,00 289,00 289,00 289,00
Calcio (g kg™ 18,70 18,70 18,70 18,70 1870 18,70
Fésforo total (g kg 12,10 12,10 12,10 12,10 12,10 12,10
Proteina Bruta (g kg™%) 347,50 347,50 347,50 347,50 347,50 347,50
Proteina Digestivel (g kg) 310,00 310,00 310,00 310,00 310,00 310,00
Energia Bruta (MJ kg™ 17.29 17.29 17.29 17.29 17.29 17.29

Energia Digestivel(MJ kg?) 12.98 12.98 12.98 1298 12.98 12.98
Matéria Mineral (g kg™ 78550 78,50 78,50 78,50 78,50 78,50

Fibra Bruta (g kg™) 21,80 21,80 21,80 21,80 21,80 21,80

1Suplemento vitaminico e mineral (minimo kg™?): Vitamina A: 2.000.000UI kg, vitamina D3: 640.000U1 kg,
vitamina E: 2.400U1 kg'?, vitamina K3: 688mg kg, vitamina B1: 400mg kg, vitamina B2: 1.000mg kg, vitamina
B6: 1.200mg kg, vitamina B9: 0 (zero); vitamina B12: 4.000mcg kg%, niacina: 9.000mg kg, acido pantoténico:
3.000mg kg'?, biotina: 35mg kg*, manganés: 14g kg%, zinco: 11g kg?, ferro: 10g kg™, cobre: 2.000mg kg, iodo:
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200mg kg, cobalto: 40mg kg2, selénio: 40mg kg, hidroxitolueno butilado (B.H.T.): 300mg kg*. 2Acréscimo de
10% pela perca durante a extruséo e secagem em 100-110°C. Fonte: autora.

3.2.3 Delineamento experimental

Foram utilizados 540 alevinos de jundia (3,71+0,01g), alojados em 18 gaiolas (n=30
peixes/gaiola) com dimensdes de 4x2x1m, com malha de 15mm, instaladas em dois viveiros
escavados revestidos em alvenaria (200m?2) e com fundo de terra. Os peixes foram alimentados
com dietas contendo niveis crescentes de inclusdo de acido félico: 0,00 mg kg™ (T1), 0,75 mg
kg (T2), 1,50 mg kg* (T3), 2,25 mg kg™ (T4), 3,00 mg kg™* (T5) e 3,75 mg kg™ (T6).

No més de outubro, os peixes foram classificados entre machos e fémeas. As 270 fémeas
(155,70+1,97 g) classificadas foram alojadas entre as 18 gaiolas, totalizando n=15
fémeas/gaiola, onde permaneceram sendo alimentadas 2x ao dia com 0S respectivos
tratamentos, até alcancarem a maturidade sexual e estarem aptas a reproduzir.

Os seis tratamentos foram distribuidos entre as gaiolas para formar trés repeti¢cdes. O
delineamento entre os seis tratamentos foi inteiramente casualizado, e os animais foram
mantidos em temperatura e fotoperiodo naturais, com abastecimento apenas para compensar as

perdas de agua por evaporacdo e infiltracao.

3.2.4 Qualidade da 4gua

As fémeas foram mantidas em condicdes naturais de fotoperiodo e temperatura (minima:
19,69 + 0,21°C e maxima: 22,80 + 0,22°C; Incoterm® + 0,1°C). No periodo reprodutivo, a
temperatura da agua foi de: minima 24,46 + 0,17°C e maxima 26,43 £ 0,19°C. O oxigénio (5,19
+ 0,2 mg. L't; Oximetro YSI® 550A), pH (7,14 + 0,14; pHmeter Tecnal® Tec5), amonia total
(0,08 + 0,02 mg. L!; Fotocolorimetro AlfaKit® AT100 PBII) e nitrito total (0,07 + 0,02 mg. L’
1= Fotocolorimetro AlfaKit® AT100 PBII). A temperatura foi aferida diariamente, e os demais
parametros foram mensurados a cada 15 dias, sempre as 06:00 horas (Bombardelli et al., 2021).
Todos os parametros de qualidade de agua analisados estavam dentro do ideal descrito para a

espécie de acordo com Baldisserotto et al. (2020).

3.2.5 Manejo reprodutivo
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Em janeiro de 2022, as fémeas apresentavam abdémen abaulado e papilas urogenitais
avermelhadas (Bombardelli et al., 2006), indicando que estavam aptas a se reproduzir (Hilbig
et al., 2020). Cinco fémeas (440,59 £ 9,18g) de cada gaiola foram selecionadas ao acaso,
pesadas, marcadas e alojadas de acordo com o tratamento em caixas d’agua de 500 litros com
sistema de recirculacdo de &gua, aquecimento (26 + 1°C), filtro mecanico e bioldgico,
esterilizacdo ultravioleta e oxigenacao. Para a reproducdo artificial, as fémeas foram submetidas
ao processo de inducdo hormonal através da aplicacdo de extrato de hipofise de carpa (CPE)
via intramuscular (Woynarovich e Horvath, 1983), sendo a primeira dose de 0,5mg de CPE /kg
e a segunda dose de 5mg de CPE/kg, aplicada 12 horas ap6s a primeira. O processo de inducao
hormonal foi de acordo com o descrito por Bombardelli et al. (2006).

Ap0s 10 horas (agua a 24°C) contadas a partir da aplicacdo da segunda dose hormonal
(Sanches et al., 2011), realizou-se 0 processo de extrusdo dos ovocitos. Nesse, as fémeas foram
contidas, a papila urogenital foi seca com papel toalha para evitar a abertura da microépila, entéo,
receberam uma massagem abdominal sentido cefalocaudal para liberacdo dos ovécitos em um
recipiente de 200 mL totalmente seco (Witeck et al., 2011).

Foram selecionados 79 machos (173,41 £ 0,3g) ndo tratados (alimentados com ragédo
comercial) de um estoque ja existente para inducdo hormonal e posterior fertilizacdo dos ovos.
Esses animais receberam uma dose Unica de 3,0mg de CPE.kg™ na regido dorsal (Bombardelli
et al., 2006), de forma sincronizada com as fémeas (Pedreira et al., 2022). O sémen foi coletado
de forma individual em tubos graduados (+0,2mL), e a primeira gota foi descartada para evitar
a contaminacao por fezes, urina e possivel ativacao espermatica (Bombardelli et al., 2006; Goes
et al., 2017; Pedreira et al., 2022).

Os parametros de motilidade e concentracdo espermatica foram avaliados de forma
subjetiva (Rurangwa et al., 2004). Foram utilizadas amostras de sémen de trés machos para
compor um pool para fertilizacdo das fémeas de cada gaiola. Para compor o pool, foram
selecionados 0s sémens que possuiam as maiores motilidades (71,42 + 4,91%) e concentracdes
espermaticas (2,05 + 0,17x10°). Ap6s a desova e coleta dos gametas, 0s peixes voltaram para
suas respectivas gaiolas e viveiros.

Um pool de 5ml de ovdcitos, das 5 fémeas de cada tratamento, foi fertilizado com uma
dose inseminante de 100.000 espermatozoides moveis por ovdcitos (Bombardelli et al., 2006).
Depois, aos poucos, foi adicionada agua do sistema de recirculacdo das incubadoras para a

hidratacdo dos ovos e ativagdo dos gametas.
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3.2.6 Incubag&o dos ovos e amostragem

Os ovos foram ativados em recipientes de 2000ml, com adi¢do de 200ml de &gua. Os
recipientes foram movimentados vagarosamente em sentido horério durante um minuto, para
correta hidratacdo e potencializacdo da fertilizacdo. Realizaram-se duas trocas de agua durante
0 periodo. Logo, foram colocados em incubadoras conicas com capacidade de 60 litros,
instaladas em um sistema de recirculacdo de dgua com esterilizacdo ultravioleta. Foi mantida
oxigenacdo constante, com temperatura de incubagéo de 25,56 + 0,36°C (Incoterm®), estando
dentro do recomendado por Baldisserotto et al. (2020).

Cada incubadora foi considerada uma unidade experimental. As amostras dos ovos
foram coletadas durante 36 horas pos fertilizacdo (HPF), divididas da seguinte forma: no
momento em que 0s ovos passavam do recipiente para a incubadora, coletava-se o instante O;
depois, eram feitas coletas a cada 10 minutos, até a hora 5 pos fertilizacdo; em seguida, as
coletas eram feitas a cada 15 minutos, até a 9 HPF, e a cada 30 minutos, até 24 HPF, sendo a
ultima coleta com 36 HPF. As repeticdes foram realizadas apos 12 horas da Ultima coleta, esse
intervalo foi utilizado para higienizagdo do sistema e indugdo hormonal das fémeas seguintes.

As amostras de ovos e larvas foram cuidadosamente coletadas com uma pipeta graduada
de 10 mL, colocados em uma peneira e passados para frascos de 10 mL com formalina 4%
tamponada com carbonato de célcio (pH = 7,0). Todos os frascos estavam devidamente
separados por tratamento e repeticdo, identificados com o nimero da unidade experimental e

da coleta.

3.2.7 Desenvolvimento embrionario e larval

Para analise do desenvolvimento embrionario e larval, foi utilizado um microscépio
Olympus CX23® em aumento de 40x, com camera digital acoplada Olympus SC30®, e as fotos
foram tiradas pelo software cellSens®. Foram avaliados 20 ovos por analise, totalizando,
aproximadamente, 28.080 ovos avaliados entre as 18 incubadoras. A determinacdo dos estagios
de desenvolvimento foi realizada de acordo com Galdino et al. (2010). As anormalidades
embrionarias que ndo foram identificadas de acordo com a literatura, foram registradas para

posterior analise.
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Os ovos foram retirados do frasco com uma pipeta de pasteur, colocados em uma lamina
de vidro para microscopia, contados e avaliados. A avaliacéo era feita de acordo com o estagio
de desenvolvimento de cada ovo presente na lamina. O desenvolvimento foi dividido em fases,
sdo elas: zigoto, blastula, epibolia, neurula, segmentacdo, faringula e eclosdo. As larvas ndo
foram subdivididas, mas foram igualmente avaliadas do momento da ecloséo até as 36 HPF.

3.2.8 Anormalidades embrionérias e larvais

Durante as andlises do desenvolvimento embrionério, foram identificadas anomalias
ndo previamente descritas na literatura, além daquelas ja descritas por outros pesquisadores. Os
embrides que apresentavam tais anomalias foram categorizados entre: anormalidades
indeterminadas, blastoderme deformada, desvio da notocorda, ma formacdo caudal, saco
vitelinico deformado e edema cardiaco.

Como ‘anormalidades indeterminadas’, incluem-se 0S que apresentaram mais de uma
das anomalias descritas a seguir, ou cuja deformacéo ndo pdde ser determinada. A ‘blastoderme
deformada’ refere-se a heterogeneidade na distribuicdo e formato das celulas do tecido,
perdendo a uniformidade celular e apresentando conformacdes atipicas no arranjo. ‘Desvio de
notocorda’ caracteriza-se pelo formato de arco na notocorda do embrido/larva, quando o correto
seria um formato retilineo. Tal desvio faz com que o espécime apresente curvatura acentuada
em seu eixo longitudinal. A ‘ma formagao caudal’, por sua vez, define-se como qualquer desvio
de forma da cauda, como curvaturas e dobramentos do tecido. Como ‘saco vitelinico
deformado’ classificou-se 0s embrides/larvas cujos sacos vitelinicos apresentam formato
eliptico, achatado ou com deformacdo céncava. Como ‘edema cardiaco’, entende-Se a presenca
de espaco excessivo na cavidade cardiaca.

Todas as anormalidades encontradas foram fotografadas e contabilizadas para posterior

analise descritiva.

3.2.9 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Os dados foram submetidos

a Analise de Variancia (ANOVA) main effects e ao teste de médias de Duncan para
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comparagBes maltiplas. Foi utilizado o software Statistica 7.1® (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA)

para as analises, e os valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

3.3 Resultados

A alimentacdo das matrizes de jundia com niveis crescentes de &cido félico apresentou
resultados positivos sobre o desenvolvimento da prole. No geral, a inclusdo de 3,00 mg de acido
folico kg™ na alimentacdo das fémeas melhorou o desenvolvimento embrionario e larval, e o
tempo afetou o desenvolvimento de todos os ovos de forma inversamente proporcional.

As fémeas alimentadas com 3,00 mg kg™ produziram a maior (p<0,05) quantidade de
embrides e larvas normais, e a maior porcentagem de neurulas e faringulas. N&do houve
diferenga significativa (p>0,05) entre os embrides e larvas das fémeas que receberam as demais
alimentagOes. Os resultados referentes aos seis niveis de incluséo e as diferentes fases de
desenvolvimento estdo apresentados na Tabela 3.

O tempo afetou o desenvolvimento dos embrides de forma negativa até as 3:10 HPF

(Figura 3). Decorrido este tempo, a normalidade se manteve estavel.
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Tabela 3. Parametros do desenvolvimento embrionério avaliados na prole de matrizes R. quelen alimentadas com seis niveis de inclusdo de acido

félico.
Niveis de inclusdo de acido félico (mg kg™) p-value
0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 Trat Ieﬁtpz(
Normalidade =~ 39,16+3,2°  4555+7,35°  42,68+3,81°  42,24+4,17°°  50,34+1,49°  42,2743,34° 0,000 0,000
Zigoto 64,62+1,72  59,974517  62,97+7,12 65,04+4,30 59,97+5,82  64,72+4,51 0,963 0,000
Blastula 50,09+4,44  41,99+9,72  48,14+161 54,27+4,94 53,84+3,61  56,61+1,87 0,065 0,000
Neurula 19,31+4,62"  16,63+1,74°  19,48+1,71° 17,36+2,16° 26,82+2,07*  20,68+3,47° 0,028 0,000
Faringula 30,42+8,30°  24,80+1,87°  30,04+4,85b°  33,98+1,73*  37,76+4,21°  37,49+2,86° 0,000 0,000
Larva 32,65+5,02  29,81+3,23  31,17+4,20 50,84+6,45 33,42+8,04  39,7446,71 0,496 0,000
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Figura 3. Normalidade do desenvolvimento embrionario avaliada na prole de matrizes de R. quelen alimentadas com seis niveis de inclusdo de

acido félico.



A figura 4 ilustra a variacdo do percentual de zigotos ao longo da fase (0 minutos a 1:40
HPF). Nao houve diferenca significativa entre as proles das fémeas suplementadas, mas houve

efeito inversamente proporcional do tempo nos embrides.
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Figura 4. Porcentagem de zigotos durante as primeiras horas do desenvolvimento embrionario
da prole proveniente de matrizes de R. quelen alimentadas com seis niveis de inclusdo de acido

folico.

Com excecdo dos embrides das fémeas que receberam 3,00 mg kg™, todos os embrides
provenientes das demais fémeas apresentaram uma aceleracao na fase de zigoto.

A fase de blastula teve duracgéo total de 3 horas e 10 minutos (1:10 até 4:20 HPF). Os
embrides das fémeas alimentadas com 3,00 mg kg (Figura 5) foram os que tiveram o

desenvolvimento mais acelerado, comecando as 1:20 HPF e terminando 3:20 HPF.
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Figura 5. Porcentagem de bléstulas durante o desenvolvimento embrionério avaliado na prole

proveniente de matrizes de R. quelen alimentadas com seis niveis de inclusdo de acido folico.

Os embrides advindos das fémeas alimentadas com 3,00 e 3,75 mg acido félico kg
foram os que tiveram o estagio de neurula mais acelerado, durando das 6:15 HPF até 11:30
HPF.

%NEURULAS

TEMPO (HPF)
—&k—0,00 —8—075 -—8—150 —A—225 =—0—300 =—0—375

Figura 6. Porcentagem de neurulas durante o desenvolvimento embrionario avaliado na prole

provinda de matrizes de R. quelen alimentadas com seis niveis de inclusdo de &cido folico.

Na fase de faringula (Figura 7), os embrides das fémeas alimentas com 2,25, 3,00 e 3,75
mg kg* tiveram diferenca significativa em relacio aos demais embrides, e foram as que
produziram ovos com o desenvolvimento mais acelerado. A fase teve duracdo de pouco mais
de 10 horas.
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Figura 7. Porcentagem de faringulas durante o desenvolvimento embrionario avaliado na prole

de matrizes de R. quelen alimentadas com seis niveis de inclusdo de acido folico.

Em relacdo ao desenvolvimento larval, ndo houve diferenca significativa entre o0s

individuos provenientes das fémeas alimentadas com os diferentes niveis (Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de larvas provenientes de matrizes de R. quelen alimentadas com seis

niveis de inclusdo de acido folico.

A figura 9 apresenta de forma geral os resultados encontrados.
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Figura 9. Resultados em porcentagem das diferentes variaveis avaliadas na prole proveniente
de matrizes de R. quelen alimentadas com seis niveis de inclusdo de acido folico.

Os resultados referentes as categorias de anormalidade estdo apresentadas na tabela 4.
A prole das fémeas que foram alimentadas com 3,75 mg de acido félico kg* foi a que
apresentou a menor porcentagem de individuos com anormalidades indeterminadas
(1,34+0,29%). As fémeas que receberam suplementagdo de 3,00 mg de acido fdlico kg™
produziram 2,00+0,51% dos embriées com alguma deformidade no blastoderme, enguanto as

demais apresentavam esta anormalidade entre 3 e 6% dos individuos.



Tabela 4. Categorias de anormalidades encontradas na prole de R. quelen proveniente de matrizes alimentadas com diferentes niveis de incluséo

de acido félico.

Niveis de inclusdo de acido folico (mg kg™)

0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75
Indeterminada (%) 2,61+0,65 1,94+0,48 2,03+0,49 1,82+0,67 1,86+0,22 1,34+0,29
Blastoderme deformada (%) 3,32+0,57 3,08+1,11 4,26+0,15 6,00+0,80 2,00£0,51 3,97+0,56
Desvio notocorda (%) 3,18+1,10 1,34+0,38 2,55+0,56 3,05+0,98 2,85+0,45 2,43+0,26
Ma formagdo caudal (%) 0,20+0,08 0,73+0,42 0,38+0,22 0,34+0,12 0,26+0,13 0,11+0,06
Saco vitelinico deformado (%) 8,46%1,16 4,92+1,01 9,97+1,89 6,86+0,88 7,81£2,10 7,25%1,23
Edemas cardiacos (%) 0,13+0,10 0,17+0,09 0,16+0,06 0,21+0,04 0,09+0,04 0,31+0,02




As larvas de fémeas que receberam suplementacéo de 0,75 mg de acido folico kg™ foram
as que apresentaram a menor porcentagem de individuos com desvio da notocorda, sendo
1,34+0,38%, enquanto as demais proles tinham em torno de 3% de seus individuos com essa
anormalidade. Em relacdo a ma formacdo caudal, todas as proles apresentaram taxa abaixo de
1% de individuos com essa anomalia, e a prole das fémeas que foram suplementadas com 3,75
mg de &cido folico kg apresentou a menor porcentagem (0,11+0,06%).

Os embrides provenientes das fémeas que receberam racdes suplementadas com 0,75
mg de acido folico kg™ apresentaram a menor porcentagem (4,92+1,01%) de sacos vitelinicos
com deformagdes. A porcentagem de edemas cardiacos foi menor que 1%, apesar dessa
anormalidade estar presente em, pelo menos, um embrido de cada prole avaliada, sendo
0,09+0,04% a menor porcentagem de individuos com este problema, valor este oriundo da prole
de fémeas suplementadas com 3,00 mg de acido félico kg™.

As figuras 10 e 11, a seguir, representam algumas das anormalidades encontradas entre
as proles avaliadas.

Figura 10. Anomalias anatbmicas encontradas na prole de R. quelen proveniente de matrizes
alimentadas com niveis de inclusdo de &cido félico. Al) Embrido na fase de blastula com

caracteristicas normais. A2) Embrides com a blastoderme anormal (flecha branca). B1) Larva
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com caracteristicas normais. B2) Larvas com desvio na notocorda (flecha branca). C1) Larva

com a cavidade cardiaca anatomicamente normal. C2) Larva com consideravel edema cardiaco

(flecha branca). Aumento de 40x.

Figura 11. Anomalias anatbmicas encontradas na prole de R. quelen proveniente de matrizes
alimentadas com niveis de inclusdo de acido folico. D1) Exemplares normais na fase de
faringula. D2) Embrides com anomalia indeterminada (flecha branca). E1) Larva com anatomia
normal. E2) Larvas com ma formacdo caudal (flecha branca). F1) Embrides na fase de blastula
com desenvolvimento normal. F2) Embrides com o saco vitelino achatado e concavo (flecha

branca). Aumento de 40x.

3.4 Discussao

De forma geral, o presente estudo demonstrou que a alimentacdo das fémeas de jundia
(Rhamdia quelen), suplementada com &cido félico a 3,0 mg kg™, resultou em uma maior taxa
de normalidade nos descendentes observados, apresentando, ainda, aceleracdo no

desenvolvimento de neurulas e faringulas na fase embrionéria.
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A literatura sobre o desenvolvimento embrionario associado ao &cido félico e a nutri¢éo
de peixes é inexistente. Porém, diversos estudos comprovaram os efeitos positivos desta
vitamina no desenvolvimento de vertebrados, principalmente, atuando na eritropoiese (Sarmabh;
Marrs, 2013; Yue et al., 2017; Maia et al., 2020). Dessa forma, ainda que seja dificil comparar
0 organismo dos humanos e aves com o dos peixes, esta analogia é necesséria.

Assim, é possivel supor que a vitamina evitou defeitos morfol6gicos no coracéo por
meio dos reparos no DNA (Elad et al., 2020), aumentou a deposi¢éo proteica para a formagéo
muscular (Sarmah; Marrs, 2013) da prole, melhorou a interacéo entre as células nervosas para
a formacdo do sistema nervoso central (Kobus et al., 2009) e dos olhos (Cadena et al., 2020).
Além disso, atuou na angiogénese (Lian et al., 2022), melhorando a producdo dos vasos
sanguineos (Oosterbaan et al., 2012) e das hemaécias (Maia et al., 2020).

Durante a fase de neurula, houve uma aceleragdo da formacdo do blastéporo nos
embrides provenientes de fémeas suplementadas, colaborando, desta forma, com o
desenvolvimento do sistema nervoso central. Tal achado encontra consonancia com o
demonstrado em outros organismos, onde, conforme identificado por Kobus et al. (2009) em
Gallus domesticus, a deficiéncia do acido folico causa prejuizos a fase de neurulacdo. Maia et
al. (2020) afirmam que a suplementacéo de acido félico € essencial para a proliferacdo celular
de humanos. Deste modo, é possivel assumir que o &cido félico tenha acelerado a diviséo celular
no blastoderme, consequentemente influenciando a cobertura da célula vitelina e a formacéo do
blastoporo. A vitamina também pode ter aumentado a multiplicacdo de células nervosas e a
sinapse entre os neurdnios (Maia et al., 2020), de modo a acelerar o fechamento do tubo neural
e a formacéo das bolsas opticas (Cadena et al., 2020).

No jundia, a taxa de normalidade de embrides e larvas foi aumentada pela acdo do acido
folico. Tal efeito pode ter relagdo com a capacidade antioxidante do acido félico (Ma et al.,
2015; Elad et al., 2020), que atua nas génadas e nos ovaécitos (Anagha et al., 2021) e, desta
forma, pode ter melhorado a normalidade dos descendentes ao neutralizar as espécies reativas
de oxigénio (EROs). O efeito da vitamina sobre a normalidade ja havia sido descrito em Danio
rerio, na qual a exposicdo dos embrides ao acido folico reduziu a ocorréncia de malformacdes,
melhorando o desenvolvimento cardiaco e neural (Ma et al., 2015).

O é&cido folico acelerou o estagio de faringula nos descendentes das fémeas
suplementadas, atuando na formacgdo muscular e no desenvolvimento cardiaco. Esse efeito pode
ser explicado pela acdo do acido fdlico na regulacao do apoptose (Kobus et al., 2009), processo
fundamental para a modelagem dos 6rgaos e formacéo das cavidades dos 6rgdos ocos, como 0

coragdo. Ainda, é descrita uma correlacdo positiva entre a vitamina e a melhora na formagéo
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das hemacias, dos vasos sanguineos e da circulacdo sanguinea de aves (Oosterbaan et al., 2012).
Além disso, o &cido fdlico atua colaborando com o desenvolvimento cardiaco e evitando a
formacdo de edemas em embrides de Danio rerio (Yue et al., 2017), além da correta formacao
do coracdo dessa espécie (Ma et al., 2015). Essa vitamina também esta associada a producéo de
proteinas (Lian et al., 2022) essenciais para a formacdo dos musculos e da nadadeira
embrionaria.

O tempo teve um impacto negativo no desenvolvimento embrionario,
independentemente do nivel de suplementacédo de acido folico na alimentacdo das fémeas e da
fase de desenvolvimento. Assim, com o decorrer do tempo, a quantidade e qualidade dos
descendentes diminuia.

Na literatura, encontram-se trabalhos abordando a ocorréncia de edemas cardiacos
(Incardona et al., 2004), desvios de coluna vertebral (Rivero-Wendt et al., 2023), anormalidades
no desenvolvimento dos olhos (Osman et al., 2007) e na anatomia do saco vitelinico (Zi et al.,
2018) em peixes expostos a toxinas ou agentes poluentes. Entretanto, ndo constam estudos que
apresentem as demais anomalias encontradas neste trabalho.

Incardona et al. (2004) identificaram que a presenca de edema cardiaco pode acarretar
problemas na circulagdo sanguinea e o desvio da notocorda, assim como a méa formacéo caudal,
ocasionando uma reducéo no crescimento e dificuldade para natagcdo em peixes (Zi et al., 2018).
Neste sentido, considerando os beneficios que o acido félico traz para o desenvolvimento
cardiaco (Yue et al., 2017), neural (Cadena et al., 2020; Maia et al., 2020), muscular (Sarmah
e Marrs, 2013) e da vascularizacdo (Oosterbaan et al., 2012), é possivel supor que a
suplementacéo de acido fdlico na dieta das fémeas pode ter colaborado com a baixa ocorréncia
das anormalidades. Ainda, é necessario que mais estudos sejam feitos para aclarar os
mecanismos que resultam nestas deformidades, suas consequéncias para a saude,

desenvolvimento e sobrevivéncia da prole.

3.5 Conclusao

Pode-se concluir que a inclusdo de 3,00 mg de acido félico kg™ nas racdes fornecidas
as fémeas de Rhamdia quelen influenciou o desenvolvimento embrionério e larval da prole
resultante. O &cido folico colaborou com a aceleracdo do desenvolvimento embrionério e

melhorou a qualidade da prole, através da reducdo da ocorréncia das anormalidades
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categorizadas, estando estes resultados em concordancia com os demais resultados obtidos com
outras espécies.

A suplementacdo promoveu a aceleragédo no desenvolvimento, particularmente nas fases
de neurula e faringula, além de contribuir para um aumento na proporc¢éo de descendentes com
caracteristicas normais. As anormalidades apresentadas nesta pesquisa podem contribuir com
estudos futuros que abordem de forma mais profunda a dindmica da ocorréncia de anomalias

durante o desenvolvimento embrionério e suas consequéncias.
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