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Suplementacéo de acido folico na dieta de fémeas de jundia (Rhamdia
quelen) em atividade reprodutiva

RESUMO

A piscicultura mundial esta em crescimento, porém a demanda e o fornecimento de alevinos de
qualidade tem sido um fator limitante. Estudos com nutri¢do de reprodutores sdo promissores
porque o atendimento das necessidades nutricionais tem interferéncia direta sobre a
vitelogénese e consequentemente na qualidade dos gametas e proles. Nesta abordagem, a
suplementacédo de acido folico é interessante devido atuar diretamente na saude, crescimento,
reproducdo e na qualidade das proles. Com base neste contexto, o trabalho atual foi organizado
em dois capitulos. O capitulo | apresenta uma revisdo sobre o conhecimento atual da
suplementacdo de acido fdlico nos organismos aquaticos, sintetizando os resultados de
pesquisas sobre este tema, com perspectiva para a nutricdo de reprodutores de peixes. No
capitulo 1I, foi avaliado o crescimento, salde e os principais paradmentros reprodutivos de
fémeas de jundid que foram alimentadas com dieta suplementada com acido félico. Como
modelo bioldgico, foi utilizado R. quelen devido o rapido crescimento, rusticidade e facil
reproducdo. O delineamento experimental deste estudo foi inteiramente casualizado, com seis
niveis de suplementacéo de &cido félico (0,00, 0,75, 1,50, 2,25, 3,00 e 3,75 mg kg™?) na dieta,
com quatro réplicas e os peixes foram alimentados durante de 300 dias. Na reproducéo, o &cido
félico proporcionou maiores fémeas desovantes, aumento na taxa de eclosdo e diminuicdo de
proles com malformac6es. Além disso, atividades antioxidandes no ovario, odcitos e embrido
foram importantes para regulacédo vitelogénica, maturacdo gonadal e qualidade da prole. Na
salde das fémeas, houveram aumento no namero de eritrécitos e trombdcitos na hematologia,
também aumento das proteinas totais, albumina e globulinas no soro sanguineo. Por outro lado,
diminuiram as alaninas aminotrasnferase e apartato aminotrasferase, esse conjunto de respostas
promoveram protecdo hepatica e melhorias do estado fisiolégico geral. Conclui-se que a
suplementacéo de ragdes com 2,25 e 3,0 mg kg de acido félico é vantajosa porque melhora o
equilibrio redox, protecdo hepatica, desenvolvimento gonadal, regula o perfil de acidos graxos
e aumenta a eritropoese nas fémeas de jundia. Assim, uma suplementacédo de acido félico pode
contribuir para a producdo de proles vigorosas e resistentes, atendendo as demandas de mercado
e contribuindo para o desenvolvimento da piscicultura industrial.

Palavras-chave: aquicultura, embrides, folato, prole, reproducgéo



Folic acid supplementation in the diet of silver catfish (Rhamdia quelen)
female in reproductive activity

ABSTRACT

Global fish farming is growing, but the demand and supply of quality fry has been a limiting
factor. Studies on reproductive nutrition are promising because meeting nutritional needs has a
direct impact on vitellogenesis and consequently on the quality of gametes and offspring. In
this approach, folic acid supplementation is interesting because it acts directly on the health,
growth, reproduction and quality of offspring. Based on this context, the current work was
organized into two chapters. Chapter | presents a review of the current knowledge of folic acid
supplementation in aquatic organisms, summarizing the results of research on this topic, with a
perspective for the nutrition of fish breeders. In chapter Il, the growth, health and main
reproductive parameters of jundia females that were fed a diet supplemented with folic acid
were evaluated. As a biological model, R. quelen was used due to its rapid growth, rusticity and
easy reproduction. The experimental design of this study was completely randomized, with six
levels of folic acid supplementation (0.00, 0.75, 1.50, 2.25, 3.00 and 3.75 mg kg™) in the diet,
with four replicates and the fish were fed for 300 days. In reproduction, folic acid provided
greater spawning females, an increase in the hatching rate and a reduction in offspring with
malformations. Furthermore, antioxidant activities in the ovary, oocytes and embryo were
important for vitellogenic regulation, gonadal maturation and offspring quality. In female
health, there was an increase in the number of erythrocytes and thrombocytes in hematology,
as well as an increase in total proteins, aloumin and globulins in blood serum. On the other
hand, alanine aminotransferase and apartate aminotransferase decreased, this set of responses
promoted liver protection and improvements in the general physiological state. It is concluded
that supplementation of feed with 2.25 and 3.0 mg kg™ of folic acid is advantageous because it
improves redox balance, liver protection, gonadal development, regulates the fatty acid profile
and increases erythropoiesis in females. jundia. Thus, folic acid supplementation can contribute
to the production of vigorous and resistant offspring, meeting market demands and contributing
to the development of industrial fish farming.

Keywords: aquaculture, embryos, folate, offspring, reproduction
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CAPITULO |

Acido félico como impulsionador da satide em organismos aquaticos e seu potencial para
a nutricdo de reprodutores de peixes

Folic acid as a health booster in aquatic organisms and its potential for nutrition of broodfish

Resumo

A dificuldade da cadeia produtiva em fornecer alevinos de qualidade tém sido um fator limitante
na piscicultura. A nutricdo de reprodutores pode ser uma estratégia vantajosa, pois interfere
diretamente na vitelogénese, espermatogénese e consequentemente na qualidade dos gametas e
proles. Nesta abordagem, a suplementacdo de acido fdlico € interessante, pois tem atuacdo
direta na salde, crescimento e na reproducdo dos animais. Esta revisdo apresenta o
conhecimento atual sobre a suplementacdo de acido folico em peixes, sintetizando os resultados
de pesquisas sobre este tema. A suplementacdo de acido félico na dieta de peixes aumenta o
crescimento, resultando maior ganho de peso, melhor conversdo alimentar e maior
sobrevivéncia. O acido félico pode ainda melhorar a imunidade, devido atuacdo sobre a
formacdo das células sanguineas, aumento da atividade de lisozima, dos niveis de
imunoglobulina e melhora nas respostas inflamatdrias, além da sua capacidade antioxidante.
Na reproducao, o acido folico contribui para a diminuicdo dos defeitos congénitos em embrides,
regula os hormdnios reprodutivos e atua como antioxidante ovariano e hepatico. Ja a deficiéncia
de &cido fdlico pode causar anemia e, é prejudicial as funcdes hepaticas, retarda o crescimento,
causa letargia e deixa nadadeiras frageis. A maioria das informacdes existentes sdo para peixes
jovens e em fase de crescimento e, as informacdes sobre reprodutores sdo escassas. Portanto,
estudos focados em reprodutores sdo promissores, pois podem contribuir para a producdo de
proles vigorosas e resistentes, atendendo as demandas de mercado e contribuindo para o
desenvolvimento da piscicultura industrial.

Palavras-chave: embrides, equilibrio redox, folato, gametogénese, nutrigdo, reproducéo.

Abstract

The production chain often has difficulties in providing quality fingerlings, which is a limiting
factor in fish farming. Broodfish nutrition can be an advantageous strategy since it directly
interferes with vitellogenesis, spermatogenesis and, consequently, the quality of gametes and
offspring. In this sense, supplementation with folic acid is interesting because it has a direct
effect on the health, growth and reproduction of animals. This review presents the current
knowledge about folic acid supplementation in fish, and synthesizes the results of research on
this topic. Folic acid supplementation in the diet of fish increases growth, and results in greater
weight gain, better feed conversion and greater survival. Folic acid can also improve immunity
due to its action on the formation of blood cells, increased lysozyme activity and
immunoglobulin levels, and improved inflammatory responses, in addition to its antioxidant
capacity. In reproduction, folic acid contributes to the decrease in birth defects in embryos,
regulates reproductive hormones and acts as an ovarian and hepatic antioxidant. Folic acid
deficiency, on the other hand, can cause anemia and is harmful to liver functions, slows growth,
causes lethargy and causes fragility in fins. Most of the existing information is for young and
growing fish, and information on broodfish is scarce. Therefore, studies focused on broodfish
are of interest since they can contribute to the production of vigorous and resistant offspring,
help to meet market demands and contribute to the development of industrial fish farming.
Keywords: embryos, folate, gametogenesis, nutrition, redox balance, reproduction.
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1. Introdugéo

A aquicultura ¢é a atividade agropecuaria que mais cresce em todo o mundo (FAO,
2022). Ela é impulsionada pela demanda de alimentos, viabilidade econ6mica, geracdo de
renda, emprego e seguranca alimentar (Naylor et al., 2021). A piscicultura é a principal
modalidade da aquicultura e atingiu a producdo de 54,4 milhdes de toneladas em 2020, o que
representou um crescimento de 2,7% entre 2019 e 2020 (FAO, 2022). O seu rapido
desenvolvimento na Gltima década foi baseada em tecnologias e técnicas de producdo intensiva
voltadas principalmente ao crescimento e terminacdo para atender a demanda de mercado
(Barroso et al., 2019; Valladdo et al. 2018). Porém a disponibilidade de proles de qualidade
para a criacdo se tornou um fator limitante para o desenvolvimento desta cadeia produtiva em
diversos paises (Schulter e Vieira Filho, 2018; Barroso et al., 2019; FAO, 2020, Bombardelli et
al. 2021a).

Para atender a esta crescente demanda, o setor da piscicultura tem buscado desenvolver
estratégias para garantir a oferta de proles em quantidade e com qualidade (Bombardelli et al.
2021Db). Neste sentido, a alimentacdo e a nutricdo dos reprodutores de peixes vém ganhando
atencdo do setor produtivo e cientifico, sendo considerada uma importante estratégia para
melhorar o desempenho reprodutivo e a qualidade das proles (Bhujel et al., 2007; Bombardelli
et al., 2017). Os reprodutores de peixes podem ser considerados animais de alta performance,
pois frequentemente estdo expostos as condigdes de elevado esfor¢co metabolico e, suas
exigéncias nutricionais normalmente estdo além das dietas oferecidas ou absorvidas
naturalmente (Wu, 2022). Assim, dietas especificas que atendam as exigéncias nutricionais de
machos e fémeas em atividade reprodutiva certamente impactardo no sucesso reprodutivo, na
salde e na qualidade da prole produzida (lIzquierdo et al., 2001; El-Sayed et al., 2005; Gatlin
Il e Li, 2007; Migaud et al., 2013, Nascimento et al., 2023).

Em geral, durante a maturacdo das génadas, os reprodutores ndo exigem dietas com
elevada densidade nutricional em termos de proteina e energia (Tessaro et al., 2012; Tessaro et
al., 2014; Bombardelli et al., 2017), contudo necessitam de um ajuste preciso no balanco de
micronutrientes como nucleotideos (Lima et al., 2020; Bombardelli et al., 2023), acidos graxos
e L-carnitina (Goes et al., 2024), minerais (El-Fotoh et al., 2020; Carvalho et al., 2018) e
vitaminas (Fernandez et al., 2019; Beato et al., 2020) para promover o adequado
desenvolvimento das génadas, melhorar a fertilidade, e ainda transferir fatores nutricionais aos
gametas (Cejas et al., 2004) e as proles (Nascimento et al., 2023). Desta forma, o atendimento

das exigéncias nutricionais durante o periodo reprodutivo é fundamental para garantir o sucesso
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da vitelogénese (Mommsen e Korsgaard, 2008; Fernandez-Palacios et al., 2011) e da
espermatogénese (Bombardelli et al., 2023).

Apesar da nutricdo de peixes ser um tema muito estudado e conhecido, as informacodes
sobre os efeitos da nutricdo sobre a reproducdo dos peixes ainda sdo escassas (Bobe e Labbé,
2010; Sing et al., 2021) e, sem davidas, esta € uma das especialidades piscicolas menos
compreendida (Romagosa et al., 2013). As dificuldades impostas pelas condigdes
experimentais possivelmente desencorajam a realizacdo de experimentos com reprodutores,
uma vez que exigem delineamentos de maior complexidade e resultados com interacoes
complexas (Ling et al.,, 2006) e, exigem maiores custos para manutencdo do plantel e
fornecimento de racdo experimental por longos periodos (Izquierdo et al., 2001). Assim, as
consequéncia da falta de informacdes sobre a nutricdo dos reprodutores de peixes resultam na
producdo de proles de baixa qualidade (Liu et al., 2014; Luo et al., 2015), com malformacdes
(Jezierska et al., 2000), susceptiveis as enfermidades (Bricknell e Dalmo, 2005) e quando
inseridas no mercado podem trazer problemas econdmicos significativos para a cadeia
produtiva (Izquierdo et al., 2001).

Dentre varios nutrientes de importancia na reproducao, as vitaminas se destacam pelo
seu papel importante para uma série de processos fisiolégicos, desenvolvimento gonadal,
fertilidade, embriogénese, aumento da eclosdo, crescimento e estd ligada ao bom
funcionamento e manutencdo das fungdes corporais (Hernandez e Hardy, 2020; El-Sayed e
Izquierdo, 2021). As vitaminas sdo de natureza organica, suas exigéncias sdo em quantidades
relativamente pequenas (McDowell, 2000; Webster e Lim, 2002; Lehninger et al., 2006) e
funcionam como catalisadores ou reguladores metabédlicos, fundamentais para a sadde,
crescimento e reproducéo dos peixes (Romagosa et al., 2013). Apesar do conhecimento sobre
a importancia das vitaminas para o crescimento dos peixes ser comum, informacGes sobre as
suas exigéncias para reprodutores sdo menos abundantes. As informagdes disponiveis na
literatura mostram uma relagdo positiva entre a suplementacdo das vitaminas e 0 sucesso
reprodutivo de diferentes espécies de peixes (Pradhan e Olsson, 2015; Serezli et al., 2010;
Navarro et al., 2010; Martinez-Paramo et al., 2012; Fernandez et al., 2019; Beato et al., 2020).

Os beneficios da suplementacdo do acido fdlico (vitamina B9) em peixes foram
documentados principalmente com foco na saude e no crescimento (Duncan e Lovell, 1994;
Barros et al., 2009; Falah et al., 2020; Khan e Khan, 2020; Amri et al., 2020; Shi et al., 2020;
Zehra e Khan 2020; Badran e Ali, 2021; Roudsari et al., 2021; Hang et al., 2022). Esses

beneficios normalmente foram associados ao aumento na atividade da lisozima (Lin etal., 2011;
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Falah et al., 2020), ao aumento da imunidade (Firouz et al., 2013; Sesay et al., 2016; Delsoz et
al., 2017; Falah et al., 2020), a melhora na protecdo hepatica (Hang et al., 2022), a melhor
resposta ao estresse oxidativo e as respostas inflamatdrias (Falah et al., 2020, Khan e Khan,
2020; Shi et al., 2020; Zehra e Khan, 2020), maior ganho de peso (Khan e Khan, 2020; Badran
e Ali 2021), melhor conversdo alimentar (Barros et al., 2009; Khan e Khan, 2020) e aumento
da sobrevivéncia (Badran e Ali, 2021). Ja a deficiéncia de acido félico, causa anemia (Duncan
et al., 1993), é prejudicial as funcBes hepaticas (Wu et al., 2016), retardo do crescimento e a
hematopoiese (Lim e Klesius, 2001) e promove fragilidades nas nadadeiras (Sesay et al., 2016).

Na reproducdo de peixes, o acido folico diminui os defeitos congénitos e cardiacos (Yue
et al., 2017), além de atuar na formacdo dos olhos e aumento do comprimento dos embrides
(Sarmah e Marrs, 2013). Ainda, a exposicdo de embrides em é&cido félico diminui as
malformacdes embrionarias, melhora o desenvolvimento neural dos embriGes e aumenta as
taxas de eclosdo dos ovos e a sobrevivéncia das larvas (Ma et al., 2015, Cadena et al., 2020).
Nos reprodutores, o acido folico pode atuar na regulacdo dos niveis séricos de gonadotrofinas,
hormonios esteroides e vitelogenina (Anagha et al., 2021).

Com base em estudos com outros vertebrados, foram comprovados os beneficios do
acido folico em todos os aspectos da reprodu¢do. Em humanos, o acido folico atua na formacao
do feto e tubo neural (Bortolus et al., 2021), estd envolvido na sintese de proteinas, lipidios e
DNA (Dunlap et al., 2011), além do aumento da fertilidade (Chavarro et al., 2015; Ma et al.,
2022) e na melhora da qualidade seminal e espermatogénese (Schisterman et al., 2020). Em
roedores, o acido félico também esta associado com o aumento da concentracdo espermatica
(lbrahim et al., 2011; Zhang et al., 2021). Em cdes aumentou a motilidade e integridade
funcional da membrana do espermatozoide (Alonge et al., 2019). Em coelhos aumentou a
motilidade, reduziu o perfil lipidico e melhorou os parametros eritrocitarios (Ghadhban e
Alwan, 2020; Amaduruonye et al., 2021). Em suinos, diminui o teor de homocisteina no fluxo
uterino, fortaleceu os tecidos endometriais e embrionarios durante a gestagédo e auxilia no
crescimento e metabolismo hepatico de leitdes nascidos prematuros (Guay et al., 2002; Vallée
etal., 2002; Yaoetal., 2013). Em aves, auxilia na autofagia testicular, aumenta o peso corporal,
melhora a conversdo alimentar e a producao de ovos em matrizes (Hebert et al., 2005; Ezzat et
al., 2011; Yeetal., 2022).

Apesar da grande diversidade de beneficios conhecidos, as informacBes sobre as
exigéncias ou a suplementacdo de acido fdlico para reprodutores em peixes ainda sdo escassas

ou inexistentes. Assim, o adequado uso do &cido félico em dietas para reprodutores de peixes
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pode ser uma estratégia promissora na busca por soluc¢ées que venham atuar diretamente sobre
a melhora do sucesso reprodutivo e a melhora da qualidade e do vigor das proles. Portanto, o
principal objetivo deste trabalho foi revisar as informacGes sobre os principais beneficios da
suplementacédo dietética do acido folico (vitamina B9) para a piscicultura, fornecendo uma
melhor compreensdo das necessidades desta vitamina, com foco na nutricdo dos reprodutores

de peixes.

2. Uma visdo geral sobre vitaminas na nutricdo de reprodutores e seus impactos na
piscicultura

Com o desenvolvimento da criacdo intensiva na década de 80 (Nash, 2010; Jobling,
2016), foram conhecidas as exigéncias nutricionais para carpa, truta, salmao e catfish (Hardy
et al., 2022). Com isso, houve necessidade de produzir e ofertar peixes nas formas jovens para
abastecimento dos produtores (FAO, 2020) e, portanto, nesse mesmo periodo, iniciaram 0s
primeiros estudos com dieta de reprodutores (Springate et al., 1985; Watanabe et al., 1985).
Esses estudos demonstraram que a preparacdo de dietas artificiais adequadas durante a preé-
desova teve efeito positivo na qualidade de ovos e larvas (Watanabe et al., 1984).
Posteriormente, outros estudos ampliaram o conhecimento sobre componentes macro e
micronutrientes para formulacdes das racGes (Bromage, 1995; Furuita et al., 2001, Hardy e
Kaushik, 2021). Além disso, foi verificado que as diferentes espécies possuiam exigéncias
diferenciadas entre fases da criacdo e reproducdo (Gatlin 111, 2010) e, portanto, os estudos
identificaram que a falta de dietas adequadas para reprodutores se tornaria um fator limitante
na performance reprodutiva (Woynarovich e Horvath, 1983; Watanabe et al., 2002; Watanabe
etal., 2003).

Com o rapido crescimento da aquicultura em todo o mundo (FAO, 2022), houve um
aumento na procura por juvenis para atender as demandas do mercado (Barroso et al., 2019).
Porém, a oferta dos alevinos comercializados de forma geral ndo tem suprido a demanda do
mercado, especialmente devido a baixa qualidade e vigor dos animais (Liu et al., 2014; Luo et
al., 2015). Assim, a nutricdo de reprodutores surge como uma das estratégias para garantir o
fornecimento de proles com qualidade e em quantidade (Ng e Romano, 2013; Bombardelli et
al., 2021b). Assim, estudos iniciais foram voltados a determinacdo das exigéncias de proteina
(Gunasekera et al., 1996; El-Sayed et al., 2003) e energia (Tessaro et al. 2012; Tessaro et al.,
2014) ou das relacdes proteina e energia (El-Sayed e Kawanna, 2008). Mais recentemente, as

pesquisas nesta area tém sido focadas no uso de suplementos e aditivos nutricionais voltados a
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melhora no desempenho reprodutivo e melhora no vigor da prole (Lima et al., 2020; Singh et
al., 2021; Romanova et al., 2022; Bombardelli et al., 2023; Nascimento et al., 2023, Goes et al.,
2024).

De forma geral, o controle e o dominio da reproducao dos peixes sdo essenciais para 0
sucesso da producdo piscicola (Migaud et al., 2013). Neste contexto, a nutricdo dos
reprodutores tém recebido atencdo do setor produtivo e do setor académico, evidenciando que
dietas balanceadas e o suprimento adequado dos nutrientes auxiliam no crescimento e no
desempenho reprodutivo de machos (Mewes et al., 2016, Bombardelli et al., 2023) e das fémeas
(Izquierdo et al., 2001; Johnston et al., 2007; Bombardelli et al., 2015; Lima et al., 2020),
refletindo sobre a maturacdo das génadas (Singh et al., 2021), a fecundidade e a qualidade dos
gametas (Bobe e Labbé, 2010; Jobling, 2016). Alem disso, o emprego adequado da nutri¢do
dos reprodutores pode ser uma ferramenta poderosa para melhorar o desenvolvimento
embrionario e a eclosdo dos ovos (Izquierdo et al., 2001), além de transferir fatores nutricionais
para as proles, refletindo positivamente sobre o vigor e a sobrevivéncia das larvas e juvenis
(Nascimento et al., 2023).

A relacdo entre a nutricdo dos reprodutores e a qualidade das proles se estabelece
inicialmente quando as reservas do reprodutor s&éo mobilizadas e transportadas para os gametas
(Bhujel etal., 2001; El-Sayed et al., 2003). Este processo promove a transferéncia ndo somente
de nutrientes para o crescimento da prole via vitelo, mas também a transferéncia de fatores da
imunidade materna para a prole (Zhang et al., 2013; Ji et al., 2021), os quais melhoram o vigor
(Nascimento et al., 2023) e a sobrevivéncia das proles (Mazorra et al., 2003).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidas pesquisas sobre exigéncias de proteinas (Reidel
et al., 2010; Coldebella et al. 2011; Oliveira et al., 2014), energia (Bombardelli et al., 2009;
Tessaro et al., 2012), da relacdo energia e proteina (Bombardelli et al., 2017), &cidos graxos
(Hilbig et al., 2019) e do uso de diferentes fontes de 0leos vegetais (El-Sayed et al., 2005; Ng
e Wang, 2011; Zakeri et al., 2011). Apesar deste cenario, poucas séo as informacdes disponiveis
sobre as exigéncias de nutrientes digestiveis para os reprodutores de peixes (Riche, 2009; Cho
e Bureau, 2001; Tessaro et al, 2014).

Outras pesquisas também foram realizadas com a finalidade de suplementar as racées
para reprodutores com minerais como selénio, zinco (El-Fotoh et al., 2020) e fosforo (Carvalho
et al., 2018). Também foram estudados os efeitos da suplementacdo dietética da vitamina A
(Vassallo-Agius et al. 2001; Furuita et al., 2001; Clagett-Dame e DeLuca, 2002; Tan e He,
2007; Alsop et al., 2008, Pradhan e Olsson 2015), vitamina B1 (Romanova et al, 2019),
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vitamina B7 (Yossa et al, 2013), vitamina B12 (Diemer et al., 2013), vitamina C (Martins et al.,
2014; Mataveli et al., 2010; Canyurt e Akhan, 2008), vitamina E (Serezli et al., 2010; Navarro
et al, 2010; Mehrad et al., 2010), as interacdes entre vitaminas C e E (Emata et al., 2000; Lee e
Dabrowski et al., 2004; Furuita et al., 2009; Martinez-Paramo etal., 2012; Figueroa et al., 2018)
e vitamina K (Fernandez et al., 2019; Beato et al., 2020). Pesquisas recentes também avaliaram
os efeitos de ragdes formuladas com probidticos (Dias et al., 2020), nucleotideos (Lima et al.,
2020; Bombardelli et al., 2023) e minerais em nanoparticulas (Jahaabad et al., 2020; Ziaei-
Nejad et al., 2020) sobre a reproducéo e qualidade das proles de peixes.

A suplementacdo vitaminica aos reprodutores é essencial para o bom desempenho
reprodutivo, particularmente, para as taxas de fecundidade, qualidade dos gametas e
sobrevivéncia da prole (Romagosa et al., 2013). As vitaminas desempenham papeis importantes
no metabolismo celular (Moraes e Almeida, 2020) e sdo importantes para manutencdo de
diversos processos bioquimicos e fisiologicos que auxiliam na salde, crescimento e reproduc¢éo
dos peixes (Furuya, 2010; Borba et al., 2013; Romagosa et al., 2013). A necessidade de
suplementacédo vitaminica na dieta € maior nos sistemas de criacdo intensiva e os reprodutores
apresentam exigéncias diferente dos animais em crescimento (Pezzato et al., 2004; Borba et al.,
2013).

Como os animais utilizados na reproducdo sdo condicionados a manejos que impde
elevado esforco metabdlico, os nutrientes disponiveis na dieta e no ambiente normalmente néo
suprem suas exigéncias (Wu, 2022), necessitando a pratica da suplementagdo externa (Borba et
al., 2013). Porém, muita atencdo deve ser dada para o atendimento das exigéncias nutricionais
dos reprodutores, pois a suplementagdo vitaminica em excesso pode causar toxidez (Navarro et
al., 2007; Bastos et al., 2013; Lian et al., 2022), alterando também o funcionamento do sistema
enddcrino envolvidos na reproducédo (Blanco, 2019).

De modo geral, as vitaminas mais estudadas na reproducdo dos peixes sdo as vitaminas
A, C e E (Navarro et al., 2009; Volkoff e London, 2018). A suplementacdo de vitamina A
auxilia no desenvolvimento gonadal, aumento da fecundidade, fertilidade e atua no
desenvolvimento da estrutura 6ssea (Vassallo-Agius et al. 2001; Furuita et al., 2001; Tan e He,
2007; Alsop et al., 2008, Pradhan e Olsson 2015). A vitamina C pode atuar como antioxidante,
contribuindo para defesa imunoldgica e melhora na qualidade seminal, além do regular o ritmo
da vitelogénese e a da embriogénese. A vitamina C também aumenta a normalidade larval e
sobrevivéncia da prole (Canyurt e Akhan, 2008; Mataveli et al., 2010). A vitamina E tem

beneficios semelhantes aos das vitaminas A e C, com papel no desenvolvimento das gbnadas e
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aumento da fecundidade e eclosdo dos ovos (Alvarez-Lajonchere, 2006; Serezli et al., 2010;
El-Sayed e lzquierdo, 2021). Além disso, é evidente a ocorréncia de efeitos sinérgico no
metabolismo das vitaminas C e E, importantes como agente antioxidante nos gametas (Emata
et al., 2000; Lee e Dabrowski et al., 2004; Furuita et al., 2009; Martinez-Paramo et al., 2012;
Figueroa et al., 2018; Félix et al., 2020).

Apesar da importancia para garantir o sucesso da reproducao dos peixes, as informacoes
sobre as vitaminas do complexo B ainda sdo escassas ou até mesmo inexistentes (Volkoff e
London, 2018). Estudos com a vitamina B (tiamina) e vitamina Bs (piridoxina) demonstraram
a importancia destas vitaminas para a sobrevivéncia do embrido, para o desenvolvimento larval
e para a sintese de hormonios esteroides (Romanova et al., 2019; Akhtar e Ciji, 2020). A
suplementacdo de vitamina Bi> (cobalamina) também melhorou a motilidade espermatica
(Diemer et al., 2013) e o &cido folico apresentou efeitos positivos sobre a eclosdo de ovos e
para o desenvolvimento embrionario e larval (Ma et al., 2015, Yue et al., 2017; Cadena et al.,
2020). Assim, para que as vitaminas expressem o seu maximo potencial sobre o metabolismo,
é imprescindivel voltar a atencdo para a satde e 0 bom funcionamento do trato digestério dos
peixes, pois as vitaminas sdo absorvidas pelo intestino e armazenadas no figado (Volkoff e
London, 2018). Logo, estes sdo 6rgdos de extrema relevancia para sustentar 0S processos
metabolicos e impulsionar as respostas relacionadas com a interacdo entre nutricdo e
reproducdo (Wu, 2022).

Apesar da importancia da nutricdo dos reprodutores para impulsionar a qualidade das
proles e, mesmo sendo esta informacdo conhecida desde a década de 1980, em diversos locais
do mundo a alimentacdo dos reprodutores de peixes com ragdes formuladas para peixes em
crescimento ainda € uma pratica comum. Isto pode estar associado ao plantel de reprodutores
demandar reduzidos volumes de ragfes em comparagdo com aqueles destinados para o
crescimento e abate, inviabilizando a producéo de racoes especificas em escala industrial. Nesta
cadeia produtiva, a expectativa das industrias de racOes para organismos aquaticos € uma
producéo superior a 73 milhdes de toneladas de racdo no ano 2025 (Tacon, 2019), sendo em
sua absoluta maioria voltadas para ao mercado de peixes em crescimento e a terminacao
(Rebelatto Jr. et al., 2015; Baldisserotto e Gomes, 2020). Assim, como as exigéncias
nutricionais dos peixes em crescimento sdo diferentes daquelas para os reprodutores, 0 uso
inadequado destas racdes pode limitar o desempenho reprodutivo (Ng e Romano, 2013) e a

qualidade e o vigor das proles (Nascimento et al., 2023). Por este motivo, a cadeia produtiva da
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piscicultura tem buscado ra¢des que atendam as exigéncias dos reprodutores, porém estas ainda
sdo escassas no mercado (Bhujel, 2000).

Apesar destas racOes apresentarem um custo de produgdo mais elevado em comparacgéo
as racOes para crescimento (Ribeiro et al., 2017), o seu uso se torna um investimento, pois 0s
beneficios da nutricdo adequada dos reprodutores sobre a qualidade e o vigor das proles
compensam 0s gastos com as ragdes. O investimento com o uso de racles especificas para
reprodutores tende a gerar um retorno maior a medida que as cadeias produtivas se
especializam, utilizando reprodutores de maior valor genético e consequentemente maior valor
econémico. Nestes casos, é imprescindivel garantir o maximo desempenho reprodutivo e a
maior longevidade possivel dos reprodutores (Bombardelli et al., 2021a; Bombardelli et al.,
2023; Goes et al., 2024). Mesmo sendo escassas as informacOes sobre as demandas de
investimentos e o0s custos para promover a manutencdo de planteis de reprodutores (Guerreiro
et al., 2014) e producao de proles (Guerreiro et al., 2016), a nutricdo de reprodutores também
garante maior qualidade do sémen destinado para criopreservacdo (Pustowka et al., 2000),
promovendo maior rendimento das doses insemimantes e contribuindo para viabilizar a
industria voltada a bancos de sémen criopreservado (Bombardelli et al., 2021a; Pedreira et al.,
2022).

De modo geral, é certo que estudos com nutricdo de reprodutores sdo importantes e seus
beneficios garantem a qualidade da prole, especialmente em cadeias produtivas industrializadas
que empregam praticas intensivas de producdo para garantir producdo de peixes em larga
escala. Finalmente, o sucesso reprodutivo em peixes vai além da oferta de racGes balanceadas
que atendam as exigéncias nutricionais de macho e fémeas em atividade reprodutiva (Zaniboni
Filho e Nufier, 2004). Novas abordagens de manejo alimentar e nutricional também devem ser
desenvolvidas, a exemplo das taxas de arragcoamento, emprego de restricdo alimentar e até
mesmo oferta de ragdes especializadas para periodos que antecedem a reproducao (Volkoff e
London, 2018).

3. Uma viséo geral sobre o acido fdlico (vitamina B9)

O écido fdlico é uma vitamina composta por pteridina (6-metilptero), acido p-
aminobenzoico e acido glutamico (Figura 1) (Cieslik e Cieslik, 2018). Sua nomenclatura na
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) é (2S)-2-((4-(((2-amino-4-oxo-1,4-
dihidropteridin-6-il)metil)amino)benzoil)amino)pentanodidico (Alaburda e Shundo, 2007).

Tambeém é conhecido por acido pteroilglutdmico ou vitamina B9 (Zempleni et al., 2007). Possui
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peso molecular de 441,40 g/mol, é heterociclico e tem como formula molecular
C19H19N7Os (Liew, 2016). Este componente e seus derivados pertencem ao grupo dos folatos e
diferem no grau de oxidacdo do anel de pteridina e no namero de residuos de acido glutamico
(Czeczot, 2008; Vannucchi e Monteiro 2010; Liew, 2016). A forma monoglutamato totalmente
oxidada desta vitamina é a forma utilizada comercialmente em suplementos e alimentos
fortificados (Machlin, 1991; Zempleni et al., 2007).

(o] OH
(o]
(o]
N Y (o}
Pteridine unit H
HN
p-aminobenzoic acid OH

o} OH

Glutamic acid units

Figura 1. Estrutura quimica do acido folico. Adaptado de Oiano Neto (2010).

O é&cido félico é classificado como hidrossoltvel e de fonte exclusivamente exdgena
(Vannucchi e Monteiro, 2010). A forma pura desta vitamina tem como aspecto um pé cristalino
amarelo ou laranja-amarelado (Liew, 2016), também é inodoro e insipido (Arcot e Shrestha,
2005). E levemente soltvel em agua de pH neutro, porém bastante soltvel em solucio aquosa
acida e alcalina (Alaburda e Shundo, 2007). Por outro lado, é insoltvel em solventes organicos,
tais como etanol, acetona e eter (Arcot e Shrestha, 2005). O &cido folico ndo apresenta um ponto
de fusdo definido (Araujo et al., 2012), embora inicie uma degradacdo quando submetidos ao
aquecimento a 100°C por 10 minutos (Penteado, 2003) e decompbem-se a 250 °C (Alaburda e
Shundo, 2007). Isso resulta em perda irreversivel da atividade vitaminica (McKillop et al.,
2002; Aradjo et al., 2012).

A importancia do &cido félico foi descoberta na década de 30 (Czeizel et al., 2013),
quando foi verificado que a anemia gestacional em humanos podia ser tratada com extrato de
levedura (Nasser et al., 2005). Nele foi identificado o folato, que mais tarde foi extraido das
folhas do espinafre (Martinez et al., 2009). Na década de 40, sua forma sintética conhecida
como acido félico foi produzida (Hoffbrand e Weir, 2001). Os primeiros estudos verificaram

que o acido folico aliviou a anemia megaloblastica em macacos (May et al., 1950; May et al.,
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1952) e em porquinhos da india (Slungaard e Higgins, 1956). Com isso, pesquisas posteriores
apresentaram inimeros beneficios a saude humana (Hoffbrand e Weir, 2001). O &cido folico
comecou a ser utilizado no tratamento da deficiéncia nutricional (Wright et al., 2007) e na
prevencdo de defeitos congénitos durante a gravidez humana (Dary, 2009). Com isso, a
suplementacéo de acido folico foi adotada como agao preventiva em saude publica humana em
diversas partes do mundo (Lumley et al., 2001). No inicio deste século, o enriquecimento de
acido félico na farinha de trigo tornou-se obrigatoria em mais de 40 paises (Moran, 2007). Além
de sua forma sintética, as principais fontes naturais de folato estdo nas folhas e vegetais
(Krishnaswamy e Nair, 2001).

O termo acido folico é caracterizado pela forma totalmente oxidada e ndo é encontrada
naturalmente nos alimentos (Zempleni et al., 2007). Enquanto os folatos, que é a forma natural,
representam o grupo de compostos com a mesma atividade vitaminica (Alaburda e Shundo,
2007). Esses compostos sdo caracterizados por possuirem atividades bioldgicas semelhantes,
sendo o acido folico o mais estdvel e o composto mais facilmente absorvido deste grupo
(Eichholzer, et al., 2006). Outra diferenca € que o acido folico estd na forma monoglutamato e
o folato é encontrado na dieta na forma de poliglutamato (Uehara e Rosa, 2010). Assim, a
enzima pteroilpoliglutamato hidrolase age sobre esses poliglutamatos fazendo com que os
mesmos percam residuos de glutamato, convertendo-o em uma forma oxidada e liberando suas
proteinas para serem absorvidas pelas proteases digestivas (Vannucchi e Monteiro, 2010).

Quando o acido fdlico é ingerido, a enzima dihidrofolato redutase (DHFR) o reduz para
uma forma bioativa natural denominada de tetrahidrofolato (THF). Durante sua via metabélica,
ocorrem varias adi¢Oes e reduces de metilagdes (Cherukad et al., 2012). Assim, o THF é
transformado em 5-metiltetrahidrofolato (5-MeTHF) monoglutamato, a qual é a forma
circulante do folato (Blom, 2006). Entéo, o folato circula na forma de monoglutamato na
corrente sanguinea, contudo, no interior das células, a forma predominante do mesmo ¢é
poliglutamato para que ndo ocorra perda do folato para o meio extracelular (Nazki et al., 2014).
O metabolismo do acido félico também esta ligado as vitaminas B6 e B12 (Coussirat et al.,
2012). A auséncia de uma delas dificulta a execucao de diversas reacdes enzimaticas (Cherukad
etal., 2012). Isso impede o funcionamento da metionina sintase (MTR), cistationina B sintetase
(CBS) e 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), aumentando as concentragfes
plasmaticas de homocisteina (Yoshii et al., 2019). O excesso de homocisteina esta relacionado
com alteracBes na estrutura de proteinas, peroxidacdo lipidica, inflamacdo e danos ao DNA
(Coussirat et al., 2012) (Figura 2).
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Todo esse processo metabdlico do acido folico inicia-se quando o alimento ingerido
chega ao intestino dos peixes, sendo absorvido por difusdo utilizando um transportador
dependente de Na+ (Rotta, 2003). Apds absorvido, o acido folico entra na corrente sanguinea
e parte € armazenada no figado (Suarez-Obando et al., 2010; Vannucchi e Monteiro, 2010, Maia
etal., 2020). Quando o &cido folico esta circulando na corrente sanguinea, ha envolvimento nas
reacOes de transferéncia dos grupos metila e formil, como a sintese de metionina e serina (Ewan,
1996; Das, 2003; NRC, 2011). A funcéo do acido félico é fornecer transporte intermediario de
unidades monocarbonicas para compostos que participam da divisdo celular (producédo de
acidos nucleicos), sintese de proteinas, aminoacidos, transformacgdes (conversdo mdtua de
serina e glicina), catabolismo de histidina em acido glutdmico e transformacéo de homocisteina
para metionina (Jacob et al., 1998; Wald, 2004; Karakula et al., 2009). Além disso, 0 acido

folico tem o papel de coenzima nessas reagdes (Marchioro et al., 2010; Pertiwi et al., 2020).

Folate
+ Protein
DHF synthesis
THF Methionine :A
S-AdoMet
5,1 O'ﬁﬁé‘y'e"e‘ . BHMT Cellular
MTRR methylation
S-Adenosyl-
MTHFR Homo-  homocysteine
5-Methyl- cysteine
DNA THF
, CBS
synthesis * Adenosine
Cysteine

Figura 2. Esquema do ciclo metabdlico do acido fdlico. (Fonte: Cherukad et al., 2012)

O éacido fdlico estd envolvido no ciclo da cobalamina (Vitamina B12) (Cherukad et al.,
2012), isso transforma a homocisteina em metionina que é importante para sintese proteica e é
responsavel pelo fortalecimento dos musculos, protecdo dos tecidos, modificacdo do DNA e
por manter o funcionamento saudavel das células (Graciano et al., 2010). O acido félico
também esta envolvido no metabolismo de aminoacidos e nas reacdes de sintese de &cido
nucleicos (Marchioro et al., 2010; Blanco et al., 2016). Tem papel importante no
desenvolvimento embrionario inicial (Tamura e Picciano, 2006; Millacura et al., 2017) e

formacdo das células do sangue (McDowell, 2000). Além disso, o acido félico elimina os
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radicais livres oxidantes, sendo considerado um agente antioxidante (Joshi et al., 2001). Com
IS0, apresenta inUmeros beneficios para imunidade, satde, crescimento e reproducdo animal
(Chavarro e Schlaff, 2018; Schisterman et al., 2020).

A suplementacdo de acido félico antes e durante a gravidez humana mostrou-se
necessaria para o desenvolvimento e fechamento do tubo neural (Millacura et al., 2017),
estrutura precursora do sistema nervoso central (Czeizel e Dudas, 1992; Wald et al., 2001). A
suplementacdo também previne anencefalia, espinha bifida, defeitos orofaciais, dentre outras
(Wisniewska e Wysocki, 2008; Blanco et al., 2016; Millacura et al., 2017). Com isso, a
suplementacédo diminui consideravelmente problemas na formacao embrionaria e fetal (Czeizel
e Dudas, 1992, Maia et al., 2020).

Por outro lado, a deficiéncia de acido folico ou a vitamina By tem se mostrado o principal
fator de risco para defeitos do tubo neural identificado até hoje, além de outras anormalidades
morfologicas e funcionais (Wilson e O'Connor, 2021). A deficiéncia de acido folico também
pode resultar em anemia megaloblastica (McDowell, 2000) e reducdo da sintese de acido
desoxirribonucléico (DNA), com células apresentando uma fase em repouso prolongada como
um bloqueio precoce na mitose (Henry, 2000). Esta deficiéncia também esta relacionada aos
niveis baixos de hematdcrito, hemoglobina e eritrdcitos (Garcia-Navarro e Pachaly, 2005). Na
auséncia desta vitamina na via da metionina, ocorre desregulacdo nas metilacdes da proteina,
nucleotideos do DNA e RNA, agucares, dentre outros (Elango, 2020; Lauinger e Kaiser, 2021).
Sendo assim, sua insuficiéncia pode comprometer a proliferacao e diferenciacao celular durante
a embriogénese, afetando as células da crista neural, que apresentam alta taxa de proliferacao,
e desencadeando defeitos congénitos (Blanco et al., 2016; Millacura et al., 2017). Quando o
corpo apresenta uma quantidade baixa de folato, pode ocorrer acimulo do aminoacido
homocisteina, que € prejudicial ao sistema circulatério (Nazki et al., 2014). Nesse contexto,
mesmo pequenas deficiéncias de &cido foélico podem ter um significativo impacto no
metabolismo, funcionamento do corpo e reproducdo dos animais (Santos e Pereira, 2007;
Rahimi et al., 2019; Wilson e O'Connor, 2022).

4. O &cido folico na nutricao de peixes

O écido folico é um nutriente essencial para peixes como também para outros
vertebrados (Halver, 1989; Duncan et al. 1993; Cowey e Woodward 1993; Shiau e Huang
2001a, Halver e Hardy, 2002; Barros et al. 2009; Sesay et al. 2016; Falah et al., 2020; Khan e
Khan, 2020; Shi et al., 2020; Zehra e Khan, 2020; Badran e Ali, 2021). O primeiro estudo dessa
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vitamina em peixes verificou que a truta (Oncorhynchus mykiss) necessitava de até 1,0 mg kg
! de &cido folico para adquirir maximo ganho de peso (McLaren et al., 1947). Em seguida,
verificou-se que a exigéncia desta vitamina para outros salmonideos (Oncorhynchus spp.)
demandava a suplementacdo de 1,5 mg kg (Halver, 1957). A deficiéncia de acido félico em
salméo (Oncorhynchus kisutch) esta associada as alteragcdes hematoldgicas (Smith, 1968; Smith
e Halver, 1969). Em geral, nos salmonideos, a deficiéncia desta vitamina leva a anemia
megaloblastica e anorexia. Além disso, foi verificado reducdo no nimero de eritrécitos,
branquias palidas, anisocitose e poiquilocitose (Halver, 1976). Este quadro clinico parece ser
reversivel, pois a salde dos peixes foi restabelecida quando a suplementacdo dietética com
acido félico foi reestabelecida por oito semanas (Smith e Halver, 1969).

O National Research Council - NRC (1981) recomendou que dietas para peixes de agua
fria fossem suplementadas com 5,0 mg de acido félico kg™*. Essa recomendacéo foi baseada no
critério de armazenamento de folato hepatico em espécies de salméo do Pacifico (Halver, 1989)
e também pela garantia da vitamina ser altamente sollvel em agua (Halver, 1985). Nesse
periodo, o acido folico comecou a ser adicionado em racdes para peixes como um po seco em
uma pré-mistura multivitaminica (NRC, 1981). A partir disso, estudos com suplementacéo de
acido félico foram aplicados para outras espécies (NRC, 1993).

Assim, foram observados crescimento deficiente e alteracdo da cor da pele em enguias
japonesas (Anguilla japonica) alimentadas com dieta deficiente de acido folico por 10 semanas
(Arai et al., 1972). Alevinos de cauda amarela (Seriola quinqueradiata) com deficiéncia em
acido fdlico apresentaram defeitos nas nadadeiras, coloracdo escura da pele e anemia
(Hosokawa, 1999). Os sinais de deficiéncia em bagre do canal (Ictalurus punctatus)
apresentaram crescimento reduzido, anemia e aumento sensibilidade a infeccdo bacteriana
(Duncan e Lovell, 1994). A deficiéncia de folato podem resultar em sinais semelhantes ao das
vitaminas B12 e C (NRC, 2011).

Por outro lado, ndo foram observados sinais de deficiéncia desta vitamina em Cyprinus
carpio alimentados com dieta isenta de acido félico (Aoe et al., 1967), levantando uma hipotese
sobre a possivel sintese de folato pela flora microbiana intestinal (Kashiwada et al., 1971). Essa
hipotese também é sustentada por Duncan et al. (1993) para bagres (I. puctatus) e Shiau e Huang
(2001a) em tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus). Barros et al. (2009)
avaliaram o efeito do acido félico nas respostas hematoldgicas, crescimento e resisténcia ao
estresse provocado por baixas temperaturas (12°C) em O. niloticus. De acordo com estes

autores, tanto a eritropoiese como leucopoiese foram prejudicadas pelo estressor aplicado, mas
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ndo pela auséncia de acido folico na dieta, verificando que os microrganismos intestinais podem
contribuir com uma quantidade consideravel de acido folico para o hospedeiro.

A necessidade de &cido félico foi mais elucidada em trutas (O. mykiss), com uma
recomendacdo de 0,3-0,6 mg kg! para aumentar o crescimento de juvenis (Cowey e
Woodward,1993). A suplementacéo entre 2,0 e 2,5 mg kg* melhorou o sistema imunoldgico e
crescimento das trutas (Shafaeipour et al., 2011; Esmaeili e Khara, 2014) e, a suplementacdo
de 6,0 mg kg teve efeitos positivos no crescimento e imunidade, porém influenciou
negativamente nos parametros hematoldgicos (Firouz et al., 2013).

Outras espécies também estudadas foram as tilapias (Oreochromis sp.) e bagre do canal
(I. puctatus). A necessidade de acido fdlico para alevinos de tilapias de até 5,0 g é recomendada
em 0,82 mg kg, o que garante o maior ganho de peso (Shiau e Huang, 2001a). Para tilapias
em crescimento, com peso corporal de até 315,0 g, a suplementacdo de 0,4 a 1,0 mg kg™
proporcionou maior ganho de peso, melhor conversdo alimentar, aumento da imunidade e
manutencdo das respostas fisiologicas (Barros et al., 2009; Wu et al., 2016). Em |. puctatus, a
suplementacéo dietética com niveis elevados (200 mg kg de vitamina C e 4 mg kg de 4cido
félico) proporcionou maxima sobrevivéncia e producdo de anticorpos em peixes desafiados
com a bactéria Edwardsiella ictaluri (Duncan e Lovell, 1994).

A carpa Ctenopharyngodon idella necessita da suplementacdo de pelo menos 1,60 a
2,08 mg de acido félico kg™. Os efeitos positivos da suplementacdo desta vitamina foram
aumento do peso final, ganho de peso, maior imunidade, aumento do valor nutritivo de
aminoacidos e acido graxo no musculo (Shi et al., 2015, Shi etal., 2020). Em outros ciprinideos,
a vitamina aumentou o ganho de peso e melhorou imunidade de dourada (Megalobrama
amblycephala) (Sesay et al., 2016) e de carpa asiatica (Catla catla) (Khan e Khan, 2020) com
a suplementacéo dietética de 0,68 a 0,82 mg kg e 0,4 mg kg™ respectivamente.

Baseado em critérios como melhor desempenho e aumento nas respostas imunoldgicas
inatas, a exigéncia em acido félico na dieta foi relatada para outras espécies de peixes, como:
2,0 mg kg para salmdo-do-Pacifico (Oncorhynchus spp.) (NRC, 2011), 0,8 mg kg™ para
garoupa (Epinephelus malabaricus) (Lin et al., 2011), 2,0 mg kg? para catfish (Mystus
nemurus) (Hien e Doolgindachbaporn, 2011), 2 a 4 mg kg para esturjdio (Acipenser
nudiventris) (Delsoz et al., 2017), 1,82 a 4,41 mg kg para esturjdo siberiano (Acipenser baerii)
(Falah et al., 2020), 2,0 mg kg para dourada portuguesa (Sparus aurata) (Amri et al., 2020),
0,74 a 1,15 mg kg™ para cabeca de cobra (Channa punctatus) (Zehra e Khan, 2020), 30 a 50
mg kg para tainha (Mugil cephalus) (Badran e Ali, 2021) e 1,42 a 1,46 mg.kg* para black bass
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(Micropterus salmoides) (Hang et al., 2022). Atualmente, os niveis de garantia de acido folico
encontrado na maioria das ragfes comerciais para peixes onivoros variam entre 0,3 e 1,5 mg

kg, Esses resultados foram sistematizados e melhor detalhados na Tabela 1.

5. O &cido folico melhora a satde dos peixes

Uma suplementacéo dietética de acido folico proporciona inimeras rea¢des bioguimicas
que melhora a satde em geral dos peixes (Gazzali et al., 2016; Hansen et al., 2015). Tem papel
importante para replicacdo, desenvolvimento e homeostase de células normais (Sesay et al.,
2017; Shi et al., 2015). O &cido félico também pode contribuir para producédo dos eritrocitos e
que ajuda a aumentar os niveis de hemoglobina. Estudos recentes revelam que suplementacédo
desta vitamina aumenta a sintese mitocondrial de glicina a partir de serina, que é necessario
para catalisar a primeira etapa da producdo de hemoglobina (Hunter e Ferreira, 2009;
Fernandez-Murray et al., 2016; Falah et al., 2020). Além disso, tem participacdo na biossintese
de purina e pirimidina, que envolve a formacédo e maturacao dos eritrécitos (Barros et al., 2009).
O aumento dos eritrocitos e hemoglobina sdo importantes porque auxiliam no transporte de
oxigénio pelo organismo (Ranzani-Paiva et al., 2013). Outro beneficio ¢ o aumento dos
leucdcitos em geral, isso significa que os peixes alimentados com dietas suplementadas com
acido folico estdo em condi¢bes mais saudaveis e que os ajudardo em promover a capacidade
imunologica e antioxidante contra agentes patdgenos (Chi et al., 2011; Lin et al., 2011, Falah
et al., 2020). Nesse sentido, a suplementacao dietética de acido félico melhora os parametros
hematoldgicos nos peixes conforme relatado em |. punctatus (Duncan et al., 1993; Duncan e
Lovell, 1994), Oreochromis sp. (Barros et al., 2009; Wu et al., 2016), Acipenser sp. (Delsoz et
al., 2017; Falah et al., 2020), C. catla (Khan e Khan, 2020), C. punctatus (Zehra e Khan, 2020),
M. cephalus (Badran e Ali, 2021), O. mykiss (Esmaeili e Khara, 2014; Roudsari et al., 2021) e
M. salmoides (Hang et al., 2022).

Outro fator relevante é que o acido folico reforca o sistema imunologico inato dos peixes
com o0 aumento dos niveis séricos da atividade da lisozima (Khan e Khan, 2020). Isso €
importante pois ela atua como um mediador enddgeno contra parasitas, infecces bacterianas e
virais (Saurabh e Sahoo, 2008). Assim, sua mensuracdo e importante para estudos voltados a
salde dos peixes (Song et al., 2021). Neste caso, a atividade de lisozima aumentou em E.
malabaricus (Lin etal., 2011), O. mykiss (Esmaeili e Khara 2014; Firouz et al., 2013), C. idella
(Shi et al., 2015), A. baerii (Falah et al., 2020) e C. catla (Khan e Khan, 2020) que foram

alimentados com dietas suplementada com acido folico.
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Nos parametros bioquimicos do sangue, o &cido folico pode aumentar as concentracdes
de proteinas totais séricas e suas fracdes. Isso € um indicativo de melhorias do estado fisiologico
geral dos peixes (Coeurdacier et al., 2011) e da imunidade (Sesay et al., 2016). Isso sugere uma
maior capacidade de utilizar esta vitamina e reverter em nutrientes essenciais para melhorar o
crescimento e a saude (Sesay et al, 2016; Khan e Khan, 2020; Falah et al., 2020). Em
consequéncia desse aumento, o acido félico também pode elevar as concentragdes da albumina,
que desempenha papel importante para a osmorregulacdo e principalmente no transporte
lipidico, de horménios e no metabolismo energético (Ascenzi et al., 2013; Nelson e Cox, 2014;
Andreeva, 2019; Andreeva, 2022). Além disso, também tem papel no transporte de anticorpos
que auxilia na imunidade por meio da globulina (Chernyavskikh et al., 2019; Panigrahi et al.,
2021). Estudos relatam que o aumento das proteinas totais melhora a satde de M. amblycephala
(Sesay et al., 2006), A. baerii (Falah et al., 2020) C. catla (Khan e Khan, 2020) a partir da
suplementacdo de acido folico na dieta.

Além disso, o acido folico pode evitar danos no figado dos peixes (Kopp et al., 2009;
Abdel-Daim et al., 2015) e apresentam respostas de melhoria da satde hepatica (Rastiannasab
etal., 2016; Badran e Ali, 2021). Assim, sugere-se que o acido félico possa prevenir ou retardar
avanco da esteatose hepatica nos animais com a diminuicdo dos niveis homocisteina (Tripathi
et al., 2022). Outro ponto relevante é que o acido fdlico pode diminuir as enzimas
transaminases. Isso auxilia na protecdo hepatica e é importante para manutencdo do
metabolismo e sintese de aminoacidos essenciais para o crescimento dos peixes (Falah et al.,
2020). Essas enzimas estdo presentes em maior parte nos hepatocitos e quando 0s niveis sdo
elevados, sdo liberadas no sangue em consequéncia de lesdo hepatica de naturezas diversas
(Abdel-Daim et al., 2015). O acido folico também é importante para o equilibrio da fosfatase
alcalina, que também é fundamental pela saudade hepatica. Caso haja desregulacbes, pode
indicar obstrucdo do fluxo biliar. Ela é responsavel por remover grupos fosfatos de diversas de
moléculas, entre elas nucleotideos e proteinas (Khan e Khan, 2020). Estudos indicam a
importancia do acido fdlico para manutencdo funcional e satde hepatica dos peixes conforme
relatado em O. niloticus (Wu et al., 2016), A. baerii (Falah et al., 2020), C. catla (Khan e Khan,
2020) M. salmoides (Hang et al., 2022).

O é&cido folico também atua no equilibrio entre as espécies reativas e defesas
antioxidantes, que é mantido pela presenca de antioxidantes naturais e enzimas antioxidantes
(Lubrano e Balzan, 2015; Amri et al., 2020). Os peixes desenvolvem uma complexa grade de

defesa antioxidante como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidacdo lipidica
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(LPO) e Glutationas (GSH), que protegem contra espécies reativas de oxigénio (ROS) e seus
subprodutos (Saez e Estan-Capell, 2017; Aliko et al., 2018; Liang et al., 2022). Nos peixes,
estudos associam essas atividades ligadas ao figado e musculo durante a fase de crescimento
(Shi et al., 2020; Zehra e Khan 2020). A enzima SOD catalisa a dismutacdo de radicais
superdxidos em oxigénio e perdxido de hidrogénio para que possa eliminar o excesso de ROS
(Nguyen et al., 2020; Eleutherio et al., 2021). O aumento dessa atividade foi relatado em S.
aurata (Amri et al, 2020), C. idella (Shi et al, 2020) e C. punctatus (Zehra e Khan, 2020) com
a suplementacdo dietética de acido fdlico.

O é&cido fdlico também aumenta a atividade CAT e como beneficio anula a acdo toxica
do peroxido de hidrogénio. Nos peixes, o figado é o 6rgdo mais investigado e sua atividade
aumenta com suplementacdo de &cido folico na dieta, conforme observado em C. punctata
(Zehra e Khan, 2020), E. malabaricus (Lin et al., 2011), A. baerii (Falah et al., 2020) e O.
mykiss (Roudsari et al., 2021). Outro beneficio documentado é que os animais alimentados
com dieta suplementada com acido folico diminuiram a atividade LPO (Moat et al., 2003; Ebaid
etal., 2013), isso foi relatado no figado da E. malabaricus (Lin et al., 2011) e M. amblycephala
(Sesay et al., 2016). Com isso, o acido folico pode reduzir em até 80% a LPO (Amri et al.,
2020).

Por Gltimo, a glutationa é o principal antioxidante produzido pelos animais (Xue et al.,
2022). Ela neutraliza os radicais livres, auxilia no processo de destoxificacdo hepatico,
destoxicacdo de metais pesados, tem papel vital para a funcdo mitocondrial e na manutencao
de DNA, cofator para varias enzimas antioxidantes e reciclagem dos antioxidantes (Ming et al.,
2018). O éacido félico é percursor na via metabolica em que transforma homocisteina em
cisteina, que posteriormente forma a glutationa (Cherukad et al., 2012). O aumento de sua
atividade é vital para salde dos peixes, e é impulsionado pela suplementacéo de acido folico
conforme relatado em C. idella (Shi et al., 2015; Shi et al., 2020), A. baerii (Falah et al., 2020)
e O. mykiss (Roudsari et al., 2021).
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Tabela 1. Sistematizacdo dos principais resultados de salde, crescimento e reproducdo encontrado em pesquisas com a suplementacédo de acido félico

para peixes.
Espécie Fase de criacao Necessidade Resultados Resposta Referéncias
Crescimento B Maior ganho de peso. Aumento do namero de eritrocitos, .
Ictalurus punctatus (3,00 — 842,00 ) 4,0 mg kg leucécitos e porcentagem do hematécrito. Positiva Duncan et al., (1993)
_ Crescimento Maior peso final, aumento _da sobrevivéncia e menor N
Oncorhynchus mykiss (1,36 - 86,92 ) 0,3-0,6 mgkg! conwersio alimentar. Capacidade de recuperagdo do Positiva Cowey e Woodward (1993)
‘ ' crescimento em peixes com deficiéncia de é&cido folico.
Aumento no hematdcrito e nimero de eritrocitos. Aumenta .
(ctal Crescimento 40 K imunidade e sobrevivéncia ao desafio por E. ictaluri. Positiva D Lovell (1994
ctalurus punctatus (1,50 - 44,00 g) 0 Mg kg Exclusdo da vitamina C da dieta pode anular os efeitos da Negati uncan e Lovell ( )
« Lo e egativa
suplementacgéo de 4cido folico
Oreochrorg:]srglljlsotlcus x0. ((():,Elels ?'nggt(g)) 0,82 mgkg? Maior ganho de peso e melhor eficiéncia alimentar. Positiva Shiau e Huang (2001)
Diminuicéo da conversdo alimentar. Aumento do nimero de
L Crescimento 4 eritrocitos, hemoglobina e wvolume corpuscular médio. -
Oreochromis niloticus (14,50 - 191,40 g) 0.5-1.0 mgkg Aumenta imunidade e manutengdo das respostas fisioldgicas Positiva Barros et al. (2009)
apos estresse em baixas temperaturas.
Mystus nemurus Crescimento 2.0 mg kg™ Maior ganho de peso, crescimento, eficiéncia proteica e Positiva Hien e Doolgindachbaporn
(18,74 - 41,54 g) ' diminuico da conversdo alimentar. (2011)
Crescimento 0,69-0,88 mg Maior ganho de peso e eficiéncia alimentar. Menor indice
Epinephelus malabaricus (7,28 - 25,80 g) ' kg,'l hepatossomatico. Atuacdo antioxidante com diminuicdo da  Positiva Lin et al. (2011)
‘ ' peroxidacao lipidica e aumento da atividade de catalase.
. Crescimento i Maior peso final, ganho de peso, taxa de crescimento . .
Oncorhynchus mykiss (0,25 - 37,40 g) 2,0 mgkg? especifico e menor conversio alimentar. Positiva Shafaeipour et al. (2011)
Maior peso final e ganho de peso. Aumento do volume
corpuscular médio. Aumento do ndmero de leucdcitos,
_ Crescimento monécitqs, eosinc’)filos, neutrofilos e linfdcitos. Melho.rou o  Positiva _
Oncorhynchus mykiss (6,00 - 24.20 g) 6,0 mgkg* sistema imunoldgico com aumento da Imunoglobulina e Firouz et al. (2013)
’ ' atividade lisozima.
Diminuicdo da concentracdo de hemoglobina, nimero de Negati
oo e - egativa
eritrocitos, mondcitos e porcentagem de hematdcritos
Maior peso final, comprimento e sobrevivéncia. Menor
Oncorhynchus mykiss Crescimento 25 mg kg conversdo alimentar. Aumento do hematécrito, hemoglobina Positiva Esmaeili e Khara (2014)

(8,10 - 32,10 g)

corpuscular média e concentracdo média de hemoglobina

corpuscular.  Diminui¢do do volume corpuscular médio.
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Melhorou o sistema imunolégico com aumento da
Imunoglobulina e atividade lisozima

Crescimento

. -1
(267,70-747,22¢g) 16208 mokg

Ctenopharyngodon idella

Maior ganho de peso, peso final, crescimento e diminui
conversdo alimentar. Protecdo e salde das bréanquias.
Manutencdo da imunidade adequada com base na fosfatase
acida e atividade de lisozima. Diminuiu proteina carbonilada
e malondialdeido. Atuagdo antioxidante com aumento da
superoxidacdo dismutase sérica, atividade de catalase,
glutationa peroxidase e glutationa redutase. Atuou na
regulacdo da expressdo génica de citocinas, proteinas,
enzimas antioxidantes, fator nuclear kappa B p65 e quinase
na cadeia de miosina.

Positiva

Shi et al. (2015)

Megalobrama Crescimento 0,68 -0,82 mg
amblycephala (27,10 - 69,45 g) kg

Maior peso final, ganho de peso, crescimento especifico e a
taxa de eficiéncia alimentar. Aumento da proteina bruta no
musculo e proteina total sérica. Aumento da imunidade com
imunoglobulina. Aumento da atividade enzimética de
amilase, lipase, tripsina e quimotripsina no intestino. Atuacéo
antioxidante com aumento da superoxidagdo dismutase sérica
e atividade de catalase.

Positiva

Sesay et al. (2016)

Crescimento

Maior ganho de peso. Aumento do nimero de eritrdcitos,
concentragdo de hemoglobina e hematdcrito. Diminuicdo das
atividades de aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase.

Positiva

Wu et al. (2016)

Maior ganho de peso, crescimento e diminuicdo da conversao
alimentar. Melhora o fator de condi¢do. Aumenta o nimero
de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e hematocrito.
Aumento dos niveis de imunoglobulina e leucdcitos. Efeito
sinergético com Pediococcus acidilactici na dieta.

Positiva

Delsoz et al. (2017)

Aumento das proteinas totais séricas, superoxidacdo
dismutase sérica e atividade de catalase hepatica e a expressao
de HSP60, HSP70 e HSP90. Diminui¢do das atividades de
aspartato  aminotransferase, alanina aminotransferase,
glicose, cortisol e peroxidacéo lipidica hepética.

Positiva

Sesay et al. (2017)

ic nilati _ -1
Oreochromis niloticus (60,23 - 315,60 g) 0,4-0,7 mgkg
. . . Crescimento 1
Acipenser nudiventris (12,40 - 60,00 g) 2,0-4,0 mgkg
Megalobrama Crescimento 1
amblycephala (27,10 - 69,45 g) 1,0-2,0 mgkg
Acipenser baerii Crescimento 1,82-4,41 mg
P (4,36 - 18,28 g) kg™

Maior ganho de peso e menor conversdo alimentar. Aumento
do ndmero de eritrocitos, leucocitos, hemoglobina e
hematécrito. Aumento da atividade da lisozima e proteina
total sanguinea. Diminuicdo do aspartato aminotransferase e
alanina aminotransferase. Atuagao antioxidante com aumento

Positiva

Falah et al. 2020
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da superoxidacdo dismutase sérica, atividade de catalase e
glutationa peroxidase.

Catla catla

Crescimento

-1
(3,40 - 43,57 g) 0.4 mg kg

Maior ganho de peso e taxa de crescimento. Menor conversao
alimentar. Diminuicéo do indice hepatossomatico. Aumento
no numero de eritrdcitos e hemoglobina.  Aumento da
atividade lisozima, fosfatase alcalina e proteina total
sanguinea. Atuacdo antioxidante com diminuicdo da
peroxidacao lipidica e aumento da superoxidagdo dismutase
sérica e atividade de catalase.

Positiva

Khan e Khan (2020)

Sparus aurata

Crescimento

-1
(2,99 - 16,91 g) 2,0 mgkg

Maior peso final, ganho de peso e taxa de crescimento.
Menor indice hepatossomatico. Atuacdo antioxidante com
diminuico da peroxidacdo lipidica e aumento da
superoxidacdo dismutase sérica e atividade de catalase.

Positiva

Amri et al. (2020)

Ctenopharyngodon idella

Crescimento 1,87e1,80 mg
(267,70 - 747,22 g) kgt

Aumento de proteina e lipideos e diminuicdo da umidade no
mlsculo. Aumentou o valor nutritivo de aminodcidos e é&cido
graxo no musculo. Aumentou o pH e diminuiu o lactato no
masculo. Diminuiu proteina carbonilada, malondialdeido e
espécies reativas ao oxigénio. Atuacdo antioxidante com
aumento da superoxidacdo dismutase sérica, atividade de
catalase, glutationa, glutationa peroxidase, glutationa
redutase e glutationa S-transferases. Atuou na regulacéo da
expressao génica de proteina la e 1b associada a ECH
semelhante a Kelch, NF-E2-fator relacionado 2 e caseina
quinase 2 no masculo.

Positiva

Excesso de acido folico na dieta diminuiu a capacidade
antioxidante e qualidade do musculo.

Negativa

Shi et al. (2020)

Channa punctatus

Crescimento 0,74-1,15 mg
(4,88 - 48,85 @) kgt

Maior peso final, ganho de peso e sobrevivéncia. Menor
conversdo alimentar. Aumento no nimero de eritrécitos,
hematécirto e hemoglobina.  Atuagdo antioxidante com
diminuico da peroxidacdo lipidica e aumento da
superoxidacdo dismutase sérica e atividade de catalase.

Positiva

Zehra e Khan (2020)

Mugil cephalus

Crescimento 30,0-50,0 mg
(39,10 - 54,50 g) kg

Maior ganho de peso, peso final e crescimento. Melhor fator
de condigdo. Aumento do nimero de eritrdcitos, leucécitos,
concentracdo de hemoglobina e hematdcrito.

Positiva

Aumento das atividades de aspartato aminotransferase e
alanina aminotransferase.

Negativa

Badran e Ali (2021)

Oncorhynchus mykiss

Crescimento

-1k
(3L00-10023g) -0 MIkg

Aumento do ganho de peso, crescimento e fator de condic&o.
Diminuicao da conversdo alimentar. Aumento do nimero de

Positiva

Roudsari et al. (2021)
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eritrocitos, leucécitos, concentracdo de hemoglobina e
hematécirto. Aumento da imunidade com atividade Lisozima
e imunoglobulina. Atividade antixioxidante com aumento da
atividade de superoxidacdo dismutase sérica, catalase e
glutationa peroxidase.

Maior Peso final, ganho de peso e a taxa de crescimento.
Reduziu os indices viscerossomatico e hepatossomatico.
Aumento do namero de eritrécito, taxa de hematocrito e

Micropterus salmoides (J:gegcfldrgsr;tgg) 1,42 'klg’j6 mg concentracdo de hemoglobina. Diminuiu a atividade da Positiva Hang et al. (2022)
' ' alanina aminotransferase. Aumento da atividade catalase e
protegeu a salde do figado.
Diminuiu a sobrevivéncia Negativa
Maior ganho de peso e menor conversdo alimentar. Aumento
Crescimento de_ _eritr()citos, hemo_globina e hematocrito. Diminuiu a N
Huso huso (6,58 — 19,17 g) 3,72 mgkg* atividade da alanina aminotransferase e aspartato Positiva Yeganeh et al. (2022)
’ ' aminotransferase. Aumentou a resisténcia em estresse de
hipdxia.
_ _ Reprodugio Diminui o edema c_ardl'aco, atuou na forma(;_éo_ do_s olhc_)s e N
Danio rerio (Embrizo) 50 uM** aumentou o comprimento dos embrides. Diminui defeitos  Positiva Sarmah e Marrs (2013)
cardiacos induzidos pelo etanol.
Aumento das taxas de eclosdo e sobrevivéncia. Diminui a taxa
de malformacdo e melhora o desenvolvimento cardiaco e
neural dos embrifes. Diminuiu a toxidade do arsenito.
Danio rerio Reprod'tigéo 100 pM** Resgatou o efeito deletério F'C{ arsenito noAdgsenvoIvimAen.to Positiva Madet al. (2015)
(Embri&o) neural, protege a estrura e dindmica do ax6nio do neurénio.
Atuou na regulacdo positiva da expressdo de Dvrl/GDF1
(decapentaplégico e relacionado a Vg-1 e fator de
diferenciacdo de crescimento 1).
_ _ Reprodugio Diminui os defeitos cardiacos embioné,rio. Atuou na N
Danio rerio (Embrizo) 0,05 pM** regulacdo de genes alvo de AhR. Atuou através da sinalizacdo Positiva Yue et al. (2017)
AhR e Wnt/b-catenina.
_ _ Reproducio Diminqi 0S defei’tqs morfolégico_s no coracéo, _olhos e ir_1f|a;;éo -
Danio rerio (Embrizo) 75 uM** da bexiga natatoria. Regulou atividade natoria e diminuiu a  Positiva Cadena et al. (2020a)
toxidade do etanol.
Aumentou o indice gonadossomatico. Regulou diferentes
. Reproducéo 1 hormdnios reprodutivos e os niveis de vitelogenina. Efeito o
Labeo rohita (350,00 g) 4.0 mgkg inibitério de didxido de titanio nos niveis de vitelogenina e Positiva Anagha et al. (2021)

testosterona. Aumento da atividade de superoxidagao
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dismutase sérica hepética e ovariana e reduziu a atividade da
catalase.

Danio rerio

Reproducéo
(Embrido)

100 pM**

Reduz a ocorréncia de edemas cardiacos.

Positiva

Superdosagem de é&cido félico pode estar relacionado a
doencas cardiovascular no inicio do desenvolvimento
embrionario, ocorréncia de disfuncdo genética e
letalidade embrionaria, sugere substituicdo do acido folico
por MTHF-Ca (forma ativa).

Negativa

Lian et al. (2022)

*Nanoquitosana revestida com éacido félico; **Diluigdo na agua de incubagdo (1 uM = 10 mol/Il)
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6. Acido folico na nutrico de reprodutores e embriologia

No geral, as informac6es sobre os efeitos da deficiéncia ou suplementagéo dietética de
acido folico para machos e fémeas de peixes em atividade reprodutiva sdo escassas na literatura.
Os dados disponiveis sdo insuficientes para garantir a formulacdo e a producdo de racdes que
atendam as exigéncias desta vitamina para reprodutores. De forma geral, a suplementagéo do
acido folico para reprodutores de peixes atua de forma direta sobre a reproducdo e o
desenvolvimento embrionario, além disso, também atua de forma indireta sobre a reproducéo
dos peixes por meio da melhora do status de sadde do animal.

As poucas informacdes disponiveis sugerem que a suplementacdo de 4 mg kg acido
félico em fémeas de Label rohita aumenta o indice gonadossomatico, regula os niveis de FSH
(hormonio foliculo estimulante), LH (hormonio luteinizante) e o estradiol sérico. Além disso,
o0 acido folico combinado a vitamina E proporciona uma regulagdo da atividade de superdxido
dismutase e catalase no figado e ovario, tendo papel antioxidadente (Anagha et al., 2021). Nesse
sentido, o acido félico é importante na regulacdo do ritmo da gametogénese, uma vez que
interfere nos niveis plasmaticos dos horménios reprodutivos e na vitelogénese.

Estudos mostram que a acdo antioxidante que o acido folico proporciona é importante
para reproducdo devido agir no inicio do desenvolvimento gonadal (Ma et al., 2015; Anagha et
al., 2021). Ele regula o metabolismo vitelogénico necessario para o desenvolvimento gonadal,
eliminando os radicais livres nas gbnadas e no ovo apos fertilizacdo (Beltagy et al., 2016;
Anagha et al., 2021). Isso pode evitar danos aos lipidios, proteinas e DNA na formagéo do
embrido (Guerra et al., 2004; Schieber e Chandel, 2014).

Até o momento, ndo foi avaliado a transferéncia do &cido fdlico dietético no
desenvolvimento embrionario dos peixes ao vitelo. Porém, estudos envolveram a exposicao de
embrides de zebrafish (Danio rerio) durante a incubacdo em agua contendo o acido folico
(Cadena et al., 2020a; Cadena et al., 2020b). Apesar de ndo ser uma suplementacédo dietética,
esses ensaios in vitro sao importantes porque também apresentaram beneficios do acido folico
para o desenvolvimento embrionario (Yue et al., 2017). Além disso, o zebrafish pode ser
considerado um modelo bioldgico tanto para embriologia de outros peixes quanto em humanos
(Cassar et al., 2019; Teame et al., 2019; Hajam et al., 2021). Na embriologia, o0 acido félico
apresentou-se como agente antitoxicolégico e sua importancia ¢ fundamental para inibir
anormalidades induzidas pela exposi¢do ao arsénio e etanol nos embrides (Sarmah e Marrs,
2013; Ma et al., 2015, Cadena et al., 2020a). O acido folico evita edema no pericardico e

perturbaces no miocardio, endocardio e na morfogénese do coxim endocérdico dos embrides
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causados pelo etanol, além disso auxilia na formagdo dos olhos (Sarmah e Marrs, 2013). O
acido folico também resgatou as normalidades no desenvolvimento embrionario induzidas por
arsenito. Isso refletiu em melhorias no aumento da taxa de eclosdo e sobrevivéncia das larvas,
também na diminuicdo da taxa de malformacdes e melhora o desenvolvimento cardiaco e neural
de embrides de peixe-zebra (Ma et al., 2015).

Em outros estudos, o &cido fdlico diminuiu a taxa de malformacdes cardiacas de
embrides de zebrafish exposto a EOM-PM2.5 (matéria organica extraida de ar poluido na zona
urbana de Wuhan na China) (Yue et al, 2017). Ainda, o acido félico diminuiu malformacdes
como deformagdes no olho, na coluna vertebral e da cauda, e por fim, também previniu
alteracBes no comportamento, equilibrio corporal e respostas ao estimulo visual das larvas
induzidos pelo etanol (Cadena et al., 2020a).

Estes resultados sugerem que o acido folico pode ser positivo no combate aos efeitos
deletérios causados por fatores ambientais, genéticos, xenobioticos ou condicdes fisioldgicos e
nutricionais impostos aos embrides e larvas de peixes tanto em ambiente natural quanto na
piscicultura (Lall e Lewis-McCrea, 2007). Estes efeitos deletérios no desenvolvimento
embrionario podem apresentar impactos na saude dos animais (Nagano et al., 2007), resultando
em perdas de crescimento e até mortalidade (Gavaia et al., 2009).

Espera-se que a inclusdo de acido félico na dieta de reprodutores possa refletir em
melhorias da qualidade das larvas. Com o armazenamento do &cido folico no figado dos peixes
(Falah et al., 2020), podemos supor que no periodo reprodutivo das fémeas, os hepatocitos
iniciam a producdo de vitelogenina (Sullivan e Yilmaz, 2018), processo em que o acido folico
teve efeito regulatério (Anagha et al., 2021). Esta proteina se formara a partir dos nutrientes
armazenados no figado (Honji e Moreira, 2017), incluindo o acido folico. Posteriormente, a
vitelogenina seré transportada para os ovocitos, onde constituird o contetdo do vitelo (Jobling,
2016), que por sua vez serd uma fonte de nutrientes essenciais para o desenvolvimento do
embrido e larva (Mommsen e Korsgaard, 2008; Fernandez-Palacios et al., 2011)

O écido fdlico além da sua capacidade de proteger o embrido de alguns compostos
quimicos nocivos na dgua durante a incubacdo, também pode influenciar no desenvolvimento
embrionario a partir da formacdo do tubo neural, que posteriormente se converte no cérebro,
medula espinhal e coluna vertebral (Blanco et al., 2016; Millacura et al., 2017). Assim, sugere
melhorias no aumento da eclosdo de larvas mais saudaveis, vigorosas e com baixa ocorréncia

de malformagdes.
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Portanto, € imprescindivel que novas pesquisas sejam direcionadas para este tema, a fim
de se buscar um maior entendimento e compreensdo sobre dos efeitos e das relacbes da
suplementacéo dietética de acido fdlico e o desempenho reprodutivo de machos e fémeas e, a
qualidade e o vigor das proles. Assim, como a importancia dessa vitamina ja foi comprovada
para outros vertebrados em idade reprodutiva (Wilson et al., 2015; Gomes et al., 2022), é claro
que a sua aplicacdo na piscicultura contribuira para o desenvolvimento deste setor, por meio da

melhora da salde e consequentemente da reproducdo dos peixes (Anagha et al., 2021).

7. Suplementacdo dietética de &cido folico para outros organismos aquaticos

Além dos peixes, a suplementacdo de acido folico também é importante para outras
modalidades da aquicultura como equinodermocultura, malacocultura e carcinicultura. O &cido
folico promoveu ganho de peso, imunidade e capacidade antioxidante em pepinos-do-mar
suplementado com 7 mg kgt (Shi et al., 2022). O molusco marinho Haliotis discus aumentou
0 ganho de peso quando suplementado com 2,62 a 5,29 mg kg de acido félico (Miao et al.,
2013). O camardo de agua doce (Macrobrachium rosenbergii) necessita de 2,0 mg kg para
aumento da sobrevivéncia, crescimento e atividades antioxidantes e enzimaticas (Asaikkutti et
al., 2016). O &cido folico também influenciou no crescimento do camardo capim (Penaeus
monodon) quando suplementado com 1,9 a 2,1 mg kg (Shiau e Huang, 2001b). O caranguejo
(Eriocheir sinensis) necessita de 2,29 a 2,90 mg kg* para o crescimento, sobrevivéncia,

aumento da atividade de lisozima, fosfatase acida e fosfatase alcalina (Wei et al., 2016).

8. Estabilidade e perdas do &cido folico nas ragdes para organismos aquaticos

Apesar da evidente necessidade da suplementacdo de acido folico nas racBes para
organismos aquaticos, em geral para peixes, as ragcdes sdo processadas na forma extrusada. Esta
forma de processamento das racoes expde o acido fdlico as condigdes de elevadas temperaturas
e pressdo. Neste caso, durante o processamento da ragdo, o acido folico é instavel, podendo
diminuir em 10% de sua eficiéncia em temperaturas entre 100 e 105 °C e, perdas de até 30%
em temperaturas acima de 130°C (Coelho, 2002). Além da instabilidade térmica, existem
perdas desta vitamina durante a alimentagdo, quando a lixiviagdo dessa vitamina inicia a partir
de 10 segundos em racdes com peletes de 2mm (Slinger et al., 1979). Por outro lado, apos a
racao estar processada e ensacada, o acido fdlico possui solubilidade baixa quando armazenada
adequadamente em temperatura ambiente, podendo ser deteriorada pela luz do sol e calor

(Araujo et al., 2011; Gazzali et al., 2016). Em geral, as ra¢cdes comerciais possuem validade de
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90 dias, justamente pela garantia da qualidade nutricional e dos padrdes pré-estabelecidos
(Pastore et al., 2013).

9. Perspectivas

Para uma populacdo mundial que deverd ultrapassar 9 bilhdes de pessoas até 2050, a
aquicultura sera amplamente reconhecida e priorizada pelos paises como ferramenta para a
producdo de proteina animal (Béné et al., 2015; FAQO, 2020). A expectativa da producéo global
da aquicultura sera de 109 milhdes de toneladas em 2030, um aumento de 32% (26 milhdes de
toneladas) em relacdo a 2018 (FAO, 2020). Como 0s peixes representam a maior parte da
producdo aquicola mundial, acompanhando essa tendéncia, havera aumento pela demanda de
juvenis de qualidade e com vigor para atender as demandas de mercado. Com isso, surgirdo
novos laboratorios para producdo de proles, os quais precisardo atender as exigéncias pela
entrega de alevinos vigorosos e resistentes. Neste sentido, o conhecimento sobre a
suplementacéo dietética do acido fdlico para os reprodutores de peixes surge como alternativa
importante para promover o aumento da produtividade em sistemas intensivos e para promover
o fornecimento de proles de qualidade.

Grande parte do crescimento da atividade piscicola sera em regifes onde possuem terras
de baixo custo, clima quente e com proximidade dos produtores de grdos e induastria de ragoes.
Isso possibilitara menor custo de producdo. Além disso, novas tecnologias surgirdo
principalmente com foco em sistemas de producdo e uso de suplementos e aditivos para
otimizagdo do tempo de criacdo e maior produtividade (Valenti et. al., 2021; Naylor et al.,
2021). Por isso, o conhecimento sobre as exigéncias vitaminicas na nutricdo dos peixes
contribuira para a consolidacgao desta cadeia produtiva.

Assim, 0 adequado uso do acido folico certamente contribuird para o desenvolvimento
de sistemas produtivos mais eficientes, uma vez que esta vitamina esta envolvida em diversas
via metabdlicas como a formagdo e desenvolvimento do tudo neural, a hematopoiese, a sintese
do DNA e RNA, prevencdo de malformacdes dos embribes, capacidade de neutralizar a
toxicidade de compostos quimicos nocivos e, acdo antioxidante nas génadas que resulta em
melhora na qualidade dos ovacitos e espermatozoides. O conjunto destes beneficios resultard
em animais mais saudaveis e com maior longevidade produtiva.

De modo geral, a qualidade das formulacdes e da producdo das ragdes melhorou muito
nos ultimos anos, estando mais completas e atendendo as exigéncias impostas pelos sistemas

produtivos intensivos. Contudo, apesar de a nutricdo dos reprodutores ser uma ferramenta
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poderosa na producdo de proles de qualidade para atender a atual demanda de mercado, a
disponibilidade de dietas especializadas para machos e fémeas em atividade reprodutiva ainda
ndo estdo facilmente disponiveis nos diferentes mercados. Assim, espera-se que futuramente
sejam desenvolvidos os conhecimentos cientificos e tecnoldgicos que permitam a producdo em
escala industrial destas racGes e que estas contribuam para a consolidagdo da piscicultura

mundial.

10. Concluséo

O acido folico € uma vitamina essencial para alimentacdo de peixes. Uma
suplementacdo entre 0,4 e 4,0 mg kg atendeu a necessidade nutricional para maioria das
espécies tropicais nas fases inicial e de crescimento. Essa suplementagao variou de acordo com
estagio de vida, sistemas de criagdo e espécies de peixe. O acido folico também apresenta
interacdes com as vitaminas B6, B12, C, E e probiéticos dietéticos.

O écido fdlico € fundamental para formagdo e maturacdo de glébulos vermelhos,
melhora a imunidade dos peixes e fornece protecdo contra infeccdo bacteriana. Também esta
diretamente envolvido no crescimento, saude e participa de muitos processos fisiolégicos como
sintese de purina e pirimidina, metabolismo de aminoéacidos e sintese de DNA. No entanto, o
papel do acido folico no crescimento, parametros sanguineos e atividade antioxidante contra a
peroxidacéo lipidica, superoxido dismutase e catalase sdo as fun¢Ges mais investigadas.

A deficiéncia de acido fdlico retarda o crescimento, piora conversdo alimentar, causa
anorexia, anemia em geral, alteracdes no baco, coloracédo escura, letargia, pigmentacédo da pele
escura e peixes com nadadeiras frageis. Finalmente, o &cido félico deve desempenhar um papel
importante na reproducdo dos peixes. Os dados disponiveis sugerem que o acido félico pode
melhorar o desenvolvimento dos embrides, a eclosdo dos ovos e a qualidade das proles. Apesar
destas informacdes, os estudos sobre a exigéncia dieteticas de &cido fdlico para reprodutores e

larvicultura ainda sdo escassas.
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CAPITULO II

Dietas suplementadas com &cido félico reduzem danos oxidativos e melhoram o
crescimento, saude e desempenho reprodutivo de fémeas Rhamdia quelen

Diets supplemented with folic acid reduce oxidative damage and improve growth, health and
reproductive performance of Rhamdia quelen females

Resumo

O acido félico (AF) € uma vitamina hidrossolivel do complexo B importante para diversas
fungdes do organismo. O objetivo do presente estudo foi avaliar o crescimento, saude e
desempenho reprodutivo de fémeas de jundid (Rhamdia quelen) alimentadas com dietas
suplementadas com &cido folico. Foram utilizadas 360 fémeas (155,70 + 1,97 g), alojadas em
24 gaiolas (4x2x1m). Os tratamentos foram as racdes (310 g kg™ Proteina Digestivel; 12,98 MJ
kg Energia Digestivel) com diferentes niveis de suplementacéo de acido félico (0,00, 0,75,
1,50, 2,25, 3,00 e 3,75 mg kg). As fémeas foram alimentadas ad libitum por 300 dias. Na
estacdo reprodutiva (janeiro), todas as fémeas foram pesadas e submetidas a reproducao
artificial. Durante a segunda maturacdo gonadal (fevereiro), cinco fémeas de cada unidade
foram anestesiadas para coleta do sangue. Em seguida, foram eutanasiadas e dissecadas para
coleta do figado e ovario para anélises histoldgicas e bioguimicas. O peso final, comprimento
padrdo e ganho de peso diario foram maiores (p<0,05) nas fémeas alimentadas com racdes
suplementadas entre 0,75 e 3,25 mg de AF kg. A taxa de eclosdo e comprimento das larvas
foram maiores (p<0,05) quando utilizadas as ra¢fes suplementadas com 1,50; 2,25 e 3,00 mg
de AF kg. A taxa de larvas com malformacdes diminuiu (p<0,05) com dietas contendo 3,0 e
3,5 mg de AF kg*. A porcentagem de ovos vitelogénicos no ovario foi maior (p<0,05) nas
fémeas alimentadas entre 1,5 e 3,75 mg de AF kg. O 4cido félico aumentou (p<0,05) o nimero
de eritrocitos e trombécitos em fémeas suplementadas entre 0,75 e 3,25 mg de AF kgt. A
atividade plasmatica de alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase diminuiram
(p<0,05) nas fémeas alimentadas com 0,75 e 3,75 mg de AF kg?. Os niveis plasmaticos de
proteinas totais e globulina foram maiores (p<0,05) nas fémeas alimentadas com 2,25 mg de
AF kg?. A atividade de catalase nos ovarios e odcitos foi maior (p<0,05) nas fémeas
alimentadas com 2,25, 3,0 € 3,75 mg de AF kg™e 1,5 e 2,25 mg de AF kg™ respectivamente. A
peroxidacdo lipidica nos embrides foi menor (p<0,05) quando empregadas ragdes
suplementadas entre 1,5, 2,25 e 3,0 mg de AF kg*. Assim, conclui-se que a alimentacdo de
fémeas de Rhamdia quelen de racoes suplementadas entre 2,25 e 3,0 mg de acido félico kg*
melhora o equilibrio redox e a protecdo hepatica, promove o desenvolvimento gonadal e
aumenta a eritropoiese nas fémeas de jundia, resultando em melhorias da salde, crescimento,
desempenho reprodutivo e especialmente na qualidade da prole.

Palavras-chave: embrido, equilibrio redox, eritropoiese, larva, ovario, vitamina B9.

Abstract

Folic acid (FA) is a water-soluble B-complex vitamin that is important for various functions of
the body. The objective of the present study was to evaluate the growth, health and reproductive
performance of female silver catfish (Rhamdia quelen) fed diets supplemented with folic acid.
360 females (155.70 £+ 1.97 g) were used, housed in 24 cages (4x2x1m). The treatments were
rations (310 g kg™ Digestible Protein; 12.98 MJ kg Digestible Energy) with different levels
of folic acid supplementation (0.00, 0.75, 1.50, 2.25, 3 .00 and 3.75 mg kg). Females were fed
ad libitum for 300 days. In the breeding season (january), all females were weighed and
subjected to artificial reproduction. During the second gonadal maturation (february), five
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females from each unit were anesthetized for blood collection. They were then euthanized and
dissected to collect the liver and ovary for histological and biochemical analysis. Final weight,
standard length and daily weight gain were higher (p<0.05) in females fed diets supplemented
between 0.75 and 3.25 mg of FA kg™. The hatching rate and length of the larvae were higher
(p<0.05) when using diets supplemented with 1.50, 2.25 and 3.00 mg of AF kg™. The rate of
larvae with malformations decreased (p<0.05) with diets containing 3.0 and 3.5 mg of FA kg-
1. The percentage of vitellogenic eggs in the ovary was higher (p<0.05) in females fed between
1.5 and 3.75 mg of AF kg™. Folic acid increased (p<0.05) the number of erythrocytes and
thrombocytes in females supplemented between 0.75 and 3.25 mg of FA kg-1. Plasma alanine
aminotransferase and aspartate aminotransferase activities decreased (p<0.05) in females fed
0.75and 3.75 mg of AF kg-1. Plasma levels of total proteins and globulin were higher (p<0.05)
in females fed 2.25 mg of AF kg™. Catalase activity in ovaries and oocytes was higher (p<0.05)
in females fed 2.25, 3.0 and 3.75 mg of AF kg and 1.5 and 2.25 mg of AF kg respectively.
Lipid peroxidation in embryos was lower (p<0.05) when feeds supplemented with between 1.5,
2.25 and 3.0 mg of FA kg™ were used. Thus, it is concluded that feeding Rhamdia quelen
females with diets supplemented between 2.25 and 3.0 mg of folic acid kg improves redox
balance and liver protection, promotes gonadal development and increases erythropoiesis in
females of silver catfish, resulting in improvements in health, growth, reproductive
performance and especially in the quality of the offspring.

Keywords: embryo, redox balance, erythropoiesis, larva, ovary, vitamin B9.
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1. Introdugéo

A aquicultura ¢é a atividade agropecuaria que mais cresce em todo o mundo (FAO,
2022). Com a reducdo da producdo pesqueira extrativista nas Ultimas décadas, a oferta de
pescado para populacdo é atendida pela aquicultura (FAO, 2020). Neste contexto, 0s peixes de
agua doce constituem o maior grupo de organismos aquéticos produzidos pela aquicultura
(FAO, 2022). Com o crescimento continuo e acelerado da piscicultura, os sistemas de producao
tém empregado técnicas de intensificacdo da producdo como estratégia para melhorar a
produtividade e atender a demanda de alimento (Barroso et al., 2019).

O jundia (Rhamdia quelen) é um teledsteo que pertence a familia Heptapteridae (ordem
Siluriformes). A espécie € encontrada do sul do México ao centro da Argentina (Baldisserotto
et al., 2020). E uma espécie onivora, com rapido crescimento, boa conversio alimentar (Santos
e Meurer, 2020) e aceitacdo do mercado consumidor (Baldisserotto, 2009; Santos e Meurer,
2020). Este peixe apresenta boa taxa de fecundidade e fertilidade (Adames et al., 2015,
Bombardelli et al., 2015, Bombardelli et al., 2021a) e, € uma espécie relevante na aquicultura
sul-americana, especialmente para pisciculturas de clima temperado e subtropical (Barcellos et
al., 2001, Carneiro, 2004, Amaral Jr. et al., 2015). No Brasil, sdo mais de 36 mil produtores de
jundia e a regido sul concentra 97,6% da producdo nacional (Peixe BR, 2020). Pelas
semelhancgas com outras familias de siluriformes, R. quelen pode ser usado como modelo de
pesquisa para bagres em todo o mundo (Koakoski et al., 2012).

Assim, para atender a demanda crescente deste setor da aquicultura, diversas pesquisas
tém sido focadas no desenvolvimento de estratégias para garantir o fornecimento de proles em
quantidade e qualidade (El-Sayed e Kawanna, 2008), uma vez que a disponibilidade de alevinos
vigorosos, resistentes e rusticos tem se tornado um fator limitante para o crescimento da
producdo de peixes (FAO, 2020). Dentre varias estratégias, a nutricdo de reprodutores recebe
atencdo pela relacdo direta com a qualidade dos gametas e das proles (Ng e Romano, 2013;
Bombardelli et al., 2021b, Nascimento et al., 2023). Recentemente, diversos estudos foram
direcionados para a determinacdo das exigéncias nutricionais dos peixes durante a fase
reprodutiva (Tessaro et al., 2012; Bombardelli et al., 2015; Bombardelli et al., 2017, Carvalho
et al., 2018, Figueroa et al., 2018; El-Fotoh et al., 2020), aléem da avaliagdo de alimentos
potenciais (Parra et al., 2008; Mewes et al., 2016, Hilbig et al., 2019) e aditivos funcionais
(Lima et al., 2020, Bombardelli et al., 2023, Nascimento et al., 2023).

A nutricdo das fémeas € importante devido os nutrientes da dieta serem recrutados para

a vitelogénese (Mommsen e Korsgaad, 2008; Fernandez-Palacios et al., 2011), influenciando a
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maturacdo gonadal e a qualidade do vitelo (Bobe e Labbé, 2010; Hilbig et al., 2019, Lima et
al., 2020). Isso determina o vigor e a qualidade da prole (Bombardelli et al., 2009; Ng e Wang,
2011; Nascimento etal., 2023), pois os embrides e larvas em estagio inicial de desenvolvimento
dependem exclusivamente dos nutrientes do vitelo para alimentagdo (Mazorra et al., 2003;
Ferndndez Palacios et al., 2011). Além disso, a nutricdo modula a salde e o vigor das fémeas,
e determina sua capacidade de tolerar o estresse metabdlico imposto pelo intenso processo
reprodutivo (Lima et al., 2020).

Devido ao elevado esforco metabdlico no qual os reprodutores de peixes sdo
submetidos, suas exigéncias nutricionais estdo além dos nutrientes presentes na dieta ou
absorvidos naturalmente (Wu, 2022). Dentre varios nutrientes, as vitaminas se destacam pois
ndo sdo produzidas pelo organismo nas quantidades exigidas (Borba et al., 2013), sendo
necessaria a suplementacdo exogena nas dietas, na forma de ingredientes (El-Gamal et al.,
2007). As vitaminas contribuem para a manutencdo dos organismos vivos e estdo envolvidas
como cofatores e substratos em algumas reacfes bioquimicas e fisiologicas (NRC, 2011,
Martins et al., 2014; Hardy e Kaushik, 2021).

O é&cido fdlico (vitamina B9 - C19H19N7Os) € uma vitamina hidrossoltvel (Liew, 2016)
e utilizada de forma sintética na fortificacio dos alimentos (Alaburda e Shundo, 2007). E
caracterizado pela forma totalmente oxidada no grupo dos folatos (Zempleni et al., 2007), sendo
0 composto mais estavel e facilmente absorvido (Eichholzer et al., 2006). A a¢do dessa vitamina
esta relacionada a transferéncia de unidades monocarbénicas dos grupos metila e formil
envolvidos no metabolismo de aminoacidos e reacdes de sintese dos &cidos nucleicos
(Marchioro et al., 2010; Blanco et al., 2016). Tem papel importante no desenvolvimento
embrionario inicial (Millacura et al., 2017) e formacao das células do sangue nos vertebrados
(McDowell, 2000). Além disso, o acido folico elimina os radicais livres oxidantes, sendo
considerado um agente antioxidante (Joshi et al., 2001). Com isso, apresenta inimeros
beneficios para imunidade, saude, crescimento e reproduc¢do animal (Robinson, 1996; Chavarro
e Schlaff, 2018).

Em racBes comerciais para peixes de agua doce, os niveis de garantia de acido félico
variam entre 0,3 e 1,5 mg kg* (Lin et al., 2011; Wu et al., 2016), o qual é adicionado nos
suplementos minerais e vitaminicos na forma de mistura homogénea de microingredientes (Li
et al., 2022). Pesquisas com suplementacdo de acido foélico na dieta de peixes foram
documentadas apenas na fase de crescimento (Shi et al., 2020; Badran e Ali, 2021; Roudsari et

al., 2021). A suplementagdo de cido folico aumentou a imunidade (Sesay et al., 2016; Falah et
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al., 2020; Roudsari et al., 2021), protecdo hepéatica (Hang et al., 2022) e o desempenho
produtivo (Falah et al., 2020; Badran e Ali 2021; Roudsari et al., 2021). Contudo, as
informacdes sobre os efeitos da suplementacédo dietética de acido folico sobre a reproducéo de
peixes sdo escassas. As poucas pesquisas relacionadas com este tema sugerem que esta vitamina
atua na regulacdo de hormonios reprodutivos (Anagha et al., 2021) e na reducdo de
malformacdes no desenvolvimento embrionario (Ma et al., 2015; Yue et al., 2017).

Por outro lado, em vertebrados terrestres, os efeitos da suplementacéo dietética do acido
félico sdo bem documentados e relacionados com a prevencédo de anencefalia, de espinha bifida,
defeitos orofaciais e auxilia no fechamento do tubo neural durante a gravidez humana
(Wisniewska e Wysocki, 2008; Dunlap et al., 2011; Millacura et al., 2017). Na producéo
animal, o &cido folico minimiza as complicacfes durante o parto de vacas (Duplessis et al.,
2014), fortalece os tecidos endometriais e embriondrios durante a gestacdo, aumenta da
producéo e qualidade do leite e auxilia no crescimento de leitdes nascidos prematuros (Guay et
al., 2002; Vallée et al., 2002; Yao et al., 2013). Em aves, 0s seus efeitos estdo relacionados com
0 aumento a producéo de ovos (Hebert et al., 2005). Por outro lado, a deficiéncia de acido félico
causa anemia, diagnosticada por niveis baixos de hemoglobina e eritrocitos (Garcia-Navarro e
Pachaly, 2005).

Assim, considerando os beneficios do acido félico, o objetivo do presente trabalho foi
alimentar reprodutores de jundia (Rhamdia quelen) com ra¢des suplementadas com acido folico
e avaliar os seus efeitos sobre a satde e a reproducdo das fémeas, alem da qualidade e vigor das

proles.

2. Material e métodos
2.1 Estrutura, estocagem e delineamento experimental

Todos os procedimentos conduzidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais de Produgdo em Pesquisas da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(CEUAP/Unioeste), conforme certificado n°. 07/2022. Um total de 1200 juvenis (3,71 £ 0,019)
de jundia (Rhamdia quelen), foram alojados em 24 gaiolas (4,0m x 2,0m x 1,0m; malha 15 mm)
durante o outono (abril). As gaiolas foram instaladas em viveiros escavados de 200 m?
(10x20m) revestidos em alvenaria e com fundo de terra. No inicio da primavera (outubro),
quando os peixes ja apresentavam tamanho corporal que permitisse a identificacdo dos machos
e fémeas, foi realizada uma biometria total para adequar as densidades de estocagem e ajustar

a proporcdo fémeas:machos. Apds a biometria, em cada gaiola foram alojadas 15 fémeas
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(155,70 £ 1,97 g) e 15 machos (128,14 £ 1,83 g). O experimento teve duracdo de 300 dias com
término no verdo (fevereiro). Os peixes foram mantidos sob condi¢bes de temperatura e
fotoperiodo natural e, os viveiros foram abastecidos com agua proveniente do rio Sdo Francisco
Falso, apenas para compensar as perdas por infiltracdo e evaporacéo.

As gaiolas foram distribuidas em um delineamento experimental inteiramente
casualizado com seis tratamentos e quatro réplicas. Os tratamentos foram compostos pela
alimentacdo das fémeas com racdes isoprotéicas e isoenergéticas, contendo 310 g kg de
proteina digestivel (PD) e 12,98 MJ kg de energia digestivel (ED) e, suplementadas com 0,00;
0,75; 1,50; 2,25; 3,00 e 3,75 mg 4cido foélico kg de racdo. Foi considerada como uma unidade

experimental uma gaiola contendo 15 fémeas e 15 machos.

2.2 Dieta experimental e alimentacao

A formulacdo das dietas foi realizada com base no conhecimento da composicéo
nutricional dos ingredientes e valores de digestibilidade para R. quelen (Oliveira Filho e
Fracalossi, 2006; Meurer et al. 2012; Santos e Meurer, 2020), utilizando o software SuperCrac
6.4® (Tabela 1). O 4cido félico utilizado na suplementagéo foi corrigido pela pureza (97%,
Salus® - Nutricdo Animal) e com acréscimo de 10% para compensar as perdas da eficiéncia
pela alta temperatura (100-110°C) durante o processamento da racdo (Coelho, 2002).

Os ingredientes utilizados na fabricacdo das racdes foram triturados em moinho de
martelo (Vieira®), utilizando-se peneira de 0,5 mm (Meurer et al., 2005). Apés a moagem, 0s
ingredientes foram homogeneizados em misturador vertical de hélice dupla por 20 minutos.
Apos a mistura as ragdes foram processadas em extrusora (E-62, Ferraz®) com peletes 3 mm e
5 mm, de acordo com Meurer et al. (2005) e Bombardelli et al. (2021a).

Os juvenis foram alimentados até a primeira biometria (abril a outubro) com as racGes
com peletes de 3,0 mm, em regime ad libitum, trés vezes ao dia (8h:00min, 12h:00min e
17h:00min). ApoOs a biometria e ajuste da proporgdo sexual, entre o inicio da primavera
(outubro) e o término do experimento (fevereiro) os reprodutores foram alimentados com as
racdes produzidas com peletes de 5 mm, em regime ad libitum, duas vezes ao dia (9n:00min e
16h:00min) (Bombardelli et al., 2021b).
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Tabela 1. Composicdo dos alimentos e conteudo de nutrientes das ragdes experimentais

suplementadas com diferentes niveis de acido folico, utilizadas na alimentacdo de reprodutores
de jundia (Rhamdia quelen).

Niveis de acido folico (mg kg™)

Ingredientes (g kg™)

0,0 0,75 15 2,25 3,0 3,75
Milho em gréos 270,00 270,00 270,00 270,00 270,00 270,00
Farelo de soja 250,00 250,00 250,00 250,00 250,00 250,00
Farinha de visceras de aves 235,60 235,60 23560 23560 23560 235,60
Farelo de trigo 119,30 119,30 119,30 119,30 119,30 119,30
Farinha de salmédo 80,00 80,00 80,00 80,00 80,00 80,00
Oleo de soja 37,00 37,00 37,00 37,00 37,00 37,00
Suplemento mineral e vitaminico* 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Sal 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Hidroxitolueno butilado 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Acido félico** (mg kg™ 0,00 0,83 1,66 2,50 3,33 4,16
Nutrientes calculados (g kg™?)
Acido Araquiddnico 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Acido Linoleico 40,40 40,40 40,40 40,40 40,40 40,40
Acido Linolénico 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Amido 289,00 289,00 289,00 289,00 289,00 289,00
Calcio 18,70 18,70 18,70 18,70 18,70 18,70
Fosforo total 12,10 12,10 12,10 12,10 12,10 12,10
Proteina Bruta 347,50 34750 34750 347,50 347,50 347,50
Proteina Digestivel 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 12,98 12,98 12,98
Fibra Bruta 21,80 21,80 21,80 21,80 21,80 21,80

*Suplemento vitaminico e mineral (minimo kg*): vitamina A: 2.000.000 Ul kg*, vitamina D3: 640.000 Ul kg?,
vitamina E: 2.400 Ul kg?, vitamina K3: 688 mg kg, vitamina B1: 400 mg kg, vitamina B2: 1.000 mg kg,
vitamina B6: 1.200 mg kg™, vitamina B9: 0 (zero); vitamina B12: 4.000 pg kg?, niacina: 9.000 mg kg%, 4cido
pantoténico: 3.000 mg kg'*, biotina: 35 mg kg'*, manganés: 14 g kg?, zinco: 11 g kg™, ferro: 10 g kg%, cobre: 2.000
mg kg, iodo: 200 mg kg, cobalto: 40 mg kg?, selénio: 40 mg kg?, hidroxitolueno butilado (BHT): 300 mg kg

1 ** Ajuste pela pureza (97%) e acréscimo de 10% pela perca da eficiéncia durante a extrusdo e secagem em 100-
110°C.

2.3 Monitoramento dos parametros fisicos e quimicos da agua

A temperatura da dgua durante todo o experimento (outono, inverno, primavera e verao)
foi aferida diariamente utilizando um termometro digital de maxima e minima (19,69 + 0,21°C
e 22,80 = 0,22°C; Incoterm® +0,1°C). Especificamente durante o periodo reprodutivo
(primavera e verdo), a temperatura da agua manteve-se entre 24,46 + 0,17°C e 26,43 + 0,19°C.
Semanalmente também foram mensurados os niveis de oxigénio dissolvido da dgua (5,19 £ 0,2
mg L; as 6h; Oximetro YSI® 550A), o pH da &gua (7,14 + 0,14; as 6h e as 16h; pHmeter
Tecnal® Tec5), a amonia total (0,08 + 0,02 mg L*; Fotocolorimetro AlfaKit® AT100 PBII) e
nitrito (0,07 + 0,02 mg L*; Fotocolorimetro AlfaKit® AT100 PBII).
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2.4 Manejo reprodutivo

No final da primavera, as fémeas foram avaliadas a cada 10 dias para identificar o
estagio de maturacdo gonadal, observando-se as caracteristicas de abdémen arredondado,
papilas urogenitais entumecidas e avermelhadas e, a evidéncia de liberacdo de pequenas
parcelas de ovocitos de coloragdo e tamanho uniforme (Bombardelli et al. 2006; Hilbig et al.,
2019).

Na primeira maturacdo do ano (janeiro), todas as fémeas de cada unidade experimental
foram individualmente pesadas, medidas e alojadas em aquarios de 500 litros, instalados em
sistema de recirculagdo de agua, com aeracdo, filtros mecéanico e bioldgico, esterilizacdo
ultravioleta (UV) e aquecimento elétrico (26 +1°C).

Todas as fémeas foram submetidas a manipulagdo hormonal para sincronizagdo da
ovulacdo. Para tanto foi utilizado o extrato de hipofise de carpa (CPE) (Woynarovich e Horvath,
1980), aplicado em duas doses de forma intramuscular na regido dorsal do peixe. A primeira
dose hormonal foi aplicada contendo 0,5 mg de CPE kg de fémea™ e, ap6s 12 horas, aplicada
uma segunda dose com 5,0 mg de CPE kg de fémea™ (Bombardelli et al., 2006).

Apos 10 horas (agua a 24 °C), contadas a partir da aplicacdo da segunda dose hormonal
(Goes et al., 2024), as fémeas foram contidas e secas com pano e papel toalha e, em seguida
submetidas a massagem abdominal na direcdo cefalocaudal (Witeck et al., 2011). Os odcitos
foram coletados em recipientes plasticos e secos.

O sémen utilizado na fertilizacdo artificial dos ovdcitos foi proveniente de um grupo de
machos ndo experimentais, com um ano de idade, criados nas mesmas condicdes das fémeas,
mas alimentados com racdo comercial contendo 320 g kg™ de PD e 13.40 MJ kg de ED. Para
tanto, foram utilizados 79 machos (173,41 + 0,3g) que apresentavam caracteristicas de
maturacdo gonadal e liberacdo de sémen sob leve pressdo abdominal (Buzzi et al., 2021). Estes
machos foram manejados de forma semelhante as fémeas, contudo receberam uma dose Unica
de 3,0 mg de CPE kg de reprodutor?, aplicado de forma intramuscular na regido dorsal
(Bombardelli et al., 2021a). O sémen foi coletado individualmente em tubos graduados (0,2
mL) (Neumann et al, 2021; Pedreira et al., 2022). A primeira gota de sémen de cada reprodutor
foi desprezada para evitar a contaminacdo do sémen com fezes e urina (Goes et al., 2017). Apds
a coleta do sémen, as amostras foram armazenadas a 12 °C durante o tempo necessario (+ 20
minutos) para a realizacdo de analises das caracteristicas espermaticas (Bombardelli et al.,
2021a).
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Foram realizadas avalia¢des individuais nas amostras de sémen de cada reprodutor, para
avaliar de forma subjetiva a ocorréncia de espermatozoides moveis decorrentes de
contaminagdes acidentais das amostras (Da Costa et al., 2021). Em seguida, somente as
amostras de sémen com espermatozoides imoéveis foram avaliadas pelo Computer Assisted
Sperm Analysis (CASA) para determinar 0s pardmetros de movimento espermatico
(Bombardelli et al., 2021a). A concentracdo espermatica também foi mensurada em camara
hematimétrica de Neubauer (Rurangwa et al., 2004; Goes et al., 2017; Bombardelli et al.,
2021a).

Para a fertilizacdo dos odcitos foram utilizadas somente amostras de sémen sem a
ocorréncia de ativacdo espermatica acidental, com 71,42 £ 4,91 % de espermatozoides moveis
e 2,05 + 0,17 x10° espermatozéides mL*. Assim, amostras de sémen provenientes de trés
machos foram homogeneizadas para compor um “pool” de sémen, o qual serviu para fertilizar
os ovocitos de todas as fémeas de uma tinica gaiola. A partir deste “pool” de sémen, foi utilizado
um volume de sémen para a fertilizacdo dos ovocitos que disponibilizasse 100.000
espermatozdides moéveis odcito? (Bombardelli et al., 2006; Goes et al., 2024). Apos a coleta
dos gametas, as fémeas e machos foram novamente alojados em suas respectivas gaiolas e
criados conforme descrito anteriormente até alcancarem a segunda maturacdo gonadal da

estacdo reprodutiva.

2.5 Fecundidade das fémeas e ensaios de fertilizacéo dos odcitos e eclosdo dos ovos
Imediatamente ap6s a desova, 5,0 mL de odcitos de cada fémea desovante, provenientes
de cada gaiola foram separados para os ensaios de fertilizagdo. Em seguida, outras trés amostras
de 0,1mL de od6citos foram retiradas para determinacdo do niumero de ovocitos liberados em
cada mililitro, além do peso dos odcitos. Outras duas amostras de 0,1mL de odcitos de cada
fémea foram fixadas em solugdo de formol 4%, tamponado com carbonato de célcio (pH=7,0),
para posterior mensuracgdo do diametro dos oocitos. Outras duas amostras de 1 mL de od6citos
de cada fémea foram coletadas e armazenadas em microtubos a -80°C para posterior analises
bioguimicas e quantificacdo dos niveis de acido fdlico. Os odcitos remanescentes e nao
utilizados nos ensaios de fertilizacdo foram hidratados para posterior mensuracédo do volume
total de oocitos hidratados. Em seguida, trés amostras de 5,0 mL de odcitos hidratados
proveniente de cada fémea foram retiradas para determinacdo do nimero de odcitos hidratados
presentes em cada mililitro. Finalmente, a fecundidade de cada fémea foi estimada a partir da

somatoria do nimero total de odcitos utilizados nos ensaios de fertilizagdo, aqueles utilizados

68



para as diferentes analises e os odcitos hidratados remanescentes. Foram determinadas a
fecundidade absoluta (nimero total de odcitos liberados pela fémea desovante; nimero total de
odcitos liberados por todas as fémeas de uma gaiola) e as fecundidades relativas (nimero de
odcitos liberados por cada grama de peso corporal da fémea desovante; nimero de odcitos
liberados por cada grama de peso corporal das fémeas presentes na gaiola) (Bombardelli et al.,
2015; Goes et al., 2017; Goes et al., 2024).

Os ensaios de fertilizacdo artificial foram realizados em duplicata imediatamente apds

A 13

as desovas. Para tanto, de cada gaiola foram organizados trés “pools” de odcitos, sendo cada
“pool” composto pelas amostras de o0citos de 5mL descritos anteriormente provenientes de
trés fémeas (3 “pools”/gaiola; 15 fémeas/gaiola). Cada “pool” de odcitos foi submetido a
fertilizacdo artificial a seco, em recipientes plasticos de 2000 mL, onde foram adicionadas
parcelas de sémen fresco, de modo a disponibilizar 100.000 espermatozoides méveis obcito™
(Bombardelli et al., 2006; Goes et al., 2017). Em seguida, a ativacdo dos espermatozoides foi
realizada pela adicdo de 200mL de agua, seguida pela imediata e suave homogeneizacdo dos
gametas pelo tempo de 60 segundos. Em seguida, os odcitos foram lavados trés vezes em agua
limpa e hidratados antes de serem transferidos para incubadoras conicas de 60L. As incubadoras
foram instaladas em um sistema de recirculacdo de agua, dotado de aeracdo constante, filtros
mecanicos e bioldgiocos, além de esterilizacdo UV e aquecimento elétrico (26 + 1°C). Apds o
inicio da incubacdo dos ovos, as temperaturas maxima e minima foram monitoradas
diariamente, por meio de termometro digital (Incoterm®).

As taxas de fertilizacdo foram mensuradas depois do fechamento do blastéporo,
aproximadamente 12 horas apoés a fertilizacdo (HPF) (Pereira et al., 2006; Amorim et al., 2009;
Pedreira et al., 2022). Este procedimento foi realizado a partir da contagem de trés amostras de
ovos (203,67 £ 16,62 ovos) de cada incubadora (Neumann et al., 2019). Depois da ecloséo (36
HPF; agua a 25,56 = 0,36°C) as larvas de cada incubadora foram fixadas em solucéo de formol
4%, tamponado com carbonato de calcio (pH=7,0). As taxas de eclosdo foram estimadas por
meio da contagem total das larvas fixadas (Goes et al., 2017). Finalmente, cerca de 300 larvas
fixadas foram utilizadas para avaliar a normalidade morfoldgica das proles e determinar o
percentual de larvas normais e anormais (Amorim et al., 2009). Dentre as larvas com
malformagdes, foram determinados o percentual de larvas com curvatura na coluna e com
deformacdes no cranio, olhos, saco vitelino, edema cardiaco e tronco encurtado (Jezierska et
al., 2000). Para a avaliacdo morfoldgica, imagens das larvas foram obtidas em microscopio

Olympus CX23® (objetiva 4x) com camera fotografica acoplada (Olympus SC30®).
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Posteriormente, foram mensurados o comprimento total e a area do saco vitelinico pelo software
ImagePro-plus® e, o peso das larvas determinado em balanca analitica (+0,0001g; Gehaka
AG200°).

Também foram coletadas aleatoriamente de cada incubadora amostras de embriGes com
12 e 18 HPF e de larvas com 36 HPF. A coleta foi realizada com uma pipeta graduada de 10
mL, as amostras foram secas em peneira e separados 1 ml em microtubos, as quais foram
congeladas em vapor de nitrogénio e armazenadas a -80°C para posterior realizacdo das analises
bioquimicas.

Ainda, imediatamente ap0s a eclosdo dos ovos, 100 larvas de cada incubadora foram
alojadas em aquarios de 500 mL e submetidas ao jejum. O vigor das larvas foi determinado pela
mensuracdo do tempo necessario para ocorréncia de 100% da mortalidade das larvas
submetidas ao jejum (Lavens et al., 1999; Bombardelli et al., 2015; Bombardelli et al., 2021b).

2.6 Crescimento, indices corporais, coleta de sangue e tecidos

A partir dos dados obtidos pela biometria realizada em dezembro, foram calculados os
parametros peso médio, comprimento padrdo médio, ganho de peso, ganho de peso diério,
conversdo alimentar aparente, conversdo alimentar em producdo de ovos (Lima et al., 2020),
fator de condicéo (Vazzoler, 1996) e sobrevivéncia.

Apos 45 dias contados a partir da desova, cinco fémeas de cada unidade experimental
foram selecionadas aleatoriamente e anestesiadas com eugenol (50 mg L) (Cunha etal., 2010).
Em seguida, as fémeas foram submetidas a coleta de sangue por meio de puncao da veia caudal
(Ranzani-Paiva et al., 2013), utilizando seringas de 3mL e agulha 0,55 x 20,00 mm. Uma
aliquota de 1mL do sangue coletado com anticoagulante (EDTA) foi destinada para analise do
sangue fresco. Outra aliquota sem EDTA foi centrifugada (Micro Centrifuga NT805
Novatécnica®) a 9.970 g por 10 minutos a 4 °C. Em seguida o soro foi retirado e armazenado a
-80 °C (Ultra Freezer SS Scientific®) para analises bioquimicas e quantificacdo dos niveis de
acido folico. Este procedimento foi realizado para garantir que o ritmo/intensidade dos
parametros sanguineos relacionados com a vitelogénese e a maturacdo gonadal pudessem ser
identificados, uma vez que estes parametros se igualam quando todas as fémeas entrem em
estagio de dorméncia para aguardar o momento adequado para desova (Harvey e Carolsfeld,
1993).

Apos a coleta de sangue, 0s animais anestesiados foram eutanasiados pela imersdo em

solucéo contendo dose letal de eugenol (500 mg L) (Cunha et al., 2010), seguido pela sec¢do
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da coluna vertebral e dissecados para obtencdo do peso do figado, visceras e gbnadas. Amostras
de figado e ovario foram armazenados a -80 °C em ultrafreezer (Ultra Freezer SS Scientific®)
para posterior realizacdo das analises bioquimicas. Por¢des provenientes da regido mediana dos
figados e dos ovarios também foram coletadas em fixadas em solucdo de formol 10%
tamponado, para posterior processamento e analise histolégica. Em seguida foram calculados
os indices hepatossomatico (IHS), (Tessaro et al., 2012), gonadossomatico (Vazzoler, 1996) e

viscerossomatico (IVS) (Ng e Wang, 2011).

2.7 Hemograma e parametros bioquimicos no soro

No sangue fresco foi mensurada a concentracdo de hemoglobina (Hb) pelo método da
cianometahemoglobina (Drabkin e Austin, 1935), utilizando kit comercial (Hemoglobina
Bioclin®), com leituras realizadas em absorbancia, em comprimento de onda de 530 nm
(Ranzani-Paiva et al., 2013). O hematocrito (Ht) também foi mensurado pelo método de
microhematdécrito (Goldenfarb et al., 1971), onde o sangue depositado em tubo capilar foi
centrifugado a 12000 rpm (11.290g) por 5 minutos, seguido da avaliacdo em regua
hematimétrica. A contagem de eritrocitos foi realizada em Camara Hematimétrica de Neubauer,
com o sangue diluido em proporcdo 1:200 em solucdo salina a 0,65% (Ranzani-Paiva et al.,
2013). Com base nos resultados, foram calculados os indices hematimétricos: volume
corpuscular médio (VCM) = [(Ht/n° eritrocitos) x 10], hemoglobina corpuscular média
(HCM)= [(Hb/n® eritrécitos) x 10] e concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM)= [(Hb/Ht) x 100] (Ranzani-Paiva et al., 2013).

A partir das amostras de sangue fresco, foram preparadas extensdes sanguineas para
mensuracdo do leucograma e trombograma. As extensdes sanguineas (Ranzani-Paiva et al.,
2013), foram coradas utilizando panético rapido (Laborclin®) e secasa 25° C. Apés a coloracéo,
foram realizadas capturas de imagens das extensdes coradas em uma camera (True Chrome
11S®) acoplada a um microscépio (Nikon Eclipse E200®), na objetiva de 100x com 6leo de
imersdo. As capturas de imagem foram analisadas no software ImageJ 1.48v®. De cada fémea,
foram contabilizadas pelo menos 2.000 células, e posteriormente determinada a contagem
diferencial de leucdcitos. As células avaliadas foram identificadas e contabilizadas como:
linfocitos, mondcitos, neutrofilos basoéfilos, eosindfilos, célula granulocitica especial (CGE),
leucdcitos imaturos e trombdcitos, segundo Ranzani-Paiva et al. (2013).

Nas amostras de soro sanguineo foram avaliados os niveis de glicose (REF. 112E),
proteinas totais (REF. 418), triglicerideos (REF. 459E), colesterol total (REF. 460E), colesterol
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HDL (REF. 413), colesterol LDL (REF. 401), fosfatase alcalina (REF. 440), aspartato
aminotransferase (REF. 421E), alanina aminotransferase (REF. 422E), creatinina (REF. 435) e
albumina (REF. 419). As analises foram realizadas utilizando o kit comercial Gold Analisa
Diagndstica® (Minas Gerais, Brasil) e, as leituras realizadas em leitora de microplaca
(Fisherscientific Accuskan Go®). No soro também foram quantificadas as concentragdes de
estradiol-17B, pelo método de quimioluminescéncia (Sing et al., 1997) (Bionostic®, Parana,
Brasil). Os niveis de globulinas foram calculados pela diferenca entre o conteido de proteinas

totais e albumina no soro (Ruiz-Gonzalez et al., 2023).

2.8 Analises bioquimicas no figado, ovéarios, ovocitos, embribes e larvas

As amostras do figado, ovario, ovocitos, embrides (12 e 18 horas) e larvas (36 horas)
foram processadas separadamente com adicdo de tampdo fosfato salina (pH=7,2) e
posteriormente rompidas (T10 basic, IKA®) e centrifugadas (Micro Centrifuga NT805
Novatécnica®) a 11000 rpm (12.806g) a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado,
fracionado em microtubos de 1,5 mL e armazenado em ultra freezer a -80 °C (Ultra Freezer SS
Scientific®). Uma fracdo da amostra preparada foi utilizada para a determinacdo da
concentracao de proteinas pelo método de Bradford (1976), com leitura em absorbancia, em
comprimento de onda de 595 nm. Apds a quantificacdo de proteinas, as amostras foram
padronizads para 1mg mL de proteina, para realizacdo dos ensaios.

Para determinar a peroxidacdo de lipidios utilizou-se o método de TBARS
(Thiobarbituric acid reactive substances) segundo Federici et al. (2007), que se baseia na
oxidacdo do Fe?* mediada por peréxidos sob condicdes acidas e posterior formacgdo do
complexo Fe®* e laranja de xilenol na presenca do estabilizador hidroxitolueno butilado, com
leituras realizadas em absorbéancia, em comprimento e onda de 570 nm.

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada conforme Crouch
et al. (1981), que se baseia na capacidade da SOD em inibir a redugdo do NBT (Nitroblue
tetrazolium) para azul de formazan, pelo radical superéxido gerado pela hidroxilamina em
solucéo alcalina, com leituras em absorbancia, em comprimento de onda de 560 nm.

A anélise da atividade da enzima catalase foi mensurada segundo Aebi (1984), que se
baseia no decréscimo de absorbancia devido a degradacdo do peroxido de hidrogénio em
oxigénio e 4gua, com leitura em absorbancia, em comprimento de onda da 240 nm.

A mensuracao da atividade da glutationa S-Transferase (GST) foi realizado conforme

Habig et al. (1976), quer parte do principio de que o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) é
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metabolizado pela enzima GST conjugado a enzima glutationa reduzida (GSH) com aumentos
de absorbancia em comprimento de onda de 340 nm. Durante o ensaio, a GST catalisa a
conjugacdo da GSH com o substrato sintético CDNB que produz um conjugado, o qual é
detectado em absorbancia em comprimento de onda de 340 nm. Essa atividade enzimatica é
proporcional a velocidade de producéo do composto conjugado.

O nivel de carbonilacao de proteinas (PCO) foi mensurado segundo Levine et al. (1990),
que consiste em reagir o 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) com as proteinas carboniladas,
formando dinitrofenil-hidrazonas que podem ser detectadas em absorbancia, em comprimento
de onda de 370 nm.

Todas as analises bioguimicas foram realizadas em uma leitora de microplaca

(Fisherscientific Accuskan Go®), com leitura em absorbancia.

2.9 Quantificacéo de acido félico no sangue e oocitos

Os niveis de folatos no soro sanguineo foram quantificados pelo método de
quimioluminescéncia (Sing et al., 1997), utilizando Sistemas de Imunoensaio Access
(Bionostic®, Parana, Brasil). Apenas nos ovdcitos, devido a reduzida quantidade de amostras,
foi constituido um “pool de ovocitos”, proveniente de todas as fémeas de cada tratamento.
Aliquotas deste “pool” de ovocitos foram submetidas a andlise de quantificacdo dos folatos,
sendo os resultados apresentados de forma descritiva, constituida apenas pela média do
tratamento.

Para a extracdo dos folatos nos ovdcitos, as amostras foram tratadas com solucGes
aquosas de hidréxido de potassio (0,1 mol L) e de tetraborato de sodio (0,04 mol L) ajustado
em pH 8,5. O extrato foi percolado em cartuchos SPE (solid phase extraction) contendo o
sorvente SAX (Strong anion exchange) previamente condicionados com 5 mL de metanol e 5
mL de agua purificada. Para a elui¢do do acido folico foram utilizados 5 mL de solu¢do tampé&o
de acetato de sédio (0,1 mol L%, pH=4,5). A solucdo final foi filtrada em membrana 0,2 um e
analisada em um cromatografo liquido de alta performance (HPLC- DAD) (Bionostic®, Parana,

Brasil), com detec¢ao em 285 nm (Prado et al., 2017).

2.10 Perfil de acidos graxos do figado e ovario
Os acidos graxos foram medidos utilizando a extracao lipidica total de acordo com a
metodologia de Bligh e Dyer (1959). Os lipidios totais foram transmetilados conforme descrito

por Hartman e Lago (1973). Os ésteres metilicos de acidos graxos foram separados utilizando
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um cromatografo gasoso Agilent 7890A, acoplado a um detector de massa (Agilent 5975C),
utilizando uma coluna RT-x Wax Polyetileno Glycol (30 m de comprimento x 0,25 mm de
diametro interno). O hidrogénio foi usado como gas de arraste e o volume de injecdo da amostra
foi de 1 uL em uma proporg¢do de divisdo de 1:50. As temperaturas do injetor e do detector
foram de 250°C, enquanto a temperatura da coluna foi de 80°C por 2 min, depois aumentou
para 235°C a uma taxa de 4°C min, permanecendo nesta temperatura por 10 min. Os 4cidos
graxos foram identificados utilizando a biblioteca NIST (MS Search, versdo 2.0), e a
quantificacdo foi baseada na area relativa do padrdo interno do éster metilico C23:0

(tricosanoato de metila). Os resultados foram expressos em g 100 g de acidos graxos.

2.11 Histologia do figado e ovario

As amostras fixadas de figado e ovario foram desidratadas pela passagem em séries
crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histoldgica. Os diferentes
tecidos foram cortados em 5um de espessura, 0s quais foram corados em hematoxilina e eosina
(H.E.) (adaptado de Mewes et al., 2016). As laminas foram montadas em Permont®, avaliadas
e fotografadas em uma camera (True Chrome 11S®) acoplada a um microscépio (Nikon Eclipse
E200®) utilizando software ISCapture 4.1°®.

No figado, a avaliacdo se baseou na observacao dos aspectos gerais do tecido hepatico,
verificacdo de alteracfes no padréo do tecido, presenca de distdrbios vasculares e formacéo de
vacuolos citoplasméaticos nos hepatdcitos. Foi atribuido um escore de vacuoliza¢do, onde 0 =
ndo observados vacuolos, 1 = poucos vacuolos, 2 = vacuoliza¢do média, 3= vacuolizacdo severa
(Tessaro et al., 2014; Caballero et al., 2004; Mewes et al., 2016). Também foi verificado a
presenca de hemorragias e atribuido um escore para hemorragia hepatica, onde 0 = ndo
observado, 1= discreta (até duas ocorréncias da alteracdo por lamina), 2= moderada (trésa cinco
ocorréncias da alteracdo por lamina) e 3= intensa (acima de cinco ocorréncias da alteracdo por
lamina) (Albinati et al., 2009).

As avaliacdes morfométricas do tecido hepatico foram realizadas a partir da captura de
imagens em campos aleatdrios nas regides adjacentes as veias centro lobulares, onde foram
mensuradas a area e comprimento de pelo menos 200 hepatdcitos (Bombardelli et al., 2021b;
Bombardelli et al., 2023). A partir dos resultados obtidos, foram calculados a area e o
comprimento médio dos hepatécitos. As avaliacdes do tecido hepatico foram realizadas por
meio da captura de imagens em objetiva de 40x (Tessaro et al., 2014) e analisadas pelo

ImagePro-plus®.
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Nos ovarios de cada fémea, foram capturadas pelo menos 20 imagens (objetiva 4x)
para avaliar os estagios de maturacdo gonadal (Vazoller, 1996; Reidel et al., 2010, Tessaro et
al., 2014). Destas imagens, foram determinados os percentuais de ocorréncia de ovogonias,
ovacitos de crescimento primario e secundario, ovocitos vitelogénicos, foliculos pés ovulatorio

e foliculos atrésicos (Tessaro et al., 2014, Lima et al., 2020).

2.12 Composigao centesimal dos tecidos corporais
Amostras de ovarios, figado, visceras e muasculos das fémeas sacrificadas foram
armazenadas a —25°C (Mewes et al., 2016) para posterior determinacdao do teor de proteina

bruta, lipidio bruto, matéria seca e cinzas, segundo Mizubuti et al. al. (2009).

2.13 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo. Os residuos obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de
variancia pelo teste de Levene. Posteriormente, os dados foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) e ao teste de médias de Tukey para comparag¢des multiplas. Todas as
analises estatisticas foram realizadas considerando um nivel de 5% de probabilidade. Somente
os resultados de teores de folatos nos ovécitos ndo foram submetidos as andlises estatisticas,
sendo apresentados de forma descritiva como média £ erro padrdo. O processamento e analise

de dados foram realizados pelo software Statistica 7.1® (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Resultados

A reproducdo das fémeas foi influenciada pela suplementacao de acido folico na dieta
(Tabela 2). O peso das fémeas que desovaram foi maior (p<0,05) quando os peixes foram
alimentados com racGes suplementadas entre 0,75 e 3,75 mg de acido félico kg. Fémeas
alimentadas com racdes suplementadas com 1,5, 2,25 e 3,0 mg de acido félico kg™
apresentaram maiores taxa de eclosdo e larvas com maior comprimento (p<0,05). A
suplementacéo de acido félico ndo influenciou (p>0,05) nos demais parametros reprodutivos.

A qualidade das larvas melhorou quando as fémeas foram alimentadas com racdes
suplementadas com &cido folico (Tabela 3). As fémeas alimentadas com rac¢des suplementadas
com 3,0 e 3,75 mg de acido fdlico kg™ produziram proles com maiores (p<0,05) taxas de

normalidade larval. Especificamente as malformacgdes na curvatura da coluna vertebral das
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larvas diminuiram (p<0,05) quando as fémeas foram alimentadas com ragdes suplementadas

entre 1,5 e 3,75 mg de &cido félico kg™.

Tabela 2. Pardmetros reprodutivos de fémeas de jundia (Rhamdia quelen) alimentadas com racoes
suplementadas com diferentes niveis de acido folico.
Acido félico (mg kg™?)

Parametros 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
399,89 444,26 45481 46541 44167 446,58
PFD (@ +6,525 £1455  #15028 #1545 #5162 w4402 00018
FD (%) 82984347 81,31#4,26 89,884575 01,55+163 8131#317 80004816  0,4360
Eg‘f'zg'l%i‘;eo 87,24+897 9544+1502 81,93+16,34 91,18+6,55 8198+1259 82,92+1038  0,9529
Fecundidade O 106482  1211,38 118206 135693 105252 107250 (oo
UE™ (x10%) £10863  #18051  #240,36 11526 14116  +215,14 !
Fecundidade (O 218,45 225,12 191,53 21692 196,16 19531 1 ao0a
GFDY) 423,14 423,03 £1961 2462 #2490 423,87 !
Fecundidade (O 183,14 184,63 176,76 206,16 16157 16399 | goa
GFUE™) +15,39 425,15 3173 #2154 19,09 +31,38 !
3

EQ‘;@%’;%% OVOS 4064077  4,72t063 4684056 516:0,84 4,39:088 419091  0,9484
D ovo (mm) 091:001 091002  093:0,01 091002 0904001  0,90+0,01  0,7875
Fertilidade (%) ~ 29,17+2,87 31754359 38,63t354 3523+215 41224442 30,89+1,16  0,1084
Eclosio (%) 20,0040,95° 28,95+319® 34,65+1,86 30,80+155° 3946+3,97° 29,49+0,90®  0,0014
CTL (mm) 3,38£0,06° 3,64£0,11%  37740,09° 3,78+0,10° 3,77+003 3,72:007®  0,0275
ASV (mm?) 041$0,03  044:001  046£0,02 046003 0464002 046:0,01  0,4907
PL(g) (x10%) 7513016  8,04:043 7724021 725%0,13 7,92+049 754069  0,7694

Sob jejum (dias)  6,09+0,17  6,35:0,45 649+035 650025 6,70+0,13 6,64+024  0,7154

Os valores sdo expressos como media + erro padrdo. PFD: Peso médio fémeas desovantes; FD: Fémeas desovantes; O
FD: Odcitos por fémea desovante; O UE*: Odcitos por unidade experimental; O GFD*: Odcitos por grama de fémea
desovante; O GFUE™: Odcitos por grama de fémeas da unidade experimental; CAO: Conversdo alimentar em ovos; D
ovo: Diametro do o6cito; CTL: Comprimento total da larva; ASV: Area do saco vitelino; PL: Peso larval; Sob. Jejum:
Sobrevivéncia ao jejum. Letras diferentes indicam diferencas nas médias devido aos tratamentos, de acordo com o teste
de comparacdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

Tabela 3. Pardmetros morfolégicos e morfométricos de larvas de jundia (Rhamdia quelen)
provenientes de fémeas alimentadas com racdes suplementadas com diferentes niveis de acido
folico.

Acido félico (mg kg?)

Malformacgtes 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
Norm. L (%) 70,17+6,08" 75,83+1,67% 83,83+4,20° 84,33+2,68% 88,00+2,49° 88,17+1,04* 0,0173
Curv. C (%) 23,83+1,96" 16,83+2,96° 7,17+1,01* 5,67+£1,09° 6,83+1,17° 5,33+0,33*  0,0000
Colu. C (%) 0,17+0,17  0,00+0,00  0,50+0,50  0,17+0,17  0,00+0,00 0,17+0,17 0,7013
Cranio D (%) 0,67+0,67 1,17+0,60  0,83+0,17  1,00+0,00 0,17+0,17 0,67+0,33 0,6099
Olhos D (%) 1,67+1,01 2,00£1,00 1,33+0,44  2,00+1,04 0,33+0,17 3,00+1,89 0,6528

Saco VD (%) 2,50+1,75  1,33+1,33  1,50+0,58  2,17+0,73  1,00+0,77  1,33+0,72 0,9112
Ed. Card. (%) 0,33+0,33  0,00+0,00  0,17+0,17 0,330,333  0,00+0,00  0,5040,5 0,7785
Tronco Enc. (%) 0,67+0,67  2,83+1,92  4,67+344  4,33+259  350+2,02 3,50+0,76 0,8432
Os valores sdo expressos como média * erro padrdo. Norm. L: Normalidade larval; Curv. C: Curvatura na coluna;
Colu. C: Coluna em forma de “C”; Cranio D: Cranio deformado; Olhos D: Olhos deformados; Saco VD: Saco vitelino

deformado; Ed. Card.: Edema cardiaco; Tronco Enc: Tronco encurtado. Letras diferentes indicam diferengas nas
meédias devido aos tratamentos, de acordo com o teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0,05).
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O crescimento das fémeas foi influenciado (p<0,05) pela suplementacéao de acido folico
na dieta (Tabela 4). As fémeas alimentadas com racgdes suplementadas entre 0,75 e 3,25 mg de
acido folico kg™ apresentaram maiores peso final (p<0,05), comprimento padrdo (p<0,05) e
ganho de peso diario (p<0,05). A menor conversao alimentar (p<0,05) foi registrada nas fémeas
alimentadas com rac¢des suplementadas com 3,00 mg de acido félico kg. A suplementacdo de
acido folico ndo influenciou na sobrevivéncia, fator de condicéo e indices somaticos das fémeas
(p>0,05; Tabela 4).

Tabela 4. Pardmetros de crescimento e indices corporais de fémeas de jundia (Rhamdia quelen) em
atividade reprodutiva, alimentadas com rac¢fes suplementadas com diferentes niveis de acido félico.
Acido félico (mg kg™)

Parametros 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
PF (g) 392,40+9,18" 444,09+11,07% 449,07+8,96° 449,58+7,62° 438,83+7,51* 433,83+4,84° 0,0012
CP (cm) 25,81+0,42°  27,37+0,16° 26,84+0,30® 26,72+0,11* 26,86+0,31%° 26,69+0,39% 0,0483
GPD (9) 2,66+0,09° 3,17+0,122 3,19+0,12¢  3,23+0,09°  3,08+0,08*  3,08+0,09* 0,0097
CAA 1,50+0,03° 1,39+0,05%  1,37+0,06® 1,37+a0,02®® 1,26+0,02*%  1,38+0,05* 0,0204
SOB (%) 98,33+1,67 98,33+1,67 100,00+0,0  100,00+0,0  100,00+0,0  100,00+0,0 0,5640
K 2,06+0,07 1,98+0,06 2,06+0,06 2,04+0,07 1,96+0,07 2,05+0,07  0,8100
IHS (%) 1,28+0,10 1,17+0,07 1,2740,10 1,34+0,10 1,26+0,05 1,26+0,08  0,8368
IVS (%) 4,63+0,28 4,41+0,23 4,56+0,27 4,36+0,17 4,19+0,13 3,78+0,16  0,1251
IGS (%) 8,5040,54 8,69+0,29 8,87+0,18 9,41+0,62 8,6240,73 9,9240,90  0,5287

Os valores sdo expressos como média + erro padréo. PF: peso final; CP: comprimento padrdo; GPD: ganho de peso diario;
CAA: conversdo alimentar aparente; SOB.: sobrevivéncia; K: Fator de condigdo; IHS: indice hepatossomatico; IVS:
indice viscerossomatico; IGS: indice gonadossomatico. Letras diferentes indicam diferengas nas médias devido aos
tratamentos, de acordo com o teste de comparacdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

Com relacdo aos parametros hematoldgicos, as fémeas alimentadas com as racdes
suplementadas com 3,0 e 3,75 mg de acido félico kg™ apresentaram 0s maiores niimeros de
eritrocitos (p<0,05; Tabela 5). A alimentacdo com as ragdes suplementadas entre 0,75 e 3,75
mg de acido félico kg™ aumentou (p<0,05) o nimero de trombdcitos no sangue (Tabela 5;
Figura 1). Os demais parametros hematologicos ndo foram afetados pelas dietas (p>0,05;
Tabela 5).
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Tabela 5. Parametros hematoldgicos de fémeas de jundid (Rhamdia quelen) em atividade reprodutiva,
alimentadas com rac@es suplementadas com diferentes niveis de acido folico.

Acido félico (mg kg?)

Parametros 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
Erit. (x106 uL?) 1,34+0,07°  1,49+0,05® 1,49+a0,01* 1,54+0,01*  1,56+0,06° 1,56+0,03°  0,0246
HB (g dL™) 4,4940,22  4,24+0,20 4,3240,22 4,66+0,22 4,7240,16 4,66+0,14 0,4360
HCT (%) 27,69+0,40 30,66+1,56  29,54+191  27,53+1,35 28,96+1,32 29,5240,56  0,6743
VCM (fL) 196,52+3,77 201,47+6,61 198,70+10,84 178,39+8,02 180,57+3,26 188,72+5,73 0,2614
HCM (pg) 33,99+3,23  28,31+0,48  28,99+1,45  30,37+1,37 30,24+1,12 29,88+0,54  0,2574

CHCM (gdL?) 15,81+0,63  14,27+0,59 15,20+0,58 17,85£1,19 16,14+0,17 15,76+0,79 0,1519
Leuc. (x10% pLh) 45,28+4,14  47,49+3,56 49,29+4,14  48,90+4,64 50,53+0,76  41,85+3,92 0,7592
Linf (x103 uL™h) 20,46+1,90 20,84+4,16  21,78+1,12  20,88+2,86 23,53+2,55 20,37+2,69  0,9606
Mono. (x10° uL'Y)  0,75x0,08  0,89%0,17 0,87+0,11 0,57+0,15  0,88+0,08  0,76+0,14  0,4885
Neut. (x10° pL?) 12,22+1,74  12,63+0,94 13,66£2,37 14,40£1,59 12,02+1,38 9,92+1,09 0,4767
Bas. (x10% pLY) 0,11+0,07 0,09+0,03 0,07+0,04 0,11+0,07 0,11+0,08 0,10+0,03 0,9952
Eosi (x10% uL%) 0,60+0,06 0,7940,14 0,8310,13 0,83+0,22 0,88+0,08 0,7240,14 0,7507
CGE (x10® uLY) 0,23+0,10 0,32+0,08 0,37+0,08 0,5240,22 0,47+0,12 0,48+0,05 0,5535
Cl (x10% uL'?) 3,74+0,86 4,12+0,66 4,45+1,29 5,02+0,65 5,86+0,92 4,5840,34 0,5776
Tromb (x10° pL?) 13,76+1,86° 23,05+2,46% 27,65+2,28% 26,74+0,23* 29,89+1,99% 2547+1,86° 0,0002
Os valores séo expressos como média * erro padrdo. Erit: Eritrdcitos; HB: Hemoglobina; HCT: Hematocrito; VCM: volume
corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média; Leuc.:
leucécitos; Linf.: linfécitos; Mono.: mondcitos; Neut.: neutrdfilos; Bas.: basofilos; Eosi.: eosinofilos; CGE: célula

granulocitica especial; Cl: células imaturas; Tromb.: trombdcitos. Letras diferentes indicam diferengas nas médias devido
aos tratamentos, de acordo com o teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

(a) b) =%

Figura 1. Eritrocitos de fémeas de jundia (Rhamdia quelen) em atividade reprodutiva
(Coloracéao panotipo; 100x). (a) Fémea alimentada com dieta isenta de suplementacéo de acido
félico. (b) Fémea alimentada com dieta suplementada com 3,0 mg kg de é&cido fdlico. As setas
indicam a presenca de trombacitos.

Os niveis de alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase diminuiram
(p<0,05) no sangue de fémeas alimentadas com rac¢des suplementadas entre 0,75 e 3,75 mg de
acido félico kg™ (Tabela 6). Além disso, as fémeas alimentadas com dietas suplementadas com

2,25 mg de acido félico kg apresentaram niveis mais elevados de proteinas totais (p<0,05) e,
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maiores niveis (p<0,05) de albumina e globulina (Tabela 6). Os demais parametros bioquimicos

ndo foram influenciados pelas dietas (p>0,05).

Tabela 6. Parametros bioquimicos no soro de fémeas de jundia (Rhamdia quelen) em atividade reprodutiva,
alimentadas com rac@es suplementadas com diferentes niveis de acido folico.

Acido félico (mg kg

Parametros 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
GLU (mg dI%) 90,05+9,14 104,27£3,97  114,45+9,55 119,85+10,86 120,10+12,68 121,58+12,98 0,2910
TG (mg dIY) 232,75+32,98  208,41+35,91 249,61+35,38 227,74+36,17 230,57+36,34 211,98+33,13 0,9773
CHO (mgdI)  214,22+17,36  199,20+19,36  247,70+14,35 225,03+14,07 232,47+13,13 222,06+12,44  0,6935
HDL (mgdl'Y)  134,27+16,49  131,22+15,94 130,10+13,93 137,14+11,54 141,28+9,52 153,42+10,05 0,7541
LDL (mg dI'%) 74,96 + 0,22 75,03+0,12 7496+0,17 74,99+0,08 7517+0,05 7520+0,01 0,6480
ALP (U LY 72,06+4,20 71,06+3,70 70,03£3,68  69,71+147  76,64+1,26 72,21+2,36 0,8642
ALT (ULY 28,19+0,97% 21,96+2,14%  23,47+1,71% 19,46+1,94° 20,78+1,91* 22,49+2,05®  0,0361
AST (U LY 46,07+2,46° 33,63+3,67° 31,8243,94>  32,92+292°  32,71+1,45°  34,25+1,83° 0,0014
CRE (mgdI?) 0,37+0,08 0,38+0,08 0,38+0,05 0,33+0,08 0,40+0,07 0,39+0,07 0,9848
PTT (gdI?Y) 4,32+0,19° 4,29+0,16° 4,83+0,15®  510+0,19°  4,60+0,20®  4,48+0,21° 0,0387
ALB (g dI?) 1,20+0,03° 1,20+0,02° 1,400,028 1,39+0,04®  1,34+0,03*  1,29+0,05®  0,0092
GBL (gdI?) 3,09+0,14° 3,09+0,14° 3,35+0,13*  3,86+0,18°  3,23+0,19®  3,11+0,16° 0,0145
B260m")  Yipls  siess  sas s emar  sia 087

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo. GLU: Glicose; TG: Triglicerideos; CHO: Colesterol total; HDL: Colesterol
HDL; LDL: Colesterol LDL; ALP: Fosfatase alcalina: ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase; CRE:
Creatinina; PTT: Proteinas totais; ALB: Albumina; GBL: Globulina estimada; E2: Estradiol. Letras diferentes indicam diferencas
nas médias devido aos tratamentos, de acordo com o teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

A alimentacdo das fémeas com as ragdes suplementadas com acido félico influenciou

(p<0,05) os indicadores de equilibrio redox no ovario, ovécitos e embrides com 18 HPF (Tabela

7). A atividade de catalase aumentou (p<0,05) no ovario de fémeas quando suplementadas entre

2,25 e 3,75 mg de acido félico kg (Tabela 7). Também foi observado aumento (p<0,05) da

atividade da catalase nos ovocitos das fémeas que foram alimentadas com ragdes suplementadas

entre 1,5 e 2,25 mg de acido félico kg (Tabela 7). Por outro lado, a peroxidacdo lipidica

diminuiu (p<0,05) nos embrides com 18 HPF quando as fémeas foram alimentadas com ragdes

suplementadas entre 1,5 e 3,00 mg de acido félico kg™ (Tabela 7). N&o foi observado atividade

SOD no ovario, o6citos, embrido e larvas de jundia (Tabela 7). A alimentacdo das fémeas com

ragdes suplementadas com &cido folico ndo influenciou os parametros indicadores do equilibrio

redox no figado, nos embrides com 12 HPF e nas larvas (p>0,05; Tabela 7).
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Tabela 7. Indicadores do equilibrio redox no figado, ovario, ovocitos, embrides e larvas de fémeas de jundia
(Rhamdia quelen), alimentadas com racdes suplementadas com diferentes niveis de acido folico.
Acido félico (mg kg™)

Parémetros 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
Figado

LPO 0,25+0,06 0,22+0,03 0,2310,04 0,24+0,06 0,25+0,05 0,24+0,03 0,9978

SOD 1,00+0,13 1,13+0,36 0,84+0,24 1,19+0,12 1,07+0,27 0,9840,35 0,9685

CAT 0,25+0,02 0,28+0,02 0,22+0,02 0,20£0,02 0,20+0,02 0,25+0,03 0,0931

GST 0,42+0,29 0,46+0,043 0,40+0,03 0,36+0,14 0,39+0,19 0,43+0,20 0,2805

PCO (x10%) 4,36+0,50 5,16+0,38 3,5440,63 5,1740,91 3,1640,82 4,7940,45 0,2284
Ovario

LPO 0,90+0,04 0,99+0,11 1,18+0,12 1,20+0,05 1,08+0,09 1,13+0,09 0,1857

SOD

CAT 0,04+0,003° 0,05+0,004%  0,05+0,009% 0,06 +0,0022 0,06+0,0042 0,06+0,002? 0,0084

GST 0,20£0,16 0,19+0,01 0,20£0,02 0,18+0,01 0,19+0,01 0,20£0,01 0,8491

PCO (x10%) 1,03+0,26 0,67+0,03 0,94+0,12 1,12+0,17 0,74+0,08 0,9+0,10 0,2910
Oocitos

LPO 0,81+0,12 0,7340,07 1,03+0,07 0,82+0,04 0,95+0,10 0,8340,10 0,1770

SOD

CAT 0,03+0,001° 0,03+0,002° 0,04+0,001° 0,04+0,001° 0,04+0,002%  0,04+0,003% 0,0031

GST 0,14+0,01 0,14+0,005 0,16+0,005 0,14+0,005 0,14+0,01 0,14+40,01 0,3356

PCO (x10°) 3,10+0,76 4,05+0,53 3,7510,49 5,10£0,41 4,02+1,03 2,78+0,77 0,3025

Embrides 12 HPF

LPO 0,2540,10 0,31+0,07 0,26+0,05 0,16+0,02 0,27+0,08 0,24+0,09 0,8805

SOD

CAT 0,02+0,003 0,03+0,003 0,03+0,007 0,02+0,002 0,03+0,001 0,02+0,002 0,2321

GST 0,09+0,007 0,09+0,001 0,09+0,001 0,10+0,004 0,08+0,005 0,08+0,002 0,2796

PCO (x10) 1,04+0,33 0,98+0,32 0,58+0,09 0,91+0,29 1,3+0,15 0,76x0,16 0,6623

Embrides 18 HPF

LPO 0,50+0,042 0,31+0,05% 0,22+0,05° 0,29+0,05° 0,29+0,04° 0,30+0,05% 0,0093

SOD - - -

CAT 0,03+0,004 0,02+0,006 0,02+0,004 0,02+0,003 0,03+0,001 0,02+0,003 0,7790

GST 0,10+0,012 0,08+0,001 0,09+0,002 0,08+0,002 0,09+0,003 0,08+0,002 0,3795

PCO (x10%) 1,27+0,63 0,64+,013 0,55+0,10 0,61+0,16 1,07+0,37 0,89+0,38 0,618000

Larvas 36 HPF

LPO 0,40+0,07 0,25+0,04 0,5310,07 0,36+0,06 0,2240,12 0,23+0,09 0,2023

SOD - - -

CAT 0,04+0,006 0,04+0,001 0,05+0,001 0,03+0,004 0,03+0,004 0,04+0,008 0,4717

GST 0,14+0,015 0,14+0,013 0,13+0,006 0,12+0,002 0,13+0,002 0,13+0,022 0,9863

PCO (x10%) 0,99+0,10 1,29+0,10 0,96+0,43 1,05+0,31 1,23+0,24 1,04+0,44 0,9787

Os valores sdo expressos como média + erro padrao. LPO: Peroxidacdo lipidica (mM de MDA/mg de proteina); SOD: Superdxido
dismutase (und. SOD/mg de proteina); CAT: Catalase (mM de H,O, degradado.min't/mg de proteina); GST: Glutationa S-Transferase
(mM de CDNB.min"*/mg de proteina); PCO: Carbonilacdo de proteinas (mM de DNPH/mg de proteina). Letras diferentes indicam
diferencas nas médias devido aos tratamentos, de acordo com o teste de comparacdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

Os valores médios da concentracdo de folatos nos odcitos aumentou conforme foi
realizada a suplementacdo do acido félico nas racdes. (Figura 2). As maiores concentracdes

foram observadas nas fémeas alimentadas com ragdes suplementadas com 2,25, 3,0 e 3,75 mg
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de 4cido folico kg™. Por outro lado, as concentracdes de folato no soro ndo foram influenciadas

(p>0,05) pelas dietas das fémeas (Figura 2).
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Supplementation folic acid (mg kg diet)

Oocytes ® Serum

Figura 2. Quantificacdo de folatos totais no soro e nos ovacitos de fémeas de jundia (Rhamdia
quelen) em atividade reprodutiva, alimentadas com ra¢6es suplementadas com diferentes niveis
de &cido folico.

O perfil e a soma de acidos graxos no figado e ovarios das fémeas foram influenciados
por dietas suplementadas contendo diferentes niveis de acido félico (p<0,05; Tabelas 8 e 9). Os
principais acidos graxos presentes no figado e ovarios das fémeas foram o acido palmitico
(C16:0), o acido estearico (C18:0) e o acido oleico (C18:1) (Tabelas 8 e 9). De modo geral o
figado de fémeas alimentadas com dietas suplementadas com 2,25 e 3 mg kg de é&cido félico
apresentou as maiores quantidades de C14:0, C18:1, C18:1n9t, C20:2, C20:3n6 , C20:4n6,
acidos graxos C22:6n3 ¢ maior soma de Y MUFA (p<0,05; Tabela 8). O ovario de fémeas
alimentadas com dietas suplementadas com 2,25 e 3 mg kg de acido félico apresentaram as
maiores quantidades de acidos graxos C14:0, C16:1, 18:0, C18:1, C20:1n9, C20:3n6, 0 maior
soma de ) MUFA e maior relagao entre Y. SFA/Y PUFA (p<0,05). Por outro lado, esses ovarios
apresentaram as menores quantidades de C20:5n3 e soma de ) PUFA, soma de ) n3 e soma da

série Y n6 (p<0,05; Tabela 9).

81



Tabela 8. Perfil de acidos graxos no figado de fémeas de jundia (Rhamdia quelen) em atividade
reprodutiva, alimentadas com dietas suplementadas com niveis variados de acido folico.

Parametros Acido folico (mg kg1
Acidos graxos 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
C14:0 1,53+0,03° 1,52+0,04° 1,82+0,03? 1,85+0,03*  1,74+0,04? 1,25+0,05¢ 0,0002
Cl4:1 0,11+0,01 0,13+0,01 0,11+0,01 0,1240,01 0,14+40,01 0,15+0,00 0,0587
Cl6:1 3,40+0,022% 2,44+0,11° 3,59+0,09°  3,37+0,15®  2,93+0,18° 2,11+0,04¢ 0,0005
C16:0 31,69+0,47¢ 43,17+0,18*  38,30+0,36° 35,23+0,57¢ 39,71+0,50°° 41,41+0,52%®  0,0000
C17:0 0,22+0,02 0,22+0,01 0,17+0,07 0,25+0,01 0,2340,01 0,1740,01 0,3710
C18:3n3 0,69+0,02¢ 1,02+0,06° 0,74+0,04°  0,91+0,01°  0,82+0,08" 1,40+0,042 0,0003
C18:2n6 8,78+0,16° 4,82+0,06¢ 5,78+0,09°  6,68+0,06°  5,84+0,15° 7,03+0,06° 0,0000
C18:1n9t 3,85+0,05% 4,36+0,02% 4,05+0,07®  3,55+0,08°  4,62+0,12° 4,22+0,01%® 0,0003
C18:1 25,31+0,63° 21,63+0,04¢  22,22+40,42% 24,35+0,38% 26,69+0,43* 23,52+0,05%¢  0,0007
C18:0 6,00+0,09¢ 11,06+0,08% 6,88+0,03¢  10,16+0,18°  7,48+0,07° 9,56+0,14" 0,0000
C20:4n6 1,79+0,04¢ 2,15+0,02° 1,38+0,02¢  2,51+0,01°  3,04+0,06% 1,58+0,06% 0,0000
C20:5n3 1,93+0,05° 1,60+0,04° 1,39+0,04°¢ 1,25+0,04¢  1,72+0,04° 1,52+0,03° 0,0001
C20:3n6 1,04+0,01° 1,12+0,01° 1,260,012 1,26+0,05*  1,13+0,01° 1,11+0,01° 0,0013
C20:2 0,94+0,05b¢ 0,99+0,03% 0,79+0,02°  0,93+0,06*  1,03+0,01° 1,15+0,022 0,0059
C20:1n9 1,52+0,022 1,51+0,012 1,34+0,03° 1,50+0,02¢  1,52+0,08° 1,37+0,01° 0,0328
C22:6n3 2,00+0,03° 2,89+0,042 1,88+0,02° 2,80+0,04*  1,89+0,10° 2,160,06° 0,0000
>'SFA 39,43+0,58¢ 55,96+0,29%  47,16+0,48" 47,48+0,77° 49,16+0,53°  52,38+0,62* 0,0000
>MUFA 34,180,672 30,06+0,16¢  31,30+0,37% 32,89+0,60% 35,90+0,42* 31,36+0.00%  0,0006
> PUFA 17,16+0,242 14,58+0,23°  13,20+0,14¢ 16,32+0,23* 15,46+0,08  15,93+0,12° 0,0001
>'n3 4,61+0,00% 5,51+0,142 4,01+0,06  4,95+0,06°  4,42+0,14°  5,07+0,01b? 0,0002
>'n6 11,61+0,192 8,08+0,07¢ 8,41+0,07  10,44+0,11° 10,01+0,07®  9,71+0,13¢ 0,0000
SFA/PUFA 2,30+0,00¢ 3,84+0,042 3,57+0,00? 2,91+0,00°  3,18+0,05° 3,29+0,02° 0,0000
n3/n6 0,40+0,01¢ 0,68+0,012 0,48+0,00®  0,47+0,00°  0,44+0,02° 0,52+0,01° 0,0000

Valores expressos como média + erro padrdo. Y SFA: Soma dos acidos graxos saturados. Y MUFA: Soma de acidos graxos
monoinsaturados. > PUFA: Soma de acidos graxos poliinsaturados. Y n6: Soma dos acidos graxos da série n6. Y n3: Soma dos
acidos graxos da série n3. SFA/PUFA: Relacdo entre a soma dos acidos graxos saturados e poliinsaturados. n3/n6: razéo entre
a soma dos acidos graxos das séries n3 e n6. Letras diferentes na mesma linha indicam médias diferentes de acordo com o teste
de comparag@es multiplas de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 9. Perfil de acidos graxos no ovario de fémeas de jundida (Rhamdia quelen) em atividade
reprodutiva, alimentadas com dietas suplementadas com niveis variados de acido félico.

Parametros Acido folico (mg kgt
Acidos graxos 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
C14:0 1,16+0,01¢ 1,21+0,02°¢  1,21+0,01%°  1,29+0,022  1,2440,02®®  1,13+0,02¢ 0,0023
Cl4:1 0,11+0,01 0,14+0,01 0,10+0,01 0,11+0,00 0,1340,01 0,1140,01 0,0674
Cl6:1 2,840,072 2,50+0,02° 2,99+0,108  3,11+0,01°  2,94+0,04*°  2,52+0,02° 0,0007
C16:0 33,3740,16° 27,05+0,17¢  30,39+0,06° 28,75+0,12¢ 31,37+0,26° 26,47+0,09°  0,0000
C17:0 0,18+0,01 0,1940,01 0,1940,01 0,2240,02 0,1740,01 0,1940,01 0,0946
C18:3n3 1,05+0,07¢ 2,0740,06% 1,71+0,03° 1,07+0,08°  1,23+0,03¢ 1,58+0,04° 0,0000
C18:2n6 8,75+0,01° 8,61+0,28° 7,88+0,02°  9,36+0,20°  7,43+0,03°  10,97+0,07*  0,0000
C18:1n9t 3,31+0,10% 3,22+0,01% 3,48+0,07¢  3,13+0,03®  3,19+0,07*  3,10+0,01° 0,0291
Cc18:1 24,63+0,02° 22,22+0,07¢  24,21+0,10®° 23,86+0,04° 27,80+0,10* 22,49+0,14  0,0000
C18:0 9,07+0,08° 9,78+0,20% 8,84+0,09°  10,04+0,07*  8,54+0,03" 9,74+0,072 0,0002
C20:4n6 3,71+0,03° 4,13+0,03? 3,72+0,02° 2,67+0,05¢  2,55+0,05°  3,52+0,12° 0,0000
C20:5n3 3,89+0,07° 4,1940,03? 3,99+0,03®  3,13+0,03°  2,10+0,01¢ 3,63+0,02° 0,0000
C20:3n6 1,14+0,01° 1,10+0,01° 1,12+0,01¢ 1,23+0,01>  1,33+0,03? 1,06+0,02¢ 0,0002
C20:2 1,35+0,02% 1,39+0,04%® 1,26+0,01°¢  1,21+0,01°  1,21+0,02° 1,40+0,022 0,0029
C20:1n9 1,25+0,01° 1,32+0,01° 1,24+0,01° 1,31+0,02>  1,48+0,03°  1,22+0,02° 0,0003
C22:6n3 5,03+0,06° 5,32+0,022 4,45+0,06°  4,72+0,05*  4,95+0,06*  4,89+0,02" 0,0002
>'SFA 43,77+0,09? 38,21+0,00°  40,63+0,05"  40,29+0,05¢ 41,31+0,31° 37,53+0,03  0,0000
>MUFA 32,13+0,14° 29,39+0,04  32,0240,06™ 31,52+0,09° 35,53+0,11* 29,44+0,12¢  0,0000
> PUFA 24,89+0,25° 26,79+0,32%  24,12+0,18° 23,38+0,41° 20,79+0,09° 27,03+0,28%  0,0000
>'n3 9,96+0,21° 11,5740,01*  10,14+0,12°  8,92+0,16°  8,27+0,10°  10,10+0,08°  0,0000
>'n6 13,59+0,03% 13,83+0,29°  12,72+0,05° 13,26+0,26" 11,31+0,01° 15,54+0,18%  0,0000
SFA/PUFA 1,76+0,02° 1,43+0,02° 1,68+0,01° 1,7240,03>  1,99+0,02? 1,39+0,02¢ 0,0000
n3/n6 0,73+0,01° 0,84+0,022 0,80+0,01*8  0,67+0,00°  0,73+0,01° 0,65+0,00° 0,0001

Valores expressos como média = erro padrdo. > SFA: Soma dos acidos graxos saturados. > MUFA: Soma de 4cidos graxos
monoinsaturados. Y PUFA: Soma de acidos graxos poliinsaturados. Y n6: Soma dos acidos graxos da série n6. Y n3: Soma
dos acidos graxos da série n3. SFA/PUFA: Relacdo entre a soma dos acidos graxos saturados e poliinsaturados. n3/n6: razdo
entre a soma dos acidos graxos das séries n3 e n6. Letras diferentes na mesma linha indicam médias diferentes de acordo
com o teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

Todos os figados apresentaram aparéncia morfolégica normal com minima deposigao

de gordura, mas foi observado um escore de hemorragia hepatica mais elevado (p < 0,05) em

fémeas alimentadas com dietas sem suplementacdo de acido félico (Tabela 10). No ovario,

fémeas alimentadas com dietas sem suplementacdo de acido fdlico apresentaram maior

percentual de oogbnias (p < 0,05), enquanto aquelas alimentadas com dietas com 1,5 a 3,75 mg

de AG por kg apresentaram maior percentual de oécitos vitelogénicos (p < 0,05; Tabela 10).
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Tabela 10. Pardmetros histologicos do tecido hepatico e ovariano de fémeas de jundia (Rhamdia quelen)
em atividade reprodutiva, alimentadas com racdes suplementadas com diferentes niveis de acido folico.
Acido fdlico (mg.kg™)
Parametros 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
Figado
HM (un?) 31,34+3,45  30,74+2,12 31,64+2,00  30,58+2,01  29,36+2,12  29,52+1,01  0,9681
Hmax (um?)  62,51+320  63,18+2,21 63,41+1,77 62,37+2,08  60,42+221  61,66+1,43  0,9407
Hmin (um?)  16,17+1,50  15,82+0,84 16,21+0,84 15,29+0,84  15,72+0,84  15,81+051  0,9905

Comp. (um) 5,72+0,40 5,79+0,21 5,83+0,10 5,61+0,23 5,69+0,21 5,65+0,33 0,9892

VD 1,04+0,24 0,80+0,08 0,84+0,13 0,95+0,21 0,96+0,08 0,99+0,09 0,9071

HH 0,830,142 0,58+0,09% 0,48+0,05% 0,55+0,10% 0,20+0,08° 0,26+0,12° 0,0046
Ovaério

Oog. (%) 47,4943,48%°  40,32+2,91®®  33,26+2,47°  27,53+£1,60°  29,42+1,24° 31,20+0,58°  0,0000

Ooc. CP. (%)  5,07+0,81 4,90+0,44 6,06+1,31 8,54+1,51 8,94+1,25 8,58+1,38 0,0684
Ooc. CS. (%)  3,07£0,50 2,60+0,37 2,56+0,33 2,91+0,14 2,77+0,27 2,15+0,42 0,5481
Ooc. Vit. (%) 42,47+4,49° 50,90+2,88%  56,59+1,92 59,65+2,18*  57,27+2,33*  56,42+1,12®  0,0035
Fol. Pov. (%)  0,45+0,15 0,51+0,10 0,42+0,11 0,29+0,06 0,34+0,07 0,29+0,04 0,5714
Fol. Atr. (%) 1,57+0,30 1,4140,35 1,4540,39 1,28+0,27 1,37+0,33 1,59+0,42 0,9935
Os valores sdo expressos como média + erro padrdo. HM: Area média do hepatdcito; Hmax: Area maxima do hepatocito; Hmin:
Area minima do hepatécito; Comp.: Comprimento do hepatécito; VD: Score de vacuolizacdo hepatica; HH: Score de hemorragia
hepética. Oog.: Oogbnias; Ooc. CP.: Odcitos de crescimento primario; Ooc CS: Odcitos de crescimento secundario. Ooc. Vit.:

Odcitos maturos vitelogénicos; Fol. Pov: Foliculo pés owulatério; Fol. Atr.: Foliculo atrésico. Letras diferentes indicam
diferencas nas médias devido aos tratamentos, de acordo com o teste de comparag¢fes maltiplas de Tukey (p< 0,05).
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(a)

Figura 3. Aspectos macroscépicos do figado (a) e ovario (b) de fémeas de jundia (R.
quelen) em atividade reprodutiva, alimentadas com ra¢6es suplementadas com diferentes
niveis de acido folico. (c) Aparéncia morfoldgica padrdo do tecido hepatico (pontuacdo
de vacuolizagdo = 1) com presenca de hemorragia hepatica. Fémeas de jundié alimentadas
com dietas sem suplementacdo de FA (coloragdo HE; 40%). As setas tracejadas mostram
eritrécitos entre os hepatocitos (hemorragia). (d) Aparéncia padrdo do tecido hepatico
(pontuacdo de vacuolizacdo = 1). Fémeas de junda alimentadas com dieta suplementada
com 3,00 mg kg-1 de FA (coloracdo H.E.; 40x). As setas pretas indicam os hepatdcitos.
VB: vaso sanguineo. (e) Aparéncia morfologica de um ovario maduro de uma fémea de
jundia alimentada com dietas sem suplementacdo de FA (coloracdo HE; 4x). Aqui
destacamos 0 aumento da presenca de oogonias. (f) Aparéncia morfologica padrdo de um
ovario maduro de uma fémea jundia alimentada com dietas suplementadas com 3,0 mg
kg—1 de FA (coloracdo HE; 4x). Oog.: Oogbnia; PAG. Ooc.: Odcitos de crescimento
primario; SG. Ooc.: Odcitos de crescimento secundario. Vit.: Ooc. Odcitos maduros
vitelogénicos; Atr. Fol.: Foliculo atrésico.
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Finalmente, a composigdo centesimal em mdsculo, figado e visceras ndo foi
influenciada por alimentos suplementados com diferentes niveis de acido félico (p > 0,05). A
porcentagem de matéria mineral no ovario foi maior em fémeas alimentadas com dietas isentas

de suplementacao de &cido folico (p < 0,05; Tabela 11).

Tabela 11. Composicao centensimal de muasculo, figado, ovario e visceras de fémeas de jundia (Rhamdia
quelen) em atividade reprodutiva, alimentadas com ragdes suplementadas com diferentes niveis de acido
félico.

Acido félico (mg kg™)
Parametros 0.00 0.75 1.50 2.25 3.00 3.75 p-valor

Musculo

Umidade (%)  76,22+0,45 75,39+0,69 76,37+0,71 76,43+0,55 75,88+0,37 75,89+0,47 0,7766

Cinzas (%) 1,30+0,04 1,35+0,04 1,35+0,04 1,4040,10 1,38+0,07 1,43+0,11 0,8479
PB (%) 21,76+0,75 21,01+0,55 21,61+0,69 22,25+0,92 22,42+0,36 21,92+0,51 0,7108
LP (%) 1,46+0,06 1.52+0,03 1,53+0,03 1,52+0,05 1,52+0,05 1,58+0,02 0,5107
Figado
Umidade (%)  69,05+1,53 70,55+0,28 71,89+0,93 71,05+0,77 69,31+1,13 72,03+1,16 0,2470
Cinzas (%) 1,37+0,08 1,52+0,07 1,33+0,04 1,40+0,03 1,57+0,22 1,34+0,17 0,6882
PB (%) 16,78+1,27 17,62+0,39 16,71+0,60 18,99+1,38 19,48+2,10 17,33+0,99 0,5287
LP (%) 9,62+0,33 9,5240,20 9,6310,22 9,69+0,14 9,48+0,19 9,36+0,16 0,8961
Ovério

Umidade (%)  62,37+0,69 62,63+0,42 62,82+0,27 62,84+0,33 62,31+1,00 61,58+0,36 0,6491
Cinzas (%) 1,99+0,09° 1,65+0,03° 1,69+0,04° 1,86+0,09% 1,83+0,04% 1,68+0,03° 0,0058

PB (%) 25,43+1,95 27,11+1,82 25,69+1,70 29,41+2,09 30,72+1,93 27,95+1,67 0,3301
LP (%) 8,74+0,04 8,57+0,11 8,75+0,08 8,68+0,06 8,73+0,07 8,57+0,12 0,4560
Visceras

Umidade (%)  60,08+4,11 58,00+1,01 63,79+3,22 59,9743,02 61,77+1,63 60,50+1,78 0,7538

Cinzas (%) 0,69+0,06 0,76+0,03 0,69+0,04 0,70+0,06 0,85+0,09 0,67+0,01 0,2020
PB (%) 13,13+0,97 12,94+0,63 13,39+0,71 14,93+1,04 14,18+0,92 14,69+0,82 0,4725
LP (%) 21,90+0,28 22,31+0,36 22,22+0,07 21,76x0,24 22,04+0,29 21,58+0,34 0,4670

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo. PB: Proteina bruta; LP: Lipidios totais. Letras diferentes indicam diferencas
nas médias devido aos tratamentos, de acordo com o teste de comparagdes multiplas de Tukey (p< 0,05).

4. Discusséo

As informacdes sobre os efeitos da suplementacdo dietética de acido folico para
peixes na atividade reprodutiva sdo escassas e provavelmente este € o primeiro dado relatado
sobre os efeitos do acido folico em fémeas de peixes de agua doce. A alimentagdo das fémeas
de jundia (Rhamdia quelen) com racbes suplementadas com acido félico melhorou o
desempenho reprodutivo e a qualidade da prole. Com isso, as exigéncias nutricionais das
fémeas de jundia em atividade reprodutiva sdo consideravelmente superiores as recomendadas

para peixes em crescimento. De forma geral, a demanda pela suplementacéo de acido félico nas
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ragcOes fornecidas as fémeas de jundia foi trés vezes superior ao preconizado para peixes em
crescimento.

Esta pesquisa mostrou que a melhora na taxa de eclosdao e normalidade das larvas foram
0s principais pontos positivos deste estudo. Esses efeitos ocorreram possivelmente devido ao
aumento de atividades antioxidande e a deposicdo de folatos no ovario, ovocitos e embrides.
Embora sejam escassas as informac@es sobre os efeitos desta vitamina na reproducdo dos
peixes, alguns estudos sugerem que o acido félico atua como um importante antioxidante desde
0 inicio do desenvolvimento gonadal (Ma et al., 2015; Anagha et al., 2021). O acido f6lico
também pode atuar na vitelogénese, maturacao final do ovdcito, ovulacdo e eclosao das larvas
(Kazeto etal., 2008). Nos vertebrados em geral, o cido folico € reconhecido como um potencial
agente antioxidante (Ebaid et al., 2013; Kemse et al., 2014; Réus et al., 2018) e de eliminagao
de radicais livres nas gonadas (Beltagy et al., 2016; Anagha et al., 2021).

Diante disso, a atividade da enzima catalase merece atencdo nesta pesquisa, pois
apresentou aumento de sua atividade no ovario e ovdcitos das fémeas alimentadas com dietas
suplementadas com acido folico. A catalase participa na melhoria do equilibrio redox, contribui
para diminuir as espécies reativas de oxigénio (EROs) e regula o metabolismo vitelogénico
necessario para o desenvolvimento gonadal (Yang et al., 2015; Lima et al., 2020). Além disso,
a atividade da catalase pode prevenir danos aos lipidios, proteinas e DNA (Guerra et al., 2004;
Schieber e Chandel, 2014). A catalase € uma enzima que promove a conversdo de H,O, em
agua e oxigénio e atua como antioxidante enzimatico nas células (Gagniére e Bonnet 2017,
Colak e Zoric, 2019). Por isso, 0 aumento da atividade da catalase nos tecidos sob elevada
demanda metabdlica, como os ovarios vitelogénicos, pode contribuir em conjunto ou de forma
indireta para a manutencdo do equilibrio redox e contribuir para o desenvolvimento gonadal
(Behl, 2006). Efeitos semelhantes da catalase no ovario foram associados com melhoria no
desempenho reprodutivo em fémeas de tilapia (Lima et al., 2020) e na maturacdo dos oocitos
de carpas (Behl, 2006).

Outro aspecto relevante para a reproducao das fémeas de jundid que merece atencao,
foram os efeitos da suplementacdo dietética de acido félico sobre a reducdo da peroxidacao
lipidica (LPO) nos embrides. A diminui¢do da LPO nos embrifes estd intimamente ligada ao
sucesso do desenvolvimento embrionario, aumento da taxa de eclosdo e a qualidade da prole,
uma vez que estes tecidos se encontram em intenso processo de multiplicacdo celular e
crescimento. Como a maturacdo das gbnadas imp0e altas taxas metabdlicas e os ovécitos

possuem elevadas quantidades de diferentes lipidios funcionais (Lubzens et al., 2017), este é
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um ambiente que pode favorecer o processo oxidativo, 0 que pode dificultar a maturagao
gonadal e acarretar prejuizos a reproducdo e ao desenvolvimento embrionario. Nessas
condicdes, a sobrecarga metabolica exercida na formacdo do embrido é inevitavel e pode refletir
na qualidade das proles. Além da capacidade antioxidante, diminuicdo da LPO nos embrides
provenientes de fémeas alimentadas com ragdes suplementadas com &cido félico pode estar
relacionada a capacidade desta vitamina em reduzir as gorduras nos tecidos, promover
transporte de lipidios funcionais e impulsionar o sistema imune (Armi et al, 2020; Khan e Khan,
2020). Estudos semelhantes com a garoupa (E. malabaricus) (Lin et al., 2011) e dourada (M.
amblycephala) (Sesay et al., 2017), foi observado diminui¢do da LPO no figado com aumento
de incremento de acido fdlico na dieta. Ainda, a presenca de LPO também pode estar associada
ao aumento da homocisteina no ciclo de metilacéo, prejudicando a satde do animal. (Diez et
al., 2015).

De modo geral, o emprego das dietas suplementadas com acido folico para as fémeas
se mostrou uma importante estratégia para melhorar a qualidade das larvas. Os efeitos positivos
resultaram na eclosdo de larvas mais saudaveis, maiores e com menores percentuais de
ocorréncia de malformagdes na coluna vertebral. Apesar de ndo ter sido objeto de estudo nesta
pesquisa, outros efeitos positivos do acido fdlico podem ter contribuido para a melhoria do
desenvolvimento embrionario, pois essa vitamina também € importante na formacdo do tubo
neural e consequentemente do cérebro, medula espinhal e coluna vertebral (Blanco et al., 2016;
Millacura et al., 2017). Além disso, o acido folico também pode proteger o embrido contra
alguns compostos quimicos nocivos presentes na agua durante a incubacdo dos ovos e
contribuir paraa diminui¢do das malformagdes (Sarmah e Marrs, 2013; Ma et al., 2015). Outros
estudos documentaram efeitos positivos do acido félico no aumento nas taxas de eclosao,
tamanho das larvas e reducéo nas malformacdes no embrido de Danio rerio (Sarmah e Marrs,
2013; Ma et al., 2015; Yue et al., 2017).

De modo geral, os perfis de acidos graxos do figado e do ovéario foram diferentes,
conforme relatado por Goes et al. (2024). Apesar da falta de informacdes sobre 0 mecanismo
que regula a deposicdo de acidos graxos nos diferentes tecidos das fémeas em atividade
reprodutiva, podemos levantar a hipotese de que a maior quantidade de acidos graxos 18:1, 20:3
n-6 e 20:4 n-6 no figado podem ser vantajosos para as fémeas, pois podem promover a producao
de eicosanoides e prostaglandinas (Marks e Firstenberger, 2008; Baker e Van Der Kraak.
2019). Os eicosandides e prostaglandinas desempenham um papel importante na manutencéo

da saude feminina (Enayatmehr et al., 2015) e, como nos vertebrados terrestres (Eilati et al.,
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2013; Chen etal., 2021), podem desempenhar um papel importante na recuperacao dos ovarios
devido a sua capacidade anti-inflamatoria (Cui et al., 2020; Magalh&es et al.. 2021).

Curiosamente, as fémeas alimentadas com dietas suplementadas com acido félico que
apresentaram melhor desempenho reprodutivo e melhor qualidade de descendéncia também
apresentaram menores quantidades de acidos graxos poliinsaturados n-3 e n-6 dos ovarios. Por
outro lado, essas fémeas apresentaram maior deposicdo de acidos graxos monoinsaturados no
figado e ovarios. Estes resultados merecem atencdo, visto que alguns acidos graxos
poliinsaturados das séries n-3 ou n-6 comumente promovem a producdo de eicosandides e
prostaglandinas e, consequentemente, regulam diversas vias do metabolismo reprodutivo
(Lister e Van der Kraak, 2009; Criscuolo-Urbinati et al., 2012; Enayatmehr et al., 2015) que
finalmente interferem no desenvolvimento embrionario e larval (lzquierdo et al., 2001).
Possivelmente outros mecanismos possam estar envolvidos na regulacdo do perfil de acidos
graxos dos ovarios de Rhamdia quelen e na sua influéncia na reproducédo das fémeas, uma vez
que Goes et al. (2024) também relataram a relacdo entre as menores quantidades de acidos
graxos 20:4 n-6 e 20:5 n-3 do ovario das fémeas com maior desempenho reprodutivo. De forma
geral, a predominancia de acidos graxos monoinsaturados em diversos tecidos é comum as
espécies de bagres (Ng et al, 2000; Bogut et al., 2002), que podem ser utilizados como
suprimento parcial de acidos graxos para apoiar 0 metabolismo energético dos reprodutores
(Ferndndez-Palacios et al., 1997; Hu et al., 2009), para atender aos requisitos de gametogénese
e maturacdo das gbnadas ou como suprimento de acidos graxos para embrides ou larvas em
estagios iniciais da vida (Pousis et al.. 2019; Cherian. 2022).

Outro ponto importante e relacionado com a satde das fémeas foi a reducdo dos niveis
séricos de alanina aminotransferase e da aspartato aminotransferase em funcdo da
suplementacdo dietética de acido fdlico. Apesar de serem indicadores inespecificos,
normalmente estas enzimas estdo associadas a saude hepatica, sugerindo algum tipo de lesdo
tecidual no figado (Abdel-Daim et al., 2015; Peng et al., 2016; Cheng et al., 2017) ou outros
6rgdos como rins e branquias (Shahsavani et al., 2010). Essa funcdo hepatoprotetora é
importante para manutencdo do metabolismo e sintese de aminoadcidos essenciais para o
crescimento (Falah et al., 2020; Hang et al., 2022; Yeganeh et al., 2022) e, por analogia, para a
vitelogénese em fémeas em atividade reprodutiva. Assim, como o figado € um 6rgdo muito
exigido durante a vitelogénese, o acido félico exerce um importante papel como doador de
grupos metil para melhorar a sintese de metionina (Hang et al., 2022) e contribuir para a

protecdo hepatica e o correto funcionamento do 6rgdo. Ainda, mesmo que os baixos niveis de
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suplementacéo dietética de acido folico sugiram a ocorréncia de maior grau desse tipo de lesdo
tecidual, ndo necessariamente estes danos estéo relacionados com efeitos deletérios a satde ou
efeitos letais, uma vez que ndo foram evidenciados nenhum sinal clinico ou mortalidade
associadas a estas fémeas. Possivelmente estes danos estdo associados ao esfor¢co metabolico
naturalmente exigido as fémeas durante vitelogénese e a maturacdo gonadal. Danos teciduais
semelhantes e, ndo deletérios a saude, foram relatados durante o crescimento do esturjao e black
bass (Falah et al., 2020; Hang et al., 2022; Yeganeh et al., 2022).

A suplementacdo dietética de acido félico para as fémeas de jundia também elevou a
concentracao sérica de proteina total. Isso é um indicativo de melhorias do estado fisiologico
geral dos peixes (Coeurdacier et al., 2011) e da imunidade (Sesay et al., 2016). Do ponto de
vista reprodutivo, este resultado é importante para o atendimento das exigéncias do
metabolismo energético e proteico necessario para o desenvolvimento embrionario. 1sso sugere
uma maior capacidade de transporte de nutrientes essenciais para melhorar o crescimento e a
salide dos animais (Sesay et al, 2006; Khan e Khan, 2020; Falah et al., 2020). O acido félico
presente nas ragdes também promoveu o aumento dos niveis sericos de albumina e globulina.
Esses parametros associados a integridade hepéatica e aos indicadores do equilibrio redox
promoveram melhorias para a salde, crescimento e reproducdo dos jundias. Neste contexto, a
albumina desempenha uma importante funcdo na osmorregulacdo e principalmente no
transporte de nutrientes, além de lipidico para atender ao metabolismo energético (Andreeva,
2019). De forma geral, a albumina é importante para o transporte de acidos graxos, peptideos,
além de hormdnios responsaveis pela reproducdo (Curry et al, 1998; Ascenzi et al., 2013;
Andreeva, 2022). Logo, 0 aumento de seus niveis séricos é um indicador de melhor capacidade
de suprimento de nutrientes para atender as suas necessidades metabolicas (Nelson e Cox,
2022), especialmente em animais de alta producdo (Esmaeili, 2021), que normalmente estao
sujeitos as condicOes de elevado esfor¢o metabolico. Ainda, 0 aumento da globulina € um fator
importante, pois ela esta relacionada ao transporte de metais, lipideos, bilirrubina e anticorpos
e desempenho um importante papel sobre o sistema imune (Chernyavskikh et al., 2019). Este
pode ser um indicador metabdlico relacionado a capacidade de promover a transferéncia de
imunidade passiva das progenitoras para as proles, produzindo consequentemente proles mais
resistente e vigorosas para tolerar as condi¢Ges adversas dos sistemas de criagdo intensiva
(Panigrahi et al., 2021).

O é4cido folico também apresentou outra importante funcdo relacionada com a

manutenc¢do da satde animal, a qual esta relacionada com a hematopoiese e 0 aumento do
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namero de eritrocitos e trombaocitos no sangue. O aumento do namero de eritrocitos verificado
nas fémeas de jundia foi um resultado esperado, uma vez que este efeito positivo do acido folico
ja foi documentado em peixes em crescimento (Badran e Ali, 2021; Roudsari et al., 2021; Hang
et al., 2022) e, é decorrente de sua participacdo na biossintese de purina e pirimidina, que
envolve a formacdo e maturacdo dos eritréocitos (Barros et al., 2009; Scully, 2014; Falah et al.,
2020). Além disso, 0 aumento dos eritrocitos nas fémeas é importante porque pode suprir a toda
a necessidade do transporte de oxigénio que o metabolismo envolvido no processo reprodutivo
exige. Por outro lado, a alimentacdo com dietas deficientes em acido félico pode causar a
anemia do tipo megaloblastica, a qual ja foi relatada em peixes em crescimento como o salmao
(Oncorhynchus kisutch) e o bagre do canal (I. punctatus) (NRC, 2011).

Além dos eritrdcitos, o acido folico também impulsionou a producdo de trombocitos no
sangue das fémeas de jundia. Este € um aspecto importante, pois sugere que o acido folico pode
atuar na prevencao de hemorragias durante a ovulacéo e auxilia na recuperacédo das fémeas apos
0 processo de reproducdo artificial. Esta hipotese pode ser corroborada pelo fato de os
trombacitos serem reconhecidos como componentes essenciais do sangue para 0 processo de
coagulacéo e hemostasia, facilitando a cicatrizacéo de ferimentos e impedindo hemorragias (Lin
et al., 2017; Yang et al., 2022). Além disso os trombdcitos também sdo células de defesa
organica, que realizam fagocitose e atuam no foco inflamatério (Tavares-Dias et al., 2007). A
baixa ocorréncia de trombdcitos pode ocorrer quando a medula 6ssea produz quantidades
insuficientes, ou quando os trombdcitos sdo destruidos por doencas imunodeficientes ou
porque se acumularam no baco (Fiebach et al., 2007; Michelson et al., 2019). Porém, ndo ha
estudos clinicos desses efeitos sobre a reproducdo dos peixes (Yang et al., 2022).

O conjunto de beneficios fisiologicos causado pela adequada suplementacao dietética
de &cido félico também resultou em melhorias no crescimento das fémeas de jundia. Este é um
ponto importante a ser considerado, pois devido a inexisténcia de enzimas chave envolvidas na
via biossitetica do folato nos animais (Cossins, 2000), a suplementacdo dietética constante é
necessaria para garantir o adequado funcionamento metabdlico (Armi et al., 2020; Khan e
Khan, 2020) e, impulsionar o crescimento (Falah et al., 2020) e consequentemente a reproducao
dos peixes. Esta € uma importante estratégia para garantir o desempenho produtivo de peixes
submetidos a intensas condicGes de criacdo ou submetidos as condi¢des de elevado esforgo
metabolico (Shafaeipour et al., 2011; Firouz et al., 2013; Wu et al., 2015; Bradan e Ali, 2021).
Por outro lado, a deficiéncia na suplementacdo dietética de acido folico pode causar letargia,

coloracao de pele mais escura, fragilidade nas nadadeiras e retardo do crescimento dos peixes
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(Sesay et al., 2016; Falah et al., 2020). Este conjunto de fatores relacionados com o &cido folico
certamente atuou de forma combinada para regular direta ou indiretamente o ritmo da
vitelogénese. Esta hipo6tese pode corroborada pelos resultados das avaliacdes histoldgicas dos
ovarios. Apesar de todas as fémeas estarem maduras e com aspectos morfoldgicos dos ovarios
considerados normais para a espécie (Reidel et al., 2010; Tessaro et al., 2014), aquelas
alimentadas com ragdes suplementados com acido folico apresentaram um maior percentual de
ovacitos vitelogénicos e, consequentemente melhores respostas reprodutivas e de qualidade da
prole.

Apesar da morfologia do tecido hepatico nao ter sido influenciada pelas ragdes, um
aspecto curioso que merece atencdo foi a ocorréncia de hemorragia hepatica leve em fémeas
alimentadas com racfes sem a suplementacdo de acido folico. Isso pode estar relacionado a
uma reac¢do inflamatoria causada por danos no figado pelo acimulo das transaminases, anemia
ou pela diminuicdo dos trombdcitos na corrente sanguinea. Nesse caso, ocorre uma migracao
celular para o sitio inflamado por diapedese de células recrutadas do compartimento sanguineo
(Sakabe et al. 2013, Manrique et al. 2017, Petrillo et al. 2017). Essa migracdo tem como funcgéo
0 reestabelecimento e reparacdo tecidual, assim como, o combate de agentes infecciosos
(Havixbeck et al. 2016, Bayona et al. 2017, Moraes et al., 2018) e o controle da hemostasia
exercido primordialmente por trombécitos (Ferdous e Scott, 2015).

De forma geral, as descobertas deste estudo apoiam a hipotese de que a suplementacéo
dietética com acido folico melhora a saude das fémeas de jundia, produzindo beneficios
fisiol6gicos que melhoraram o crescimento e, consequentemente, a reproducao, a qualidade dos
gametas e das proles. Assim, a suplementacdo dietética de acido folico pode ser considerada
como uma estratégia importante para melhorar a reproducdo, a saude e o crescimento dos
peixes. Por fim, vale destacar que a suplementacdo dietética de &cido fdlico pode ser
considerada uma estratégia chave para melhorar a reproducéo, a salde e o crescimento dos
peixes. E importante notar que os niveis de suplementacdo de acido folico nas dietas para
fémeas de de jundia em atividade reprodutiva sdo superiores aos recomendados para peixes em
crescimento, enfatizando a necessidade dos nutricionistas se concentrarem em atender a esses

requisitos elevados para garantir melhor qualidade da prole e eficiéncia reprodutiva.
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5. Concluséao

As races suplementadas com 2,25 e 3,00 mg de acido félico kg, fornecidas para fémeas
de jundia (Rhamdia quelen) em atividade reprodutiva melhoram o equilibrio redox das fémeas
e das proles, interferiu na protecdo hepatica e no transporte de nutrientes pelo sangue e, regulou
a hematopoiese. Este conjunto de beneficios resultou no sucesso reprodutivo e na producao de
proles de melhor qualidade. Contudo, a demanda pela suplementacdo do &cido fdlico pelas
fémeas de jundid em atividade reprodutiva é trés vezes maior que aquelas normalmente

recomendadas para peixes em crescimento.
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