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RESUMO GERAL

O experimento foi realizado na ranicultura da Fazenda Marta, localizada no
municipio de Tremembé no Estado de Sao Paulo, Brasil. O objetivo foi avaliar a
influéncia da vitamina C como aditivo alimentar sobre o desempenho produtivo e
fisioldgico de ras-touro (Lithobates catesbeianus). Os animais foram mantidos em
24 baias de 2,0 x 1,0 m com uma densidade inicial de 50/m?. Foram testados os
seguintes niveis de suplementagao na racao: 0, 250, 500, 750, 1.000 e 2.000 mg de
vitamina C/kg de ragéo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com seis tratamentos e quatro réplicas. Os parametros avaliados foram: consumo
de racdo, determinacdo do ganho de peso meédio, conversdo alimentar,
sobrevivéncia, determinacao dos valores de corticosterona plasmatica, parametros
hematoldgicos (taxa de hemoglobina, hematdcrito, numero total de eritrécitos e de
leucécitos) e avaliagdo imunoldgica através da ativagao de macrofagos. Os animais
foram pesados no inicio do experimento e a cada 30 dias e diariamente registrou-se
a temperatura ambiente. Pode-se concluir que ndo houve influéncia da vitamina
C sobre o desempenho produtivo (crescimento, sobrevivéncia e conversao
alimentar) e também sobre a diminuicdo dos niveis de estresse monitorados
pela corticosterona plasmatica, parametros hematolégicos e imunoldgicos
avaliados. Observou-se diminui¢cao dos teores de corticosterona plasmatica ao
longo do periodo de experimentagdo, sugerindo que ha uma dependéncia
deste glicocorticoide com o estagio de desenvolvimento dos animais ou uma
possivel adaptagao a situacao de cativeiro apés a metamorfose.

Palavras-chave: acido ascoérbico, anfibios, antioxidante, corticosterona, hormonios,
ranicultura



GENERAL ABSTRACT

The experiment was conducted in the frogculture at Fazenda Marta,
placed in Tremembé city, Sdo Paulo, Brazil. The aim was to evaluate the
influence of vitamin C as a nutritional additive on the productive and
physiological performance of american bullfrogs (Lithobates catesbeianus). The
animals were kept in 24 boxes of 2.0 x 1.0 m with a initial density of 50 animals
/ m? It was tested the following levels of supplementation on diet: control, 250,
500, 750, 1,000 and 2,000 mg of vitamin C per kg of diet. The experimental
design was completely randomized with six treatments and four repetitions. The
parameters evaluated were: feed intake, weight gain, feed conversion, survival
cote, determining the values of plasma corticosterone, hematological parameter
(hemoglobin rate, hematocrit, total number of eritrocytes and leucocytes) and
immunological evaluation through macrophagos activation. The animals were
weighed at the beginning of the experiment and every 30 days, and the
environmental temperature was also daily recorded. It was concluded that there
was no influence of vitamin C on productive performance (growth, survival and
feed conversion) and to decreased levels of stress, monitored by plasma
corticosterone, hematological and immunological parameter evaluated. It was
observed a decreasing of plasma corticosterone value during the experimental
period, it suggests that there is a glucocorticoid dependency with the animals
life cycle or a possible adaptation to a captivity situation after metamorphosis.

Key words: ascorbic acid, amphibians, antioxidant, corticosterone, hormone,
frog culture
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INTRODUGAO GERAL

A ranicultura desperta grande interesse junto aos produtores em virtude
do elevado potencial reprodutivo das espécies de cultivo, da eficiéncia da
conversao alimentar dos animais e do retorno financeiro com a venda da carne
e outros subprodutos para o mercado interno e externo. Suas caracteristicas
zootécnicas e a alta qualidade de sua carne (baixa quantidade de gordura e
boa digestibilidade) fazem da ra um produto de grande interesse para a
industria de processamento com boa aceitacdo pelo mercado consumidor
(TEIXEIRA et al., 2001; FERREIRA et al., 2002; DIAS et al., 2009).

Os primeiros exemplares de ra-touro americana, recentemente re-
classificada como Lithobates catesbeianus (FROST et al., 2006) chegaram ao
Brasil na década de 30, oriundos do Canada. Até a década de 70 utilizava-se
tanques multiplos, com diversos tipos de alimentos como tecido pulmonar bovino e
restos de carcacas em decomposicao para a atracao de insetos e desenvolvimento
de suas larvas. Sucedeu-se a essa estrutura os sistemas de engorda conhecidos
como tanque-ilha; confinamento; anfigranja; gaiolas; ranabox; inundado e sistemas

hibridos construidos ou n&o sob estufas agricolas (FERREIRA et al., 2002).

TEIXEIRA et al. (2001) afirmam que fora do pais a maior parte da carne
de ra comercializada é ainda proveniente de caca predatéria. Desta forma, os
estoques naturais tendem a baixar devido a uma demanda sempre crescente.
Atualmente leis proibem a caga predatdria, 0 que incentiva o consumo de carne
de ras criadas em cativeiro. A ra-touro (Lithobates catesbeianus), € atualmente
a unica espécie utilizada pelos ranarios comerciais brasileiros, apresenta 6tima
capacidade de adaptar-se aos diferentes regimes climaticos, bem como aos
diferentes manejos fisicos e alimentares. Este fato deve-se as suas
caracteristicas zootécnicas tais como: rusticidade, precocidade e prolificidade
(FERREIRA et al., 2002; DIAS et al., 2009).

Um dos principais desafios da criagdo de rds em ranarios comerciais €

eliminar os fatores estressantes (canibalismo, presenca de predadores, competicao



por alimento e espago), que tanto na natureza como no cativeiro retardam o
crescimento do animal, que por sua vez poderia direcionar toda sua energia para a
engorda e/ou a reprodugéo, através de manejo e instalagbes adequadas e uso de
alimento balanceado e nutritivo (ROCHA, 2007; TEIXEIRA, 2007).

Na natureza, os anuros alimentam-se principalmente de insetos,
crustaceos, vermes, moluscos e outros pequenos invertebrados. No passado,
nas primeiras criagdes em cativeiro, restos de animais em decomposicao, bem
como minhocas, ovos, alevinos e camardes, foram muito utilizados (FERREIRA
et al., 2002). Atualmente, a alimentacdo em cativeiro é feita com ragéo
peletizada ou extrusada para ras e juvenis (i.e. imagos), com a utilizagdo de
cochos vibratérios ou indutores bioldgicos, e farelada para girinos. Geralmente
apresentam teores de proteina bruta préximos a 40%. As ragcbes comerciais
utilizadas em ranicultura sdo formuladas e balanceadas para atender as
exigéncias nutricionais de peixes, pois ndo se dispbe de informagdes
suficientes sobre as necessidades nutricionais desses animais (STEFANI et al.,
2001; SEIXAS FILHO et al., 2008), além do numero reduzido de projetos

comerciais.

Para o balanceamento de uma dieta é necessario conhecer ndo apenas a
digestibilidade do alimento, mas de outros aditivos e procedimentos que possam
oferecer aos organismos criados intensivamente condicdes adequadas de manejo
alimentar. A partir de nova regulamentagcdo do MAPA (Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento), a Instrugdo Normativa n° 13 de 30/11/04, segundo
orientagdes do Codex Alimentarius, os aditivos passaram a ser classificados
como: aditivos nutricionais (os quais incluem as vitaminas), aditivos
tecnolégicos (adsorventes e aglomerantes e emulsificantes), aditivos sensoriais
(corantes e aromatizantes), aditivos zootécnicos (enzimas, probidticos e

promotores de crescimento), e anticoccidianos (sulfas e ionéforos).

Vitaminas sdo substancias organicas naturais indispensaveis para as
fungdes vitais em humanos e animais, essenciais para o crescimento, saude e
desempenho. Podem ser disponibilizadas na dieta uma vez que os animais nao

sdo capazes de sintetiza-las em quantidades suficientes. As vitaminas estédo



disponiveis em 2 grandes grupos: lipossoluveis (A, D, E, K3) e hidrossoluveis
(complexo B, vitamina C e outras). A falta deste aditivo alimentar pode
acarretar em retardo no crescimento, comprometimento da fertilidade e baixa
resisténcia imunoldgica. Niveis além das exigéncias nutricionais minimas
podem trazer beneficios potenciais (SINDIRACOES, 2005).

As vitaminas utilizadas nas dietas dos animais s&o produzidas
industrialmente por processos quimicos ou fermentagdo microbiolégica. Sao
suscetiveis a varios fatores aos quais sao expostas durante a produgdo como
umidade, temperatura, luz. Entretanto, podem ser produzidas estabilizadas ou
protegidas garantindo a sua atividade biolégica. Os requerimentos de vitaminas
variam de espécie para espécie, dependendo da idade e da fase de producéo,
garantindo as necessidades diarias (KUBITZA, 2004; SINDIRACOES, 2005).

Dentre os aditivos a vitamina C ou acido ascorbico destaca-se como
componente essencial para algumas espécies, como primatas, porcos da india,
peixes, camardes, morcegos, passaros e alguns insetos, devido a falta ou
insuficiéncia da enzima L-gulonolactona oxidase (O’KEEFE, 2001). Nos peixes,
anfibios e répteis o acido ascorbico quando produzido ocorre nos rins. As espécies
endotérmicas, como aves e mamiferos, sintetizam a vitamina no figado, 6rgdo mais
amplo e com capacidade de atender a demanda maior devido a mudanga dos

mecanismos de regulacao da temperatura (STONE, 1997).

A maioria dos peixes ndo sintetiza a vitamina C, necessitando de
suplementagcdo na dieta. Esta vitamina previne os efeitos negativos do
estresse, promove melhoras na cicatrizacdo de feridas, minimiza a toxicidade
de contaminantes da agua e incrementa o sistema imunolégico na defesa
contra doencgas infecciosas e parasitarias. Apresenta capacidade de influenciar
positivamente a imunidade e resisténcia de organismos aquaticos quando
suplementada em excesso na dieta, tipicamente 10 a 100 vezes a exigéncia
minima (MCDOWELL, 1989; ROTTA, 2003; BORBA et al., 2007).

O acido ascorbico desempenha importante papel em muitas reacdes

bioquimicas, com funcgao relacionada a caracteristicas de oxidacao e reducao
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reversivel (antioxidante). Participa da biossintese do colageno € importante
também para a formagdo Ossea, cicatrizacdo e manutencdo do tecido
conectivo. Mantém os metais ferro e cobre na forma reduzida, favorecendo a
absorgao gastrica. Atua também como agente redutor na desintoxicagdo do
figado contra contaminantes dietéticos como metais pesados e pesticidas
organoclorados, além de participar também nas hidroxilagdes na biossintese de
carnitina e hidroxilacdo da tirosina na formacdo de catecolaminas. Sua
deficiéncia implica em um incremento na suscetibilidade de infecgdes,
hemorragia espontdnea de mucosas e membranas, redu¢gdo na absorcao de
ferro, deformacbes Osseas e aumento do estresse (MCDOWELL, 1989;
ROTTA, 2003; BORBA et al., 2007).

Estresse € o estado produzido por fatores, ambientais ou nao, que
provocam respostas adaptativas no animal frente a uma alteragao da fungéo
normal. Representa uma condi¢do na qual o equilibrio dindmico do organismo
animal, a homeostase, € ameagado ou perturbado por acées de estimulos
intrinsecos e extrinsecos (MOBERG, 2000).

Segundo WENDELAAR BONGA (1997) a resposta ao estresse ocorre em 3
etapas, com a participagdo dos sistemas nervoso (nervos simpaticos e células
cromafins) e enddcrino (hipotalamo — hipdfise — células interrenais). Na primeira etapa
ocorre a liberagéo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticéides, como
resposta ao estimulo cerebral. A liberacdo destes horménios causa constricdo da
musculatura lisa vascular e esplénica, com desvio de leucdcitos para o
compartimento circulante. Observa-se nesta etapa a diminuicdo do numero de
leucdcitos totais com neutrofilia, linfopenia, eosinopenia e monocitose (BIONDO,
2005). A diminuicdo do hematdcrito também ocorre em animais submetidos ao
estresse (CHEN et al, 1995). Observa-se adicionalmente prejuizo nas fungbes
fagocitarias das células. A terceira etapa caracteriza-se pela diminuigéo de resisténcia
e desempenho, com a exaustéo dos animais (GOMES et al., 2003).

Em anfibios o principal glicocorticoide envolvido na resposta ao estresse € a
corticosterona (DENVER et al, 2002). Os glicocorticdides influenciam acdes
comportamentais ligadas a reproducao, ingestao de alimento, atividade locomotora e
processos de fuga e luta (CRESPI & DENVER, 2004, 2005; WADA, 2008). Ao
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mesmo tempo o excesso de glicorticoides diminui o crescimento, a fungéo imune e

pode causar morte neural e altas taxas de mortalidade (WADA, 2008).

Esse padrao de resposta & observado com frequéncia em criacdes de varias
espécies animais incluindo criagdes de ras onde observamos empilhamento nos
cantos das baias, excesso de peles soltas e maior susceptibilidade a doengas. Na
ranicultura o estresse € um dos grandes problemas sendo a porta de entrada
para muitas doengas ocasionando assim o insucesso da criacdo. Pode ser
causado por fatores como: sistemas de criagdo nao apropriados, manejos
fisicos, profilaticos, sanitarios e alimentares inadequados, mudancgas na
temperatura ou na luminosidade do ambiente, alteragdes nos parametros
fisicos e quimicos da agua, bem como ruidos, presenga de outros animais ou
pessoas (ROCHA 2007; TEIXEIRA, 2007).

Estes estressores impdéem um metabolismo composto por dois
componentes: a demanda de energia requerida frente ao disturbio, e a energia
para corrigir o balango iénico (CARNEIRO et al., 2002). Torna-se necessario
portanto, a execucdo de praticas preventivas apoiadas nos trés manejos
basicos: o zootécnico, o nutricional e o higiénico sanitario, constituindo o
“principio do tripé”. Somente a total integridade dos trés garante a perfeita
qualidade da producdo animal. Possiveis falhas nestes manejos levam ao
desequilibrio, comprometendo a saude das ras e, consequentemente,
ocasionando perdas (HIPOLITO, 1999).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da vitamina C como
aditivo alimentar e fator antiestresse sobre o desempenho produtivo
(crescimento, sobrevivéncia e conversao alimentar) e fisiolégico de ras-touro
(Lithobates catesbeianus), através da avaliacdo do consumo de racao,
determinagdo do ganho de peso médio, conversdo alimentar, sobrevivéncia,
determinac&o dos valores de corticosterona plasmatica, parametros hematoldgicos
(taxa de hemoglobina, hematdcrito, numero total de eritrécitos e numeros total de

leucécitos) e avaliagdo imunoldgica através da ativagdo de macrofagos.



Esta dissertagcdo encontra-se dividida em capitulos representados por
artigos cientificos que serdo submetidos ao periédico Aquaculture
(classificagao A2 - CAPES). O capitulo | é intitulado: “Avaliagao fisiolégica da
suplementacado de niveis crescentes de vitamina C como fator antiestresse a
dieta de ras-touro americana (Lithobates catesbeianus), criadas
comercialmente”, e capitulo Il é intitulado: “Desempenho produtivo de ras-touro
(Lithobates catesbeianus) alimentadas com niveis crescentes de vitamina C a

dieta”.
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RESUMO

O experimento foi realizado com ras-touro americana (Lithobates catesbeianus),
em ranario comercial, no municipio de Tremembé, Sao Paulo — Brasil - UTM:
7.466,5 N e 436,9 E. Objetivou-se avaliar a influéncia da vitamina C como aditivo
alimentar e fator antiestresse sobre o parametros fisiolégicos. As ras foram
mantidas em 24 tanques de alvenaria, de 2,0 x 1,0 m com uma densidade inicial de

50/m?. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
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tratamentos (niveis de suplementagéo na ragéo de 0, 250, 500, 750, 1.000 e 2.000
mg de vitamina C kg'1 de ragéo) e quatro réplicas. Foram determinados valores de
corticosterona plasmatica, parametros hematolégicos e imunolédgicos. Os animais
eram pesados no inicio do experimento e a cada 30 dias. Diariamente registrou-se
as temperaturas minimas e maximas as 06:00h. Pode-se concluir que néao
houve influéncia da vitamina C sobre os parametros fisioldgicos monitorados
pelos valores de corticosterona plasmatica, parametros hematoloégicos e
imunoldgicos. Entretanto, houve diminuigdo da corticosterona plasmaticas ao
longo do periodo de experimentacdo. Esta diminuicdo possivelmente ocorreu
devido a uma estreita relagdo deste glicocorticoide com o estagio de
desenvolvimento dos animais ou em virtutude de uma possivel adaptagcao ao
cativeiro.

Palavras-chave: anfibios, antioxidantes, corticosterona, estresse, fisiologia,

ranicultura,

ABSTRACT

The experiment was conducted with american bullfrogs (Lithobates
catesbeianus) at a commercial frog culture, in Tremembé city, Sdo Paulo State,
Brazil - UTM: 7.466,5 N e 436,9 E. The aim was to evaluated the vitamin C
influence as a nutritional additive and anti-stress factor on the physiological
performance of these animals. The frogs were kept in 24 masonry boxes (2.0 x
1.0 m) with an initial density of 50 animals per square meter. The experimental
design was completely randomized with six treatments (0, 250, 500, 750, 1,000
and 2,000 mg vitamin C kg™ diet) and four repetitions. It were determined the

values of weight gain, survival taxe, plasma corticosterone, hematological and
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immunological values. The animals were weighed at the beginning of the
experiment and every 30 days. The environmental temperature was recorded
daily. It could be concluded that there was no influence of vitamin C in
decreasing levels of stress, monitored by plasma corticosterone, hematological
and immunological values. The decreases of plasma corticosterone levels
possibly happened because of a narrow relation of this glucocorticoid with the
animals life cycle, or there is possible adaptation to the captivity.

Keywords: amphibians, anti-oxidants, corticosterona, stress, physiology, frog

culture.

INTRODUCAO

A ra-touro americana, recentemente re-classificada como Lithobates
catesbeianus (Frost et al. 2006), unica espécie utilizada pelos ranarios
comerciais brasileiros, apresenta O6tima capacidade de adaptar-se aos
diferentes regimes climaticos, bem como aos diferentes manejos fisicos e
alimentares utilizados nos sistemas intensivos de criagao (Ferreira et al. 2002).

Até meados da década de 90 a maior parte da carne de ra comercializada
era proveniente de caca predatdria. Em virtude disto, os estoques naturais
diminuiram devido a uma demanda crescente. Atualmente leis proibem a caga,
incentivando o consumo de carne de ras criadas em cativeiro (Ferreira et al.
2002). Dias et al. (2009) afirmam que as raniculturas ganharam grande
popularidade no Brasil, colocando este pais como o maior produtor das
Ameéricas, com a producao de 639 toneladas no ano de 2006.

Na ranicultura o estresse € um dos grandes entraves sendo a porta de entrada

para doengas, ocasionando assim, o0 insucesso da atividade. Pode ser causado por
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fatores como sistemas de criagdo nao apropriados; manejos fisicos, profilaticos,
sanitarios e alimentares inadequados; mudangas na temperatura ou na luminosidade
do ambiente; alteragbes nos parametros fisicos e quimicos da agua; bem como
ruidos, presenga de outros animais ou pessoas e outras situagdes (Rocha 2007;
Teixeira 2007).

Segundo Wendelaar Bonga (1997) a resposta ao estresse ocorre em trés
etapas, com a participagdo dos sistemas nervoso (nervos simpaticos e células
cromafins) e enddcrino (hipotalamo — hipdfise — células interrenais). Inicialmente,
ocorre a liberagéo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticéides, como
resposta ao estimulo cerebral. A liberacdo destes horménios causa constricdo da
musculatura lisa vascular e esplénica, com desvio de leucdcitos para o
compartimento circulante. Observa-se, ainda, a diminui¢do do numero de leucdcitos
totais com neutrofilia, linfopenia, eosinopenia e monocitose (Biondo 2005). A
diminuigdo dos valores do hematdcrito também ocorre em animais submetidos ao
estresse (Chen et al. 1995) e adicionalmente ocorre prejuizo nas fungdes fagocitarias
das células. A etapa final caracteriza-se pela diminuicido de resisténcia e
desempenho, com a exaustao dos animais (Gomes et al. 2003).

Em anfibios o principal glicocorticoide envolvido na resposta ao estresse é a
corticosterona (GC) (Denver et al. 2002). Os glicocorticoides influenciam acdes
comportamentais ligadas a reproducao (Wilczynski et al. 2005), ingestao de alimento
(Crespi e Denver 2005), atividade locomotora (Crespi e Denver 2004b) e processos
de fuga e luta (Wada 2008). Ao mesmo tempo o excesso de glicocorticéides retarda o
crescimento, diminui a fungdo imune e pode causar morte neural além de altas taxas
de mortalidade (Wada 2008). Esse padrao de resposta € observado com frequiéncia

em criagbes de varias espécies animais incluindo ras onde se pode observar
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empilhamento nos cantos das baias, excesso de peles soltas e maior susceptibilidade
a doengas (Rocha 2007; Teixeira 2007).

Estes estressores impdem aos organismos um metabolismo composto por
dois componentes: a demanda de energia exigida frente ao disturbio, e a
energia para corrigir o balango iénico (Carneiro e Urbinati 2002), sendo que a
GC afeta o balango energético e a ingestdo dos alimentos nos diferentes
estagios de vida nos anfibios (Crespi e Denver 2005).

Sabe-se que na criagcado de ras deve-se eliminar os fatores estressantes
que podem retardar o crescimento, como as competicdes por alimento e
espaco, além da nao presencga de predadores, contrariamente ao que existe na
natureza. Desse modo, na criagao, pode-se direcionar a energia do animal, por
meio de manejos adequados e uso de alimento balanceado e nutritivo para o
crescimento e reproducao (Ferreira et al. 2002).

A vitamina C ou acido ascérbico desempenha importante papel em muitas
reagdes bioquimicas. Seu principal papel biolégico é como agente redutor,
participando como co-fator nas oxidagdes e promovendo a incorporacdo do
oxigénio molecular em varios substratos. Atua nas hidroxilagbes de lisina e
prolina no protocolageno através da redugao do ferro para a forma ferrosa que
atua como co-fator da enzima hidroxilase. Participa, portanto, na manutencao
do tecido conectivo, na cicatrizacdo e formacao dos ossos (Kaneko et al.
1997). O acido ascorbico é rapidamente absorvido nas areas de formagao do
colageno, ou seja, pele e cartilagens. Atua como agente redutor na
desintoxicacdo do figado contra contaminantes dietéticos como metais
pesados e pesticidas organoclorados, além de participar também nas

hidroxilagdes e na biossintese de carnitina e hidroxilagdo da tirosina para a
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formacdo de catecolaminas. Mantém os metais ferro e cobre na forma
reduzida, favorecendo a absorg¢ao gastrica (Mcdowell 1989; Rotta 2003; Borba
et al. 2007). Desta forma, previne os efeitos negativos do estresse e
incrementa o sistema imunologico na defesa contra doengas infecciosas e
parasitarias. Em peixes a deficiéncia de vitamina C, geralmente apresenta
sinais clinicos como escoliose, cifose, lordose, lesdes nos tecidos conectivos,
deformacgdes, estresse metabdlico, letargia, fadiga, queda de resisténcia e
aumento de mortalidade (Tacon 1995).

Algumas espécies animais, como primatas, porcos da india, alguns
répteis e passaros e muitas espécies de peixes necessitam de uma fonte
dietética de vitamina C para prevenir ou reverter os sintomas do escorbuto
(O’Keefe 2001).

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da vitamina C
adicionada a dieta de ras-touro americana (Lithobates catesbeianus) como
fator antiestresse, por meio da avaliacdo dos niveis de corticosterona
plasmatica, bem como parametros hematolégicos e imunoldgicos através da

ativacao de macrofagos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Fazenda Marta, localizada no
municipio de Tremembé, Sao Paulo — Brasil - UTM: 7.466,5 N e 436,9 E,
conduzido durante 120 dias, no periodo de fevereiro a junho, que
compreendem o final do verao e o outono, no hemisfério Sul.

Foram utilizados 2.400 ras (Lithobates catesbeianus) com peso médio

inicial de 13,77g + 0,72, distribuidas ao acaso em quantidades iguais para cada
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tratamento em tanques de alvenaria, medindo 2,00 x 1,00 m, contendo uma area
seca (70%) e uma area umida (30%), dispostas sob uma tela de sombrite de
50% e pelicula de polietileno transparente de 150 pm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos, sendo um controle e quatro repeticbes Os animais foram pesados no
inicio do experimento (Momento Zero - MZ) e a cada 30 dias. Os niveis de
concentragdo de vitamina C testados foram: Tratamento 1/Controle - 0 mg kg™
de ragado; Tratamento 2 - 250 mg kg™’ de ragdo; Tratamento 3 — 500 mg kg™’ de
racdo; Tratamento 4 — 750 mg kg™’ de racéo; Tratamento 5 - 1.000 mg kg™ de

racdo e Tratamento 6 - 2.000 mg kg™ de racéo.

A racao farelada utilizada foi fornecida por uma empresa privada do setor,
contendo 40% de proteina bruta (min.), 8% de extrato etéreo (min.) e 6% de
matéria fibrosa (max.). A este produto adicionou-se vitamina C a base de sal
monofosfato éster de acido L-ascorbico (ROVIMIX® STAY-C® 35 da Empresa
DSM Nutritional Products), nos niveis pré-estabelecidos antes do processo de
extrusdo. O alimento foi ministrado duas vezes ao dia (07:00h e 16:00h), sendo
oferecido 3% da biomassa do lote com reajustes diarios conforme o consumo,
para que houvesse o minimo de sobras. Na ragcao foi acrescido, ainda um
indutor biolégico (larva de mosca doméstica), na proporgéo de 10% de larvas
para 90% de ragéo.

A densidade inicial foi de 50 ras por metro quadrado e as temperaturas
minimas e maximas foram registradas diariamente as 06:00h.

Foram avaliados o ganho de peso e a sobrevivéncia dos animais, através
da pesagem total dos mesmos a cada biometria, e controle da mortalidade e

canibalismo.
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Para as avaliagdes fisioldgicas de corticosterona plasmatica (GC) e dos
parametros hematoldgicos, foram coletadas, aleatoriamente, amostras
sanguineas de 24 ras antes da experimentagao (MZ) e, de oito animais por
tratamento, totalizando 48 exemplares a cada biometria. As amostras foram
obtidas a partir da puncdo do vaso do membro posterior esquerdo apds
anestesia local com pomada de lidocaina, e posteriormente centrifugadas.

Para dosagem da GC foi utilizada a técnica de radioimunoensaio (RIE) em
fase liquida, de duplo anticorpo, por meio do conjunto diagnéstico comercial
(MP Biomedicals, LLC, Orangeburg, NY, USA). Este conjunto diagndstico
utiliza como elemento tragador o horménio marcado com 125 ¢ apresenta
pouca reagao cruzada, com outros hormonios de acordo com o fabricante. As
analises e a validacdo laboratorial foram realizadas no Laboratério de
Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodugdo Animal da Faculdade

de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP).

A avaliacdo hematoldgica foi realizada por meio da determinagdo dos
valores de hematocrito (Ht), contagem total de eritrécitos (Er) em camera de
Neubauer, taxa de hemoglobina (Hb), indices hematimétricos absolutos, como
volume corpuscular médio (VCM) e concentragao de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e contagem total de leucdcitos (CTL) (Allender e Fry 2008), a
cada biometria.

Para as analises imunoldgicas foram coletados oito animais no inicio (MZ)
e 36 animais no final do experimento (seis animais por tratamento). As ras
foram inoculadas com 2mL de solucao de levedura (Sacharomyces cerevisiae)
na cavidade abdominal, com concentracdo aproximada de 11.000 cel/mm?® por

um periodo de duas horas. Apds o periodo de incubagado, os animais foram
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anestesiados por banho, em solugdo de benzocaina (1g de benzocaina/L de
agua) e sacrificados. Em seguida, foi feita lavagem da cavidade abdominal com
solugao de Ringer para anfibios, através de corte lateral do abdome. O material
foi centrifugado a 251 x g por cinco minutos, sendo coletado o precipitado,
ressuspendido e colocado entre lamina e laminula e contado o numero de
fagocitos ativos e o numero total de células de leveduras fagocitadas. A
capacidade fagocitica (CF) foi calculada pelo do numero de fagdcitos
fagocitando/100 fagdcitos, e o indice fagocitico (IF) através do numero total de
leveduras fagocitadas/numero de fagdcitos fagocitando (Silva et al. 2002; 2005;
Dias et al. 2009).

Para verificar a normalidade e homocedasticidade dos dados foram
aplicados os testes de Shapiro-Wilks e Bartlett. Para a avaliacdo das diferencas
das médias de ganho de peso aplicou-se analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey. Para determinar as diferengas das médias entre os
tratamentos e entre os periodos de cada biometria utilizou-se para GC e
sobrevivéncia o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Student-Newman-
Keuls. Para os valores sanguineos transformou-se os dados pela raiz (x) e
aplicou-se ANOVA seguida do teste de Tukey. Para o imunolégico aplicou-se
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. As diferencas

foram consideradas significativas quando p<0,05 (Zar 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Durante os quatro meses experimentais as temperaturas minimas médias
variaram de 22°C + 4,63; 20°C + 2,46; 14°C + 3,11 e 14°C + 2,50
respectivamente. A temperatura média foi de 23,6°C.

O valor médio dos pesos obtido ao longo da experimentacgéao foi de 80,869
+ 1,60 e a sobrevivéncia final média observada foi de 75,97%. Todos os
parametros de desempenho analisados nao diferiram estatisticamente
(p>0,05).

Os valores das analises de GC mostraram através do teste de Kruskal-
Wallis que ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos nas
biometrias (Tabela 1), porém, houve diferengas entre as biometrias (p<0,05),
com redugéao dos teores de GC ao longo do periodo (Figura 1). A sensibilidade
do ensaio foi de 1,76 ng/mL, sendo que os coeficientes de variagéo intra-ensaio
baixo e alto foram respectivamente, 5,12% e 1,71%; e os valores interensaio

baixo e alto foram respectivamente 2,80% e 0,01%.
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Tabela 1 — Teores medianos de corticosterona (ng/mL) nos tratamentos com as
ras-touro alimentadas com diferentes niveis de vitamina C, durante o periodo

experimental (n=141)

Tratamento Momento Zero 30 dias 90 dias 120 dias
T1-0mg* 2.538,40 1618,15 156,23

T2 -250 mg* 2.639,70 1706,35 533,23

T3 -500 mg* 2.419,50 1125,15 438,42

2.011,00

T4 - 750 mg* 2.462,25 1113,30 343,68

T5-1000 mg* 1.965,00 1309,50 886,04

T6 - 2000 mg* 2.233,60 1687,90 424 .67

*vitamina C kg™ de racdo

Em geral, nos anfibios, os niveis inicialmente baixos dos valores de GC
aumentam durante o processo de metamorfose (Denver et al. 2002;
Glennemeier e Denver 2002a; Wada 2008). No presente trabalho, os valores
meédios de GC encontrados reduziram de 2364,99 + 390,90 ng/mL no MZ para

567,48 £65,92 ng/mL aos 112 dias de experimentacao (Figura 1).
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Figura 1 - Teores medianos de corticosterona (ng/mL) nos diferentes
tratamentos com vitamina C, durante o periodo experimental (n = 141). MZ =

Momento Zero

Os anfibios podem apresentar elevacéo dos valores de GC em condicdes
de confinamento, manipulacdo, competicdo intra-especifica e privacao
alimentar, no entanto essa resposta depende do tipo de desafio e da idade dos
animais (Belden et al. 2003; Crespi e Denver 2005; Glennemeier e Denver
2002a; 2002b). Crespi e Denver (2005) trabalhando com imagos de sapo
(Spea hammondii) encontraram reducao dos valores de GC plasmatica quando
submetidos a privacdo de alimentos, entretanto, observaram aumento desses
valores girinos nas fases pré e pro-metamorficas, com magnitude
significativamente superior na fase pré-metamorfica. Foram encontradas
concentragdes de GC plasmatica relativamente constantes em imagos de Xenopus
laevis, submetidos a privagao alimentar por 31 dias (Crespi e Denver 2004a). Kloas et
al. (1997) citaram que os valores de GC sao indetectaveis nos primeiros estagios de

vida de X. laevis, e os teores de GC atingem o pico na fase de pré-metamorfose.
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Comprovadamente os valores de glicocorticides em anfibios apresentam
padroes especificos para espécies distintas dentro da mesma ordem
filogenética (Crespi e Denver 2004a; Crespi e Denver 2005).

No presente estudo, as diminuicbes dos niveis de corticosterona
possivelmente ocorreram devido a uma estreita relagdo deste glicocorticéide
com o estagio de desenvolvimento dos animais, ou ha uma possivel adaptagéao
ao cativeiro.

As andlises dos parametros hematolégicos por periodo encontram-se na

Tabela 2.

Tabela 2 — Médias e erro padrao, entre todos os tratamentos, dos parametros
hematoldgicos de ras-touro alimentadas com diferentes niveis de vitamina C,

durante o periodo experimental (n=216)

Pardmetro MZ 30dias 60 dias 90 dias 120 dias

Ht 1982+1,28°  18,774051° 23554077°  28912085°  27,1620,54°
Hb 5,3440,28° 5,6110,18° 1392+0,42° 785:025° 7704027
Er 3706+190°  31,87+1,21° 35,18+1,16"  3398+1,06° 35,38+1,28°

VCM  54148+3329° 6182142417 687,87+2445° 802,75+26,36°

874,14+27 65°
CHCM  2833t214*  30,00+0,62° 5058:080°  2765:086° 2841+092°

Ht = hematdcrito (%), Hb = taxa de hemoglobina (/100 mL), Er = niimero de eritrdcitos (10° mm
%), VCM = volume corpuscular médio (fL), CHCM = concentracio de hemoglobina corpuscular
média (%), MZ = Momento Zero. Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferiram

significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Apesar do aumento dos valores de hematdcrito (Ht), hemoglobina (Hb) e
volume corpuscular médio (VCM) durante o periodo experimental estes nao diferiram
significativamente entre os tratamentos.

Coppo et al. (2005) analisaram parametros hematoldgicos de ras-touro
americana adultas submetidas a cinco sistemas de alimentagdo em ranarios do
noroeste argentino, e observaram que com o avang¢o da idade ha tendéncia de
aumento dos valores de Ht, Er, Hb, contudo, com relagdo a temperatura, estes
valores tendem a diminuir significativamente durante o inverno, onde as temperaturas
sdo bem mais extremas do que as do presente trabalho. Fioranelli et al. (2004)
também analisando as alteragbes hematoldgicas de L. catesbeianus em ranarios no
noroeste argentino, verificaram diferengas significativas para Ht, Hb e Er para ras com
peso vivo variando entre 100-149g, 250-299g e 200-249g, respectivamente.

Fenerick Junior et al. (2006) analisaram os parametros hematologicos de ras-
touro submetidas a quatro ragdes com niveis de proteina e energia diferentes, sem se
observar efeito expressivo destes parametros conforme a dieta oferecida. Franga et
al. (2008) analisaram o efeito do probidtico Bacillus subtilis testando diferentes doses
no desempenho (sobrevivéncia, ganho de peso e fisiologia) de ras-touro recém
metamorfoseadas, e também ndo observaram influéncia deste aditivo alimentar sobre
0 quadro hematologico.

A média dos nimeros absolutos dos leucdcitos totais, linfocitos, neutrdfilos, basdfilos,

eosindfilos e mondcitos por periodo encontram-se na Tabela 3.

24



Tabela 3 - Médias e erro padrdo dos numeros absolutos de leucdcitos entre todos os
tratamentos, dos parametros hematologicos de ras-touro alimentadas com

diferentes niveis de vitamina C, durante o periodo experimental (n=216)

. MZ 30dias 60 dias 90 dias 120 dias
Parametro

LcT/mm® 152122411476 14729248117 165365:7559 13825446595 15630,37789

Lfimm? 9817,8+717,3 10335,1+551,5 1144005964 9748,0£502,5 10995645632
Ntmm® 4728145811 2994442265 33178:2116 2650642168 3029,3+246,1
Bs/mm® 530,8+101,7 110761102 14408+1172 1078,6+104,2 1084,8+96,8
Es/mm’ 1355426,7  292,0+39/1 331,5+£39,5 34294435  520,7+104,9

Mr/mm® 0,0+0,0 0,000 6,4+3,7 5328 0,0+0,0

LcT= Leucdcitos Totais, Lf = Linfocitos, Nt = Neutrdfilos, Bs = Basdfilos, Es = Eosindfilos, Mn =

Mondcitos, MZ = Momento Zero

Os valores de leucdcitos e linfocitos totais ndo sofreram variagdes
significativas entre tratamentos e entre os periodos e estes valores foram
semelhantes aos encontrados por Franca et al. (2008) em imagos (13.929,16 a
21.498,59mm?), e superiores aos observados por Dias et al. (2009) na fase
adulta (8.026,97 a 11.222,99 mm™), ambos trabalhos realizados com L.
catesbeianus.

A comparagado dos valores hematoloégicos obtidos a partir de ras-touro
aparentemente saudaveis criadas intensivamente, parece indicar que, assim
como os valores de GC plasmatica, estes variaram de acordo, principalmente
com a temperatura e fase da vida do animal (adulto, jovem, metamorfose ou

girino).
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Iwama (1993) afirma que as células mononucleares (linfécitos e
monadcitos) predominam na reagdo de defesa do organismo, porém em
situacdes de estresse, o numero de linfocitos circulante diminui. Azevedo et al.
(2006) comparando peixes mantidos em piscicultura consorciada com peixes
de pesque-pague no sul do Brasil observaram que com a intensificagdo da
criacdo, e em condigbes adversas de qualidade de agua, a tilapia apresentou
elevacéo dos valores de Ht sugerindo uma situacao estressante.

A capacidade fagocitica (CP) e o indice fagocitico (IF) das ras-touro nao
foram influenciados pela adicdo de vitamina C, porém os tratamentos
apresentaram maiores valores de CP ao final do experimento, quando
comparados ao MZ (p=0,0002). Neste trabalho a capacidade fagocitica
aumentou de 44,88% no MZ para 72,77% (média dos tratamentos), enquanto o
IF aumentou de 2,76 para 3,66, ndo diferindo muito dos resultados relatados
por Franga et al. (2008) sendo o aumento da CP de 37,17% para 58,17 a
68,17% e do IF de 3,28 para 4,34 a 4,76 com a mesma espécie. O
Lactobacillus acidophilus UFV-H2b20 promoveu imunizagdo contra patégenos
intestinais em camundongos, com aumento da capacidade fagocitica dos
macrofagos peritoniais e da producgao in vitro de células peritoniais e de células
esplénicas (Neuman 1998).

A resposta ao estresse € uma interacado entre diversos fatores e eventos
bioldgicos que se sucedem e/ou atuam em conjunto para manter o bem estar
animal (Moberg 2000) O esperado neste estudo era que houvesse aumento
dos niveis de GC causados pela situacao de confinamento e que, as diferentes
quantidades de vitamina C adicionadas a dieta dos animais atuassem na

diminuicdo dos niveis de estresse causados pelo cativeiro. Em relagéao aos
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parametros hematologicos e imunoldgicos esperava-se que houvesse
leucopenia e imunossupressao. Entretanto, o encontrado foi um padrao de
resposta da GC plasmatica correlacionado com o estagio de vida em que se
encontravam os animais, € um padrdo hematolégico altamente influenciado
pelos extremos de temperatura ambiente encontrados ao longo do experimento
e uma resposta imunoldgica nao influenciada pela vitamina C.

Este estudo foi planejado com a intengao primordial de fornecer subsidios
zootécnicos as criacbes comerciais de ras que lidam rotineiramente com
situagdes de estresse dos animais. Mas, a complexidade fisiolégica dos
parametros analisados leva a crer que os mesmos devam ser analisados em
condigdes controladas, em um primeiro momento, para depois serem testados
em campo. A mensuragdo dos niveis de estresse dos animais em cativeiro
seria dada pelo monitoramento destes parametros.

Como afirma Moberg (2000) os animais sob situagdo de estresse utilizam
diferentes combinacgdes de respostas de defesa para manter sua homeostase e
os fatores modificadores do estresse (genética, idade, condigao fisioldgica,
experiéncia antecipada e interagbes sociais) permitindo aos organismos
modificarem e reordenarem a natureza de suas respostas. Acrescente-se a isto
o fato dos anfibios apresentarem grande plasticidade e serem altamente
dependentes da temperatura ambiente. Somente sob condigdes laboratoriais

sera possivel identificar estes agentes modificadores.
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CONCLUSOES

Pode-se concluir que nédo houve influéncia dos niveis de vitamina C na
racdo para ras-touro através da avaliacdo dos niveis de corticosterona

plasmatica, parametros hematoldgicos e ativagao de macrofagos.
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RESUMO

O experimento foi realizado com ras-touro (Lithobates catesbeianus), na ranicultura da
Fazenda Marta, localizada no municipio de Tremembé no Estado de S&o Paulo — Brasil
- UTM: 7.466,5 N e 436,9 E. Foi avaliada a influéncia da vitamina C como aditivo
alimentar sobre o desempenho produtivo (crescimento, sobrevivéncia e conversao
alimentar) de ras-touro. Os animais foram mantidos em 24 baias de 2,0 x 1,0m com
uma densidade inicial de 50 animais por metro quadrado. Foram testados os seguintes

niveis de suplementagcdo na dieta: controle, 250, 500, 750, 1.000 e 2.000 mg de
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vitamina C/kg de racdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
seis tratamentos e quatro repeticdes. Os pardmetros avaliados foram: consumo de
racdo, ganho de peso médio, conversao alimentar aparente e taxa de sobrevivéncia.
Os animais foram pesados no inicio do experimento e a cada 30 dias e diariamente
registrou-se a temperatura ambiente. Pode-se concluir que ndo houve influéncia da
vitamina C sobre o desempenho produtivo de ras-touro (Lithobates catesbeianus)
pos-metamorfoseadas.

Palavras-Chave: acido ascorbico, antioxidante, desempenho, estresse, ranicultura

ABSTRACT

The experiment was conducted with bullfrogs (Lithobates catesbeianus) in Marta
Farm, Tremembé located in the State of Sdo Paulo, Brazil, in a commercial
frogculture. The effect of vitamin C as a food additive on the performance (growth,
survival and feed conversion) of bullfrogs were evaluated. The animals were kept in
24 boxes of (2.0 x 1.0 m) with an initial density of 50 animals per square meter. We
tested the following levels of supplementation in the diet: 0, 250, 500, 750, 1,000
and 2,000 mg vitamin C / kg of diet. The experimental design was completely
randomized with six treatments and four repetitions. The parameters evaluated
were: feed intake, the determination of weight gain, feed conversion, evaluation of
the survival taxes. The animals were weighed at the beginning of the experiment
and every 30 days and recorded daily to room temperature. It was concluded that
there was no influence of vitamin C on the performance (growth, survival and feed
conversion) of bullfrogs (Lithobates catesbeianus) in the pos-metamorphic fase.

Keywords: ascorbic acid, antioxidant, performance, stress, frogculture
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INTRODUGAO

Os primeiros exemplares de ra-touro americana, recentemente re-classificada
como Lithobates catesbeianus (Frost et al. 2006) chegaram ao Brasil na década de 30,
oriundos do Canada. Até a década de 70 utilizavam-se tanques multiplos para criacéo e
engorda de ras, com diversos tipos de alimentos, como tecido pulmonar bovino e restos
de carcacas em decomposi¢cao para a atracdo de insetos e desenvolvimento de suas
larvas. Sucedeu-se a essa estrutura os sistemas de engorda conhecidos como tanque-
ilha; confinamento; anfigranja; gaiolas; ranabox; inundado, e sistemas hibridos
construidos ou n&o sob estufas agricolas (Ferreira et al. 2002).

A ra-touro americana apresenta oOtima capacidade de adaptar-se aos
diferentes regimes climaticos, bem como aos diferentes manejos fisicos e
alimentares tornando-se, desta forma, a uUnica espécie utilizada pelos ranarios
comerciais brasileiros (Ferreira et al. 2002; 2003; Dias et al. 2009).

Com o declinio dos estoques naturais de ras devido a cacga predatoria, com a
proibicdo legal da mesma e com a demanda crescente, as raniculturas ganharam
popularidade no Brasil, posicionando o pais como o maior produtor das Américas
(Teixeira et al. 2001; Dias et al. 2009).

Um dos principais desafios da criagdo de rds em ranarios comerciais € eliminar os
fatores estressantes (predadores, competicdo por alimento e espaco), que tanto na
natureza como no cativeiro retardam o crescimento do animal, que por sua vez poderia
direcionar toda sua energia para a engorda e/ou a reproducao, através de manejo e
instalagbes adequadas e uso de alimento balanceado e nutritivo (Rocha 2007; Teixeira
2007).

Em condigdes de cativeiro, a alimentacdo é feita com ragao peletizada ou

extrusada, para ras e juvenis (i.e. imagos) e farelada para girinos. As ragdes
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comerciais utilizadas para a ranicultura, sdo formuladas e balanceadas para
atender as necessidades nutricionais de peixes carnivoros, pois nao se dispde de
informacgdes suficientes sobre as necessidades nutricionais desses animais (Seixas
Filho et al. 2008). Ras-touro apresentam melhor desempenho quando alimentados
com dietas com niveis de proteina bruta proximos a 40%, tanto na fase de girinagem
(Stéfani et al. 2001) como na fase de engorda (Braga e Lima 2001, Castro et al. 2001,
Stéfani et al. 2002, Olvera-Novoa et al. 2007), pois os anfibios sdo carnivoros na fase
pds-metamorfica.

As vitaminas sao classificadas como aditivos nutricionais conforme a Instrucao
Normativa n°13 de 30/11/04 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
segundo orientagdes do Codex Alimentarius (Sindiragdes 2005). Dentre os aditivos a
vitamina C ou acido ascérbico destaca-se como componente essencial para algumas
espécies, como primatas, porcos da india, peixes, camardes, morcegos, passaros e
alguns insetos (O’Keefe 2001). O acido ascérbico é obtido através da UDP-glicose, que
pela acdo de duas enzimas promove o aumento de D-glicuronato, componente
essencial em certos processos de desintoxicagdo e na sintese da vitamina C. O D-
glicuronato € convertido para a L-gulonolactona, que é desidrogenado pela agéo da
enzima L-gulonolactona oxidase formando o acido ascérbico (Nelson e Cox 2000). A
essencialidade para as espécies citadas se deve pela falta ou insuficiéncia da enzima L-
gulonolactona oxidase. Nos peixes, anfibios e répteis o acido ascorbico quando
produzido ocorre nos rins. As espécies endotérmicas, como aves e mamiferos,
sintetizam a vitamina no figado, 6érgdo mais amplo e com capacidade de atender a
demanda maior devido a mudanga dos mecanismos de regulacdo da temperatura
(Stone 1997). A absorcgao intestinal ocorre por difusdo facilitada simples e transporte

ativo, realizada por transportadores especificos altamente dependentes de Na*. O acido
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ascorbico é armazenado nas células na forma reduzida pela agdo da enzima ascorbato
redutase, prevenindo as perdas. Peixes e outros animais dependentes também
absorvem a forma oxidada (acido desidroascorbico) por mecanismo independente de
Na* (Rose e Choi 1990).

A vitamina C desempenha importante papel em muitas reagdes bioquimicas.
Seu principal papel biolégico € como agente redutor, participando como co-fator,
nas oxidagdes e promovendo a incorporagdo do oxigénio molecular em varios
substratos (Kaneko et al. 1997). Atua nas hidroxilagbes de lisina e prolina no
protocolageno através da reducdo do ferro para a forma ferrosa. Participa,
portanto, na manutencdo do tecido conectivo, na cicatrizacdo e formacido dos
ossos (Kaneko et al. 1997). O acido ascérbico é rapidamente absorvido nas areas
de formagao do colageno, ou seja, pele e cartilagens. Atua também como agente
redutor na desintoxicagdo do figado contra contaminantes dietéticos como metais
pesados e pesticidas organoclorados, além de participar nas hidroxilagdes na
biosintese de carnitina e tirosina para a formagao de catecolaminas. Mantém os
metais ferro e cobre na forma reduzida, favorecendo a absorgdo gastrica. Como
antioxidante permite a regeneracao da forma reduzida da vitamina E, prevenindo a
peroxidagao lipidica (Mcdowell 1989; Rotta 2003; Borba et al. 2007). Desta forma,
previne os efeitos negativos do estresse e incrementa o sistema imunoldgico na
defesa contra doencgas infecciosas e parasitarias. A deficiéncia de vitamina C,
geralmente apresenta sinais clinicos como escoliose, cifose, lordose, lesbes nos
tecidos conectivos, deformacgdes, estresse metabdlico, letargia, fadiga, queda de
resisténcia e aumento de mortalidade (Tacon 1995).

Objetivou-se com este trabalho verificar a influéncia da vitamina C como

aditivo alimentar sobre o desempenho produtivo (crescimento, sobrevivéncia e
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conversdo alimentar) de r&s-touro pos-metamorfoseadas  (Lithobates

catesbeianus).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Fazenda Marta, localizada no municipio de
Tremembé no Estado de Sdo Paulo - Brasil, em uma ranicultura comercial. Foram
utilizados 2.400 juvenis de ras-touro (Lithobates catesbeianus) com peso médio
inicial de 13,77g + 0,72, distribuidos ao acaso em 24 tanques de alvenaria,
medindo 2,00 x 1,00 m, contendo uma é&rea seca (70%) e uma piscina (30%),
dispostos sob uma tela sombrite 50% e pelicula de polietileno transparente de 150
um. A densidade inicial foi de 50 ras/m?.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos sendo um controle, com quatro réplicas simultdneas. O experimento foi
conduzido durante 120 dias, no periodo de fevereiro a junho, que compreendem o
final do verdo e o outono, no hemisfério Sul.

Os animais foram pesados no inicio do experimento (Momento Zero) e a cada
30 dias. Foram testados os seguintes niveis de vitamina C: Tratamento 1/Controle -
sem vitamina C, Tratamento 2 - 250 mg/kg de ragao, Tratamento 3 — 500 mg/kg de
racao, Tratamento 4 — 750 mg/kg de ragao, Tratamento 5 - 1.000 mg/kg de ragao e

Tratamento 6 - 2.000 mg/kg de racao.

A racao farelada foi homogeneizada e fornecida por uma empresa privada do
setor, contendo os seguintes niveis de garantia: umidade (max.) 10%, proteina
bruta (min.) 40%, extrato etéreo (min.) 8%, matéria fibrosa (max.) 6%, matéria
mineral (max.) 12%, calcio (max.) 1,6% e fésforo (min.) 0,8%, composta por

34,35% de produtos de origem animal (farinhas de peixe, de carne, de penas
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hidrolizada, de sangue e de viceras), 64,20% de produtos de origem vegetal (milho,
arroz, farelos de soja e trigo e 6leo de soja) e 1,45% de premix mineral e vitaminico
isento de vitamina C. A esta racdo basal adicionou-se vitamina C a base de sal
monofosfato éster de acido L-ascorbico (ROVIMIX® STAY-C® 35 da Empresa DSM
Nutritional Products), antes do processo de extrusdo, que foi realizada na fabrica
de ragdes da UNESP/Jaboticabal. A temperatura atingida na extrusao foi de 140°C.
Posteriormente as racdes foram enviadas para o local do experimento, onde foram
estocadas em local ventilado e seco a temperatura ambiente.

Apos a extrusdo foram coletadas amostras para analises bioquimicas,
realizadas no laboratério RODES localizado no municipio de Cajati, SP. Utilizou-se
a metodologia de espectrofotometria UV/VIS para fésforo, gravimetria para
umidade, digestdo/microdestilagdo para proteina bruta e espectrofotometria AA
para Ca, Na, Mg e microelementos (Sindiragées 2009).

Para confirmacao dos teores de vitamina C ativa nas racdes apds a extrusao
foram coletadas amostras de racdo de cada tratamento e realizados testes
laboratoriais pelo laboratério Labtec (Mogiana Alimentos S.A.) por cromatografia
liquida acoplado ao detector de UV, utilizando-se o padrao vitamina C (L-Ascorbyl
— 2 — polyphosphate Sodium) (Sindiragdes 2009).

O alimento foi ministrado duas vezes ao dia, as 7:00h e as 16:00h,
representando aproximadamente 3% da biomassa do lote e foi reajustado
diariamente conforme o consumo, para evitar sobras. A alimentagao consistiu da
ragao acrescida de indutor biolégico (larva de mosca doméstica), na proporcao de
10% de larvas e 90% de ragdo. Diariamente procedeu-se a higeneizagédo parcial
das baias, com procedimentos completos durante as biometrias. O registro das

temperaturas maxima e minima foi realizado diariamente as 6:00 horas.
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Para avaliar o desempenho de producao das ras foram analisados peso
médio final, conversdo alimentar e sobrevivéncia. Os animais foram pesados
individualmente no inicio e na quarta biometria, e em lotes de trés a cinco animais
durante a primeira, segunda e terceira biometrias. Diariamente foi anotada a
mortalidade e ao final de cada biometria calculou-se o canibalismo, através da
diferenga entre o numero inicial de animais menos 0s numeros de mortes,
descontando-se também os animais sacrificados na biometria.

Para o calculo de consumo, as ragdes foram acondicionadas em recipientes
individuais para cada baia, anotando-se os valores de reposi¢ao. As sobras foram
recolhidas diariamente e armazenadas em freezer. Posteriormente todo o material
foi submetido a secagem em estufa ventilada a 50°C durante 48h, para a
realizagcao dos calculos de consumo e conversdo alimentar. O consumo foi obtido
pela diferenca entre a ragao fornecida e a sobra. A conversao alimentar foi obtida
pela razdo entre o consumo e o ganho de peso.

Para verificar a normalidade e homocedasticidade dos dados foram aplicados os
testes de Shapiro-Wilks e Bartlett. Para a avaliacdo das diferencas das médias de
desempenho (ganho de peso, consumo e conversao alimentar), aplicou-se analise de
varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Para as determinagbes das
diferengcas das médias para sobrevivéncia, mortalidade e canibalismo utilizou-se o
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Student-Newman-Keuls. As diferencas

foram consideradas significativas quando p<0,05 (Zar 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises quimicas e bromatoldgicas das ragdes apds a

extrusdo encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 Anadlises quimicas e bromatolégicas das ragdes experimentais apos o

processo de extrusao

mg/kg % %
Tratamentos vitamina | Fésfor Caélcio Sodio Magnésio | Umidade Proteina
(M C apés o} Bruta
extrusao

T1-sem vitamina C 0 1,35 2,20 0,53 0,16 8,3 41,2
T2- 250 vitamina C 192 1,42 2,30 0,59 0,15 10,7 41,4
T3- 500 vitamina C 413 1,40 2,18 0,58 0,15 6,7 44,8
T4- 750 vitamina C 592 1,37 217 0,60 0,15 10,4 39,8
T5-1000 vitamina C 812 144 237 0,75 0,15 9,2 43,4
T6-2000 vitamina C 1468 1,55 248 0,52 0,14 55 40,7

O nivel médio de vitamina C apds o processamento das racodes foi de 78,6%.
Este valor é aceitavel comercialmente e encontra-se dentro do esperado apés um
processo de cozimento a altas temperaturas. A escolha da vitamina C na forma
monofosfatada neste estudo deveu-se a sua alta estabilidade e biodisponibilidade.
O acido ascorbico puro oxida-se facilmente em condi¢gdes neutras ou alcalinas,
pela acdo do oxigénio, umidade, microelementos, calor, luz, temperaturas
elevadas, lipidios oxidados e contaminantes (O’KEEFE 2001). Shiau & Hsu (1995)
compararam a estabilidade das formas acido L-ascérbico, L-ascorbil-2-sulfato e L-
ascorbil-2-monofosfato em racbes de tilapia hibrida, encontrando, apds a
industrializagdo, niveis que variaram de 25,4 a 27%, 76,5 a 83,4% e 74,6 a 79%
dos niveis iniciais, respectivamente. Neste experimento procurou-se reproduzir as
condigdes de armazenagem e manejo de campo, naturalmente encontradas
comercialmente.

Durante os 4 meses experimentais as temperaturas minimas médias variaram
de 22°C % 4,63; 20°C £2,46; 14°C = 3,11 e 14°C £2,50 respectivamente , com a

leitura mais baixa no terceiro més (8°C). As maximas médias observadas foram:
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34°C £ 4,36; 31°C £2,94; 28°C +3,46 e 26°C + 4,51, com a leitura mais alta
atingindo 39°C no primeiro més. As temperaturas médias foram de 28,0°C; 25,1°C;
21,3°C e 20,1°C estando dentro da faixa de conforto térmico durante os dois
periodos iniciais. De acordo com Figueiredo et al. (1996) a temperatura que
proporciona melhor conforto térmico, ganho de peso e crescimento corporal das
ras situa-se entre 26°C e 29°C, dependendo do porte dos animais e do objetivo
especifico a ser alcangado. Teodoro et al. (2005) trabalhando com estufas
climatizadas observaram que quando a temperatura do ar atinge valores abaixo de
10°C ou superiores a 40°C, ha diminuicdo no consumo de ragao pelos animais,
com o estresse predominante, neste tipo de estrutura, principalmente as baixas
temperaturas.

Os valores médios de peso obtidos ao longo da experimentagdo estdo
apresentados na Figura 1. Embora ao final do experimento os animais submetidos
a diferentes tratamentos ndo apresentassem diferengas significativas (p>0,05),
pOde-se verificar que os animais que consumiram dietas com maiores teores de
vitamina C (T4 = 750mg vitamina C/kg, T5 = 1.000mg vitamina C/kg e T6 =

2.000mg vitamina C/kg) apresentaram seu peso medio superior.
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Biometrias

Figura 1. Pesos médios (g) de ras-touro (Lithobates catesbeianus) obtidos durante

0 experimento com vitamina C. MZ = Momento Zero

Os ganhos de pesos totais, consumo de ragédo, conversdao alimentar e

sobrevivéncia durante todo o periodo do experimento encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo de ganho de peso total, valores médios
de peso inicial, peso final, consumo de ragao e conversao alimentar de ras-touro

obtidos durante o experimento com vitamina C

Peso médio Peso médio Consumo de Converséao
inicial final Ganho médio racao alimentar
(g / animal) (g / animal) (g / animal) (g / animal)
T1 13,70 91,81 78,11 £ 41,05 180,84 2,32
T2 13,84 91,18 77,34 £ 41,27 178,68 2,31
T3 13,50 90,70 77,20 £ 41,51 180,14 2,33
T4 13,76 95,66 81,90 + 41,67 175,53 2,14
5 13,67 97,89 84,22 + 45,95 185,51 2,2
T6 14,16 100,56 86,40 + 44,55 180,13 2,08

T1 — sem vitamina C, T2 — 250mg vitamina C/kg ragao, T3 - 500mg vitamina C/kg
racdo, T4 — 750mg vitamina C/kg ragéo, T5 - 1000mg vitamina C/kg ragéo, T6 -

2000mg vitamina C/kg ragéo

O ganho de peso para as ras-touro (L. catesbeianus), por se tratar de animal
ectotérmico, é influenciado pela temperatura ambiente (Lima et al. 2003). Em
ambiente controlado, Braga e Lima (2001) avaliando ganho de peso, consumo e
conversao alimentar da ra-touro na fase de engorda com animais pesando
inicialmente 37,5g + 1,5 submetidos as temperaturas de 20, 25 e 30°C durante um
periodo de 35 dias, observaram ganhos de 32,48, 52,62 e 52,549 respectivamente,
com consumos de 46,42, 75,89 e 73,599 e sem influéncia da temperatura sobre as
conversoes. Figueiredo (2001) obteve os maiores ganhos de peso de ra-touro 27,6
e 29,7°C com melhor crescimento entre 28,2 e 30,1°C; para ra-manteiga os

melhores ganhos e conversdo alimentar foram observados a 28,6 e 28°C,
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respectivamente. Fioranelli et al. (2004) estudando animais criados em sistemas de
engorda conhecidos como anfigranja (i.e. semi-seco) no nordeste argentino
verificaram pesos médios de 174,4g somente aos 13 meses de idade, e 200,29 aos
15 meses. Valores superiores de ganho de peso foram encontrados por Dias et al.
(2008), com média de 196,14g em periodo de 112 dias de engorda, com variagao
de temperatura entre 16°C £ 3,9 e 28°C £ 3,9.

No presente estudo o consumo de ragao foi semelhante entre os tratamentos
(Tabela 3). Houve redugado do percentual de alimento consumido em relagédo ao

peso (%/g), com os seguintes valores: 3,85/38,4; 2,74/65,6; 1,70/82,9 e 1,20/94,6.

Tabela 3. Valores médios de consumo de ragao por animal (CR/A) por periodo

obtido durante o experimento com vitamina C

CR/A (g) 1°Més  2°Més  3°Més  4°Meés
T1 46,64 54,43 46,04 33,73
T2 45,49 53,67 44,46 35,06
T3 44,42 54,22 45,66 35,84
T4 45,05 52,16 43,08 35,24
T5 47,81 56,66 46,03 35,01
T6 45,27 52,40 45,43 37,03

T1 — sem vitamina C, T2 — 250mg vitamina C/kg racdo, T3 -
500mg vitamina C/kg ragao, T4 — 750mg vitamina C/kg ragao, T5

- 1000mg vitamina C/kg racao, T6 - 2000mg vitamina C/kg rac&o

Ha uma tendéncia de consumo inversa ao valor do peso: quanto maior o peso

menor sera percentualmente o consumo. Condi¢des climaticas e qualidade dos
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alimentos ofertados também afetam a quantidade de ingestdo. Lima e Agostinho
(1988) verificaram variagdes de consumo diario de 12% do peso vivo na fase inicial a
5% na terminacdo, com reprodutores consumindo entre 3 e 5%. Quanto melhor o
controle das variaveis ambientais, maior € percentual de alimento consumido em
relagdo ao peso. Por exemplo, em laboratério com temperatura estabilizada a
25°C. Braga e Lima (2001) observaram consumo de 4,24% para animais de 40g e
de 2,64% para animais de 80g. Em condicbes de campo, Lima et al. (2003)
encontraram valores de 3,2% e de 2,5% para animais com os pesos semelhantes.
Os resultados deste experimento confirmam a tendéncia observada.

A conversao alimentar observada foi bastante semelhante entre os
tratamentos nas trés primeiras biometrias (Tabela 4), variando de 1,86 + 0,04 a
2,62 + 0,06. No ultimo periodo a conversao média aumentou para 3,21 £ 0,36. Ao
final do experimento observou-se que a conversio alimentar foi um pouco inferior
nos trés tratamentos com maiores teores de vitamina C, devido aos pesos
ligeiramente superiores, porém nao diferiram estatisticamente (p>0,05). A queda de
metabolismo, o baixo consumo e baixo ganho de peso, devido principalmente as
temperaturas menores com médias inferiores aos 25°C, levaram as conversoes

alimentares mais elevadas durante os terceiro e quarto periodos.
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Tabela 4. Valores médios de conversao alimentar (CA) por periodo obtido

durante o experimento com vitamina C

CA 1° Més 2° Més 3° Més 4° Més
T1 1,96 2,15 2,43 3,35
T2 1,86 1,91 2,55 4,77
T3 1,90 2,07 2,86 3,08
T4 1,69 2,14 2,69 2,35
T5 1,88 1,79 2,76 3,34
T6 1,88 1,89 2,42 2,36

T1 — sem vitamina C, T2 — 250mg vitamina C/kg ragéo, T3 - 500mg
vitamina C/kg racdo, T4 — 750mg vitamina C/kg ragédo, TS5 - 1000mg

vitamina C/kg ragéo, T6 - 2000mg vitamina C/kg ragao

As ras que pesam até 50g de peso possuem um 6timo desenvolvimento,
sendo que acima de 200g a conversdo naturalmente diminui muito (Fontanello et
al. 1987). Lima et al. (2003) analisando o desempenho zootécnico de trés ranarios
comerciais observaram ganhos diarios variando de 0,4 a 2,2g com média de 1,2g e
a conversdo variando de 0,9 a 2,5 com média de 1,4. Dias et al. (2008) observaram
valores de conversado alimentar variando de 1,41 a 1,84 em experimento com
probidticos, onde os animais que receberam maiores dosagens apresentaram pior
conversao, apesar da engorda mais rapida, antecipando o peso médio de abate
(200g) de 112 para 84 dias.

A sobrevivéncia final observada também nao diferiu estatisticamente (p>0,05)
entre os tratamentos, com média de 75,97%, descontados os animais sacrificados

nas biometrias (273,5 + 5,58) (Tabela 2). Os tratamentos 1, 5 e 6 apresentaram
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mortalidade pouco inferior ao final do experimento, porém o0s mesmos
apresentaram canibalismo superior (Tabela 5). Ao final a menor sobrevivéncia foi

do tratamento 2 com 73,21% e a maior do tratamento 4 com 78,33%.

Tabela 5. Mortalidade e canibalismo por periodo observados durante o

experimento com vitamina C

mortalidade Canibalismo
1° 2° 3° 4° 1° 2° 3° 4°
Més Més Més Més total Més Més Més Meés Total

T1 5 2 20 19 46 23 9 8 1 41
T2 15 6 19 23 63 15 5 7 5 32
T3 15 3 23 14 55 9 15 6 4 34
T4 12 3 27 17 59 4 5 5 5 19
T5 14 4 11 14 43 18 14 7 3 42

16 9 4 13 18 44 8 7 20 6 41

Obs.: foram sacrificados 40 animais de cada tratamento durante as biometrias.

O periodo de metamorfose, com peso inferior a 12g € o de maior mortalidade.
Observa-se nos ranarios comerciais grandes variagdes das taxas de mortalidade,
devido a interferéncia de varios fatores como alimentagdo, higiene, lotacgéo,
qualidade da agua, instalagédo e manejo. Lima et al. (2003) trabalhando com ras-
touro (Lithobates catesbeianus), observaram sobrevivéncia média de 88%, variando
de 86,5 a 98%. Também com a mesma espécie Dias et al. (2008) obtiveram
valores de sobrevivéncia superiores a 92,78%, para animais com peso médio inicial
de 11,749 até atingirem 200g, aos 112 dias.

De acordo com Stéfani et al. (2001) a vitamina C parece ser necessaria na
dieta de girinos pela sua agdo na redugdo de mortalidade e de deformacgdes
estruturais quando suplementada a dieta, apesar de ndo ter sido observada
interferéncia sobre o ganho de peso. Colombano et al. (2007) trabalhando com

quatro niveis de acido ascorbico polifosfato protegido com etilcelulose (0, 1000,
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1500 e 2000 mg vitamina C/kg) na dieta para girinos observaram que a
suplementacdo com vitamina C melhora o desempenho zootécnico, e que 2.000
mg vitamina C/kg obteve-se os melhores indices para ganho de peso, crescimento
especifico, metamorfose e sobrevivéncia. Nandi et al.(1997) verificaram a presenga
da enzima |-gulonolactona oxidase em ras, porém ndo em quantidades adequadas
para a manutencédo das fungdes fisioldgicas. Yoshiyomi (2004) encontrou teores
mais elevados de vitamina C em farinhas de carne de rds quando comparadas as
farinhas de peixes. Castro et al. (2001), estudando biodisponibilidade e valores
energéticos de diversos ingredientes para a nutricdo de ras, concluem que os
resultados obtidos na fase de terminagéo em geral sdo superiores aos encontrados
na fase inicial de crescimento.

Diversos fatores ambientais e fisioldgicos combinados interferem e interagem
sobre o desenvolvimento e desempenho dos animais. As mudancas climaticas das
estacdes, destacando-se as alteracdes de temperatura e luminosidade, provocam
mudangas fisiolégicas e comportamentais nos animais, ressaltando aqui as
alteragdes hormonais e de consumo, modificando significativamente as exigéncias
nutricionais e os desempenhos produtivo e reprodutivo. Rotta (2003) destaca, por
exemplo, a necessidade de niveis mais elevados de suplementacao de vitamina C
para peixes nas fases iniciais de desenvolvimento e afirma que, a presenca de
contaminantes como os metais pesados e pesticidas organoclorados podem
aumentar as necessidades desta vitamina causando deficiéncia funcional.
Entretanto, sabe-se que existem diferengas morfolégicas e fisioldgicas entre

espécies distintas, entre fases de desenvolvimento e até mesmo entre individuos.
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CONCLUSOES

Ndo houve influéncia da vitamina C como aditivo alimentar sobre o
desempenho produtivo (ganho em peso, peso final, conversdao alimentar,
canibalismo e mortalidade) de ras-touro (Lithobates catesbeianus), na fase de
engorda. Os animais alimentados por 4 meses com ragao sem vitamina C e com

larvas de insetos, ndo apresentaram sinais clinicos de deficiéncia.
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Consideracoes Finais




CONSIDERAGOES FINAIS

Diversos fatores ambientais (temperatura, umidade, qualidade de agua), e
fisiologicos (estagio de vida, sexo) combinados ou nao interferem e interagem
sobre o desenvolvimento e desempenho dos animais. Entre eles destacam-se
as mudangas climaticas das estagdes, com alteragbes de temperatura e
luminosidade, provocando mudancgas fisioldgicas e comportamentais nos
animais, com alteragbes hormonais e de consumo, modificando
significativamente as exigéncias nutricionais e os desempenhos produtivo e

fisiologico.

Estas mudancas e alteragbes provocam no organismo respostas
fisioldgicas compensatorias e/ou adaptativas buscando a homeostase. A resposta
ao estresse € uma interagao entre diversos fatores e eventos bioldgicos que se
sucedem e/ou atuam em conjunto com o objetivo de manter o bem estar

animal.

O esperado neste estudo era que houvesse um aumento dos niveis de
corticosterona causados pela situagcdo de confinamento e que, as diferentes
quantidades de vitamina C adicionadas a dieta dos animais diminuissem o
estresse causado pelo cativeiro. Em relagdo aos parametros hematoldgicos e
imunoldgicos esperava-se que houvesse leucopenia e imunossupressao.
Entretanto, o encontrado foi um padrdao de resposta da corticosterona
plasmatica nitidamente correlacionado com o estagio de vida dos animais, um

padrdao hematolégico altamente influenciado pelos extremos de temperatura
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encontrados ao longo dos quatro meses de experimentagcéo, e uma resposta

imunoldgica nao influenciada pela vitamina C.

Este experimento foi planejado com a intengcdo de fornecer subsidios
zootécnicos as criacbes comerciais de ras que lidam rotineiramente com
situacbes de estresse dos animais em cativeiro. Mas, a complexidade
fisiolégica dos parametros analisados leva a crer que os mesmos devam ser
analisados em condi¢cdes controladas, em um primeiro momento, para depois

serem testados em campo.

Os animais sob situagao de estresse utilizam diferentes combinagdes de
respostas de defesa para manter sua homeostase e os fatores modificadores
do estresse (genética, idade condi¢ao fisioldgica, experiéncia antecipada e
interagdes sociais) permitem aos organismos modificar e reordenar a natureza
de suas respostas. Ressalta-se o fato dos anfibios serem animais com grande
plasticidade e altamente dependentes da temperatura ambiente. Somente sob
condigdes laboratoriais sera possivel identificar estes agentes modificadores.

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se
concluir que nao houve influéncia da vitamina C como aditivo alimentar sobre o
desempenho produtivo (crescimento, sobrevivéncia e conversdo alimentar) e
fisioloégico (niveis de corticosterona, parametros hematoldgicos e ativagao de
macrofagos) de ras-touro (Lithobates catesbeianus), na fase de engorda. Os
animais alimentados por quatro meses com dieta deficiente em vitamina C, ndo

apresentaram sinais clinicos de deficiéncia.
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A diminuicao dos teores de corticosterona plasmatica ao longo do periodo
de experimentacdo, sugere que ha uma dependéncia deste glicocorticoide com
o estagio de vida em que os animais se encontram ou uma possivel adaptagéo
a situacado de cativeiro apés a metamorfose. Desta forma, mais estudos sao
necessarios para assegurar os efeitos do uso da vitamina C para a espécie

estudada.
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Texto da Instrugdo Normativa n°13, de 30 de novembro de 2004, que aprova o
regulamento técnico sobre aditivos para produtos destinados a alimentagao

animal, e define seus grupos de classificagao.

Instrucdo Normativa N° 13, DE 30 DE NOVEMBRO DE 2004

Situacdo: Vigente

Publicado no Diario Oficial da Unido de 01/12/2004 , Secdo 1, Pagina 63

Ementa: Aprova o Regulamento Técnico sobre Aditivos para Produtos Destinados a
Alimentagdo Animal, segundo as boas praticas de fabricacdo, contendo os procedimentos
sobre avaliagdo da segurancga de uso, registro e comercializagao, constante dos anexos desta
instrucdo normativa.

Historico:

Alterada pela Instrucao Normativa n° 15 de 26/05/2009.

Os textos legais disponiveis no site sdo meramente informativos e destinados a
consulta / pesquisa, sendo impropria sua utilizacao em agoes judiciais.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO.
SECRETARIA DE APOIO RURAL E COOPERATIVISMO

INSTRUCAO NORMATIVA N° 13, DE 30 DE NOVEMBRO DE 2004

O SECRETARIO DE APOIO RURAL E COOPERATIVISMO, DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribuicdo que lhe confere
o inciso III, alinea “d”, do art. 11, do Anexo I, do Decreto n°® 4.629, de 21 de margo
de 2003, tendo em vista o Decreto n°® 76.986, de 6 de janeiro de 1976,
considerando a necessidade de estabelecer os procedimentos a serem adotados
para avaliacdo de seguranca de uso, registro e comercializacdo dos aditivos
utilizados nos produtos destinados a alimentacdo animal, e o que consta do
Processo n© 21000.012060/2003-04, resolve:

Art. 1° Aprovar o REGULAMENTO TECNICO SOBRE ADITIVOS PARA
PRODUTOS DESTINADOS A ALIMENTAGAO ANIMAL, segundo as boas praticas de
fabricacdo, contendo os procedimentos sobre avaliagdo da seguranca de uso,
registro e comercializacao, constante dos anexos desta Instrucao Normativa.

Art. 20 Esta Instrucao Normativa entra em vigor na data de sua publicacao.

MANOEL VALDEMIRO FRANCALINO DA ROCHA
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ANEXO I - REGULAMENTO TECNICO SOBRE ADITIVOS PARA PRODUTOS
DESTINADOS A ALIMENTACAO ANIMAL.

ANEXO IT - GRUPOS DE ADITIVOS.

ANEXO 1III - ADITIVOS ZOOTECNICOS COM PROPRIEDADES FUNCIONAIS
DIGESTIVAS E EQUILIBRADORES DA FLORA DO TRATO DIGESTORIO UTILIZADOS
NOS PRODUTOS DESTINADOS A ALIMENTACAO ANIMAL.

ANEXO Il
GRUPOS DE ADITIVOS

1. Aditivos tecnoldgicos - incluem os seguintes grupos funcionais:

a) adsorvente: substancia capaz de fixar moléculas;

b) aglomerante: substancia que possibilita as particulas individuais de um alimento aderir-se umas
as outras;

c) antiaglomerante: substancia que reduz a tendéncia das particulas individuais de um alimento a
aderir-se umas as outras;

d) antioxidante: substancias que prolongam o periodo de conservagdo dos alimentos e das
matérias-primas para alimentos, protegendo-os contra a deterioragdo causada pela oxidagao;

e) antiumectante: substancia capaz de reduzir as caracteristicas higroscopicas dos alimentos;

f) conservante: substancia, incluindo os auxiliares de fermentagéo de silagem ou, nesse caso, os
microorganismos que prolongam o periodo de conservagao dos alimentos e as matérias-primas para
alimentos, protegendo-os contra a deterioragdo causada por microorganismos;

g) emulsificante: substancia que possibilita a formagdo ou a manutencdo de uma mistura
homogénea de duas ou mais fases ndo misciveis nos alimentos;

h) estabilizante: substancia que possibilita a manutencéo do estado fisico dos alimentos;

i) espessantes: substancia que aumenta a viscosidade dos alimentos;

j) gelificantes: substancia que da textura a um alimento mediante a formag&o de um gel;

k) regulador da acidez: substancia que regula a acidez ou alcalinidade dos alimentos;

I) umectante: substancia capaz de evitar a perda da umidade dos alimentos.

2. Aditivos sensoriais - incluem os seguintes grupos funcionais:

a) corante e pigmentantes: substancia que confere ou intensifica a cor aos alimentos;

b) aromatizante: substancia que confere ou intensifica o aroma dos alimentos;

c) palatabilizante: produto natural obtido mediante processos fisicos, quimicos, enzimaticos ou
microbiolégicos apropriados a partir de materiais de origem vegetal ou animal, ou de substancias
definidas quimicamente, cuja adi¢gdo aos alimentos aumenta sua palatabilidade e aceitabilidade.

3. Aditivos nutricionais - incluem os seguintes grupos funcionais:

a) vitaminas, provitaminas e substancias quimicamente definidas de efeitos similares;
b) oligoelementos ou compostos de oligoelementos;

c) aminoacidos, seus sais e analogos;

d) uréia e seus derivados.

4. Aditivos zootécnicos - incluem os seguintes grupos funcionais:

a) digestivo: substancia que facilita a digestdo dos alimentos ingeridos, atuando sobre determinadas
matérias-primas destinadas a fabricagdo de produtos para a alimentagdo animal;

b) equilibradores da flora: microrganismos que formam colénias ou outras substancias definidas
quimicamente que tém um efeito positivo sobre a flora do trato digestorio;

c) melhoradores de desempenho: substancias definidas quimicamente que melhoram os parametros
de produtividade.

5. Anticoccidianos

66


http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=15291
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=15291
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=4752
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=4753
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=4754
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=4754
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=4754

Figura 1. Estufa coberta com polietileno e tela sombrite 50% utilizada no

experimento com vitamina C incorporada a dieta de ra-touro (L. catesbeianus)

- T —

Figura 2. Vista das baias utilizadas no experimento com vitamina C

incorporada a dieta de ra-touro (L. catesbeianus)
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Figura 3. Vista interna das baias experimentais utilizadas no experimento com

vitamina C incorporada a dieta de ra-touro (L. catesbeianus)

Figura 4. Extrusora da fabrica de ra¢cdes da UNESP — Jaboticabal, utilizada

para o preparo de ragoes

68



Figura 5. Local de estocagem das ragcdes na Fazenda Marta, utilizado no

experimento com vitamina C incorporada a dieta de ra-touro (L. catesbeianus)

Figura 6. Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de

Reproducao Animal (FMVZ-USP)
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Figura 7. Pungado do vaso ciatico do membro esquerdo apds anestesia com

lidocaina de exemplar de ra-touro (L. catesbeianus)

Figura 8. Lavagem da cavidade abdominal de exemplar de ra-touro (L.

catesbeianus), para as analises imunoldgicas
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