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Resumo Geral

Diversos estudos demonstram a eficiéncia do resveratrol e acido fumarico como
moduladores do metabolismo bioenergético em peixes, porém poucos estudos abordam
essa aplicacdo em crustaceos como o camardo Penaeus vannamei, um dos mais cultivados
no mundo. Frente a isso, este trabalho buscou explorar o efeito da suplementacdo com
resveratrol e &cido fumérico no metabolismo bioenergético e economia no uso de
proteina. Para isso, foram desenvolvidos dois experimentos sequenciais: curva de dose
resposta (experimento 1) com cinco diferentes doses de resveratrol (0, 10, 60, 110 e 160
mg.kg?) e experimento 2, constituido de quatro grupos: controle (C) e cido fumarico (F)
com animais reestocados do grupo controle (experimento 1), além de resveratrol (R) e
resveratrol + acido fumarico (RF) com animais reestocados do grupo que apresentou
melhor dose resposta. Tanto para o experimento 1, quanto para o experimento 2, foram
quantificados o ganho de peso final (g), taxa de crescimento especifico (SGR), taxa de
conversdo alimentar (FCR), taxa de retencdo proteica (PRR) e taxa de eficiéncia proteica
(PER) na carcaca, além de analises de concentragdo de proteina, triglicerideos totais,
colesterol total, glicose e glicogénio no musculo, hepatopancreas e hemolinfa (mg.g™?).
Como resultados pode-se observar a melhor dose-resposta de resveratrol no tratamento
60 mg.kg™, com maior ganho de peso final, menor taxa de conversio alimentar e maior
taxa de crescimento especifico (p<0,05). Além disso, também no tratamento 60 mg.kg™,
se observou maior PRR, PER, concentracdo de proteina e glicose no musculo (p<0,05).
No experimento 2, essa resposta do resveratrol se mostra amplificada pela combinacéo
com o &cido fumarico (tratamento RF), onde se observam os melhores resultados de
ganho de peso final, FCR, SGR, PER, PRR e concentracdo de proteina no muasculo
(p<0,05). Os dados de concentracéo de glicose no musculo, hepatopancreas e hemolinfa,
além das contragdes de glicogénio no masculo e hepatopancreas no tratamento no grupo
60 mg/kg™ e RF (p<0,05) sugerem o efeito determinante do resveratrol de forma isolada
e combinada com o acido fumarico na promo¢do do maior aproveitamento dos
carboidratos da dieta em comparagdo aos triglicerideos e colesterol que s&o
majoritariamente estocados no hepatopancreas. Logo, o tratamento RF foi, de forma

positiva, um efetivo modulador do metabolismo bioenergético do camardo P. vannamei.

Palavras chave: Aquicultura, nutri¢do, bioenergética, fitoquimicos, acido organico



Abstract

Numerous studies demonstrate the efficacy of resveratrol and fumaric acid as modulators
of bioenergetic metabolism in fish; however, few studies address this application in
crustaceans such as the shrimp Penaeus vannamei, one of the most cultivated species
worldwide. Given this, this study aimed to explore the effects of supplementation with
resveratrol and fumaric acid on bioenergetic metabolism and protein utilization
efficiency. To achieve this, two sequential experiments were conducted: a dose-response
curve (Experiment 1) with five different doses of resveratrol (0, 10, 60, 110, and 160
mg.kg™) and Experiment 2, consisting of four groups: control (C) and fumaric acid (F)
with animals restocked from the control group (Experiment 1), as well as resveratrol (R)
and resveratrol + fumaric acid (RF) with animals restocked from the group that showed
the best dose response. For both Experiment 1 and Experiment 2, the following
parameters were quantified: final weight gain (g), specific growth rate (SGR), feed
conversion ratio (FCR), protein retention rate (PRR), and protein efficiency ratio (PER)
in the carcass, in addition to analyses of protein concentration, total triglycerides, total
cholesterol, glucose, and glycogen in the muscle, hepatopancreas, and hemolymph
(mg.g"). The results showed that the best dose-response for resveratrol was observed at
60 mg.kg!, with higher final weight gain, lower feed conversion ratio, and higher specific
growth rate (p<0.05). Additionally, at the 60 mg.kg™" dose, higher PRR, PER, and
concentrations of protein and glucose in the muscle were observed (p<0.05). In
Experiment 2, the response to resveratrol was amplified by its combination with fumaric
acid (RF treatment), where the best results for final weight gain, FCR, SGR, PER, PRR,
and protein concentration in the muscle were observed (p<0.05). The data on glucose
concentration in the muscle, hepatopancreas, and hemolymph, as well as glycogen
concentrations in the muscle and hepatopancreas in the 60 mg.kg™ and RF treatments
(p<0.05), suggest the decisive effect of resveratrol, both alone and combined with fumaric
acid, in promoting greater utilization of dietary carbohydrates compared to triglycerides
and cholesterol, which are predominantly stored in the hepatopancreas. Therefore, the RF
treatment proved to be a positive and effective modulator of the bioenergetic metabolism

of P. vannamei shrimp.

Keywords: Aquaculture, nutrition, bioenergetics, phytochemical, organic acid



1. Introducéo Geral

O metabolismo bioenergético pode ser definido como um somatdrio de fatores
intrinsecos a biologia adaptativa de todos 0s organismos vivos 0s quais dependem da
captacdo de suprimentos do ambiente para atender as constantes demandas energéticas
associadas ao crescimento, reproducdo e manutencdo homeostatica. 1sso é determinante
no sucesso reprodutivo, desenvolvimento e sobrevivéncia desses organismos frente a uma
dindmica ambiental altamente complexa e mutéavel (Lucas e Watson, 1996; Bureau et al.,
2003; Sokolova, 2021).

A organizacao geral do metabolismo se distribui na forma de uma rede ampla de
camadas e vias, em sua maioria interconectadas por mecanismos e componentes
reguladores como enzimas, transportadores, fatores de crescimento, citosinas, hormonios,
fatores de transcricdo, modificacGes covalentes de enzimas, dentre outros, os quais atuam
como sensores e efetores de respostas metabdlicas para garantir o perfeito funcionamento
desse sistema integrado (Romani et al., 2021).

Dentro desse contexto, a modulacdo metabdlica é uma ferramenta que se busca
explorar no sentido de aproveitar as propriedades bioguimicas de moléculas/farmacos de
interesse as quais podem influenciar direta ou indiretamente alvos metabolicos pontuais,
como vias de sinalizacdo celular, ativacao/inibicdo de enzimas ou ativacgao/inibicdo de
fatores de transcricdo, por exemplo, e com isso condicionar um organismo a uma reposta
fisioldgica ou zootécnica desejada (Freitag e Luckstadt, 2007; Chakraborty et al, 2014).

A ideia de composto ou molécula nutracéutica indica uma atuacdo como
antioxidantes, antinflamatdrios, e também moduladores de vias metabdlicas purinérgica,
as quais estdo diretamente relacionadas ao equilibrio bioenergético celular (Marin-
Aguilar et al., 2017). No entanto, os efeitos dessas moléculas sob sistemas bioldgicos sdo
altamente dindmicos e estdo associados a variaveis como o padrdo de dose-resposta, 0
mecanismo metabolico alvo, podendo inclusive serem observadas diferentes respostas em
diferentes orgaos, tecidos ou células, em um principio denominado hormético (Calabrese,
2013; Calabrese et al., 2015). A hormese é determinada principalmente através de
modelos biféasicos de dose-resposta sob padrdes de estimulacdo em doses baixas e
inibicdo em doses altas (curva em forma de “U”), ou inibi¢do em doses baixas e
estimulagdo em dose altas (curva em forma de “J”) (Calabrese, 2013; Agathokleous et
al., 2020; Greenwood et al., 2022).

Inimeras moléculas vém sendo exploradas como moduladores do metabolismo

bioenergético na aquicultura, onde o acido a-lipdico, succinato, acetado de sédio, L-
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carnitina, metformina, acido fumarico e resveratrol sdo alguns dos exemplos (Lobato et
al., 2018; Shietal., 2018; Li et al., 2019; Rombenso et al., 2020; Yu et al., 2021; Buitrago
Ramirez et al., 2023; Ge et al., 2023; Adjoumani et al., 2024). Grande parte desses
compostos, amplamente encontrados em substratos vegetais, sao de ocorréncia frequente
em fontes residuais da agroindustria, cuja a geracdo de residuos ricos em moléculas
potencialmente aplicaveis na nutricdo animal, € intensa e normalmente sub explorada ou
até inexplorada (Leyva-Lopez et al., 2020).

Diante disso, aprimorar as potencialidades desses compostos nutracéuticas na
forma de um alimento funcional, ou seja, agregar a uma dieta mais do que os nutrientes
basicos que esses organismos necessitam para sua sobrevivéncia e desenvolvimento, na
busca por maior bem estar animal, reducédo de efeitos negativos associados ao estresse do
ambiente de cultivo e manejo, e com isso atenuar restricdes e ampliar, através dessa dieta,
os resultados finais de produtividade (Benkendorff, 2009; Costa, 2017)

O écido fumarico (C4H404) é um acido organico que possui pK de 3,03/4,44
(&cido fraco), baixa solubilidade em &gua, energia bruta de 11,5 kJ/g, ndo apresenta odor
ou toxicidade e amplamente encontrado em plantas e fungos (Xie et al., 2003). Esse
composto ao ser absorvido no epitélio intestinal em animais, é convertido em fumarato,
um intermediario do ciclo de Krebs que impulsiona o ciclo redutivo de coenzimas para
sintese de ATP pela fosforilacdo oxidativa mitocondrial (Freitag e Luckstadt, 2007;
Bonara et al., 2012).

A partir de suas propriedades acidas, a inclusdo de acido fumarico nas dietas do
camardo branco (Penaeus vannamei) e tilapia (Oreochromis niloticus) aumenta a
digestibilidade de proteinas e lipidios, por influenciar diretamente a atividade enzimatica
do trato gastro intestinal, além de impulsionar o metabolismo bioenergético como
intermediéario do ciclo de Krebs. Isso se se reflete em melhores resultados de crescimento
e taxa de converséo alimentar (FCR) (Silva et al., 2015; Das Neves et al., 2021).

O resveratrol (3,4°,5-trihidroxi-stiloeno — C14H1203) é um polifenol e fitoalexina
com baixa solubilidade em agua (<0,05 mg/ml), encontrado principalmente na casca e
semente de uvas vermelhas e seus derivados, possui propriedades antinflamatorias,
antioxidantes e capacidade de influenciar diversas vias de modulagdo do metabolismo
bioenergético em diversas espécies animais tanto aquaticas quanto terrestres (Zhang et
al., 2018; Zhang et al., 2021; Kari et al., 2024).

A ocorréncia desse composto € majoritaria nas familias Dipterocarpaceae,
Vitaceae, Cyperaceae, Fabaceae, Gnetaceae, e Paeoniaceae e estd associada a fatores
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ambientais, como temperatura e incidéncia de radiacdo ultravioleta (UV), e fatores
enddgenos como uma reposta metabdlica contra ataques de fungos e outros agentes
bioldgicos, além de ferimentos (Kang et al., 2022). As uvas da espécie Vittis vinifera, de
origem mediterranea e cultivada mundialmente para producdo de vinho, possui
concentragdes de resveratrol que podem chegar a 100 pg/g, principalmente na casca e
sementes, as quais muitas vezes sao até descartadas na forma de um bagaco que acumula
os residuos do processamento desse produto (Lekli et al., 2010).

A estrutura quimica do resveratrol é formada por dois anéis aromaticos ligados
por uma ponte de metileno, o que fornece consideravel estabilidade molecular e justifica

suas propriedades quimioprotetoras e bioativas (Fig. 1) (Moon, 2023).
OH

HO XN

OH

Figura 1. Estrutura molecular do resveratrol (Fonte: Moon, 2023).

O resveratrol possui diversas frentes de atuacdo em sistemas biologicos,
principalmente associadas a modulacdo do metabolismo bioenergético (Zhang et al.,
2018). Essa molécula possui a capacidade de mimetizar os efeitos de uma restrigdo
caldrica, como sera mencionado mais adiante, o que condiciona o organismo a mobilizar
suas reservas energéticas frente a necessidade de sintese de ATP (Vallianou et al., 2013;
Pallauf et al., 2021; Kari et al., 2024). Essa propriedade é determinante para reducédo dos
efeitos adversos associados a administracdo de dietas com niveis caloricos elevados (Ran
etal 2017; Zhang et al., 2018; Liu et al., 2022);

Quanto ao metabolismo glicolitico, o resveratrol promove o0 aumento da
sensibilidade celular a insulina/ILP (Insulin-like peptide), aumentando a captacdo de
glicose da circulacdo para 0 meio intracelular para aproveitamento frente a demandas

bioenergéticas (Moon, 2023). Além disso, como potencial modulador do metabolismo
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lipidico, promove a reducéo da lipogénese, aumento da lipdlise e oxidacdo de lipidica na
B-oxidacdo, além de aumentar significativamente a taxa de elongacdo e desaturacéo de
acidos graxos polinsaturados para formar &cidos graxos como EPA (&cido
eicosapentaenoico) e DHA (Docosahaenoico) em espécies aquaticas alimentadas com
dietas altamente caldricas (Ran et al., 2017; Torno et al., 2017; Torno et al., 2018; Zhang
etal., 2018; Wu et al., 2022).

Um dos principais sensores do metabolismo bioenergético é a proteina quinase
ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) a qual atua como um sensor regulador
que auxilia na manutencdo homeostatica da producéo de ATP pela mitocondria frente a
demandas energéticas (Wang et al., 2020). O decréscimo na producdo ou aumento na
demanda por ATP eleva os niveis relativos de AMP-ADP/ATP, o que eleva a ligacao
desse AMP com a AMPK disponivel no citoplasma, com posterior fosforilacao e ativagao
da enzima. Esse sinal de restricdo energética se reflete pelo aumento endégeno de NAD*
que leva a ativacdo da Sirtuina -1 (SIRT-1), uma desacetilase dependente de NAD", e o
co-ativador 1-alfa do receptor ativador de proliferacdo de peroxissomo gamma (PGC-1a)
(Shi et al., 2018).

O sistema AMPK/SIRT-1/PGC-1a ¢ o principal eixo de modulagdo do
metabolismo bioenergético através de ativacdo de fatores de transcricdo chave como o
FoxO1 (Forkhead box transcription factor -1), por exemplo, e biogénese mitocondrial
que resultam em mecanismos de inibi¢cdo de vias metabdlicas anabolicas e ativacéo de
vias catabolicas como a glicolise e a f-oxidac¢do no intuito de suprir a demanda energética
do organismo (Fig. 2) (Kulkarni e Canto, 2015; Shi et al., 2018; Mu et al., 2024).

Segundo Mu et al. (2024), a regulacdo do metabolismo glicolitico em
Megalobrama amblycephala é diretamente influenciada pela via molecular de ativacéo
da SIRT-1 e consequente ativacdo do FoxO1, o que levou ao aumento da sensibilidade a

insulina e melhor regulacéo de niveis de glicose na circulacao.
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Figura 2. Rota metabdlica da quinase hepatica B1 (LKB1)/quinase ativada por monofosfato de adenosina
(AMPK)/Sirtuina 1(SIRT-1)/ co-ativador 1-alfa do receptor ativador de proliferacdo de peroxissomo
gamma (PGC-1a)ativada pelo resveratrol e com a modulagido do metabolismo mitocondrial através do fator
nuclear respiratdrio 1 (NRF-1), fator eritroide 2 (NRF-2), fator de transcrigdo mitocondrial A (TFAM)
((Fonte: Price et al., 2012).

O resveratrol possui a capacidade de ativar a sirtuina-1 (SIRT-1) diretamente, 0
que gera uma ativacdo da quinase hepatica B1 (LKB1) (Fig. 3). Essa quinase € a
responsavel pela fosforilagio de um residuo de treoninal’? na subunidade o da AMPK,
desencadeando a sua ativacao e amplificando a resposta catabolica (Price et al., 2012).
Outra forma de ativacdo da AMPK ocorre pela quinase calcio/calmodulina quinase-3
(CaMKKB) a qual fosforila o0 mesmo residuo de treonina'’? na subunidade oo da AMPK
em resposta ao aumento intracelular de Ca*, resultado de inimeras repostas enddcrinas

de estresse moderado (Fig.3) (Ruderman et al., 2010).
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Figura 3. Proteina quinase hepética B1 (LKB1), proteina quinase célcio/calmodulina quinase-p (CaMKKp),
residuo de treonina 172 (T172P) e os sitios de interagcdo com as subunidades (o, B ¢ v) da enzima quinase
ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) (Fonte: Ruderman, 2010)

Alguns estudos com salméo do Atlantico (Salmo salar), peixe-zebra (Danio rerio)
e “blunt snout bream” (Megalobrama amblycephala) demonstram a atuacdo do
resveratrol como ativador da AMPK e SIRT1, a partir de reagdes de inibigdo de enzimas
fosfodiesterases monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) dependentes, e modulagéo da
via metabolica da AMPK/SIRT-1/PGC-1a, o que juntamente com a translocacdo de
transportadores de glicose (GLUT), aumenta substancialmente a eficiéncia energética de
carboidratos e lipidios como substrato energético nessas espécies e consequentemente seu
crescimento (Menoyo et al., 2018; Shi et al., 2018; Tihn et al., 2021).

A taxa de crescimento esta diretamente associada a eficiéncia energética, que por
sua vez depende da quantidade e a qualidade do alimento ofertado, o qual devera suprir
necessidades para hipertrofia de tecidos, mediadores fisiol6gicos para manutencdes das
atividades basais e producgéo de energia (Fraser e Rogers 2007). A integracdo entre um
alimento balanceado e um ambiente adequado ditam o or¢camento energético que um
espécime ird desprender para 0 seu crescimento pleno, visto que sdo recursos valiosos e
finitos. Um ambiente que gere algum tipo de estresse, muitas vezes relacionado a
parametros ambientais fora das faixas ideais da espécie, restringem o crescimento frente

a necessidade primordial da utilizagdo de energia para a sobrevivéncia (Sokolova, 2021).
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Para aquicultura, onde a fracdo mais custosa desta atividade é o alimento, alcancar
o equilibrio entre um ambiente favoravel e uma dieta que possua qualidade nutricional e
energeética, com baixo custo e que sustente uma taxa de crescimento maxima da espécie
sob cultivo, é o grande desafio (Lee e Lee, 2018). Para isso, 0 camardo Penaeus vannamei,
0 mais cultivado mundialmente por ser um animal robusto, altamente tolerante a
condicOes de variagbes ambientais, ciclo de vida relativamente curto e altas taxas de
producdo em cultivos cada vez mais tecnoldgicos e precisos, sdo o centro de inimeros
estudos que buscam compreender as principais exigéncias nutricionais para sustentar o
potencial produtivo da espécie (Joffre et al., 2018; Emerenciano et al., 2022; Tinh et al.,
2023).

A proteina, dentre os principais macronutrientes, € 0 componente mais custoso de
uma racdo para cultivo aquicola, enquanto os carboidratos sdo os mais baratos e diversos
(Cuzon et al., 2000; Tacon, 2002; Tacon et al., 2013). No camardo Penaeus vannamei,
grande parte dessa proteina ingerida é utilizada como fonte de energia a partir de
mecanismos de desaminacdo, formacdo de cetodcidos sob os esqueletos carbdnicos
desses aminoacidos, geracdo de acetil-coa e poder redutor no ciclo de Krebs, em
detrimento de um crescimento altamente custoso energeticamente, e isso € um fator
limitante na producéo frente ao aumento do valor agregado por kg de produto produzido
(Velasco 2000; Cuzon et al., 2004).

O metabolismo das proteinas supre a demanda de aminoacidos e proteinas para
inimeros processos celulares como fungBes estruturais, manutencdo, regulacéo
metabolica e crescimento (Zhang et al., 2020). A proteina ingerida € hidrolisada e
fragmentada em aminodcidos livres, os quais serdo efetivamente absorvidos pelo trato
intestinal para atender a essas necessidades do organismo (Carter e Houlihan, 2001,
Mente et al., 2002). No entanto, organismos ndo sdo capazes de armazenar aminoacidos
e proteinas, o que condiciona o seu aproveitamento apenas para as necessidades pontuais,
sendo o excedente ainda disponivel convertido em esqueletos carbonicos e, a partir da
remocdo de grupos amino, aminoacidos cetogénicos ou glicogénicos que serdo
convertidos em piruvato ou intermediarios do ciclo de Krebs, alimentando assim a
demanda bioenergética do sistema. Além disso, os a-cetoacidos posteriormente podem
ser convertidos em carboidratos, acidos graxos ou até retornar a aminoacidos (Fraser e
Rogers, 2007).

O aporte confiavel e estavel de proteina de alta qualidade, a partir de ingredientes
com baixa pegada ambiental é o grande desafio para a eficiéncia alimentar e produtiva na
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aquicultura (Xing et al., 2023). Os aminoacidos podem ser categorizados como essenciais
e ndo esséncias, de acordo com a sua importancia metabdlica e capacidade de sintese
enddgena. Os aminoacidos essenciais precisam obrigatoriamente serem ofertados na dieta
do animal, sob risco de disturbio metabdlicos, baixa retencdo proteica e consequente
baixo desenvolvimento e sobrevivéncia. (McLean et al., 2022).

Em crustaceos, os aminoacidos essenciais sao 10: arginina, histidina, isoleucina,
leucina, valina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina e triptofano. Um dos principais
obstaculos para a substituicdo completa da proteina oriunda da farinha peixe, ou outras
fontes animais, por proteina de fontes vegetais em racGes para camardes € a alteracdo
critica do perfil de aminoéacidos, principalmente pela baixa concentracdo de metionina,
lisina e treonina (Amaya et al., 2007; Oliva-Teles et al., 2015).

A amoénia (NH3) é um produto do metabolismo de aminoéacidos, sendo um
componente fundamental na sintese de novos aminoacidos, nucleotideos, aminas e seus
derivados. O excedente dessa amdnia, juntamente com a aménia gerada pela degradacéo
de aminoacidos no ciclo da uréia, sera excretado (Carter e Houlihan, 2001). A produc¢éo
excessiva de amodnia é um indicador confiavel de desequilibrio nutricional, visto que
grande parte da proteina ingerida pelo animal esta sendo utilizada como substrato
energético, e isso pode prejudicar o ambiente de cultivo em virtude da alta toxicidade
desse residuo (Zhao et al., 2020; Nan et al., 2024).

Dentre os principais reguladores do metabolismo de proteina, a serina/treonina
proteina quinase “mammalian target of rapamycin” (mTOR), integrante da familia de
quinases PI3K (PIKK) e composta pelos complexos mTOR 1 (TORC1) e 2 (TORC2),
integra uma das principais vias de sinalizacdo para supressdo de rotas catabdlicas e
regulacdo do crescimento através da supressdo da autofagia, ativacdo de promotores de
sintese proteica, como a quinase 1 p70S6 (S6K1) e a proteina de ligacdo IFAE (4EBP) e
regulacdo da resposta a insulina/IGF (Saxton e Sabatini, 2017).

O ILP (insuline like peptide) desencadeia a uma via regulatéria de ativacao da
TORC1 (Chantranupong et al., 2015). A ligacdo da insulina/IGF aos seus respectivos
receptores de membrana induz a fosforilacdo da proteina quinase B (Akt), inibicdo do
complexo TSC1/2 (Inibidor da mTORCL1) e ativacdo da GTPase Rheb a qual recruta e
TORC1 para a superficie do lisossomo, enquanto aminoacidos e fatores de crescimento
cooperam para a efetiva ativacdo do complexo que compde a proteina mTOR (Zheng et
al., 2016; Liu et al., 2019);
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Grande parte dos estudos que abordam a nutricdo dessa espécie indicam que de
20 a 45% de uma dieta deve ser composta por proteina, com varia¢cdes de acordo com o
estagio de vida, densidade de estocagem, parametros de qualidade de &gua, sistema de
cultivo, qualidade da proteina, palatabilidade, e contetdo energético da dieta (Velasco et
al., 2000; Yunetal., 2016; Lee e Lee, 2018; Tihn etal., 2021). Lee e Lee (2018) propdem
uma dieta com 36% de proteina para camardes de 0,5 a 1 g, enquanto Kureshy e Davis
(2002) sugerem 32% como concentracdo ideal de proteina na dieta de camardes entre 1 e
80.

A partir de aminoacidos glicogénicos podem ser sintetizados carboidratos para
atenderem demandas metabdlicas essenciais, enquanto o metabolismo de carboidratos
esta associado a fatores intrinsecos da biologia do organismo, o que restringe a eficiéncia
desse substrato para um amplo espectro de espécies (Wang et al., 2016). A inclusédo
eficiente de carboidratos na dieta do camardo branco atualmente esta entre 20 e 30% e
possui como principal limitacdo a baixa capacidade da espécie em sustentar um equilibrio
glicémico e com isso, metabolizar efetivamente a glicose ingerida na dieta (Cuzon., et al.,
2000; Rosas et al., 2000; Wang et al., 2014).

Alguns trabalhos sugerem um efeito negativo da inclusdo de carboidratos simples
como frutose e glicose nas dietas de organismos aquaticos devido a rapida absorc¢do e
saturacdo glicémica do sangue e hemolinfa, enquanto carboidratos complexos como
amido, trealose mostram-se mais eficientes pois passam por hidrolise enzimatica
previamente a assimilagdo no trato gastrointestinal, o que reduz a velocidade da digesté&o,
equilibrando taxa de absor¢do com as demandas teciduais (Cuzon et al., 2000; Rosas et
al., 2001, Santos et al., 2016; Wang et al., 2016).

O metabolismo de carboidratos em camardes comeca pela agdo principal de
enzimas como o-amilase ¢ a-glucosidase na hidrolise dos polissacarideos presentes na
dieta em monossacarideos que serao efetivamente absorvidos no trato gastrointestinal por
co transportadores dependentes de Na* 1 (SGLT1) por transporte ativo. Enquanto que os
transportadores de glicose (GLUT) sustentam o transporte passivo dessa glicose da célula
intestinal para a hemolinfa, com posterior distribui¢do para os tecidos (Lehman e Hornby,
2016; Chen et al., 2016)

O hormonio ILP é o de modulador do mecanismo de mobilizacdo celular dos
transportadores GLUT do citoplasma para a membrana plasmatica em crustaceos. Logo,
quanto maior a sensibilidade celular ao ILP, maior serd a mobilizacdo de transportadores
GLUT e consequentemente maior sera a captacao de glicose da circulagdo. No musculo
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predominam os transportadores GLUT 2, enquanto no hepatopancreas predominam o0s
transportadores GLUT 4 (Singha et al., 2023). Nas células do hepatopancreas e musculo,
a glicose incorporada é fosforilada em glicose-6-fosfato (G6P) pela enzima hexoquinase,
0 que impede um refluxo de glicose para a circulacdo. Essa G6P podera ser convertida
em glicogénio pela via enzimética da enzima glicogénio sintase e em condicdes de
reducdo dos niveis de glicose circulantes, a enzima glicogénio fosforilase quebra esse
glicogénio e mobiliza a glicose dessas reservas para a via glicolitica (Fig. 4) (Moon,
2023). A ingestdo de carboidratos em excesso tem como principal implicacdo o aumento
das reservas hepaticas e musculares de glicogénio, o que pode comprometer as funcbes
metabdlicas desses 6rgaos. (Palakof et al., 2012; Liu et al., 2022).

A G6P pode ser hidrolisada novamente a glicose pela enzima glicose-6-fosfatase,
ser utilizada pela via das pentoses fosfato, uma rota catabdlica alternativa ciclica que
oxida essa G6P para geracdo de NADPH e pentoses fosfato, ou via glicolitica para
producdo de piruvato, o qual pode ser oxidado para formar acetil coenzima A (acetil-
CoA\) ou carboxilado para formacéo de oxaloacetato ou malato em processo denominado
anaplerose (Fig. 4). A molécula de acetil-CoA pode ser utilizada para sintese de lipidios
ou entrar no ciclo de Krebs onde sera oxidada em produtos como CO: e poder redutor
(NADH e FADH2) que sustentard a producdo de ATP na fosforilagdo oxidativa
mitocondrial (Fig. 4) (Palakof et al., 2012; Viegas et al., 2012).
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Figura 4. Metabolismo da glicose. AbreviacGes: UDPG (difosfato de uridina-glicose), G1P (glicose-1-
fosfato), G6P (glicose-6-fosfato), G6Pase (glicose-6fosfatase), GK (Glicoquinase), F6P (frutose-6-fosfato),
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fosfoglicerato), DHAP  (diihidroxiacetona), PEPCK (fosfoenolpiruvato  carboxilase), PEP
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TCA (ciclo do &cido citrico) (Fonte: Viegas et al., 2012)

A inclusdo de lipidios em formulacGes para 0 camardo Penaeus vannamei
atualmente esta entre 10 e 12%, em termos quantitativos e qualitativos, ocorre na forma
de acidos graxos saturados, insaturados, polinsaturados (PUFA), acidos graxos altamente
polinsaturados (HUFA), fosfolipidios e esterois, essenciais para a sobrevivéncia desses
animais, os quais suprem a demanda por energia, componentes estruturais de membrana
plasmatica e organelas, carreadores de vitaminas lipossollveis, precursores de cofatores
enzimaticos, eicosanoides e hormdnios (Zhao et al., 2015; Ayisi et al., 2017). O excesso
de lipidios na dieta aumenta o contetdo energético da racéo, reduz a taxa de ingestéo de
alimento, aumenta a composicéo lipidica da carcaca, reduz a eficiéncia proteica e reduz a
sobrevivéncia frente ao aumento de dano oxidativo e depressdo imunoldgica (Xie et al.,
2019; Ruvalcaba-Marquez et al., 2021)

Os triglicerideos sdo a principal forma de estocagem de &cidos graxos no
hepatopancreas e musculo, enquanto o colesterol atua como precursor de hormoénios
esteroides associados a reproducéo e ecdise, promove a integridade estrutural e fluidez

das membranas plasmaticas em condigbes ambientais adversas, além de ser um
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componente fundamental de lipoproteinas que promovem a absorcdo e transporte de
acidos graxos na da circulacdo para os tecidos (Teshima et al., 1997; Zhang et al., 2019).

No periodo pds prandial, os niveis de lipidios, colesterol e glicose sdo abundantes
na circulag@o do animal. Logo, as células B no hepatopancreas captam a glicose e liberam
ILP na circulacdo. (Sharabi et al., 2019). O ILP estimula a captacdo de glicose nos tecidos
e inibe a gliconeogénese nas células hepaticas. Enquanto a glicose é utilizada como
substrato energético, nos adipécitos, a lipogénese é ativada e 0s &cidos graxos da dieta,
além de produtos da sintese de novo a partir dos carboidratos e aminoacidos, sdo
esterificados e estocados (Bosch et al., 2020).

A transicao de uma condi¢do metabdlica anabdlica para catabdlica € marcada pela
queda dos niveis de glicose circulante e consumo de reservas hepaticas e musculares de
glicogénio. De forma sequencial, a lipolise € ativada para mobilizagdo de acidos graxos
e glicerol para a circulacdo onde serdo captados pelos tecidos para sintese de
intermediarios metabdlicos e energia na mitocdndria. Paralelamente, nas células
hepéticas, a gliconeogénese € ativada para garantir o substrato energético de células
dependentes exclusivamente de glicose (Duncan et al., 2007; Li et al., 2011; Bosch et al.,
2020).

2. Objetivos e justificativas

O objetivo inicial desse trabalho foi identificar a dose-resposta de resveratrol que
expressasse a melhor resposta zootécnica em juvenis de camardo Penaeus vannamei. A
partir dessa dose obtida, o segundo objetivo foi observar os efeitos da suplementacao
isolada e combinada de resveratrol com acido fumarico nos teores de proteinas, lipidios
e carboidratos desses animais e, com isso, avaliar o potencial de modulacéo bioenergética
dessas suplementacdes.

Sé&o poucos os trabalhos que abordam a aplicacéo de fitoquimicos como potenciais
moduladores do metabolismo energético no camardo Penaues vannamei. Logo, a
importéncia de se explorar esse vacuo de informagfes em busca da potencializacdo de
praticas de cultivo e de melhores resultados produtivos. O Brasil € um pais emergente na
aquicultura e se faz necessitario o aporte de pacotes tecnoldgicos que explorem vias
alternativas para ampliacdo da produtividade. Dentre essas, melhorar a nutricdo desses
organismos, que é uma das barreiras quantitativas e qualitativas ao estabelecimento de

empreendimentos, € um caminho a ser pavimentado.
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Resumo

Esse trabalho buscou identificar a melhor dose-resposta de resveratrol para juvenis
de camardo Penaeus vannamei e a partir disso, avaliar os efeitos de uma suplementagéo
combinada com &cido fumarico na modulacdo do metabolismo bioenergético e efeito
economizador da proteina para essa espécie. Para isso, durante 28 dias foi efetuada uma
curva de dose resposta (experimento 1) com cinco diferentes doses de resveratrol (0, 10,
60, 110 e 160 mg.kg™) e experimento 2, constituido de quatro grupos: controle (C) e acido
fumarico (F) com animais reestocados do grupo controle (experimento 1), além de
resveratrol (R) e resveratrol + acido fumarico (RF) com animais reestocados do grupo
que apresentou melhor dose resposta. Tanto para o experimento 1, quanto para o
experimento 2, foram quantificados o ganho de peso final (g), taxa de crescimento
especifica (SGR), e taxa de conversdo alimentar (FCR), taxa de retengdo proteica (PRR)
e taxa de eficiéncia proteica (PER) na carcaca, além de analises de concentracdo de
proteina, triglicerideos totais, colesterol total, glicose e glicogénio no musculo,
hepatopancreas e hemolinfa (mg.g™*). Como resultados pode-se observar a melhor dose-
resposta de resveratrol no tratamento 60, com maior ganho de peso final, menor taxa de
conversdo alimentar e maior taxa de crescimento especifico (p<0,05). Além disso,
também no tratamento 60, se observou maior PRR, PER, concentracdo de proteina e
glicose no musculo (p<0,05). No experimento 2, essa resposta do resveratrol se mostra
amplificada pela combinagdo com o &cido fumarico (tratamento RF), onde se observam
os melhores resultados de ganho de peso final, FCR, SGR, PER, PRR e concentracdo de
proteina no musculo (p<0,05). Os dados referentes a concentragéo de glicose no musculo,
hepatopancreas e hemolinfa, além das contracfes de glicogénio no mauasculo e
hepatopancreas no tratamento RF (p<0,05) sugerem o0 maior aproveitamento dos
substratos carboidraticos da dieta como substratos energéticos devido ao aumento da
captacdo de glicose nos tecidos e mobilizacdo das reservas de glicogénio para atender o
significativo crescimento nesse grupo, em contraste aos triglicerideos e colesterol, o0s
quais foram acumulados principalmente no hepatopancreas. Logo, o tratamento RF foi

efetivo modulador do metabolismo bioenergético do camardo Penaeus vannamei.

Palavras chave: Aquicultura, nutricdo, bioenergética, fitoquimicos, acido organico
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Abstract

This study aimed to identify the optimal dose-response of resveratrol for juvenile
Penaeus vannamei shrimp and, based on that, evaluate the effects of combined
supplementation with fumaric acid on the modulation of bioenergetic metabolism and the
protein-sparing effect in this species. To achieve this, a 28-day dose-response curve
(experiment 1) was conducted with five different doses of resveratrol (0, 10, 60, 110, and
160 mg.kg™?), followed by Experiment 2, which consisted of four groups: control (C) and
fumaric acid (F) with animals restocked from the control group (experiment 1), as well
as resveratrol (R) and resveratrol + fumaric acid (RF) with animals restocked from the
group that showed the best dose response. For both Experiment 1 and Experiment 2, the
following parameters were quantified: final weight gain (g), specific growth rate (SGR),
feed conversion ratio (FCR), protein retention rate (PRR), and protein efficiency ratio
(PER) in the carcass, in addition to analyses of protein concentration, total triglycerides,
total cholesterol, glucose, and glycogen in the muscle, hepatopancreas, and hemolymph
(mg.g™). The results showed that the best dose-response for resveratrol was observed at
60 mg.kg*, with higher final weight gain, lower feed conversion ratio, and higher specific
growth rate (p<0.05). Additionally, at this dose, increased PRR, PER, and higher protein
and glucose concentrations in the muscle were observed (p<0.05). In Experiment 2, the
response to resveratrol was further enhanced when combined with fumaric acid (RF
treatment), resulting in the best outcomes for final weight gain, FCR, SGR, PER, PRR,
and muscle protein concentration (p<0.05). The glucose concentrations in the muscle,
hepatopancreas, and hemolymph, along with glycogen concentrations in the muscle and
hepatopancreas in the RF treatment group (p<0.05), suggest a greater utilization of dietary
carbohydrate substrates as energy sources. This effect is attributed to increased glucose
uptake in tissues and the mobilization of glycogen reserves to support significant growth
in this group, in contrast to triglycerides and cholesterol, which were primarily
accumulated in the hepatopancreas. Thus, the RF treatment was an effective modulator

of the bioenergetic metabolism of Penaeus vannamei shrimp.

Keywords: Aquaculture, nutrition, bioenergetics, phytochemicals, organic acid
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1. Introducéo

A fragdo mais custosa para estabelecimento de um cultivo de camardes é o
alimento, representando entre 40 e 65% dos custos de producdo finais associados ao
manejo alimentar (Poersch et al., 2021; Villarreal, 2023). Logo, o grande desafio é
alcancar o equilibrio entre um ambiente favoravel, uma dieta com baixo custo e que
possua qualidade nutricional e energética que sustente o potencial de crescimento
maximo da espécie sob cultivo (Lee e Lee, 2018; Zhang et al., 2020; Chen et al., 2024).

O camardo Penaeus vannamei € uma das espécies mais cultivadas mundialmente
por ser um animal robusto, altamente tolerante a condi¢6es de variacbes ambientais, ciclo
de vida relativamente curto e altas taxas de produgdo em cultivos cada vez mais
tecnoldgicos e precisos, é o centro de inimeros estudos que buscam compreender quais
as principais exigéncias nutricionais que possam sustentar o maximo potencial produtivo
da espécie (Tacon, 2002; Ayisi et al., 2017; Joffre et al., 2018; Emerenciano et al., 2022;
Tinh et al., 2023).

Desde o ponto de vista bioenergético, os carboidratos, lipidios e proteinas
representam 0s macronutrientes essenciais para que uma espécie sobreviva e se
desenvolva (Kaushik, 2022). A exigéncia nutricional associada a cada um desse
elementos esta correlacionada a multiplos fatores como estagio de vida, densidade de
estocagem, parametros de qualidade da agua, qualidade do ingrediente, perfil bioquimico
do macronutriente, digestibilidade, palatabilidade e contetdo energético total da racéo
(Cuzon et al., 2000; Rosas et al., 2000; Gonzalez-Felix et al., 2002; Xu et al., 2018; Lee
e Lee, 2018).

Os carboidratos sdo 0s substratos energéticos mais diversos e baratos em
comparacdo aos lipidios e proteinas (Wang et al., 2016; Singha et al., 2023). Para o
camardo Penaeus vannamei, o nivel de inclusdo de carboidratos em dietas formuladas
atualmente é de no maximo 30%, onde atuam majoritariamente como substrato energético
e precursores para sintese de quitina. (Cuzon et al., 2000; Rosas et al., 2001; Singha et
al., 2023). Essa limitacdo esté associada a complexidade do carboidrato empregado nas
racOes e a sua consequente digestibilidade, além de caracteristicas metabdlicas intrinsecas
do animal, como a baixa efetividade da manutencdo glicémica frente altas taxas de
absorcéo no trato intestinal e baixa sensibilidade ao horménio semelhante a insulina
(Insuline-like peptide - ILP) o qual sinaliza as vias de captacao de glicose pelos tecidos
frente ao aumento da ingestdo (Cuzon et al., 2000; Rosas et al., 2000; Wang et al., 2015;
Wang et al., 2016).
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Enquanto isso, a inclusdo de lipidios é 10 e 12%, sendo fundamentais para o
desenvolvimento desses animais, atuando como precursores de horménios, substrato
energético, estruturacdo celular e reguladores metabdlicos (Lim et al., 1997; Gonzales-
Felix et al., 2002; Cuzon et al., 2004; Gosh, 2018; Xie et al., 2019). O excesso de lipidios
em uma formulacdo compromete a estabilidade do pellet, aumenta o contetdo energético
dessa racdo, reduz a taxa de ingestdo de alimento, aumenta a composicao lipidica da
carcaca, reduz a eficiéncia proteica e a sobrevivéncia frente ao aumento de dano oxidativo
e depressdo imunologica (Xie et al., 2019; Ruvalcaba-Marquez et al., 2021).

A proteina € o macronutriente com custo mais elevado em uma dieta formulada
para o camardo branco (Sanches-Muros et al., 2020; Tacon et al., 2013). A taxa de
inclusdo de proteina na dieta dessa espécie varia entre 20 a 45% (Velasco et al., 2000;
Kureshy e Davis, 2002; Yun et al., 2016; Lee e Lee, 2018; Hamidoghli et al., 2018; Liu
et al., 2019; Tihn et al., 2021). Porém, diferentemente de outras macromoléculas, a
proteina ingerida ndo pode ser estocada para mobilizagdo sob condi¢des de necessidade,
0 que limita sua utilizacdo apenas para demandas pontuais frente a disponibilidade de
aminoéacidos para os tecidos, sendo o excedente excretado ou metabolizado em energia
através da conversdo desses aminoacidos a carboidratos, acidos graxos, piruvato e
intermediéarios do ciclo de Krebs (Kureshy e Davis, 2002). Isso reduz significativamente
a eficiéncia e a retencdo proteica, que se refletem na reducéo de produtividade (Fraser e
Rogers, 2007; Carter e Houlihan, 2001; Mente et al., 2002; Wang et al., 2015).

O efeito economizador da proteina contribui para o aproveitamento eficiente da
proteina ofertada na dieta frente a melhor utilizacdo dos carboidratos e lipidios como
substratos energéticos, enquanto essa proteina é utilizada prioritariamente para o
crescimento e demais processos regulatorios (Hu et al., 2008; Wang et al., 2015; Wen et
al., 2022; Lietal., 2023). Nao se observam estudos com uma abordagem direta da atuagédo
de moduladores metabdlicos para otimizar o efeito economizador das proteinas em
organismos aquaticos. Basicamente, esse conceito tem sido avaliado através da
manipulacdo da concentracdo de carboidratos, lipidios e proteinas nas dietas, com
reducdo da concentracdo de proteina, com objetivo de dimensionar o limiar para o efetivo
efeito economizador da proteina (Talukdar et al., 2020; Arenas et al., 2021; Wen et al.,
2022; Thirunavukkarasar et al., 2022).

A aplicacdo de fito quimicos e biomoléculas como potenciais moduladores
metabolicos amplia a capacidade de implementacédo de dietas mais eficientes econdmica
e energeticamente (Freitag e Luckstadt, 2007; Abdel-Latif et al., 2023; Li et al., 2023).
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Os efeitos dessas moléculas sob sistemas biolégicos sdo altamente dindmicos e estdo
associados a variaveis como o padrdo de dose-resposta, 0 mecanismo metabolico alvo em
diferentes Orgdos, tecidos ou células, através de mecanismos horméticos (Calabrese,
2013; Calabrese et al., 2015). A hormese € determinada principalmente através de
modelos biféasicos de dose-resposta sob padrBes de estimulacdo em doses baixas e
inibicdo em doses altas, ou inibicdo em doses baixas e estimulagdo em dose altas.
(Calabrese et al., 2015). Alguns estudos demonstram a atuacdo de moléculas como
resveratrol, &cido fumarico, metformina, acido a-lipdico e acetato de s6dio como efetivos
moduladores do metabolismo bioenergético em espécies de interesse para aquicultura
(Santos et al., 2016; Lobato et al., 2018; Shi et al., 2018; Yu et al., 2021; Ramirez et al.,
2023; Ge et al., 2023; Adjoumani et al., 2024).

O resveratrol é um polifenol presente principalmente na casca de uvas escuras e
seus subprodutos, cuja atuacdo em animais a nivel de metabolismo biogenético favorece
a reducdo de efeitos negativos de dietas hipercaldricas através da mimetizacdo de uma
condicdo de restricdo energética, por intermédio da ativacdo da proteina quinase ativada
por monofosfato de adenosina (AMPK) e sirtuina 1 (SIRT -1), as quais representam um
dos principais eixos do monitoramento energético e sinalizacdo para processos
catabdlicos de estoques lipidicos e glicogénicos (Price et al., 2012; Kulkarni e Canto,
2015; Shi et al., 2018; Menoyo et al., 2019; Zhang et al., 2021; Meng et al., 2023; Moon,
2023; Mu et al., 2024).

Alguns estudos demonstraram que o resveratrol suplementado em dietas para
peixes como Megalobrama amblycephala, Sparus aurata, Oncorhynchus mikiss,
Oreochromis niloticus e Micropterus salmoides promove a modulacdo efetiva no
metabolismo lipidico, glicolitico e proteico dessas espécies, proporcionando a atenuagdo
dos efeitos negativos de formulagdes com altos niveis de inclusdo de carboidratos e
lipidios, modulacdo o perfil de acidos graxos da carcaca, contribuicdo para melhores
resultados de ganho de peso e produtividade (Torno et al., 2017; Torno et al., 2018; Zhang
et al., 2017; Shi et al., 2018; Zheng et al., 2022; Liu et al., 2022). No entanto, a
administracdo de doses elevadas de resveratrol na dieta de Salmo salar e Oncorhynchus
mikiss influenciou na redugdo da ingestdo de alimento, comprometendo assim nos
resultados de ganho de peso e produtividade final (Menoyo et al., 2019; Torno et al.,
2019).

A inclusdo de acidos organicos como suplementos nutricionais em dietas

formuladas para organismos aquéticos tem se mostrado efetiva em resultados de
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crescimento final e produtividade em cultivos de Oreochromis niloticus e Penaeus
vannamei. (Xie et al., 2003; Silva et al., 2015; Rombenso et al., 2020; Das Neves et al.,
2021; Da Silva et al., 2023). O acido fumarico é o precursor do fumarato, o qual atua
como molécula intermediaria no ciclo de Krebs e impulsiona a geracao de poder redutor
para posterior sintese de ATP na mitocondria (Bonara et al., 2012). De acordo com Das
Neves et al. (2021), a suplementacdo com &cido fumaérico influencia no aumento das
vilosidades intestinas em Oreochromis niloticus, otimizando a absor¢do de nutrientes
essenciais da dieta.

Logo, o objetivo inicial desse trabalho foi identificar a dose-resposta de resveratrol
que expressasse a melhor resposta zootécnica em juvenis de camardo Penaeus vannamei.
A partir dessa dose obtida, o segundo objetivo foi observar os efeitos da suplementagéo
isolada e combinada de resveratrol com &cido fumarico nos teores de proteinas, lipidios
e carboidratos desses animais e, com isso, avaliar o potencial de modulacéo bioenergética

dessas suplementagdes.

2. Materiais e Métodos
2.1. Infraestrutura

Os experimentos e andlises foram conduzidos no Laboratério de Bioguimica
Funcional de Organismos Aquaticos (BIFOA) na Estacdo Marinha de Aquicultura
(EMA/IO) da Universidade Federal do Rio Grande - FURG. As pos-larvas (PL) de
Penaeus vannamei foram obtidos da empresa Aquatech Ltda (Natal/RN) e mantidos em

sistema de bioflocos (BFT) durante o bercéario até o tamanho de juvenil com 0,5 g (£ 0,03

9).

2.2. Preparacdo da racéo

A racdo utilizada nos experimentos foi a linha para juvenis de camardo marinho
da Guabitech, com 40% de proteina, 30% de carboidratos, 10% de extrato etéreo, 10% de
umidade, 4% de fibra bruta e 6% de minerais, probidticos, antioxidantes e outros
suplementos. O resveratrol (97,33% de pureza) utilizado para a preparacéo das racoes foi
adquirido junto ao laboratério Xtreme manipulacdes, na cidade de Pelotas (RS/Brasil) e
teve sua pureza validada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um
detector de varredura de diodo (HPLC-DAD), onde se utilizou como padréo o resveratrol

fornecido pela Sigma-Aldrich (PHR2201), seguindo o método proposto por Ji et al.
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(2014). O acido fumérico (INS 297) foi adquirido junto a empresa Allimetari da cidade
de Séo Paulo (SP/Brasil).

As racOes foram pesadas e dispostas em bandejas de aluminio, com 100 g de ragdo
por bandeja, em uma camada Unica no fundo dessa bandeja para evitar sobreposicdo de
pellets e espacos de bandeja vazios. Tanto o resveratrol quanto o acido fumarico foram
pesados e diluidos em alcool etilico absoluto (50 ml/kg ragdo) para entdo serem borrifados
sobre os pellets de acordo com as respectivas concentragdes (mg.kg™?), enquanto os
controles foram borrifados apenas com alcool etilico absoluto, seguindo os métodos
propostos por Hassona et al. (2020) e Bulfon et al. (2016). Utilizou-se uma proporcao de
50 ml de solucéo por kg de racdo para evitar a saturacao dos pellets, acimulo residual de
solugéo no fundo da bandeja e consequente subutilizacdo dos suplementos. Ao final, as
bandejas foram colocadas em estufa a 40 °C, durante 24 h para que o alcool presente nos

pellets volatilizasse. Logo ap0s, as reagdes foram armazenadas em freezer a -20°C.

2.3. Procedimento Experimental
2.3.1. Experimento 1

Para o experimento de dose-resposta (experimento 1) foram estocados 15 animais
por unidade experimental (0,5 g + 0,03 g) preenchida com 25 L de agua marinha
(salinidade 30 ppt + 1,42 ppt). Foram definidos cinco grupos com base na concentracao
de resveratrol suplementada em 1 kg de ragdo: grupo controle (sem suplementagédo com
resveratrol), grupo 10 mg.kg™?, grupo 60 mg.kg™, 110 mg.kg™ e grupo 160 mg.kg*. Cada
grupo foi avaliado em trés tanques diferentes (tréplicas) (fig. 1).

O ensaio teve 28 dias de duragédo e diariamente foram avaliados parametros de
qualidade 4gua como amonia total (mg. TAN.L™), nitrito (mg/L™1), salinidade (ppt), pH,
temperatura (°C), alcalinidade (mg CaCOs.L™) e oxigénio dissolvido (mg. L), com
trocas de agua parciais para adequacéo das condicdes ideais da espécie e retirada de restos
de racdo ndo consumida e residuos.

Foram efetuadas biometrias semanais para acompanhamento dos pardmetros
zootécnicos, sendo que a taxa diaria de arragoamento na primeira semana de experimento
seguiu 0 método desenvolvido por Garza de Yta et al. (2004), com alimentagdes em
funcdo de uma conversdo alimentar esperada de 1,25 e um ganho de peso de 1,5 g por
semana. Nas semanas subsequentes, a taxa de arragoamento seguiu os dados coletados
pelas biometrias para aplicagdo do método proposto por Jory et al. (2001), com oferta de

racdo em funcdo do peso médio (g), porcentagem da biomassa e temperatura do tanque.
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Ao final dos 28 dias, os animais foram submetidos a biometria e efetuada uma
coleta parcial de 10 animais de cada réplica do grupo controle e grupo com melhor dose

resposta, enquanto os demais animais foram eutanasiados para andlises subsequentes
(fig.1).

2.3.2. Experimento 2

Os resultados obtidos por Silva et al. (2015) serviram de referéncia para a
definico da dose de 8,47 g.kg™ de &cido fumarico utilizada nesse experimento. Logo, a
partir dos animais coletados no experimento 1, 10 animais oriundos de cada tanque do
grupo controle e da concentracdo de melhor dose-resposta foram reestocados em novos,
distribuidos em unidades experimentais preenchidas com 25 L de agua marinha
(salinidade 30 ppt £ 2 ppt).

Com trés tanques por grupo, foram definidos quatro grupos com base na
concentracdo de resveratrol e 4cido fumarico suplementada em 1 kg de ragdo: grupo
controle (C), grupo fumarato F), grupo resveratrol (R) e grupo resveratrol + fumarato
(RF). Os animais estocados nos tanques referentes a C e F foram oriundos do grupo
controle do experimento 1, enquanto os animais dos grupos R e RF séo oriundos do grupo
de melhor dose resposta do Experimento 1 (fig. 1).

O ensaio dois teve 14 dias de duracéo e diariamente foram avaliados os mesmos
parametros de qualidade agua do experimento 1. Foram efetuadas trocas de agua parciais
para adequacdo das condicOes ideais da espécie e retirada de restos de racdo ndo
consumida e residuos. foram efetuadas biometrias para acompanhamento dos parametros
zootécnicos e ajustes da taxa diaria de arragoamento, a partir do método proposto por Jory
et al. (2001), e ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados para

analises subsequentes (fig. 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos experimentos 1 e 2, com os grupos controle (C) 10 mg.kg™ (10),
60 mg.kg™ (60), 110 mg.kg* (110) e 160 mg.kg™ (160) referentes ao experimento 1, 0s grupos controle
(C), fumarato (F), resveratrol (R) e fumarato * + e resveratrol (RF) experimento 2.

2.4. Andlises

Os parametros zootécnicos avaliados foram o ganho de peso total, taxa de
conversdo alimentar (FCR), taxa de crescimento especifico (SGR) e sobrevivéncia. Tanto
para na coleta intermediaria, quanto na coleta final, foram separados animais para analises
da taxa de retencdo proteica (PRR) e taxa de eficiéncia proteica (PER), além de
amostragem de hemolinfa e tecidos do musculo e hepatopancreas para posteriores
analises de glicose, colesterol total, triglicerideos totais, proteinas totais e glicogénio.

Os parametros zootécnicos foram avaliados de acordo com as seguintes formulas:

Foérmula 1. Sobrevivéncia:

Nf
s =—L x100
Ni *

Onde:
S: Sobrevivéncia (%.dia™);
Nf: Numero de organismos no final do experimento;

Ni: NUmero de organismos no inicio do experimento;

Formula 2. Taxa de conversao alimentar:
Do

FCR=GBp
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Onde:

FCR: Taxa de converséo alimentar;
Do: Dieta ofertada (g);

Bf: Biomassa final ();

Formula 3. Taxa de crescimento especifica:

SGR =

InPf —InPi
(M)xloo

Onde:

SGR: Taxa de crescimento especifica (%.dia™2);
InPf: Logaritimo natural do peso final (g);

InPi: Logaritimo natural do peso inicial (g);

t: Tempo (dias);

Férmula 4: Ganho de peso total:
GPt = GPf — GPi
Onde:
GPt: Ganho de peso total (g);
GPf: Peso final (g);
GPi: Peso inicial (g);

Férmula 5: Taxa de retencao proteica:

_ (Pfx PSf) — Pi x PSi

PRR
Pt

Onde:

PRR: Taxa de retencéo proteica (g);
PSf: Peso seco final da carcaca (Q);
Pf: Proteina final da carcaca (g);
PSi: Peso seco inicial da carcaca (g);
Pi: Proteina inicial da carcaga (Q);
Pt: Proteina total ingerida (g);

Férmula 6. Taxa de eficiéncia proteica:
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Gpt
PER = ——x 100
Pt

Onde:

PER: Taxa de eficiéncia proteica (%);
GPt: Ganho de peso total (g);

Pt: Proteina total ingerida (g);

Formula 7. Matéria seca:

. Peso seca
Matéria seca = —  x 100
Peso umido

2.4.1. Processamento das amostras

As amostras de tecidos do musculo hepatopancreas e matéria seca da carcaca
foram pesadas em microtubos de 2 ml e homogeneizadas em tampéao de homogeneizagéo
(Tris-base 20 mM, EDTA 1 mM e KCI 150 mM), pH 7,4 e diluigcdo de 1:5 da amostra em
tampdo. O homogeneizador utilizado foi um sonicador a 50 kHz, com ponteira de 3 mm,
em pulsos de 30 segundos por 3-5 min, com as amostras mantidas permanentemente no
gelo.

A matéria seca na carcaca foi avaliada na estocagem e no final tanto do
experimento 1, quanto no experimento 2. Para isso, foram coletados animais para
pesagem e verificacdo da matéria Umida, secagem em estufa a 60 °C por 4 h e posterior

pesagem para obtencdo da matéria seca, calculada a partir da formula 7.

2.4.2. Analise da concentragdo de proteinas totais

Para analises da concentracdo amostral de proteina no musculo, hepatopéncreas,
hemolinfa e matéria seca da carcaca foi utilizado o kit Bioclin para proteinas totais
(K031). Em microtubos de 1,5 ml, postos em duplicatas, foram adicionados 7,5 ul da
amostra homogeneizada, 7,5 pl de tampao de homogeneizagao nos microtubos do branco
e 7,5 ul do padrdo de albumina (40 mg.ml™) nos tubos do padréo. Para completar o meio
de reacdo, adicionou-se 375 ul do monoreagente de Biureto em todos os microtubos que
foram entdo homogeneizados com auxilio de um vértex para posterior montagem da placa
de leitura. Em placas transparentes com 96 pocas de fundo liso, foram adicionados 150
ul do meio de reacdo, com duas pogas por microtubo de amostra, branco ou padrdo. A

absorbancia foi mensurada a 550 nm em leitor de microplaca Biotek, Sinergy HT e a
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concentracdo de proteina foi calculada com base na absorbancia obtida do padréo e

expressa em mg.ml™.

2.4.3. Analise da concentracgdo de glicose

Para analises da concentracdo amostral de glicose no musculo, hepatopancreas e
hemolinfa foi utilizado o kit Labtest para glicose liquiform (133-1). Em microtubos de
1,5 ml, postos em duplicatas, foram adicionados 5 pul da amostra homogeneizada, 5 pl de
tampao de homogeneiza¢do nos microtubos do branco e 5 pl do padriao de glicose (1
mg.ml™) nos tubos do padréo. Para completar o meio de reacdo, adicionou-se 500 pl do
monoreagente do kit em todos os microtubos que foram entdo homogeneizados com
auxilio de um vortex, mantidos em banho maria a 37 °C por 30 min para posterior
montagem da placa de leitura. Em placas transparentes com 96 pocas de fundo liso, foram
adicionados 150 pl do meio de reagdo, com duas pogas por microtubo de amostra, branco
ou padrdo. A placa foi incubada a 37 °C por 10 min antes da leitura da absorbéancia a 505
nm em leitor de microplaca Biotek, Sinergy HT. A concentracédo de glicose foi calculada

com base na absorbancia obtida do padrio e expressa em mg.ml=.

2.4.4. Analise da concentragdo de glicogénio

Para analise da concentracdo amostral de glicogénio no musculo e
hepatopancreas, em microtubos de 2 ml, adicionou-se uma aliquota de 180 ul de amostra
homogeneizada, 20 pl de solugdo de hidréxido de sodio 5 M. Na sequéncia, os microtubos
foram colocados em banho maria a 100 °C por 30 min. Apds, adicionou-se 50 pl de uma
solucéo supersaturada de sulfato de sddio (NaSOs) ¢ 600 pl de etanol absoluto nas
amostras ja frias que foram entdo centrifugadas a 2000 G por 10 min. O sobrenadante
resultante foi descartado e os pellets conduzidos para uma estufa a 60 °C por 60 min para
volatiliza¢do do excesso de alcool. Os pellets ja secos foram ressuspendidos em 200 pl
de agua destilada. Em microtubos de 1,5 ml, postos em duplicatas, foram adicionados 50
ul da suspensao obtida na etapa anterior, 50 pul de agua destilada nos microtubos do branco
e 50 pl do padrio de glicose (1 mg.ml™) nos tubos do padrdo. Para completar o meio de
reacdo, adicionou-se 120 pl de acido sulftrico puro (H2SO4) € 60 ul de Fenol 5% em
todos os microtubos que foram entdo homogeneizados com auxilio de um vértex para
posterior montagem da placa de leitura. Em placas transparentes com 96 pocas de fundo
liso, foram adicionados 150 pl do meio de reacao, com duas pogas por microtubo de

amostra, branco ou padrdo. A absorbancia foi mensurada a 490 nm em leitor de
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microplaca Biotek, Sinergy HT e a concentracédo de glicogénio foi calculada com base na

absorbancia obtida do padréo e expressa em mg.ml.

2.4.5. Analise da concentracdo de triglicerideos

Para andlises da concentracdo amostral de triglicerideos no musculo,
hepatopancreas e hemolinfa foi utilizado o kit Bioclin para triglicerideos (K117-2). Em
microtubos de 1,5 ml, postos em duplicatas, foram adicionados 5 pl da amostra
homogeneizada, 5 pl de tampao de homogeneizagdo nos microtubos do branco e 5 pl do
padr&o de triglicerideos (1 mg.ml™) nos tubos do padrdo. Para completar o meio de reagao,
adicionou-se 500 pl do monoreagente do kit em todos os microtubos que foram entdo
homogeneizados com auxilio de um vortex para posterior montagem da placa de leitura.
Em placas transparentes com 96 pogas de fundo liso, foram adicionados 150 pl do meio
de reagdo, com duas pocgas por microtubo de amostra, branco ou padréo. A absorbancia
foi mensurada a 500 nm em leitor de microplaca Biotek, Sinergy HT e a concentracao de
triglicerideos foi calculada com base na absorbancia obtida do padrdo e expressa em

mg/ml™.

2.4.6. Analise da concentracgdo de colesterol total

Para analises da concentracdo amostral de colesterol total no mausculo,
hepatopancreas e hemolinfa, foi utilizado o kit Labtest para colesterol liquiform (76.1).
Em microtubos de 1,5 ml, postos em duplicatas, foram adicionados 5 pl da amostra
homogeneizada, 5 pl de tampao de homogeneizacao nos microtubos do branco e 5 pl do
padrdo de colesterol (1 mg.ml™) nos tubos do padrdo. Para completar o meio de reagéo,
adicionou-se 500 pl do monoreagente do kit em todos 0os microtubos que foram entéo
homogeneizados com auxilio de um vértex para posterior montagem da placa de leitura.
Em placas transparentes com 96 pogas de fundo liso, foram adicionados 150 pl do meio
de reacdo, com duas pocas por microtubo de amostra, branco ou padrédo. A absorbancia
foi mensurada a 510 nm em leitor de microplaca Biotek, Sinergy HT e a concentracao de

colesterol foi calculada com base na absorbancia obtida do padréo e expressa em mg.ml°
1

2.4.7. Processamento dos dados e andlise
Os dados obtidos do experimento de dose-resposta foram analisados através
andlise de variancia (ANOVA) de uma via, onde o fator central foi a dose de resveratrol
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administrada. Para o experimento com suplementacdo com resveratrol e acido fumarico,
o0s dados obtidos foram analisados atraves de uma ANOVA de duas vias, onde os fatores
avaliados foram a presenca de resveratrol na racdo (fator resveratrol), presenca de acido
fumarico na racdo (fator fumarato) e a presenca simultanea desses suplementos
(interacdo). Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados obtidos de
ambos o0s experimentos foram mensurados por testes de Shapiro-Wilk e Levene
respectivamente («=0,05), enquanto para comparacao entre as médias se utilizou o teste
de post hoc Tukey HSD (p<0,05).

3. Resultados
3.1. Par@metros de qualidade de dgua

Os resultados referentes aos parametros de qualidade de agua do experimento 1
ao longo dos 28 dias estdo listados na Tabela 1, onde ndo foram obtidas diferengas
significativas entre os tratamentos para nenhum dos parametros avaliados (p>0,05).
Tabela 1. Parametros de qualidade da dgua experimento 1, com os dados expressos como média + erro

padrdo (n=3). Diferentes letras na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos, avaliadas pelo teste Tukey HSD, com nivel de significancia 0,05.

Parametros Tratamentos

C 10 60 110 160
Oxigénio Dissolvido (mg.L™) 5,99 + 0,08 6,03+ 0,06 6,02 + 0,03 5,97 £ 0,09 6,12 + 0,08
Temperatura (°C) 28,6 + 0,03 28,3+ 0,02 28,8 + 0,02 28,8 + 0,03 28,7 £ 0,05
Salinidade (ppt) 29,52+0,1 28,9 +0,12 29,1+ 0,09 29,3+0,18 29,2+0,15
pH 7,91 £ 0,05 8,01 + 0,06 7,89 + 0,08 7,99 £ 0,05 8,2+0,05
Amébnia (mg TAN.L?) 0,32+0,19 0,28 £ 0,21 0,29 £ 0,25 0,51 +0,26 0,37 +£0,24
Nitrito (mg.L™?) 0,59 +0,16 0,62 +0,15 0,51 +0,25 0,49 +0,19 0,41 +0,17
Alcalinidade (mg CaCOsL™?) 143,25+8,9 | 1551+116 | 140,52 +5,62 | 149,69 + 6,52 156 + 7,66

Os resultados dos parametros de qualidade de agua ao longo dos 14 dias do
experimento 2 estdo listados na Tabela 2, onde ndo foram observadas diferengas

significativas entre os tratamentos para nenhum dos parametros avaliados (p>0,05).
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Tabela 2. Pardmetros de qualidade da &gua experimento 2. O grupo controle é representado pela letra C,
fumarato letra F, resveratrol letra R e fumarato+resveratrol RF. Os dados foram expressos como média +
erro padrdo (n=3), onde diferentes letras na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas entre
0s tratamentos, avaliadas pelo teste Tukey HSD com nivel de significancia 0,05.

Parimetros Tratamentos
C F R RF
Oxigénio Dissolvido (mg. L™?) 6,01 + 0,04 6,08 + 0,02 589+0,1 5,92 £ 0,07
Temperatura (°C) 28,2+ 0,01 27,9 £ 0,06 28,1+0,04 28 + 0,03
Salinidade (ppt) 29 + 0,05 28,9 + 0,09 28,6 +0,12 29,2 + 0,09
pH 8,23+0,14 7,98 £ 0,16 8,02+0,12 8,03+0,1
Ambnia (mg TAN.L?) 0,12 + 0,06 0,15+ 0,05 0,18 £ 0,05 0,16 £ 0,04
Nitrito (mg. L) 0,29 + 0,23 0,28 +0,18 0,32+0,16 0,19+0,12
Alcalinidade (mg CaCOsL™) 152,25 + 15,32 150,1 + 12,61 149,2 + 9,62 149,12 + 8,52

3.2. Parametros zootécnicos e bromatoldgicos

Os dados de ganho de peso final e FCR do experimento 1 estdo representados na
Figura 2, onde no tratamento 60 mg/kg™ se observa o maior ganho de peso dentre grupos
experimentais (Fig. 2A) (p<0,05), com ganho de peso maximo estimado em 76,43 mg/kg"
1 (R? = 0,6058), e menor FCR (Fig. 2B) (p<0,05), com menor FCR em 80,72 mg/kg™
(R?=0,5259). Os grupos C, 10, 110 e 160 mg.kg™? ndo apresentaram diferencas
significativas quanto ao ganho de peso final e FCR (p>0,05) (Fig. 2A e 2B).

(A) =-3.2502-005x+0.004982x-+0.9808 (B) "
1.3 b N 2.0- y=4.399¢-005x°+0.0070055+1.654
R%=0.6058 o
—_ E Max.: 76.43 1;\: 0-226?[5_’1
21294+ 1.84 n - a
2 ‘ a
1.1 .
P : x
(]
o 1.04 ‘ i
L
=] : +
& 0.9 : 1.2- :
1 ]
Yy
0.8 T T T T T 1 1.0 T T ¥ T I I |
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 a0 120 150 180
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Resveratrol (mg.kg™) Resveratrol (mg.kg™)

Figura 2. Ganho de peso final (A) e FCR (B) experimento 1, com os dados expressos como média + erro
padrdo (n=15). Diferentes letras indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos,
avaliadas pelo teste Tukey HSD com nivel de significancia 0,05.

Os resultados da SGR do experimento 1 estéo representados na Tabela 3, onde o
grupo 60 mg.kg " teve valores superiores em comparagio aos grupos C, 10 e 160 mg.kg
1 (p<0,05) e estatisticamente igual ao grupo 110 mg.kg " (p>0,05). Para os resultados da
PRR do experimento 1 (Tabela 3), no tratamento 60 mg.kg * se observa a maior PRR,

enquanto o tratamento 10 mg.kg 2, estatisticamente menor que 60, foi maior que C, 110
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e 160 mg.kg * (p<0,05). Entre os tratamentos C, 110 e 160 mg.kg " ndo se observam
diferencas significativas (p>0,05) (Tabela 3).

Quanto aos dados da PER do experimento 1, se observa o aumento significativo
no grupo 60 mg.kg™* em comparacéo aos grupos C, 10 e 160 mg.kg * (p<0,05), enquanto
ndo ouve diferenca entre os grupos C, 60, 110 e 160 mg.kg * (p>0,05) (Tabela 3).
Ademais, ndo houve diferenca de sobrevivéncia entre os tratamentos ao final do

experimento 1 (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3.Taxa de crescimento especifico (SGR) do experimento 1 (n=15). Taxa de retencgéo proteica (PRR)
do experimento 1 (n=3). Taxa de eficiéncia proteica (PER) do experimento 1 (n=3). Sobrevivéncia do
experimento 1 (n=15). Os dados foram expressos como média + erro padrao e 0s grupos estdo representados
pelos seus respectivos volumes em mg de resveratrol por unidade kg de racdo. Diferentes letras na mesma
linha indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, avaliadas pelo teste Tukey HSD
com nivel de significancia 0,05.

Parametros Tratamentos
C 10 60 110 160
SGR (%.dia™) 3,59 £ 0,032 3,893 + 0,032 4,485+ 0,05° | 4,071 +0,09%® | 3,855+ 0,222
PRR 28,69 + 0,71 | 41,004 +0,21° | 52,32 +1,53° 28,84 + 0,33 | 30,80 £ 0,222
PER 1,526 + 0,032 1,527 £ 0,012 1,938 £ 0,05 | 1,626 +0,05%® | 1,551 + 0,092
Sobrevivéncia (%) 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0

No experimento 2, o maior ganho de peso foi observado no tratamento RF frente
aos demais tratamentos (p<0,05). O grupo R foi superior aos grupos C e F (p<0,05),
enquanto ndo houve diferenca significativa entre C e F (p>0,05) (Tabela 4). Além disso,
a menor FCR do experimento 2 foi obtida também no tratamento RF em comparagao aos
demais tratamentos (p<0,05), com os grupos C, F e R sendo estatisticamente iguais
(p>0,05) (Tabela 4).

A maior SGR no experimento 2 foi obtida no tratamento RF (p<0,05) em
comparagdo aos grupos C, F e R (Tabela 4). Em RF também se observa o aumento
significativo da PRR em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), onde o tratamento R,
menor estatisticamente que RF (p<0,05), foi maior que C e F, enquanto entre F e R ouve
diferenca. (p<0,05) (Tabela 4). A PER em RF foi significativamente maior em relacédo a
C e F (p<0,05), enquanto entre os grupos C, F e R ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) (Tabela 4).

N&o houve diferenca quanto a sobrevivéncia dentre os tratamentos ao final do

experimento 2 (p>0,05) (Tabela 4).

49



Tabela 4. Ganho de peso do experimento 2 (n=5). Taxa de conversdo alimentar (FCR) do experimento 2
(n=15). Taxa de crescimento especifico (SGR) do experimento 2 (n=5). Taxa de reten¢do proteica (PRR)
do experimento 2 (n=3). Taxa de eficiéncia proteica (PER) do experimento 2 (n=3). Sobrevivéncia do
experimento 2 (n=5) Os com dados foram expressos como média + erro padrdo. O grupo controle é
representado pela letra C, fumarato letra F, resveratrol letra R e fumarato+resveratrol RF. Diferentes letras
na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, avaliadas pelo teste
Tukey HSD com nivel de significancia 0,05.

Parimetros Tratamentos
C F R RF

Ganho de peso (g) | 1,65+0,04* | 1,93+0,07° 2,24 +0,06° 2,87 £0,07°
FCR 157 +0,03* | 1,39 +0,05 1,34 + 0,042 1,14 +0,03°
SGR (%.dial) 533+0,09* | 593+0,13? 5,92 £ 0,15* 6,99+0,17°
PRR 16,98 +3,14% | 2536+ 1,872 | 55,71 +6,27° | 74,16 +1,91°
PER 1,58 + 0,033 | 1,79+ 0,064 | 1,86 +0,061* | 2,18 + 0,068"

Sobrevivéncia (%) 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0

3.3. Concentracéo de proteinas totais

A analise de proteinas totais das amostras de musculo do experimento 1,
representadas na Figura 3A, indicam o aumento significativo da concentragéo de proteina
no grupo 60 mg.kg? e reducdo no grupo 160 mg.kg? (p<0,05). Nos dados do
hepatopancreas do experimento 1, se observa um aumento da concentracdo de proteina
no grupo 10 mg.kg™? em relagdo ao controle (p<0,05), porém sem diferencas para 0s
demais tratamentos (p>0,05) (Fig. 3B).

Para o experimento 2, a concentracdo de proteinas aumenta significativamente no
grupo RF em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), enquanto que entre 0s grupos R,
F e C ndo houveram diferencas significativas (p>0,05) (Fig. 3C). Na analise de
concentracdo de proteinas do hepatopancreas para o experimento 2 ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05) (Fig. 3D).

Em amostras de hemolinfa do experimento 2, a concentracdo de proteina diminui
significativamente no grupo RF em comparacdo aos demais tratamentos, enquanto entre

0s grupos R, F e C néo se observam diferengas (p<0,05) (Fig. 3E).
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Figura 3. (A) Proteinas totais do musculo (experimento 1), (B) Proteinas totais do hepatopancreas
(experimento 1), (C) Proteinas totais do musculo (experimento 2) (D) Proteinas totais do hepatopancreas
(experimento 2) (E) Proteinas totais da hemolinfa (experimento 2). Os dados foram expressos como média
* erro padrdo (n=3) e no experimento 2: grupo controle (C), grupo fumarato (F), grupo resveratrol (R) e
grupo resveratrol+fumarato (RF). Diferentes letras indicam diferencgas estatisticas significativas entre os
tratamentos, avaliadas pelo teste Tukey HSD com nivel de significancia 0,05.

51



3.4. Concentracéo de triglicerideos

A andlise de concentracdo de triglicerideos das amostras de musculo do
experimento 1, representadas na Figura 4A, indicam o aumento significativo da
concentragao de triglicerideos nos tratamentos 110 e 160 mg.kg™ (p<0,05), enquanto nio
houve diferenca significativa entre os grupos C, 10 e 60 mg.kg™? (p>0,05). Para as
amostras de hepatopancreas do experimento 1, se observa um padrdo oposto ao masculo,
com a significativa reducdo da concentracdo de triglicerideos nos grupos 110 e 160
mg.kg?, enquanto os grupos C, 10 e 60 mg.kg™ permanecem iguais (p>0,05). (Fig. 4B).

Para o experimento 2, os tratamentos ndo diferem quanto a concentracdo de
triglicerideo do musculo (p>0,05) (Fig. 4C). No hepatopancreas, o grupo RF foi
significativamente superior (p<0,05) aos demais tratamentos, onde praticamente duplicou
o seu perfil de triglicerideos em relacdo ao grupo R. Entre os tratamentos C, F e R néo
houve diferencas significativas (p>0,05) (Fig. 4D).

Em amostras de hemolinfa do experimento 2, a concentracdo de triglicerideos
diminui significativamente no grupo R e aumenta no grupo RF em comparagao aos grupos

C e F que permanecerem iguais. (p<0,05) (Fig. 4E).
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Figura 4. (A) Concentragdo de triglicerideos do musculo (experimento 1), (B) Concentracdo de
triglicerideos do hepatopéncreas (experimento 1), (C) Concentracdo de triglicerideos do musculo
(experimento 2), (D) Concentracdo de triglicerideos do hepatopancreas (experimento 2) e (E) Concentracdo
de triglicerideos da hemolinfa (experimento 2). Os dados foram expressos como média + erro padrdo (n=3)
e no experimento 2: grupo controle (C), grupo fumarato (F), grupo resveratrol (R) e grupo
resveratrol+fumarato (RF). Diferentes letras indicam diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos, avaliadas pelo teste Tukey HSD com nivel de significancia 0,05.
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3.5. Concentracao de colesterol total
A anélise de concentracédo de colesterol das amostras de musculo do experimento

1, representadas na Figura 5A, indicam o aumento significativo da concentracdo de
colesterol no tratamento 160 mg.kg™* em comparacéo aos grupos C e 60 mg.kg™ (p<0,05),
porém sem diferencas significativas para os grupos 10 e 110 mg.kg? (p>0,05). Para as
amostras de hepatopancreas do experimento 1, se observa a reducdo da concentragéo de
colesterol nos grupos 60 e 160 mg.kg™ e aumento no grupo 110 (p<0,05) em relagdo aos
grupos C e 10 mg.kg™, que se mantiveram semelhantes (p>0,05) (Fig. 5B).

Para o experimento 2, a maior concentracdo de colesterol no musculo é observada
no tratamento RF, aproximadamente o dobro do tratamento R (p<0,05) enquanto os
tratamentos C, F e R ndo foram significativamente diferentes (Fig. 5C). No
hepatopéancreas o grupo RF foi maior em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), o
grupo F foi superior ao grupo C (p<0,05) e entre R e F no houve diferenca na concentragéo
de colesterol (p>0,05) (Fig. 5D).

Em amostras de hemolinfa do experimento 2 o tratamento RF foi
significativamente superior aos demais tratamentos (p<0,05), enquanto os tratamentos C,

R e RF néo apresentaram diferengas (p>0,05) (Fig. 5E).

54



(A) (B)

- 1.0 p<0.05 — 1.6+ p<0,05
‘D ‘D 1.4
2 087 £ 1.2-
E 0.6 - b E 1.0
P 2 0.8
E 0.4 E 0.6 o [
2 2 044 d
@ 0.2- @ b
- © 0.2+
Q (&)
0.0- 0.0-
C 10 60110160 C 10 60110160
Muasculo Hepatopancreas
p=0.05 Resveratrol D p<0,05 Resveratrol
(c] p=0,05 Fumarato [ ] 1.6 p=0,05 Fumarato
— 1.0 p=0,05 Resveralrol*Fumarato 1.—‘—' ) p=0,05 Resveratrol*Fumarato
"o b o 1.4 c
u‘, []_8_ e E’ 1-2_ l
E =
: = 1.0
£ 064 a S
=] 0.8
[ a a - ab
S 0.4- © 0.6- b
it L4}
..E w 044 a
]
= 0.24 S 0.2
S (&}
o 0.0- T T
0.0- C F R RF
Cc F R RF
Musculo Hepatopancreas
E p=0,05 Resveratrol
(E) — 0.20=- p=0,05 Fumarato
w p=0,05 Resveratrol*Fumarato
E. o ab
=2 -
g 0.15 l
= a
e a
'g 0.10
°
@
+ 0.05-
=
Q
© 0.00- L
C F R RF
Hemolinfa

Figura 5. (A) Concentracdo de colesterol do musculo (experimento 1), (B) Concentragdo de colesterol do
hepatopancreas (experimento 1), (C) Concentragdo de colesterol do musculo (experimento 2), (D)
Concentracdo de colesterol do hepatopancreas (experimento 2), (E) Concentracdo de colesterol da
hemolinfa (experimento 2). Os dados foram expressos como média + erro padrdo (n=3) e no experimento
2: grupo controle (C), grupo fumarato (F), grupo resveratrol (R) e grupo resveratrol+fumarato (RF).
Diferentes letras indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, avaliadas pelo teste
Tukey HSD com nivel de significancia 0,05.
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3.6. Concentracao de glicose
A andlise de concentracdo de glicose do musculo do experimento 1, representadas

na Figura 6A, indicam o aumento significativo da concentracdo de glicose nos
tratamentos 10 e 60 mg.kg™ em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05). O grupo 160
mg/kg™ foi menor que o controle (p<0,05), porém sem diferenca para o grupo 110 mg.kg"
! enquanto este e 0 grupo C ndo apresentaram diferencas (p>0,05). Para as amostras de
hepatopancreas do experimento 1, se observa um aumento significativo na concentracao
de glicose nos tratamentos 10, 60 e 110 mg.kg™ (p<0,05) em relagéo aos grupos C e 160
mg.kg?, que permaneceram estatisticamente iguais (Fig. 6B).

Para 0 experimento 2, a maior concentracdo de glicose no muasculo é observada
no tratamento RF (p<0,05), enquanto entre os grupos C, F e R ndo se observam diferencas
(p>0,05) (Fig. 6C). No hepatopancreas a concentragdo de glicose no grupo RF foi
aproximadamente duas vezes maior que 0s demais tratamentos (p<0,05), os quais ndo
apresentaram diferencas significativas entre si (p>0,05) (Fig. 6D).

Em amostras de hemolinfa do experimento 2, o tratamento RF foi
significativamente superior aos demais tratamentos (p<0,05), ao passo que entre oS

grupos C, F e R ndo houve diferengas (p>0,05) (Fig. 6E).
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Figura 6. (A) Concentragdo de glicose do muUsculo (experimento 1), (B) Concentracdo de glicose do
hepatopancreas (experimento 1), (C) Concentracdo de glicose do musculo (experimento 2), (D)
Concentracdo de glicose do hepatopancreas (experimento 2), (E) Concentracdo de glicose da hemolinfa
(experimento 2). Os dados foram expressos como média + erro padrdo (n=3) e no experimento 2: grupo
controle (C), grupo fumarato (F), grupo resveratrol (R) e grupo resveratrol+fumarato (RF). Diferentes letras
indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, avaliadas pelo teste Tukey HSD com
nivel de significancia 0,05.
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3.7. Concentracao de glicogénio
A andlise de concentragdo de glicogénio do musculo do experimento 1,

representadas na Figura 7A, indicam o aumento significativo da concentracdo de
glicogénio no tratamento 10 mg.kg™ (p<0,05) e redugdo no tratamento 110 mg.kg™
(p<0,05) em relacdo aos demais tratamentos que ndo apresentaram diferencas entre si
(p>0,05). Para as amostras de hepatopancreas do experimento 1, se observa a reducéo na
concentracio de glicogénio nos tratamentos 110 e 160 mg.kg™(p<0,05), enquanto C, 10
e 60 mg.kg™ permaneceram iguais (Fig. 7B).

Para o experimento 2, se observa a reducdo da concentracdo de glicogénio no
musculo dos tratamentos F e RF, sendo F significativamente menor que RF (p<0,05),
enquanto C e R ndo foram significativamente diferentes (p>0,05) (Fig. 7C). No
hepatopéncreas, assim como no musculo, a concentracdo de glicogénio em F e RF foi
menor que os demais tratamentos, porém o tratamento RF foi menor que o tratamento F,
(p<0,05). Os grupos C e R permaneceram iguais quanto a sua concentracao de glicogénio
(p<0,05) (Fig. 7D).
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Figura 7. (A) Concentragdo de glicogénio do musculo (experimento 1), (B) Concentracdo de glicogénio do
hepatopancreas (experimento 1), com dados expressos como média * erro padrdo (n=3). (C) Concentragao
de glicogénio do musculo (experimento 2), (D) Concentracdo de glicogénio do hepatopancreas
(experimento 2). Os dados foram expressos como média + erro padrdo (n=3) e no experimento 2: grupo
controle (C), grupo fumarato (F), grupo resveratrol (R) e grupo resveratrol+fumarato (RF). Diferentes letras
indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, avaliadas pelo teste Tukey HSD com
nivel de significancia 0,05.

4. Discussao
Muitos trabalhos indicam o resveratrol como um modulador efetivo do

metabolismo bioenergético em roedores, aves, suinos e peixes, porém pouco tem sido
explorado em relagdo a crustaceos e outros invertebrados (Zhang et al., 2017; Sun et al.,
2019; Raskovi¢ et al., 2019; Ge et al., 2023; Meng et al., 2023).

Liu et al. (2021) observaram que niveis de inclusdo de 80 e 120 mg.kg* de
resveratrol em dietas formuladas para o camardo Penaeus vannamei influenciam
positivamente o sistema de defesa antioxidante desses animais sob condic¢des de estresse

induzido por niveis elevados de aménia no meio. Para 0 peixe Channa argus, inclusfes
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entre 75 e 125 mg.kg™ de resveratrol contribuiram para os melhores resultados de SGR,
ganho de peso final (Tian et al., 2021). Logo, a partir dos dados obtidos no experimento
de dose-reposta, onde o melhor ganho de peso final, SGR e FCR foi no tratamento 60
mg.kg* e a igualdade dos demais tratamentos na curva (Figura 1 e Tabela 3) evidenciam
uma resposta hormética do resveratrol no resultado zootécnico para essa espécie, com
maximo crescimento em 76,53 mg.kg™ e FCR em 80,72 mg.kg™ diferentemente de Fu et
al. (2024), o qual sugere que a suplementagdo com 400 mg.kg™ de resveratrol em dietas
extrusadas para juvenis de camarbes brancos (0,4 g = 0,02) favorecem o aumento
significativo do ganho de peso final (g) e SGR. A estabilidade térmica do resveratrol pode
ser comprometida em temperaturas elevadas por um periodo prolongado de tempo
(Kosovic et al., 2020). Logo, a adi¢do de 400 mg.kg™ em uma dieta extrusada pode nio
representar uma dose final de 400 mg.kg™.

Sob um aspecto pratico de inclusdo do resveratrol e &cido fumarico nas racdes
experimentais, 0 método utilizado se mostrou eficiente e viavel para ser utilizado em larga
escala. Alguns estudos exploram essa metodologia e reforcam sua eficiéncia e praticidade
(Mirbakhs et al., (2020), Hassona et al. (2020) e Bulfon et al. (2016). O método de
inclusdo de compostos bioativos e nutriacéuticos diretamente na formulacéo da racéo,
Cujo processamento e extrusdo, podem alterar substancialmente as propriedades dessas
biomoléculas, em sua maioria termo sensiveis (Wang et al., 2022; Pismag et al., 2024).

Em relacdo a suplementacdo com &cido fumarico, de acordo com Silva et al.
(2015), dietas suplementadas com 8,47 g.kgmelhoram significativamente a digestdo, o
ganho de peso, SGR e FCR de juvenis de Penaeus vannamei, em comparagdo com outros
acidos organicos como succinato, acetado, butirato, propionato, lactato e citrato. Além
disso, a suplementacdo de dietas de tilapias (Oreochromis niloticus) com 15 g.kg™ cido
fumarico promove o aumento significativo do ganho de peso final principalmente por
influenciar positivamente a digestibilidade e a absortividade de macronutrientes no
epitélio intestinal, além de contribuir como intermediario do ciclo de Krebs em reacdes
do metabolismo glicolitico (Das Neves et al., 2021). Para o camardo Penaeus monodon,
Rombenso et al. (2020) observaram o efeito positivo da suplementacdo com 10 g.kg™* de
butirato, succinato e fumarato na sobrevivéncia, ingestdo de alimento, produtividade e
eficiéncia da retencdo de nutrientes.

Alguns autores identificaram um efeito negativo da suplementacdo com doses
elevadas de resveratrol, acima de 400 mg.kg?, em dietas para Salmo salar e
Megalobrama amblycephala na ingestdo de alimento e consequente inibicdo do
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crescimento, possivelmente pela reducdo da palatabilidade da racdo (Zhang et al., 2017;
Menoyo et al., 2019). A inclusdo de 300 mg.kg™ de resveratrol na dieta de Oncorhynchus
mykiss contribui para a reducdo da ingestdo de alimento em virtude de uma saciedade
prematura. (Torno et al. 2017, 2019). Por outro lado, o acido fumarico tem sido usado
amplamente como suplemento em culturas para porcos e frangos, onde uma das suas
propriedades é a amplificacdo da palatabilidade das dietas (Huyghebaert et al., 2011;
Suiryanrayna e Ramana, 2015). Nesse contexto, o &cido fumarico pode estar atuando na
reducdo dos possiveis efeitos negativos associados ao resveratrol, além de aumentar a
palatabilidade da dieta e melhorar a digestibilidade dos nutrientes.

Quanto ao metabolismo da proteina, de acordo com Salomdo et al. (2019), o
resveratrol promove o aumento do crescimento a partir modulacdo do metabolismo de
aminoéacidos em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). Além disso, Wilson et al.
(2015) observaram um efeito positivo da suplementagdo com resveratrol no ganho de
peso e reducdo da degradacdo da proteina muscular em linguados (Paralichthys
lethostigma). Como se observou no experimento 1, o resveratrol em 60 mg.kg™ contribui
efetivamente para o aumento da proteina muscular, PER e PRR no camardo Penaeus
vannamei, o que indica a efetiva contribuicdo para o melhor aproveitamento desse
substrato para construcéo de biomassa.

No experimento 2 esse efeito € amplificado pela suplementacdo combinada de
acido fumarico e resveratrol (tratamento RF), onde o aumento da proteina no masculo
associada a reducdo de concentracdo de proteina na hemolinfa nesse grupo indicam o
fluxo do nutriente absorvido da circulacdo para os tecidos. Os maiores resultados de PER
e PRR também em RF reforcam o resultado obtido da concentracdo muscular,
demonstrando que a proteina ingerida esta sendo retida nos tecidos sendo economizada
diante das demandas por energia.

A concentracéo de triglicerideos no musculo e figado sdo indicadores confiaveis
da eficiéncia e equilibrio alimentar, onde o excesso de reservas indica um desequilibrio
nutricional e podem comprometer a sobrevivéncia do animal (Wang et al., 2021; Zhang
etal., 2017; Pallauf et al., 2021; Zheng et al., 2022). A incluséo de resveratrol em dietas
experimentais para ratos impulsiona e otimiza a captacao de &cidos graxos da circulacao,
biogénese mitocondrial e a B-oxidacdo no musculo esquelético (Chen et al., 2011). Em
tilapias (Oreochromis niloticus) e zebrafish (Danio rerio) o resveratrol auxilia na
modulacdo do metabolismo lipidico, reduzindo a concentragdo de triglicerideos
circulatorios e hepéticos, atenuando danos associados a dietas altamente caléricas (Ran
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et al., 2017; Zheng et al., 2022). Além disso, Xu et al. (2022) demonstrou que 0
resveratrol modula efetivamente o metabolismo de triglicerideos no figado de carpas
(Cyprinus carpio) através da inibicdo de vias metabolicas associadas a lipogénese.

O experimento 1 mostra a atuacdo do resveratrol na reducdo de triglicerideos no
hepatopancreas em doses elevadas, mesmo que isso ndo se reflita em ganho de peso. 1sso
indica uma sensibilidade diferencial dentre os diferentes tecidos ao resveratrol, cuja
atuacdo pode reduzir os efeitos negativos de uma dieta mais caldricas. No entanto, o
aumento das reservas musculares diante de uma taxa de crescimento baixa, demonstra a
ineficiéncia dessas doses em modular a conversdo desse substrato em energia para
sustentar o crescimento.

Entretanto, a suplementacdo combinada do acido fumarico e resveratrol (Grupo
RF), além de promover altas taxas de crescimento, elevou a concentracgdo de triglicerideos
no hepatopancreas e hemolinfa, o que indica um desequilibrio nutricional e a modulagéo
ineficiente do metabolismo lipidico e a mobilizacédo preferencial de reservas glicogénicas
nesse tecido para suprimento energético. No entanto, quando considerada a concentracao
de triglicerideos no musculo, a auséncia de diferenca entre os tratamentos sugere que as
reservas musculares de triglicerideos no grupo RF estdo abastecendo bioenergeticamente
0 rapido e significativo crescimento desse tratamento.

Crustaceos, de uma forma geral, ndo séo capazes de promover a sintese de novo
de colesterol, o que restringe a captacdo desse macronutriente exclusivamente da dieta. O
colesterol atua como precursor dos horménios esteroides os quais modularam diretamente
o ciclo de ecdise e reproducdo. Além disso, o colesterol ¢ fundamental na manutencéo
estrutural da membrana plasmatica, juntamente com os fosfolipidios, os quais atenuam
os efeitos adversos do estresse térmico e osmético, por exemplo (Teshima et al., 1997;
Yang et al., 2016; Kumar et al., 2018).

Inmeros estudos relacionam a capacidade do resveratrol de modular o
metabolismo lipidico através da reducdo das concentracdes circulatérias e teciduais de
triglicerideos e colesterol (Torno et al., 2017; Desouky et al., 2023; Ge et al., 2023).
Logo, como se pode observar nos resultados do experimento 1, a dose de melhor resposta
zootécnica (60 mg.kg?) efetivamente contribuiu para a redugdo concentragio de
colesterol hepatopancreéticas, assim como a maior dose (160 mg.kg™). Isso indica que
esse colesterol pode estar sendo mobilizado do hepatopancreas para atender as demandas
anabolicas teciduais. No entanto isso, ndo se refletiu de forma linear no ganho de peso
final, visto que a reducdo da concentragéo de colesterol no hepatopéancreas e aumento no
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musculo do grupo 160 mg.kg™ ndo contribuiram efetivamente para o ganho de peso final
nesse grupo, enquanto no grupo 60 mg.kg?, com maior ganho de peso final, ndo se
observa 0 aumento significativo do colesterol muscular.

Na sequéncia do experimento 2, o aumento significativo da concentracdo de
colesterol no muasculo e hepatopancreas no grupo RF associada a reducéo da concentragédo
circulatéria evidenciam a eficiéncia da suplementacdo combinada para captacdo do
colesterol circulante e que possivelmente influenciou o ganho muscular, principalmente.
No entanto, por ser um componente essencial em lipoproteinas que promovem a absorcao
de triglicerideos da circulacdo, o aumento da concentracdo de colesterol normalmente
esta relacionado ao aumento da concentracdo de triglicerideos tecidual (Zhang et al.,
2019). Logo, pode-se observar uma proporcionalidade no aumento das concentragdes de
triglicerideos e colesterol no tratamento RF, principalmente a nivel de hepatopancreas, o
que indica a subutilizacdo dos lipidios como substratos energéticos.

Muitos trabalhos abordam a capacidade do resveratrol em modular o metabolismo
glicolitico em espécies de interesse para aquicultura. No entanto, ndo se observam
investigagOes concretas em relagéo a aplicacdo dessa ferramenta na nutricdo do camaréo
Pennaeus vannamei. Liu et al. (2022), em Micropterus salmoides, e Shi et al. (2018), em
Megalobrama amblycephala, demonstraram que dietas suplementadas com resveratrol
impulsionam significativamente a ativacdo da via metabolica da AMPK/SIRT-1, o que
aumenta a sensibilidade a insulina e mobilizacdo de reservas de glicogénio hepéticas
como substrato energético. De acordo com Moon (2023), o resveratrol melhora captacéo
de glicose circulatoria a partir do aumento da mobilizacdo de canais de glicose tanto no
musculo (GLUT 2), quanto no figado (GLUT 4), o que auxilia na manutencdo da
homeostase glicémica.

Diante disso, a concentracdo de glicose no musculo e hepatopancreas dos animais
do experimento 1 demonstrou uma resposta hormética para as concentragdes
intermediarias de resveratrol, onde se observa a correlacdo positiva entre o maior ganho
de peso final e a concentracdo de glicose nesses tecidos. Ao se analisar a resposta na
concentracdo de glicogénio em ambos os tecidos também em doses intermediérias pode-
se observar a baixa acumulacdo mesmo com o maior ganho de peso no tratamento 60
mg.kg™, o que sugere um metabolismo glicolitico ativo no sentido de utilizar essa glicose
que esta sendo captada da circulacdo para suprimento energetico.

Ao longo do experimento 2, a suplementacéo com acido fumarico e a combinagdo

entre os suplementos foram fatores os fatores que influenciaram diretamente no
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metabolismo glicolitico dos animais cultivados. No grupo RF, o aumento da concentracao
de glicose na hemolinfa, musculo e hepatopancreas, associado a reducdo do glicogénio
muscular e hepatopancreatico indicam um metabolismo glicolitico eficiente,
principalmente quando se associa esse padrdo metabdlico aos melhores resultados
zootécnicos, ganho de proteina muscular, PER e PERR obtidos nesse tratamento. Além
disso, demonstra a efetiva capacidade do resveratrol e do &cido fumarico em modularem

0 metabolismo bioenergético do camardo Penaeus vannamei.

5. Conclusdes

A dosagem de 60 mg.kg™ é a dose mais eficaz para atuagdo como modulara do
metabolismo energético nessa espécie. Além disso, o resveratrol expressa um padrdo de
resposta hormético, o que reforca a resposta positivo em concentracfes intermediarias.
Além disso, a suplementacdo combinada entre resveratrol e acido fumarico foi altamente
eficiente na modula¢do do metabolismo bioenergético do camardo Penaeus vannamei.
Isso se mostra evidente principalmente no ganho de peso final, SGR e FCR em RF, onde
em 14 dias os animais ganharam praticamente trés gramas de peso, com uma FCR de 1,14
e SGR de 7% ao dia.

A convergéncia entre os resultados da concentracdo de proteina, triglicerideos,
colesterol, glicose e glicogénio no musculo, hepatopancreas e hemolinfa sugerem o
aproveitamento preferencial dos carboidratos presentes na dieta como substrato
energético no tratamento RF. Logo, através do mecanismo economizador da proteina, o
animal investiu essa proteina da dieta majoritariamente no crescimento, o que se refletiu

principalmente na maior taxa de retencao proteica e eficiéncia proteica.

6. Perspectivas

Como perspectiva para aplicacdo efetiva dos resultados obtidos, se fazem
necessarias complementacdes com testes sob diferentes niveis de inclusao de carboidratos
em dietas experimentais, aplicacdo de possiveis periodos de restricdo caldrica para
estimulo do crescimento compensatério frente a dietas suplementadas, além da
ampliacdo do ndmero de marcadores metabdlicos avaliados para que se possa
compreender o amplo espectro de atuacdo desses moduladores frente ao metabolismo

bioenergético desses animais.
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