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RESUMO

Os fatores abiodticos sdo um dos principais problemas na aquicultura, pois a alteragdo
destes pode resultar em baixo nivel de crescimento ou induzir efeitos deletérios que
podem eventualmente levar a morte dos organismos. Neste trabalho, fez-se uma
simulagdo da variagdo de oxigénio dissolvido com desligamento da aeragdo até que os
niveis nos tanques atingissem 3 mg/L (condi¢ao de hipoxia) quando entdo a aeragdo era
religada. Com base nestas condi¢des foi avaliado o aumento na competéncia
antioxidante do camarao Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) como resultado da agao
do acido lipdico (AL) aplicado a ragdo, nas doses de 35, 70 e 140 mg de AL para cada 1
kg de ragdo, quando exposto a uma situacdo de hipoxia/re-oxigenagao. Foram utilizados
camardes machos e fémeas com peso inicial de 2,07 g (+ 0,24). A atividade da enzima
glutationa-S-transferase (GST) aumentou na dose de 70 mg de AL/kg nas branquias, no
entanto, no hepatopancreas a resposta foi bifasica, as vezes aumentando e as vezes
diminuindo. As anélises dos niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS) em branquias
constatou que o AL induziu um efeito fortemente antioxidante na dose de 70 mg/kg
apos 4 h de re-oxigenacdo. No hepatopancreas o AL reduziu os niveis de TBARS apods
de 0,5 h de re-oxigenagdo na dose de 35 mg AL/kg, e logo ap6s 4 h apresentou em
efeito pro-oxidante. Na avaliagdo da capacidade antioxidante total contra peroxi-radicais
foi constatado que em normoxia as doses de 70 e 140 mg AL/kg induziram um efeito
antioxidante nas branquias do camardo. No hepatopancreas, em normoxia, a dose de 70
mg AL/kg promoveu um efeito antioxidante, enquanto que no organismos submetidos a
hipdxia/re-oxigenacdo foi constatado que a dose de 140 mg AL/kg promoveu um
aumento da capacidade antioxidante. Ainda, nas duas doses mais altas de AL (70 e 140
mg/kg) foi verificado um aumento de peso dos camardes. Sugere-se que a dose mais
indicada seja a de 70 mg de AL para 1 kg de racdo, por apresentar melhores resultados
nas analises bioquimicas e por induzir aumento de peso ao camarao os quais atingiram

peso final de 7,94 g (+ 0,15).

PALAVRAS CHAVE: Litopenaeus vannamei, 4cido lipdico, hipdxia/re-oxigenacao,

glutationa-S-transferase, peroxidagao lipidica, capacidade antioxidante.



ABSTRACT

The abiotic factors are a major problem in aquaculture, because changing them can
result in low growth or induce deleterious effects that may eventually lead to death of
organisms. In this work, it was a simulation of the variation of dissolved oxygen by
turning off the aeration tanks in which the levels reached 3 mg/L (hypoxic condition)
when the aeration was then restarted. Under these conditions we evaluated the increase
in antioxidant power of the shrimp Litopenaeus vannamei (Boone 1931) as a result of
action of lipoic acid (LA) applied to food at doses of 35, 70 and 140 mg of LA for each
1 kg ration when exposed to a hypoxia/re-oxygenation. We used juvenile male and
female shrimps with initial weight of 2.07 g (+ 0.24). The activity of glutathione-S-
transferase (GST) increased in a dose of 70 mg AL/kg in the gills; however, in the
hepatopancreas response was biphasic, sometimes increasing and sometimes
decreasing. The analysis of the levels of lipid peroxidation (TBARS) in gills showed
that LA induced a strong antioxidant effect at a dose of 70 mg/kg after 4 h of re-
oxygenation. In the AL hepatopancreas decreased levels of TBARS after 0.5 h re-
oxygenation in a dose of 35 mg AL/kg, and after 4 hours resulted in pro-oxidant effect.
In assessing the total antioxidant capacity against peroxy-radicals was found that in
normoxia the doses of 70 and 140 mg AL/kg induced an antioxidant effect in the gills of
the shrimp. In the hepatopancreas, in normoxia, the dose of 70 mg AL/kg provided an
antioxidant effect, whereas in organisms subjected to hypoxia/re-oxygenation was
found that the dose of 140 mg AL/kg caused an increase in antioxidant capacity. Still,
the two higher doses of LA (70 and 140 mg/kg) there was an increase in weight of
shrimp. It is suggested that the optimal dose is 70 mg of the AL to 1 kg, by offering
better results in biochemical analysis and to induce weight gain to shrimp which

reached the final weight of 7.94 g (+ 0, 15).

KEY WORDS: Litopenaeus vannamei, lipoic acid, hypoxia/re-oxygenation, glutathione

S-transferase, lipid peroxidation, antioxidant capacity.



1 INTRODUCAO

Desde o momento em que a pesca vem a cada ano reduzindo o nivel de captura
em fun¢do das principais areas de pesca ja atingiram seu maximo potencial de extragao,
a aquicultura surgiu como uma alternativa de contribuir para o aumento da demanda por
produtos aquaticos como resultado do crescimento da populacdo mundial. Contudo, o
grande desafio para a solidificagdo da atividade aquicola esta em proporcionar aumento
da produtividade de produtos marinhos, assim como proporcionar diversidade de
espécies cultivadas além do importante desafio de simular um ambiente de cultivo bem

proximo ao ambiente natural a qual a espécie alvo tinha por habitat (FAO 2008).

Nos ultimos 50 anos a aquicultura mundial apresentou grande crescimento,
comprovado pelo aumento de produ¢dao de 1 milhdo de toneladas em 1950 a 51,7
milhdes de toneladas em 2006 (FAO 2008). Em termos monetarios, isso representa a
movimentagdo de 70,3 bilhdes de dolares do setor aquicola mundial. No entanto, ha
uma clara assimetria de producdo uma vez que deste montante 69,6% foi gerado pela
China (representando 51,5 milhdes de toneladas — 78,1%, seguidos por outros setores
asiaticos e da regiao do Pacifico com 21,9%. Depois vem Europa ocidental contribuindo
com 3,5% (2,1 milhdes de toneladas — 5,4 bilhdes de dolares). Europa central e oriental
aportam com 0,4% (250 mil toneladas) da produg¢do e América Latina e Caribe com
2,3%. Seguem América do Norte com 1,3% e por fim Oriente médio com 0,9% e Africa
com 0,2% (FAO 2006; FAO 2008). Em 2006, o crescimento anual da China foi de
19,4%, representando 89% em quantidade de produgdo (77% em valor). América Latina
e Caribe obtiveram maior crescimento anual com 22%, seguidos por Oriente Médio

20% e Africa 12,7% (FAO 2008).

Acompanhando as exigéncias de mercado, cada regido d4 um maior enfoque as
espécies de maior demanda. Para tanto, em termos globais, a maior producao sao
plantas aquaticas; seguidos de cultivo de ciprinideos; ostras e peneideos. As maiores
producdes de ostras vém da regido do Pacifico. Assim como as de salmonideos da
Europa Ocidental (principalmente do norte do continente) e carpas que lideram tanto em
quantidade quanto em valor a producao no leste e regido central da Europa. Na América
do Norte domina a espécie bagre do canal (Ictalurus punctatus). No Canada o salmao

do Pacifico (género Omncorhynchus). Na América Latina e Caribe o cultivo de
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salmonideos ultrapassou ao de camardo devido a prolifercdo de doencas em grandes
areas de produgdo e o rapido crescimento da produgdo de salmao (Salmo salar) no
Chile. Na regido africana, a Nigéria descata-se com producao de tilapias (Oreochromis
niloticus) e outros peixes de dgua doce (FAO 2006). Segundo dados mais recentes, a
China continua sendo o maior produtor de pescado com 51,5 milhdes de toneladas em
2006 (17,1 e 34,4 milhdes provenientes da pesca de captura e aquicultura,

respectivamente) (FAO 2008).

Efetuando uma discriminagdao da producgao temos que China, India, Filipinas,
Indonésia, Japdo, Vietna e Tailandia compdem as sete principais nagdes produtoras do
mundo. Em 2004, a maricultura (cultivo de organismos marinhos) produziu 30,2
milhdes de toneladas correspondendo a 50,9% do total global, tendo em moluscos e
plantas aqudaticas seus maiores produtos (42,9% e 45,9% respectivamente). A
aquicultura de dgua doce contribui com 25,8 milhdes de toneladas (43,5%), consistindo
basicamente na producdo de peixe. Cultivos em ambientes de agua salobra com 3,4
milhdes de toneladas (5,7%), sendo a maior parte composta por camardes peneideos
(63,1%) e peixes (34%), com destaque para “milkfish” (Chanos chanos) e tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) no Egito (FAO 2006). Em 2006, comparando a taxa de
crescimento anual aquicola a ordem dos principais paises passou a ser China, India,
Vietna, Tailandia, Bangladesh, Chile, Japao, Noruega e Filipinas (excluindo os dados de
producdo de plantas aquaticas). A contribuicdo de crustaceos no abastecimento mundial
tem crescido rapidamente na Ultima década, com 42% da producdo mundial (70% de

camardes peneideos) (FAO 2008).

Ainda quando as regras para exercer a atividade aquicola ndo estavam
estabelecidas iniciou-se a introdugdo de espécies exoticas (animais ou vegetais que se
fixam em locais onde ndo sao naturalmente encontradas). A principio a maior vantagem
deste procedimento era a superioridade em termos de crescimento dessas espécies, a
posteriori constatou-se que elas levavam vantagem também por apresentar taxa de
conversao alimentar mais eficiente, serem resistentes a doengas e maior tolerancia ao

adensamento (FAO 2006).

Assim como no mundo, a aquicultura no Brasil estd galgada na produgao

economicamente rentavel, ambientalmente sustavel e socialmente aplicavel. O
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crescimento da aquicultura brasileira deve-se a estabilizacdo de pescado, ao
desenvolvimento tecnologico ao incrementar alimento como resultado do aumento
populacional, introdu¢do de novas espécies, utilizacdo de outros ambientes, maior

produtividade por area (IBAMA 2008).

O Brasil possue uma grande extensao territorial o que lhe permite obter grandes
produgdes aquicolas tanto seja esta efetuada em 4dgua doce ou salgada. Além disso, entre
as regides norte e sul do pais, existem diferencas caracteristicas de clima, por esta
favoravel particularidade cada regido oferece condi¢des para que o Brasil oferte uma
variedade de espécies durante todo ano, a faixa litorAnea brasileira corresponde a
aproximadamente 8.500 Km, e o cultivo de organismos marinhos representam apenas
15% do que o Brasil captura na pesca extrativa (Diegues 2006). O estudo de Sanches et
al. (2008) esclarece que a atividade vem ganhando impulso nos tltimos anos devido aos
bons resultados das pesquisas realizadas por universidades e instituigdes € por isso

despertando interesse de empresas privadas.

Na década de 90, com intuito de desenvolver a carcinicultura brasileira em
ambito empresarial, a espécie L. vannamei foi introduzida no pais por apresentar
capacidade de adaptagdo a diferentes condi¢des de cultivo, incluindo variagdes de
parametros fisico-quimicos e boa taxa de reproducdo em ambientes confinados
(Holhtuis 1980; Santos & Coelho 2002). Na atualidade, acultivo de camardo ¢ o
segmento mais expressivo da maricultura no Brasil, tanto em termos de volume quanto
em geracdo de renda, esta atividade teve seu momento mais significativo, em 2004,
quando a producdo mundial foi de 90.000 toneladas da espécie de Litopenaeus
vannamei (FAO 2006). Em 2004 o volume de producdo comecou a declinar, devido a
acao “anti-dumping” promovido pela “Southern Shrimp Alliance” e por enfermidades,
em particular a infec¢cdo causada pelo virus IMNV (virus da mionecrose infecciosa) que
se estendeu com rapidez por toda regido nordeste, o maior polo produtor, outro fator
ndo menos influente foi a ordem econdmica, que no segundo semestre de 2003,
registrou-se queda da moeda americana (dolar) em relacdo a moeda brasileira, com isso

a renda proveniente de exportacdes foi menor, desacelerando a producao (FAO 2006).

Em 2007 a produgao brasileira de camardo marinho chegou a ser estimada em 65

mil toneladas, com maior quantidade comercializada no mercado interno, apresentando
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portando gradativo crescimento como resultado da modificag@o no sistema de produgao
com a mudanga de cultivo extensivo para cultivo intensivo, somado ao uso de
tecnologias de recirculagdo e bioflocos, minimizando assim impactos ambientais

(Cavalli & Ferreira 2010).

Para que o crescimento da carcinicultura continue acelerado faz-se necessario
um mecanismo que proporcione ao camardo maior resisténcia fisiologica a fatores
ambientais ¢ um dos fatores a ser pesquisa ¢ o oxigénio dissolvido. A variagdo do
oxigénio dissolvido em ambiente de cultivo naturalmente ocorre ao longo do dia, pela
manha hé alta concentracdo de oxigénio dissolvido por meio da acdao do fitoplancton,
durante a noite essa concentracdo reduz-se. A falta de oxigénio, com a posterior re-
oxigenagdo ¢ um fator de estresse que pode afetar a capacidade de manter a homeostasia
e o metabolismo dos organismos em cultivo, comprometendo a taxa de crescimento,
sobrevivéncia, e sistema imune de camardes peneideos como L. vannamei. Deste modo,
mudangas em algumas varidveis ambientais abioticas podem aumentar a vulnerabilidade
do camardo a enfermidades por micro-organismos patdogenos presentes no ambiente de

cultivo (Zhou et al. 2009).

Em ambiente de cultivo quando ocorrem problemas com niveis de oxigénio
dissolvido, procura-se solucionar o problema com uso de aeradores, sopradores,
dilui¢do de perdxido de hidrogénio na agua, entre outros. Este tipo de procedimento
pode ocasionar problemas aos organismos em cultivo e, eventualmente, reduzir sua
resisténcia a enfermidades, pois nesta situagdo o organismo do camardo estd em
desequilibrio entre espécies reativas e sua capacidade antioxiante, este desequilibrio é

chamado de estresse oxidativo (Pinheiro et al. 2007; Zenteno-Savin et al. 2006).

Os camardes, como qualquer organismo aerdbico, sdo susceptiveis ao estresse
oxidativo, resultado da acdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem ser
provenientes do meio ambiente (exdgenas) ou gerada no proprio organismo
(enddgenas). Em uma situagdo de hipoxia/anoxia ocorre auto-degradagdo de ATP que
através de uma reagdo em cadeia ocorre formacdo de hipoxantina, quando o ocorre re-
oxigencao o oxigénio molecular age sobre a hipoxantina produzindo radial superoxido
(Oy7). Estas ERO agem sobre biomoléculas que compdem membranas celulares,

proteinas, DNA e RNA, os efeitos negativos deste processo sdo combatidos ou
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amenizados pela a¢do de antioxidantes adicionados a dieta (Barreiros et al. 2006) ou
produzidos no préprio organismo. Em situagdo normal faz-se necessario o equilibrio
entre agentes pro-oxidantes e o sistema de defesa antioxidante, tanto enzimatico quanto

ndo enzimatico (Ferreira & Matsubara 1997).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas por diversos tipos de
tecidos por meio de reagdes de reducao do oxigénio molecular (O,), havendo formacgao
de multiplos elementos intermediarios toxicos e reativos, como por exemplo: radicais
superdxido (O;"), radicais hidroxil (HO") e peréxido de hidrogénio (H,O,) (Hermes-
Lima 2004). Em seres aerobicos, as principais fontes endogenas de produg¢do de ERO
sdo as mitocondrias, por meio da cadeia de transportes de elétrons, células fagociticas
(neutrofilos, mondcitos e macréfagos), reagdes de autoxidacdo e outras. Como fontes
exdgenas podem ser citadas drogas oxidantes (paracetamol, tetracloreto de carbono),

fumo, radiagdo ionizante e luz solar (Ferreira 2000).

Com excecdo do peroxido de hidrogénio que ¢ uma espécie reativa de oxigénio,
mas ndo ¢ um radical livre, o radical superéxido e radicais hidroxil sdo radicais livres
(RL) e, portanto, sdo espécies quimicas possuidoras de um ou mais elétrons nao
emparelhados. Os RL tém a peculiaridade especial de serem altamente reativos. Uma
vez formados, buscam estabilizar-se, cedendo ou capturando um elétron de espécies
quimicas vizinhas. Estas, por sua vez, viram RL e se estabilizam, tomando ou cedendo
elétrons de outras substincias. Cria-se uma reacdo em cadeia que termina por alterar a
estrutura ou as fun¢des de proteinas, fosfolipidios de membrana, acidos nucl€icos e
outros componentes celulares. Em organismos aerdbicos sdo produzidos vastas
quantidades de espécies reativas de oxigé€nio, responsaveis pelo envelhecimento

fisiologico (Hermes-Lima 2004; Riegel 2004).

O radical superdxido (O;7) € considerado um agente oxi-redutor, pela
capacidade em receber e doar elétrons. Este pode atingir a célula diretamente em uma
acao pro-inflamatdria ou indiretamente por geracdo de outros radicais (H,O, e HO).
Assim como ocorre também com peroxido de hidrogénio (H,0,), a formagdo direta
deste composto se da pela metabolizacao de acidos graxos nos peroxissomas, fagocitose
e outros processos celulares. Existem também formas indiretas de geragdo, como por

exemplo, a partir da dismutagdo do radical O, por resultado da oxidagdo aerdbica de
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substratos e acdo da enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD). Em
concentragdes fisiologicas, o radical H,O, pode nao ser toxico as células, contudo a
toxicidade torna-se evidente quando em contato com formas reduzidas de metais de
transicdo (Fe™ ou Cu™), o que origina radical hidroxil (HO") que ¢ altamente danoso aos

tecidos (Hermes-Lima 2004).

O sistema de defesa contra ERO incluem processos enzimaticos e nao-
enzimaticos que se sucedem a nivel celular (Otsuka 2004). Tao natural como a
formagdo de ERO ¢ a existéncia de substancias capazes de neutralizar as ERO, esses
varredores (“scavengers”) t€ém a propriedade de receber ou ceder elétron, interrompendo
as reagdes de propagagdo. Nos organismos aerdbios existem enzimas antioxidantes
como a superdxido demutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidades (GPx)

(Bisbal et al. 2010)

As ERO como o anion superédxido (O, "); radical hidroxila (HO") e o peroxido de
hidrogénio (H,O,) sdo produzidas no organismo em condi¢des fisioldgicas tanto
normais quanto patologicas (Wajner et al. 2004). A necessidade de prevenir e/ou
interceptar ERO, no decorrer da evolucdo, acarretou no desenvolvimento de defesas
antioxidantes, comumente divididas em enzimaticas ¢ nao-enzimaticas. Dentre as
defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, o tripeptideo glutationa (GSH) ¢é considerado a

primeira a¢do de defesa contra ERO (Anderson 1998; Dickinson & Forman 2002).

Os antioxidantes enzimaticos protegem os organismos quando proporciona a
decomposic¢ao de radical anion superoxido (O;) ou ainda a degradacao de agentes pro-
oxidantes menos reativos como o perdxido de hidrogénio (H,O;). Antioxidantes nao
enzimaticos como o a-tocoferol, carotendides e flavonoides, entre outros, interferem na
acao das ERO ou regeneram danos causados a sistemas biologicos essenciais (Barreiros
et al. 2006). Dentre os antioxidantes ndo-enzimaticos cabe também mencionar o acido
lipéico (AL), uma molécula com caracteristicas hidro e lipossolivel. Os multiplos
efeitos do acido lipdico em tratamentos de diabetes, Alzheimer e hipertensdo, por
exemplo, mostra seu grande potencial em tratamentos de doengas humanas, além disto,
em peixes como o pacu o acido lipodico restaura os niveis de acido ascorbico (Terjesen

et al. 2004; Trattner et al. 2007).
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O 4cido lipdico e sua forma reduzida, o acido dihidrolipodico, preenchem todos
os critérios avaliados na andlise do potencial antioxidante de um composto: quelam
metais, sao varredores de ERO, participam da reciclagem de outras moléculas
antioxidantes e do reparo de moléculas danificadas pelo estresse oxidativo (Packer et al.
1995). O 4cido lipdico a principio foi classificado como vitamina, contudo
posteriormente foi constatado que este composto ¢ sintetizado em células animais
(Carreau 1979), atuando como co-fator em complexos multi-enzimaticos que catalisam
reagcoes de descarboxilagao oxidativa no ciclo de Krebs (Packer et al. 1995). Nas
ultimas décadas o acido lipdico tem recebido atengdo devido a sua fungdo antioxidante,
além de indicar beneficios em usos terapéuticos, como mencionado anteriormente

(Biewenga & Haenen 1997).

Assim como ocorre em processos fisiologicos de isquemia seguida de re-
perfusdo (Halliwell & Gutteridge 2007), situagdes de anoxia/hipdxia seguida de re-
oxigenagdo podem ser deletérias para organismos aquaticos. O trabalho de Zenteno-
Savin et al. (2006) mostra que hipoxia seguida de re-oxigenacdo aumenta os niveis do
anion superdxido (O,") no musculo e no hepatopancreas do camardo Lifopenaeus
vannamei. O proprio sistema imune de crusticeos através da atividade da
profenoloxidase (Soderhéll & Cerenius 1998) ¢ fonte geradora de espécies reativas de
oxigénio, existindo uma correlacdo entre a atividade desta enzima e os niveis circulantes

de carotendides no crustaceo Gammarus pulex (Cornet et al. 2007).

O papel do 4cido lipdico no re-estabelecimento dos niveis de acido ascorbico no
pacu (Piaractus mesopotamicus) ¢ importante desde o ponto de vista bioquimico e
fisiologico. O pacu, assim como outros teledsteos, ndo sintetiza o acido ascorbico,
sendo este, portanto, uma vitamina. Sua deficiéncia induz uma redugdo de crescimento e
maior suscetibilidade a véarios tipos de doencas. Em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e carpas (Cyprinus carpio) a deficiéncia de vitamina C provoca anorexia,
lordose, escoliose, hemorragias, deformagdes em branquias, exoftalmia (Trattner et al.

2007).

No entanto, ainda ndo ha at¢ o momento bibliografia que analise o efeito do
acido lipdico em crustaceos, o que certamente indica a necessidade de gerar informagao

a respeito. Contudo, trabalhos realizados com suplementagdo de a-tocoferol no
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caranguejo Neohelice granulata mostraram que este antioxidante modula a resposta em
termos da atividade da glutationa-S-transferase branquial em organismos confrontados
com a cianotoxina microcistina (Pinho et al. 2005). No trabalho de Monserrat et al.
(2008), ¢ mostrado que hé reducdo de proteinas oxidadas em musculo e figado do peixe
Corydoras paleatus que tinham sido alimentados com ragdo suplementada com dacido
lipoico. Desta forma, pode-se pelo menos inferir a utilidade potencial da utilizacao de

ragdes enriquecidas com antioxidantes em atividades de carcinicultura.

O camarao branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei ¢ uma espécie muito
cultivada e que apresenta ampla tolerancia a salinidade. Li ef al. (2008) mostraram que
em baixas salinidades ocorre indugdo da atividade de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Deste modo considera-se possivel a
utilizacdo de rac¢des enriquecidas com antioxidantes para assim confrontar eventuais
variaveis de fatores abidticos. O estudo de Mohankumar & Ramasamy (2006) mostra
que ha reducio significativa na atividade enzimatica antioxidante em presenga do virus
da mancha branca (“white spot”), sendo que estes autores observaram diminui¢do da
atividade enzimdtica com a progressdo da infec¢do, indicando assim um aumento do

nivel de estresse oxidativo numa doenga freqiiente em camardes cultivados.

O camardo L. vannamei ¢ a espécie de maior interesse econdomico nos ultimos
anos no mundo, por isso muitos trabalhos sdo executados com o intuito de proporcionar
condi¢gdes proximas ao ideal para o crescimento da espécie em ambiente de cultivo.
Entre os problemas que acontecem nacultivo de organismos aquaticos, inclui-se a
variacdo do oxigénio dissolvido ao longo do dia ou ainda por falhas mecanicas nos
sistemas de oxigenagdo, assim, a diminuicao (hipoxia) ou a falta de oxigénio (andxia) €
um fator de estresse que pode alterar o balanco entre niveis de pro-oxidantes a
antioxidantes, com potencialidade de induzir efeitos deletérios nos organismos
(Pinheiro et al. 2007, Zenteno-Savin et al. 2006). Além disso, variacdes nas
concentragdes de oxigénio dissolvido sdo muito expressivas ao longo das atividades de
cultivo. Nos periodos diurnos as concentragdes de oxigénio dissolvido sdo elevadas
devido a atividade fotossintética do fitoplancton presente nos viveiros de cultivo,
alcancando niveis acima de 5 mg/L. Entretanto, nos periodos noturnos e principalmente

antes do amanhecer as concentragdes podem ser muito baixas, muitas vezes alcangando
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concentragdes sub-letais que podem afetar o crescimento dos camardes, ¢ ainda com
menor frequéncia concentragdes muito baixas (menos que 1 mg/L) que podem causar

mortalidades massivas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Submeter o camardo branco Litopenaeus vannamei (Crustacea, Penaeidae), a
uma racao enriquecida com acido lipoico e verificar seu efeito em termos de modulagdo
do sistema antioxidante e aumento da capacidade de resisténcia frente a uma situacao de

hipoxia/re-oxigenacao subita, em branquias e hepatopancreas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar a resposta do hepatopancreas e branquias de L. vannamei apos
submeter o camardo a uma condicdo de hipdxia/re-oxigenag¢do subita, analisando o

papel do acido lipdico em modular respostas:

= Da atividade da enzima glutationa-S-transferase;
= Da capacidade antioxidante total;

= Estresse oxidativo (peroxidacdo lipidica).

— Avaliar o efeito da suplementacdo com acido lipdico na ragdao de L. vannamei

na variagao de crescimento.

3 HIPOTESES

—O 4acido lipoico influéncia nos niveis de pardmetros bioquimicos e

crescimento?
—Hipoxia e re-oxigenacao influenciam nos niveis de paradmetros bioquimicos?

—0 acido lipdéico minimiza ou anula os efeitos da hipoxia/re-oxigenacao do

ponto de vista bioquimico?
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os camardes utilizados foram da espécie Litopenaeus vannamei (Fig. 1), machos
e fémeas juvenis, provenientes do setor de larvicultura da Estacdo Marinha de
Aquacultura (EMA), Universidade Federal do Rio Grande — FURG, que apos 30 dias
foram retirados e transferidos para viveiros bergdrios. O experimento foi realizado
durante 45 dias, nos meses de fevereiro e margo de 2010, na sala experimental da EMA.
Os organismos permaneceram a temperatura ambiente (ou agua) (32° C), em agua

salgada com salinidade de 32 e com aeracdo em acima de 5 mg/l, com pH entre 6 ¢ 9.

Figura 1 — Exemplares de Litopenaeus vannamei utilizados nos ensaios.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 16 tanques plasticos de 50 L cada, com renovacao entre 20% -
40% de agua. Os camardes (2,07 g + 0,24) foram estocados na densidade de 40

- . ~ 2 e e,
camardes por tanque (aproximadamente 200 camardes por m”) distribuidos em:
- Tratamento controle, sem adi¢do de acido lipdico na ragdo,

- Tratamento 35 com AL, na propor¢do de 35 mg de acido lipdico (AL) por 1 kg

de ragao,
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- Tratamento 70 com AL, na propor¢ao de 70 mg de acido lipéico (AL) por 1 kg

de racgao,

- Tratamento 140 com AL, na propor¢do de 140 mg de 4cido lipdico (AL) por 1
kg de ragao.

Cabe mencionar que as doses selecionadas foram feitas com base em ensaios
semelhantes realizados com peixes (Monserrat et al. 2008). Todos os tratamentos foram

realizados em triplicata (Fig. 2a e 2b).

A ragdo utilizada foi & racdo comercial PurinaR® contendo 45% de proteina
bruta (11% de umidade; 13% de cinzas; 0,1% de fibras; 6% de lipidios; 0,1 mg/kg de
fosforo; 0,01 mg/kg de célcio; 0,09 kcal/kg de energia) fornecida trés vezes ao dia (8;
15 € 22 h) a 3% do valor da biomassa do camardo. O 4cido lipoico foi misturado a ragao
e agua destilada (Fig. 3 e 4), depois seco a 50°C para obtengdo dos pellets (Fig. 5)
(Monserrat ef al. 2008). A racdo do grupo controle passou pelo mesmo processo, porém

sem adicao de 4cido lipdico.
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Figura 3 — Material para preparo da racao e racao com acido lipoico.
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Figura 2a — Desenho experimental.




Figura 5 — Ragdo seca em estufa a 50°C.
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4.3 ANALISE DA AGUA

Foram medidos diariamente os parametros fisicos e quimicos da dgua, incluindo
oxigénio dissolvido (mg/l), temperatura da dgua (°C), salinidade e pH através do

medidor multiparametro YSI (Fig. 6).

Figura 6 — Multiparametro YSI.

4.4 METODOLOGIA PARA INDUZIR HIPOXIA

Ap0s 45 dias, os camardes foram submetidos a hipéxia. Uma semana antes deste
processo, foram destinados dois tanques para o estado de normoéxia e dois tanques em
estado de hipoxia para cada dose de acido lipdico analisada (Fig. 7). Os tanques em
estado de normoéxia permaneceram em constante aeracdo. Nos tanques em estado de
hipéxia a areacdo foi desligada até que o oxigénio dissolvido atingissem 3 mg/l,
situacdo em que ainda ndo hd morte do animal (Zenteno-Savin et al. 2006), e entdo
religou-se a aeragdo. Apds isso os camardes foram sacrificados em intervalos de 0,5, 1 e
4 h, para analise das respostas bioquimicas. Primeiramente, os camardes foram imersos
em agua e gelo, até atingir o estado de letargia foram imersos em nitrogénio liquido

para maté-los.
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Figura 7 — Distribuicdo dos grupos experimentais em normoxia e hipoxia.
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4.5 DISSECACAO DOS CAMAROES

Depois de imersos no nitrogénio liquido os camardes foram colocados no freezer
para no dia seguinte efetuar o processo de dissecacdo, sendo retirado as branquias (Fig.8

e 9) e hepatopancreas (Fig. 10). As amostras foram entdo envolvidas em papel aluminio

devidamente etiquetadas (Fig. 11) e armazenadas em nitrogénio liquido (Fig. 12).

Figura 8 — Branquia. Figura 9 — Retirada da branquia.

Figura 10 — Hepatopancreas.
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Figura 11 — Papel aluminio etiquetados e amostras de branquias e hepatopancrea.

e e
(X122 1l
o @

Figura 12 — Balao de nitrogénio liquido.
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4.6 HOMOGENEIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram homogeneizadas com tampao de homogeneizacdo de
crustaceos para dosagens de enzimas antioxidantes composta por Tris, EDTA, DTT,
sacarose, KClI e dissolvidos em agua MilliQ, pH 7,2. O Tris ¢ um composto organico
com férmula (HOCH;);CNH,, conhecido como tris(thidroximetil)aminometano, e
utilizado como substincia tamponante. O EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético
(C1oH16N2Og) € um composto organico que age como agente quelante, formando
complexos muito estdveis com diversos ions metalicos, entre eles magnésio e célcio, em
valores de pH acima de 7, como ¢ o caso do tampao utilizado neste trabalho. Este
composto inibe assim a acdo de proteases calcio dependentes. DTT, ditiotreitol
(C4H100,S,), € um agente redutor que quebra pontes dissulfureto, entre aminoacidos
como cisteina e metionina, reduzindo esta ligacdo (Figueiredo, 2010). A sacarose
(C12H22011) tem a capacidade de precipitar proteinas e manter as condi¢cdes Otimas de
pH. Cloreto de potassio (KCI) ¢ utilizado para promover o equilibrio acido-base na
solugdo. As amostras foram pesadas (Fig. 13), entdo utilizadas a propor¢ao de 1:5; ou
seja, o peso da amostra vezes 5 que entdo fornecia o volume de tampdo a ser
adicionado. Depois de homogeneizado (Fig. 14) e centrifugado, com forga centrifuga de
9000 x g, durante 30 minutos, em temperatura de 4°C (Fig. 15), foi retirado o
sobrenadante que era divido em trés aliquotas para posterior analise de glutationa-S-
transferase (GST), TBARS (avalia a peroxidacdo lipidica), e capacidade antioxidante
(ACAP).

Figura 13 — Pesagem das amostras.
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Figura 15 — Centrifuga.
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4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA-S-
TRANSFERASE (GST)

A enzima GST catalisa reagdes de conjugacdo de grande variedade de
xenobioticos com o tripeptideo glutationa (GSH), em um processo que ajuda na
detoxificagdo celular. Sendo assim, a analise de enzimas ¢ indicada para estudos das

condi¢cdes de satde dos animais (Huber et al. 2008).

Os reagentes utilizados para andlise se GST foram: tampao de reacdo (ou tampao
fosfato), composto de fosfato de potassio (0,1 M) preparado a partir de fosfato de
potéassio monobasico (KH,PO4) e fosfato de potassio dibasico (K,HPOj), dissolvido em
agua MilliQ e pH fixado em 7,0, CNDB (1-cloro-2,4 di-nitrobenzeno dissolvido em
etanol 100% e a Glutationa reduzida (GSH) dissolvido em tampao fosfato. Em tubo
Falcon de 15 ml coloca-se 3,8 ml de tampao de reagdo, que serdo incubados e banho-
maria a 25° C (no minimo 15 minutos antes da montagem da placa). Inicia-se, entdo a
montagem da placa (Fig. 16), com a aplicacdo de 15 pL de amostra em triplicata nos
pocos, nos brancos acrescenta-se tampdo de reagdo que se faz em duplicata em
microplaca transparente. Coloca-se 80 pL de CNDB no tudo Falcon que estd em banho-
maria, retirando-se 235 pL desta mistura (tampao + CNDB) e colocando em cada poga.
Por fim adiciona-se 10 pL de GSH nas pogas com pipeta de repeticao. Finalmente sdo
feitas as leituras em espectrofluorimetro com leitora de placas (Victor 2, Perkin Elmer;

Fig. 17).

\«;

Figura 16 — Montagem da placa.
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Figura 17 — Espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer).

4.8 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE PEROXIDACAO LIPIDICA

Para determinacdo de dano oxidativo lipidico, a peroxidacdo de lipidios foi
determinada pelo método TBARS de acordo com Oakes & Van der Kraak (2003). Este
método envolve a reacdo do malondialdeido (MDA), um produto de degradacdo de
lipidios peroxidados, com o &cido tiobarbitirico (TBA) sob condicdes de alta

temperatura e acidez, gerando um cromégeno que ¢ quantificado por fluorometria.

Os reagentes utilizados foram solucao estoque de hidroxitoluenobutilado (BHT)
na proporcao de 15,5 mg de BHT para 50 ml de etanol. Usou-se também uma solucao
de acido acético a 20% e ajustado o pH a 3,5 ¢ uma solucdo de 4cido tiobarbitirico
(TBA) a 0,8%, ou seja, 0,4 g de TBA em 50 mL de agua Milli Q. Esta solugdo sempre
era preparada no momento de efetuar a dosagem, aquecendo a 4gua para facilitar a
dissolugdo e utilizando a solucdo posteriormente a temperatura ambiente. Foi também
preparada uma solu¢@o de SDS (dodecil sulfato de sodio) 8,1% (4,05 g de SDS para 50
ml de agua destilada), que na dosagem de TBARS o SDS ¢ um detergente que facilita a

extra¢gdo de malondialdeido.
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No método TBARS por fluorometria ¢ determinada a fluorescéncia das amostras
e da curva padrao. A curva padrdo ¢ construida através de uma dilui¢ao seriada, onde
primeiramente adiciona-se 5 pL de 1,1,3,3-tetramethoxypropano (TMP) a 25 ml de
agua Milli Q. Por diluicdo eram obtidas logo solu¢des contendo 6,25; 3,125; 1,5625;
0,78; 0,39; 0,195; 0,0975; 0,04887; 0,0243 ¢ 0,0121 nmol de TMP (Fig.18).

Em seguida, adiciona-se 10 pL de amostra e 41,2 puL. de cada padrdo em tubos
de vidro (em duplicata). Adiciona-se 20 uL de solugdo estoque de BHT, apenas em
tubos referentes as amostras. Adiciona-se a seguir 150 pL da solugdo de 4cido acético
20% e logo 150 pL da solugdo de TBA 0,8%. Posteriormente, foram adicionados 50 pL.
de 4dgua Milli Q e logo 20 uL de SDS 8,1%. Apds misturar em vortex, os tubos eram
aquecidos em banho-maria a 95 °C por 30 minutos (Fig.19). Logo os tubos eram
esfriados por 10 minutos a temperatura ambiente. Depois disso, em capela, eram
adicionados 100 pL de 4gua Milli Q em cada tubo e a seguir 500 pL de n-butanol. Apos
misturar em vortex, depois centrifugados 3.000 x g por 10 minutos a 15°C, para
promover a separagdo da fase aquosa da alcoodlica. A seguir eram removidos 150 pL da
fase organica (sobrenadante), sendo adicionada em microplacas brancas para
fluorescéncia (Fig. 20). Finalmente procedia-se a fazer a leitura em fluorimetro, com
comprimento de excitagdo de 520 nm e emissdo de 580 nm (Victor 2, Perkin Elmer)
(Fig. 21). Os resultados foram expressos em nmol de equivalentes de TMP por mg de

tecido fresco.

O malondialdeido (MDA) ¢, portanto um produto da peroxidagao lipidica, sendo
utilizado como indicador de radial livre nos tecidos e possui acdo citotoxica e
genotdxica. Deste modo, a quantificacdo de MDA nos tecidos torna-se importante como
parametro de avaliacao do estresse oxidativo na célula. Entdo o principio deste método
quantifica a soma de diferentes sustancias reativas ao acido tiobarbiturico, denominado
TBARS. Logo, a quantificagdo de MDA ¢ utilizada como marcador do dano oxidativo

em moléculas lipidicas (Hermes-Lima 2004).
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Figura 20 — Remocgao 150 pL da fase organica e adi¢do a microplacas brancas para

fluorescéncia.
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Figura 21 — Leitura em fluorimetro.

4.9 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

Avalia-se capacidade antioxidante total contra peroxi-radicais através da
determinagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em amostras de tecido. Esta
metodologia seguiu o protocolo de Amado et al. (2009). Os reagentes utilizados foram
tampao de reagdo, composto por 0,3575 g de 4acido etanosulfonico 4.2-hidroxietil
piperazina-1 (HEPES), 0,7455 g de cloreto de potassio (KCl), 0,0102 g de cloreto de
magnésio (MgCl,) dissolvidos em 50 ml de dgua Milli Q com pH ajustado em 7,2. Ao
momento da dosagem foi preparada uma solugdo estoque de 2,7 diclorofluresceina
(H.DCFDA), dissolvendo 0,5 mg de H,DCFDA dissolvido 4,275 ml de etanol 100%.
Foi preparada também uma solugdo de 2,2- azobis2metilpropianoamidinadihidrocloreto
(ABAP), dissolvendo 0,0271 g de ABAP para 2,5 ml de agua MilliQ. Antes do ensaio
ajusta-se a concentra¢do de proteina na quantidade adequada para o tipo de tecido
analisado, sendo que neste trabalho a quantidade de proteina foi fixada em 2 mg/ml.
Para o ensaio, em cada poga adiciona-se 127,5 pL de tampao de reagdo, 10 uL de
extrato de tecido, 7,5 pL de dgua MilliQ para as amostras sem ABAP ou 7,5 pL de

solucdo de ABAP, por este ser um gerador de radicais peroxil. Imediatamente antes de
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iniciada as leituras de fluorescéncia eram colocadas 10 pL de solu¢do de H,DCFDA. A
seguir era efetuada uma leitura imediata (leitura tempo zero) e logo a cada 5 minutos até
completar 30 minutos em fluorimetro de placas (Victor 2, Perkin Elmer; Fig. 22). As

leituras foram realizadas a 37 °C para promover a geragdo de peroxi-radicais através da

termolise do ABAP.

Para a determinagdo de ERO o H,DCFDA ¢ utilizado por que na presenga de
ERO gera-se um fluorocromo que sera detectado utilizando comprimento de ondas 488
nm para excitacdo e emissdo, respectivamente. Portanto, este método quantifica a
capacidade que o tecido possui em neutralizar as ERO, podendo ser defesas

antioxidantes enzimaticas e/ou ndo enzimaticas.

O célculo da capacidade antioxidante ¢ feito através do céalculo da érea relativa

de com acordo com a formula:

Area Relativa = (Area com ABAP — Area sem ABAP)

Area sem ABAP

A area relativa significa a capacidade antioxidante, onde menores valores da

area relativa indicam uma maior capacidade antioxidante.
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Figura 22 — Leitura em fluorimetro a cada 5 minutos por 30 minutos.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados foram expressos como média + desvio padrao. Os resultados obtidos
para cada o6rgdo (hepatopancreas e branquias) e cada tempo de re-oxigenagdo foram
comparados pelo do teste de ANOVA de dois fatores, sendo os fatores a concentragao
de acido lipdico e a situagdo experimental (normoxia ou hipdxia/re-oxigenagao). Em
todos os casos foi utilizado um nivel de significancia de 5%. Previamente os pré-
supostos de normalidade e homogeneidade de varidncias foram analisados.
Comparacdes a posteriori foram realizadas utilizando o teste de Newman-Keuls ou

contrastes ortogonais.
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5 RESULTADOS
5.1 PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DA AGUA

O pH médio foi de 7,77 + 0,02, a salinidade média foi de 29,72 +0,04, a
temperatura média foi de 27,71 + 0,04 e a concentracdo média de oxigénio dissolvido

foi de 6,52 mg/L (+0,17).

52 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA-S-
TRANSFERASE (GST)

5.2.1 Branquias

Em branquias, apds a re-oxigenacdo no tempo de 0,5 h, o tratamento que
apresentou maior atividade da GST foi o tratamento 70 (70 mg de AL para 1 kg de
racdo) apresentando diferenca significativa com o controle (p<0,05) na situacdo de
normoxia. No entanto, na condi¢do de hipdxia/re-oxigenagdo nao foi observada resposta

induzida pelo AL (Fig. 23A).

Para o tempo de 1 h, houve aumento substancial da atividade da GST (p<0,05)
em todos os tratamentos (35, 70 e 140 mg de AL para 1 kg de ragdo) quando comparada
as atividade no tempo de 0,5h (Fig. 23B). Na condi¢do de normoxia, o tratamento 35
(35 mg de AL para 1 kg de racdo) induziu maior atividade da GST comparada ao grupo
controle. No grupo que sofreu hipoxia/re-oxigenagdo os tratamentos 35 e 70 foram os
que induziram maior atividade da GST quando comparada ao grupo controle (p<0,05;

Fig. 23B).

No tempo de 4 h, foi constatado aumento (p<0,05) na atividade da GST apenas
para o tratamento 140 dentre os organismos que receberam area¢do constante
(normoxia). Na situacdo de hipdxia/re-oxigenagao ndo houve diferenga significativa

entre dos tratamentos comparados ao grupo controle (p>0,05; Fig. 23C).
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Figura 23 — Atividade da glutationa-S-transferase (GST) nas branquias de L. vannamei
em relacdo a diferentes concentragdes de acido lipoico (0, 35, 70 e 140 mg por 1 kg de

racao) apos (A) 0,5 h; (B) 1 h; e (C) 4 h de re-oxigenacao.
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5.2.2 Hepatopiancreas

No hepatopancreas, no tempo de 0,5 h n3o houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos submetidos a diferentes doses de AL na condi¢do normoxia.

Na condi¢ao hipoxia/re-oxigena¢dao o AL ndo causou alteracdo na atividade da GST

(Fig. 24A).

Para o tempo de 1 h, verificou-se auséncia de efeito do AL na condigdo
normoéxica (p>0,05; Fig. 24A). Na situacdo de hipoxia/re-oxigenacdo foi apenas
constatada uma queda da atividade da GST na dose de 70 e 140mg AL/kg (p<0,05; (Fig.
24B).

Para o tempo de 4 h, nos grupos com aeragdo constante apenas o tratamento 140
foi que obteve a mesma atividade do grupo controle (p>0,05; Fig. 24C). Nos
tratamentos 35 e 70 mg de AL/kg de ra¢do foi observada menor atividade da GST
(p<0,05; Fig. 24C). Na situacdo de hipdxia/re-oxigenagdo ndo foi alterada a atividade da
GST comparada ao grupo com oxigénio constante (p>0,05). No entanto, nesta condi¢ao

o tratamento 70 teve menor atividade com relagdo ao grupo controle (p<0,05; Fig. 24C).
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Figura 24 — Atividade da glutationa-S-transferase (GST) em hepatopancreas de L.

vannamei em relacdo a diferentes concentragdes de acido lipoico (0, 35, 70 e 140 mg

por 1 kg de racdo) apos: (A) 0,5 h; (B) 1 h; e (C) 4 h apds re-oxigenacao.
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5.3 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE PEROXIDACAO LIPIDICA
5.3.1 Branquias

Tanto na situacdo normoéxica quanto na de hipdxia/re-oxigenagdo nao foram
constatadas influéncias do tratamento com as diferentes doses de AL para o tempo de
0,5 h (p>0,05; Fig. 25A). No entanto, entre estas duas condigdes (normoxia e
hipoxia/re-oxigenacao), por contrastes ortogonais na dose de 140 mg AL/kg observou-
se que a a¢do de hipdxia/re-oxigenagdo causou um aumento na peroxidacao lipidica nas

branquias do camarao (p<0,05) (Fig. 25A).

Para o tempo de 1 h na situagdo de normodxia foi constatada na dose de 140 mg
AL/kg um aumento da [MDA], verificando-se um efeito pré-oxidante do acido lipdico
(p>0,05; Fig. 25B). Nenhuma diferenca estatistica entre as diferentes doses de AL foi

verificada na situacdo de hipoxia/re-oxigenacao (p>0,05; Fig. 25B).

No tempo de 4 h, na situagcdo normoxica, a principal diferenca foi observada no
tratamento 70 (70 mg de AL para 1 kg de ragdo), no qual observa-se uma reducio da
[MDA] quando comparado ao controle (p<0,05; Fig. 25C). Na situacdo hipoxia/re-

oxigenagao foi verificado um resultado semelhante (p<0,05; Fig. 25C).
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Figura 25 — Quantificagdo da concentracdo de MDA nas branquias de L. vannamei em
relagdo a diferentes concentracdes de acido lipoico (0, 35, 70 e 140 mg por 1 kg de

racdo) apos : (A) 0,5 h; (B) 1 h; e (C) 4 h de re-oxigenacao.
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5.3.2 Hepatopancreas

Para o tempo de 0,5 h, na situagdo normoéxica, ndo foi verificado um efeito do
tratamento com AL na [MDA] (p>0,05; Fig. 26A). Na situacdo de hipoxia/re-
oxigenacao, o acido lipdico, na dose de 35 mg/kg atuou como antioxidante, evidenciado

pela queda da [MDA] (p<0,05; Fig. 26A).

Em 1 h, na situagdo normoxica, os tratamentos 35 e 140 mg AL/kg tiveram um
efeito pro-oxidante (p<0,05; Fig. 26B). Na situacdo de hipoxia/re-oxigenacdo, o
tratamento com acido lipdico ndo alterou os niveis de peroxidacao lipidica (p>0,05; Fig.

26B).

Em 4h, nao foi observado um efeito do acido lipdico na situagdo normoxica
(p>0,05; Fig. 26C), enquanto que na condi¢do hipdxia/re-oxigenagdo na dose de 35

mg/kg foi observado um efeito pro-oxidante do AL (p<0,05; Fig. 26C).
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Figura 26 — Quantifica¢ao da concentracdo de MDA em hepatopancreas de L. vannamei
em relagdo a diferentes concentracdes de 4cido lipdico (0, 35, 70 e 140 mg por 1 kg de

racdo) apos : (A) 0,5 h; (B) 1 h; e (C) 4 h de re-oxigenacao.
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5.4 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL
5.4.1 Branquia

Na situagdo normoxica, apds 0,5h, o tratamento 70 mg AL/kg aumentou a
capacidade antioxidante quando comparado ao grupo controle (p<0,05; Fig. 27A). Na
condicdo hipdxia/re-oxigenacdo ndo foram detectadas diferencas estatisticamente

significativas (p>0,05; Fig. 27A).

Em 1 h, na condi¢gdo normoéxica, novamente o tratamento 140 mg AL/kg foi
quem apresentou aumento da capacidade antioxidante, apresentando diferenca
significativa com o grupo controle (p<0,05; Fig. 27B). Para a condi¢do hipoxia/re-
oxigenagdo ndo houve diferenca significativa entre os diferentes tratamentos (p>0,05;

Fig. 27B).

Em 4 h, na condi¢do normoxica, as doses de 35 e 70 mg/kg de AL induziram
uma queda na capacidade antioxidante total em relacdo ao grupo controle (p<0,05; Fig.
27C). Na situacao de hipoxia/re-oxigenacao a perda da capacidade antioxidante total foi
registrada apenas na dose de 35 mg AL/kg (p<0,05; Fig. 27C). Foi também observado,
no grupo controle, que a condigdo de hipoxia/re-oxigenag¢do levou a uma perda da
capacidade antioxidante total quando comparada com a condi¢do normoxica (p<0,05;

Fig. 27C).
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Figura 27 — Capacidade antioxidante total em branquias de L. vannamei em relacdo a
diferentes concentragdes de acido lipdico (0, 35, 70 e 140 mg por 1 kg de ragdo) apds:

(A) 0,5 h; (B) 1 h; e (C) 4 h de re-oxigenacao.
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5.4.2 Hepatopancreas

Em 0,5 h, tanto na situagdo normoxica quando na situacdo de hipdxia/re-
oxigenac¢do ndo houve diferencas significativas entre os diferentes tratamentos (p>0,05;

Fig. 28A).

Em 1 h, efetuando contrastes ortogonais foi evidenciada um aumento da
capacidade antioxidante total na situagdo normoéxica nos camardes que receberam a
dose de 70 mg AL/kg quando comparado com o grupo controle (p<0,05; Fig. 28B). Na
condi¢cdo de hipoxia/re-oxigenacdo ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre os tratamentos (p>0,05; Fig. 28B).

Em 4 h, na situagdo normodxica ndo foram detectadas diferencas significativas
(p>0,05; Fig. 28C). No entanto, na situacdo de hipdxia/re-oxigenagdo os contrastes
ortogonais realizados indicaram um aumento da capacidade antioxidante total no grupo

de 140 mg AL/kg quando comparado com o grupo controle (p<0,05; Fig. 28C).
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Figura 28 — Capacidade antioxidante total nem hepatopancreas de L. vannamei em
relagdo a diferentes concentracdes de acido lipoico (0, 35, 70 e 140 mg por 1 kg de

racdo) apos: (A) 0,5 h; (B) 1 h; e (C) 4 h de re-oxigenacao.
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5.5 PESO

O 4cido lipdico induziu um ganho relativo de peso nas doses de 70 e 140 mg
AL/Kg quando comparado com o grupo controle (p<0,05; Fig. 29). Nao foram

detectados mortalidade em nenhum tratamento.
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Figura 29 — Ganho de peso do camardo Litopenaeus vannamei alimentado com ragdes

com diferentes concentracdes de acido lipdico.
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6 DISCUSSAO

Apds uma situacdo de hipoéxia num ambiente de cultivo existe a possibilidade de
que o dano causado pela re-oxigenagao subita seja de uma magnitude tal que as defesas
antioxidantes proprias do organismo nao sejam suficientes para impedir a geragdo de
estresse oxidativo. Para tanto, foi adotada o uso de uma estratégia de suplementagdo de
antioxidantes, especificamente do &cido lipodico (AL), baseando-se nos conceitos
enunciados por Packer et al. (1995), que consideram que o AL obedece a critérios que o
torna um antioxidante perfeito por quelar metal, ser facilmente absorvido pela dieta e

interceptar os radicais livres seja em ambientes aquosos ou lipidicos.

O acido lipoico tem sido referido como um antioxidante universal por atuar tanto
na membrana quanto na fase aquosa da célula proporcionando protecdo a membrana,
devido sua interagdo com a vitamina C e glutationa, as quais por sua vez podem reciclar
a vitamina E (Flora 2009). As propriedades do acido lipdico incluem também a
capacidade de reter espécies reativas de oxigénio (ERO) sendo estes radicais livres —
radicais superoxido (O,"), radicais hidroxil (HO’) — ou nao — perdxido de hidrogénio
(H,0,) — além de regenerar antioxidantes endogenos (Packer et al. 1995; Flora 2009;

Kiilkamp 2009)

Dentre as principais enzimas da defesa antioxidante podem ser citadas a
superoxido desmutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a glutationa redutase, a
producdo destas enzimas podem ser induzidas por espécies reativas de oxigénio (ERO)
e podem representar um aviso antecipado a sensiveis sinais incipientes de condi¢des de

estresse oxidativo (Bookovi¢ et al. 2008).

Os parametros fisicos € quimicos € o uso do AL ndo foram fatores limitantes
para o desempenho zootécnicos do camardo, visto que, o crescimento médio foide 5 g +
0,82 em 45 dias e a sobrevivéncia foi de 100% constatando-se que estes fatores nao

causaram mortalidade no animal.

Em condicdo de normoxia, com 1 h de re-oxigenagdo, observou-se um efeito
positivo do AL nas doses de 35 e 70 mg Al/kg em branquias, ndo havendo diferenca
significativa entre os dois tratamentos. De forma geral, em branquias, o melhor efeito

do 4cido lipdico em termos da atividade da GST deu-se com 70 mg por 1 kg de ragdo,
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no tempo de 1 h. Este resultado indica que o acido lipdico auxilia na manutencao de boa
capacidade de detoxificacdo quando o organismo do camardo sofre com variagdes
bruscas de oxigénio dissolvido. Indo de encontro aos resultados apresentados no
trabalho de Monserrat et al. (2008), no qual a atividade da GST ndo mostrou diferencas
significativas em branquias do peixe Corydoras paleatus suplementado com AL quando
comparados com os controles (sem AL), sendo registradas diferencas apenas no
cérebro. O trabalho de Ubirajara et al. (2005) determinou os efeitos da anoxia ambiental
e diferentes periodos de re-oxigenagdao (20 minutos ¢ 40 minutos) sobre o balango
oxidativo em branquias do caranguejo Neohelice (Chasmagnathus) granulata. Estes
autores registraram um aumento significativo da atividade de GST durante a andxia em
relagdo aos controles mantidos em condi¢dao aerdbica, porém apds 20 minutos de re-
oxigenagdo ocorreu diminui¢ado significativa na atividade de GST. Observa-se entdo que
a variagdo de oxigénio dissolvido acarreta danos oxidativos seja em ambiente natural ou
em ambiente de cultivo e os efeitos danosos ao animal ocorrem em longo prazo. Isto
sugere que, para o camardo, o uso do AL torna-se uma alternativa para reduzir estes

efeitos.

No hepatopancreas, o AL ndo promoveu um efeito marcante na atividade de
GST; resultado este enfatizado pela baixa atividade da GST em todos os tratamentos
(35, 70, 140 mg de AL por 1 kg de ragdao) e em todos os tempos (0,5h, 1h e 4h) que se
torna mais evidente quando estes dados sdo comparados com as atividades da GST nas
branquias nas mesmas condig¢des de tempo e tratamento. Deste modo o hepatopancreas
do camardo ndo aparenta ter uma elevada capacidade de detoxificagdo via reacdes de
fase Il quanto as branquias. Resultados semelhantes foram obtidos por Pinho et al
(2005a,b), nos quais foram registradas menores atividades da GST no hepatopancreas
do que nas branquias. Ainda, foi constatado que a suplementacdo com a-tocoferol
induziu um menor incremento na atividade da GST branquial quando expostos a
microcistina (Pinho et al. 2005a). O oposto foi observado por Zhang et al. (2010) em
hepatopancreas de juvenis do molusco Haliotis discus hanna, onde a atividade da GST
foi significativamente influenciada pelo AL, sendo aumentada em abalones alimentados
com dieta contendo 800 mg AL/kg, e diminuida no grupo suplementado com 3.200 mg
AL/kg.Por este dados pode se supor que em hepatopancreas a modulacdo da atividade

da GST através do uso um antioxidante ocorre apenas em altas doses, bem superiores
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daquelas analisadas no presente trabalho. Ainda, ¢ importante salientar os presentes
dados mostraram, ap6s 4 h, uma queda na atividade da GST no grupo de camardes
mantidos em normoxia, um resultado qualitativamente semelhante ao de Zhang et al.

(2010).

A glutationa-S-transferasepertence a um grupo de enzimas multifuncionais
envolvidas na biotransformagdo e detoxificagdo de xenobidticos, sua grande
caracteristica € proteger as células auxiliando na detoxificagdo contra danos oxidativos e
produtos derivados de processos peroxidativos (Van der Oost et al. 2003). Neste
trabalho, com 1 h de re-oxigenacdo, observou-se um efeito positivo do AL nas doses de
35 e 70 mg Al/kg em branquias, ndo havendo diferenga significativa entre os dois
tratamentos. De forma geral, em branquias, o melhor efeito do acido lipdico em termos
da atividade da GST deu-se com 70 mg por 1 kg de rag¢do, no tempo de 1 h, embora nao
haja diferenca significativa quando comparado as duas condi¢cdes (normoéxia e
hipoxia/re-oxigenagdo). Este resultado indica que o &cido lipdico auxilia na manutengao
de boa capacidade de detoxificagdo quando o organismo do camardo sofre com
variagoes bruscas de oxigénio dissolvido. Indo de encontro aos resultados apresentados
no trabalho de Monserrat et al. (2008), no qual a atividade da GST ndo mostrou
diferencas significativas em branquias do peixe Corydoras paleatus suplementado com
AL quando comparados com os controles (sem AL), sendo registradas diferencas

apenas no cérebro.

O trabalho de Ubirajara et al. (2005) determinou os efeitos da anoxia ambiental
e diferentes periodos de re-oxigenacdo (20 minutos e 40 minutos) sobre o balanco
oxidativo em branquias do caranguejo Neohelice (Chasmagnathus) granulata. Estes
autores registraram um aumento significativo da atividade de GST durante a andxia em
relagdo aos controles mantidos em condi¢dao aerdbica, porém apds 20 minutos de re-
oxigenagdo ocorreu diminui¢ado significativa na atividade de GST. Observa-se entdo que
a variagdo de oxigénio dissolvido acarreta danos oxidativos seja em ambiente natural ou
em ambiente de cultivo e os efeitos danosos ao animal ocorrem em longo prazo. Isto
sugere que, para o camarao, o uso do AL torna-se uma alternativa para reduzir estes

efeitos.
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No hepatopancreas, o AL ndo promoveu um efeito marcante na atividade de
GST; resultado este enfatizado pela baixa atividade da GST em todos os tratamentos
(35, 70, 140 mg de AL por 1 kg de ragao) e em todos os tempos (0,5h, 1h e 4h) que se
torna mais evidente quando estes dados sdo comparados com as atividades da GST nas
branquias nas mesmas condi¢des de tempo e tratamento. Deste modo o hepatopancreas
do camardo nao aparenta ter uma elevada capacidade de detoxificagdo via reacdes de
fase Il quanto as branquias. Resultados semelhantes foram obtidos por Pinho et al
(2005a,b), nos quais foram registradas menores atividades da GST no hepatopancreas
do que nas branquias. Ainda, foi constatado que a suplementacdo com a-tocoferol
induziu um menor incremento na atividade da GST branquial quando expostos a
microcistina (Pinho et al. 2005a). O oposto foi observado por Zhang et al. (2010) em
hepatopancreas de juvenis do molusco Haliotis discus hanna, onde a atividade da GST
foi significativamente influenciada pelo AL, sendo aumentada em abalones alimentados
com dieta contendo 800 mg AL/kg, e diminuida no grupo suplementado com 3.200 mg
AL/kg.Por este dados pode se supor que em hepatopancreas a modulacio da atividade
da GST através do uso um antioxidante ocorre apenas em altas doses, bem superiores
daquelas analisadas no presente trabalho. Ainda, ¢ importante salientar os presentes
dados mostraram, ap6s 4 h, uma queda na atividade da GST no grupo de camardes
mantidos em normoxia, um resultado qualitativamente semelhante ao de Zhang et al.

(2010).

Na determinacao dos niveis de peroxidagdo lipidica em branquias, a agdo do
acido lipdico foi eficaz, agindo de forma gradual do decorrer do tempo apds re-
oxigenacao (0,5; 1 e 4 h), tendo na concentragdo de 70 mg de AL para 1 kg de racdo a
dose mais eficiente. No trabalho de Ubirajara et al. (2005) os niveis de peroxidagdao
lipidica (TBARS) em branquias ndo mostraram nenhuma diferenca significativa seja
durante e apds 20 minutos de recuperagdo aerobica, contudo apds 40 minutos de
recuperacdo houve um aumento significativo de TBARS comparados aos controles.
Assim sendo, o processo de re-oxigenacdo em crustaceos de fato induz estresse
oxidativo, no entanto, mais uma vez o AL mostrou-se eficaz na recuperacao do
organismo com o desequilibrio oxidativo. No hepatopancreas, ao se comparar as
situagdes de normoxia e hipdxia/re-oxigenagao, o acido lipdico teve um efeito protetor

ap6s 0,5 h, uma vez que no grupo controle foi verificado um aumento dos niveis de
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TBARS, resposta que nio foi observada nos grupos que tiveram suplementa¢do com
este antioxidante. No entanto, 1 ¢ 4 h apos a re-oxigenagao foram registradas respostas
pré-oxidantes tanto na condi¢do normoéxica (35 mg/kg) quanto na condigdo de
hipdoxia/re-oxigenagdo. Neste caso, o AL pode ter atuado como agente pro-oxidante do
mesmo modo como ocorreu no trabalho de Zhang ef al. (2010), no qual o nivel de
peroxidacao lipidica no hepatopancreas nao foi significativamente influenciados pela
dieta com AL. Além disto, no trabalho de Zenteno-Savin et al. (2006) onde o camarao
L. vannamei foi exposto a hipoxia (1,0 + 0,05 mg O,/L) por até 24h, os efeitos da re-
oxigenagdo foram observados principalmente nas primeiras horas (6 e¢ 12h) no
hepatopancreas. Os resultados destes autores indicam que a exposi¢do a hipoxia nao
induz estresse oxidativo nos tecidos, sendo a re-oxigenacdo subita apds hipdxia o

processo que de fato induz estresse oxidativo no hepatopancreas.

Neste trabalho, a capacidade antioxidante nas branquias obteve melhores
resultados com aeracdo constantes para a dose de 70 mg/kg, apos 0,5 h e na dose de 140
mg/kg apds 1 h. Resultado semelhante foi observado para a dose de 70 mg/kg no
hepatopancreas apos 1 h e na dose de 140 mg/kg apos 4 h. Deste modo a capacidade
antioxidante tem relacdo direta com tempo/dose, ou seja, com aumento do tempo de re-
oxigenacao a capacidade antioxidante aumentou com a o aumento da dosagem de acido
lipoico. Essa relagdo pode ter conexdo com a variagdo da defesa antioxidante ao longo
do dia como constatado no trabalho de Maciel ef al. (2004) onde os maiores niveis de
defesa oxidante em branquias e hepatopancreas do caranguejo Neohelice
(Chasmagnathus) granulata ocorria em periodo de maior atividade do animal, periodo
de locomogdo e alimentacdo, propondo-se entdo que em momentos de maior consumo

de oxigénio ¢ 0 momento de maior produgdo de ERO.

No trabalho de Ubirajara et al. (2005) ndo houve alteragdo na capacidade
antioxidante durante a anodxia nas branquias; no entanto apo6s 20 e 40 minutos de re-
oxigena¢do houve um aumento significativo em relacdo ao periodo de anodxia. No
trabalho de Zhang et al. (2010), a capacidade antioxidante no hepatopancreas do
molusco Haliotis discus hanna aumentou significativamente nos tratamentos 200, 400
e 800 mg/kg, porém nas doses de 1.600 e 3.200 mg/kg foi verificada uma queda da

capacidade antioxidante, portanto os autores concluem que para abalone a melhor
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complementacdo da dieta com AL estdo entre as doses de 200 a 800 mg/kg de AL e que
suplementos dietéticos superior de AL, entre 1.600 e 3.200 mg/kg poderia funcionar
como pro-oxidante do mesma forma como foi observado no presente trabalho com os
niveis de peroxidacdo lipidica, que nas maiores doses o AL exerceu um efeito pro-

oxidante em hepatopancreas de L. vannamei.

No trabalho de Garcia (2010), a exposi¢do com AL aparentemente induziu um
efeito anoréxico no peixe Danio rerio (zebrafish), ja que os organismos submetidos ao
AL nao apresentaram comportamento alimentar na presenca da ragao quando
comparados aos do grupo controle (sem AL). No presente trabalhoo AL induziu
aumento de peso no camardo L. vannamei nas maiores doses de 70 e 140 mg de AL
para cada 1 kg de racdo (peso inicial de 2,07 g + 0,24 e peso final de 7,94 g + 0,15),
claramente indicando, a diferenga do trabalho de Garcia (2010), que o AL ndo
prejudicou a alimentacdo de L. vannamei. Ja no trabalho de Zhang ef al. (2010) com
moluscos, constatou-se aumento de peso no grupo de 800 mg/kg (dose intermedidria) e
reducdo de peso no grupo com 3.200 mg/kg (dose maior) que foi relacionado com a
capacidade antioxidante, o que quer dizer que as tendéncias na mudanga no crescimento
com a aplicagdo de AL como suplemento alimentar apresenta consideravel semelhanga
com o aumento da capacidade antioxidante, embora este autores ressaltem que ainda se
faz necessario mais estudo para afirmar esta constatacdo. Ainda deve ser considerado
quando se faz referéncia a competéncia antioxidante a que espécie oxidante estd se
especificamente falando. No presente trabalho foi sim observado que em algumas horas
de exposi¢do as maiores doses de AL (70 e 140 mg/kg) induziram um aumento de
competéncia antioxidante contra peroxi-radicais e isto aconteceu em paralelo com um

aumento de peso.
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7 CONCLUSAO
Por meio dos resultados pode-se concluir que:

O camardo Litopenaeus vannamei ¢ resistente ao AL em dose intermediarias
(140 mg/kg), uma vez que ndo houve mortalidade quanto o uso do acido lipdico a

nenhum dos tratamentos aplicados (35, 70 e 140 mg/kg).

Por apresentar melhor resposta em quase todas as analises bioquimicas,
principalmente em branquias, a dose indicada para o camardo L. vannamei ¢ de 70 mg

para cada 1 kg de ragdo.

Sendo assim, uso de acido lipdico na racdo de L. vannamei tem viabilidade
cientifica nos indices zootécnicos por induzir crescimento e prover resisténcia

fisioldgica do camardo frente as re-oxigenacao subita.
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