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RESUMO

Embora os efeitos do acido lipoico tenham sido testados em varios organismos aquaticos,
estudos avaliando as respostas antioxidantes ao longo do tempo sdo escassos e precisam
ser abordados. Além disso, respostas antioxidantes provocadas pela suplementagdo com
acido lipoico no intestino de peixes ainda ndo foram estudadas. Neste estudo foram
avaliadas as respostas antioxidantes e de estresse oxidativo ao longo do tempo em
intestino, figado e musculo em juvenis de carpa comum Cyprinus carpio. Dois grupos
experimentais (tratado ou controle) foram alimentados respectivamente com uma ragédo
suplementada com acido lipdico (1 g/kg) ou ndo. O experimento foi conduzido durante
quatro semanas. Semanalmente nove peixes de cada grupo foram selecionados e
dissecados os 6rgdos para determinacao da atividade da enzima glutationa-S-transferase
(GST), concentracdo de glutationa reduzida (GSH), capacidade antioxidante total contra
peroxiradicais (CAPR) e peroxidacéo lipidica (TBARS). Os resultados indicaram que a
atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi significativamente maior no intestino do
grupo tratado apos duas semanas de suplementacdo (p<0.05). No figado e mdsculo a
atividade da GST ndo apresentou diferencas entre os grupos (p>0.05). A concentracédo de
glutationa reduzida GSH foi significativamente maior (p<0.05) no intestino do grupo
tratado apos duas semanas de suplementacdo. O figado apresentou picos de resposta na
concentracdo de GSH apds duas e quatro semanas de suplementacdo com &cido lipdico
(p<0.05). A concentracdo da glutationa (GSH) no musculo do grupo tratado foi
significativamente maior ap0s trés semanas (p<0.05). Ap6s quatro semanas a capacidade
antioxidante total contra peroxiradicais no musculo de animais suplementados foi
significativamente maior (p<0.05). Os niveis de peroxidacdo lipidica ndo foram reduzidos
pela suplementacdo com acido lipdico nos 6rgaos avaliados (p>0.05). No entanto, o nivel
de malondialdeido foi influenciado pelo tempo. O nivel de peroxidagdo lipidica no
intestino de ambos grupos foram significativamente maiores na quarta semana (p<0.05).
No figado, o nivel de peroxidag&o lipidica mostrou uma tendéncia a diminuicao apos trés
semanas em ambos grupos (p<0.05). Estes resultados sugerem que o acido lipdico induz
respostas antioxidantes diferenciadas de maneira 6rgdo especifica em juvenis de C.
carpio. A resposta orgao especifica pode ser explicada pelas diferengas metabdlicas

particulares de cada 6rgédo, que podem induzir um estado redox particular para cada um
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deles. Em conclusdo, a suplementacdo com acido lipdico (1 g/kg) € uma dose efetiva e
segura para induzir respostas antioxidantes e melhorar o estado antioxidante em 6rgaos
de juvenis de carpa comum. Minimo duas semanas de suplementacéo sdo requeridas para

influenciar respostas antioxidantes no intestino e figado, e trés semanas em musculo.

Palavras chave: antioxidante, capacidade antioxidante, glutationa reduzida, glutationa-

s-transferase, peroxidacao lipidica.
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ABSTRACT

Even though the alpha-lipoic acid (a-LA) effects were test in different aquatic animals,
information regarding the antioxidants responses throughout the time is scarce. In
addition, there are no reports of the alpha-lipoic acid influence on antioxidants responses
in intestine of fish. This study aimed to evaluate the influence of lipoic acid
supplementation (1 g/kg) on antioxidants responses throughout the time in intestine, liver
and muscle of juvenile commom carp Cyprinus carpio. Two experimental groups (treated
or control) were fed during four weeks with a diet supplemented with or without lipoic
acid respectively. Glutathione-S-transferase (GST) activity, glutathione (GSH) content,
antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP) and lipid peroxidation (TBARS)
were evaluate in these organs. The results showed glutathione-S-transferase (GST)
activity was significantly higher (p<0.05) in intestine after two weeks of supplementation
with alpha-lipoic acid. In contrast, liver and muscle glutathione-S-transferase activity was
not affected (p>0.05). Glutathione (GSH) content was significantly higher (p<0.05) in
intestine, liver and muscle of fish fed with dietary alpha-lipoic acid at two and three weeks
respectively. Total capacity antioxidant against peroxyl radicals was significantly
increased (p<0.05) in the muscle of animals fed with alpha-lipoic acid after the fourth
week. The extent of lipid peroxidation was not reduced by dietary lipoic acid in these
organs (p>0.05). However, the malondialdehyde (MDA\) level across the trial was affect
by the time. At the end of experiment the malondialdehyde content in intestine was
significantly different (p<0.05) among times. Interestingly, liver malondialdehyde
displayed a downward trend after the third week in both treatments (p<0.05) with respect
the first week. In accordance with these findings it can be concluded that supplementation
with alpha-lipoic acid (1 g/kg) is a safe way to inducing antioxidants responses and
improves the antioxidant status in different organs of common carp. Two week of
supplementation are required to induce antioxidants responses in intestine and liver and

three week in muscle.

Keywords: Antioxidant, antioxidant capacity, glutathione-S-transferase, lipid

peroxidation, reduced glutathione.
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1 INTRODUCAO

Em sistemas biologicos, a producdo e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERO e ERN) sdo processos essenciais que determinam o estado redox. Niveis
elevados ou baixos de ERO e ERN induzem efeitos deletérios ou benéficos incluindo
sinalizacdo celular, modulacdo de vias de proliferacdo celular, apoptose e ativacdo de
fatores de transcricdo génica (Poljsak et al. 2013; Navarro-Yepes et al. 2014). Estes
metabolitos sdo produzidos constantemente pela reducdo do oxigénio em reacOes
bioquimicas na cadeia transportadora de elétrons e pela atividade de algumas enzimas em
condicGes fisioldgicas ou patoldgicas. (Hermes-Lima 2004; Lesser 2012). ERO incluem
moléculas radicais como radical superdxido (O2¢—), radical hidroxiperoxil (HO2¢), radical
hidroxila (HO¢), radical peroxil (ROO¢) e radical alkoxila (RO¢), além de espécies ndo
radicais como peréxido de hidrogénio (H20z), oxigénio singlete (*O2), 0z6nio (O3), e 0
acido hipocloroso (HOCI) (Halliwell & Gutteridge 2007; Srikanth et al. 2013).

A toxicidade e reatividade destas espécies em niveis elevados pode atingir
componentes celulares iniciando reacdes em cadeia que conduzem a progressdo de
estresse oxidativo, com a consequente modificacdo de lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (Hamre et al. 2004; Hermes-Lima 2004; Lesser 2012). Classicamente, o
estresse oxidativo é definido como um desequilibro entre agentes oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, mais especificamente, quando a geracdo excessiva
de ERO e ERN ultrapassa a capacidade enddgena de prevenir ou neutralizar dano celular
ocasionado por estas moléculas (Sies 1991; Valavanidis et al. 2006; Navarro-Yepes et al.
2014).

Existem amplas revisdes cientificas afirmando que os sistemas de defesa antioxidante
sdo altamente conservados entre grupos filogenéticos ao longo da evolucdo. Organismos
aquaticos, assim como outros organismos aerobicos, estdo dotados de um conjunto de
antioxidantes enzimaticos que incluem superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa-S-transferase (GST) e
ndo enzimaticos como glutationa reduzida (GSH), ascorbato, a-tocoferol, entre outros
(Hermes-Lima 2004; Di Giulio & Meyer 2008; Srikanth et al. 2013).
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Embora organismos aerobios, incluindo peixes estejam dotados dos mecanismos
antioxidantes enddgenos acima citados, alguns cenarios potencialmente oxidantes
perturbam o balango redox pela producdo descontrolada de ERO. Desafios oxidativos
intrinsecos inerentes ao metabolismo aerdbio e extrinsecos como condi¢des ambientais
desfavoraveis (Lushchak 2011), contaminacdo antropogénica (Livingstone 2003; Cao et
al. 2010), nutricdo (Bayir et al. 2011; Chatzifotis et al. 2011; Antonopoulou et al. 2013)
entre outras, promovem geracdo descontrolada de ERO e/ou inibicdo de defensas
antioxidantes enddgenas. Desta forma, 6rgdos e tecidos sdo susceptiveis de sofrer
oxidagéo, com a consequente aparicdo de estresse oxidativo. Nesse sentido, modificagdes
oxidativas de lipidios e proteinas em tecido muscular sdo bastante conhecidas por afetar
negativamente propriedades sensoriais e nutricionais de tecidos consumiveis (Aouadi et
al. 2014).

Os peixes sdo fontes de lipidios (FAO/WHO 2011), principalmente &cidos graxos 0s
quais dependendo do grau de insaturacdo (PUFAS - HUFAS) sdo altamente susceptiveis
de sofrer ataque oxidativo por agentes oxidantes (Hamre et al. 2004). A peroxidacéo
lipidica ocorre quando &cidos graxos insaturados sdo atacados por espécies reativas
gerando outros radicais e subprodutos de reacdo como malondialdeido (MDA) e 4-
hidroxinonenal (4-HNE), capazes de atacar e modificar outras biomoléculas como
proteinas, até induzir inativacdo ou formacdo de agregados (H6hn et al. 2013). A oxidacao
de proteinas se da por atague de ERO diretamente em sua estrutura, em residuos
especificos de aminodcidos, através da formacdo de proteinas carboniladas, ou por
subprodutos secundarios modificados oxidativamente (agucares, aldeidos e lipidios),
resultando em perda da funcionalidade bioguimica, formacdo de agregados, com

consequéncias deletérias para a célula (Hohn et al. 2013).

Contudo, evidéncias experimentais indicam que a administracdo de antioxidantes
exogenos em animais, incluindo organismos aquaticos, podem modular o estado
antioxidante com impactos positivos na estabilidade oxidativa de 6rgéos e tecidos. Assim,
0 uso de micronutrientes e moléculas com propriedades antioxidantes, como selénio
(Betancor et al. 2012), a-tocoferol (Gao & Koshio 2014), ascorbato (Luo et al. 2014),
carotenoides (Sahim et al. 2014), compostos fendlicos (Hernandez et al. 2014), acido

10
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lipbico (Kdtter et al. 2012; Kitter et al. 2013), representam uma estratégia recomendavel
para frear, prevenir ou minimizar indices de oxidacdo. Do mesmo modo, a suplementacao
com antioxidantes como acido lipdico tem provado aumentar a capacidade antioxidante,
e por conseguinte melhorar o estado antioxidante em diferentes 6rgdos e tecidos de
animais aquaticos, o que em teoria poderia incrementar o valor nutricional e vida util de

itens consumiveis provenientes da aquicultura.

O écido lipdico € um composto organossulfurado de origem natural sintetizado
enzimaticamente em baixas quantidades na mitocéndria a partir do &cido octandico
(Szelag et al. 2012). Este composto tem recebido bastante atengdo em diferentes areas
pela ampla variedade de propriedades induzidas in vitro e in vivo. Dentre a diversidade
de efeitos que exibe destacam-se atividade antioxidante direta ou indireta, quelacédo de
metais, sinalizacdo celular, antidiabético, entre outras (Shay et al. 2009; Kutter et al. 2012;
Szelag et al. 2012). Pode ser absorbido das dietas e ser metabolizado a sua forma reduzida
o0 acido dihidrolipoico (ADHL), acumulando-se em varios tecidos (Packer et al. 1995).
Adicionalmente, o acido lipdico na forma reduzida e/ou oxidada exibe propriedades
antioxidantes e atividade anfipética, diferenciando-se de outros antioxidantes (Navarri-
Izzo et al. 2002).

s s SH SH
\\)\/\/\COOH |\)\/\/\COOH
a-Acido lipdico Acido dihidrolipéico

Estruturas quimicas do acido lipoico e &cido dihidrolipoico

Estudos em organismos aquaticos indicam que a administracdo deste composto
auxilia na detoxificacdo de toxinas e confere protecdo de 6rgdos contra estresse oxidativo
(Monserrat et al. 2008; Amado et al. 2011), reduz o nivel de peroxidacao lipidica (MDA)
no musculo, modula a atividade da enzima GST no cérebro, afeta parametros zootécnicos
e a composicao de carcaga em juvenis de pampo Trachinotus marginatus em forma dose
dependente (Kitter et al. 2012). Neste ultimo trabalho os autores detectaram uma reducéao

consideravel das doses nominais com relacdo as doses reais presentes na racdo, e

11
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sugeriram que o antioxidante deve ser suplementado em doses entre 316,4 e 524 mg de
AL por kg de racdo. Experimentos com pacu Piaractus mesopotamicus usando uma dose
de 1 g/kg de racdo provaram que o acido lipdico exerce influéncia no metabolismo de
lipidios e aminoéacidos respectivamente (Terjesen et al. 2004; Trattner et al. 2007). No
estudo de Li et al. (2014) a suplementacdo com 300 mg de AL por Kg de ragdo reduziu o
dano oxidativo e mudancas imunes induzidas por aflatoxicose em frangos. Chen et al.
(2011) em um ensaio dose-resposta, concluiram que a suplementacdo com &cido lipdico
incrementou significativamente o teor de a-tocoferol no musculo e que 300 mg/kg

incrementaram a capacidade antioxidante e diminuiram o dano oxidativo em frangos.

Em virtude dos efeitos antioxidantes e/ou pro-oxidantes do acido lipdico associados
as doses em organismos aquaticos (Kitter et al. 2014) e outros modelos animais, varios
estudos sugerem que doses elevadas poderiam desatar efeitos toxicoldgicos em
organismos aquéticos. Por tanto, o uso de doses intermedias poderia originar efeitos
benéficos como os reportados por outros estudos citados anteriormente.

Recentemente foi comprovado gque substancias com propriedades antioxidantes além
de contribuir com o balango redox melhoram a estrutura e funcdes intestinais afetando
positivamente o crescimento. Jiang et al. (2010) revelaram que mio-inositol suplementado
na ragdo melhora o estado antioxidante (GST) do intestino concomitantemente com a
funcdo intestinal em carpa comum. Chen et al. (2009) reportaram gue glutamina dietética
protege enterdcitos de carpa comum contra dano oxidativo, além de reverter a diminuicao
da atividade enzimatica (GST) induzida por H2O». Igualmente, Hu et al. (2011)
observaram que suplementagdo com piridoxina promove aumento na atividade de
enzimas dependentes de GSH (GST) no intestino da mesma espécie. Deng et al. (2014)
concluiram que a suplementacdo com leucina afeta positivamente o crescimento em carpa
herbivora, atribuido possivelmente pela manutencéo da integridade estrutural do intestino
através do aumento capacidade antioxidante enzimatica (Cu,Zn-SOD e GPx) e néo
enzimatica (GSH). Assim, resulta logico pensar que o AL poderia melhorar o estado

antioxidante no intestino de carpa comum o qual, até agora, ndo foi estudado.

12
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Fisiologicamente, o figado em peixes é um dérgdo com um metabolismo
multifuncional, envolvido no metabolismo intermediario, processos de digestao,
detoxificacdo, balanco energético e de nutrientes, regulacdo de niveis de circulacdo de
aminoacidos, lipidios, glicose (Rust 2005). A elevada geracdo de radicais livres
correlaciona com disfuncdo hepética e em consequentemente muitas funges fisiologicas
podem ser afetadas. Em mamiferos, o AL possui um efeito hepatoprotetor (Shay et al.
2009). Um efeito similar foi observado em carpas expostas a cianotoxina microcistina
previamente suplementadas com AL (Amado et al. 2011) destacando a importancia do
AL como agente quimioprotetor. Por outra parte, os efeitos do AL no musculo poderiam
induzir beneficios antioxidantes num Orgdo que apresenta grandes variagbes no
metabolismo aerdbico quando passa do estado de repouso a contragdo intensa.
Igualmente, processos de peroxidacdo lipidica no masculo podem afetar as carateristicas
sensoriais deste, com consequéncias negativas em termos da qualidade produto final,
desta forma, a suplementacdo com AL também ajudaria a preservar as propriedades deste

tecido.

No entanto, pode-se considerar que faltam estudos abordando a influéncia da
suplementacdo com é&cido lipdico ao longo do tempo nas respostas antioxidantes que
permitam estimar o tempo ideal de suplementagdo em peixes. Adicionalmente, dados
reportando tentativas de determinacdo quantitativa de acido lipdico com resultados
positivos em tecido muscular de organismos aquaticos sdo inexistentes. A luz das
evidéncias, e somando os paradigmas envolvidos em estudos classicos de alimentacao e
nutricdo animal, € de grande relevancia em aquicultura otimizar doses e tempos de

administracdo adequados com o objetivo de aprimorar processos de producgdo animal.

De acordo com a FAO (2014), as carpas sdo espécies de baixo valor, e fonte
alternativa de acidos graxos esséncias de cadeia longa para o consumo humano. Cyprinus
carpio destaca-se dentro da aquicultura como a terceira espécie mais cultivada no mundo.
Em paises asiaticos, onde sdo principalmente cultivadas, o consumo de carpas representa
um item importante na seguranca alimentar e nutricional com maior contribuicdo que
outras espécies de alto valor. O Brasil € o decimo segundo produtor de peixes comestiveis

aportando 1,1 % da produ¢do mundial. Do mesmo modo, um 86,4 % da producéo total

13
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reportada pelo Brasil no 2012 representa aquicultura continental. Aquicultura continental
realiza 0 maior aporte de alimentos proteicos em paises em desenvolvimento, por tanto,

acredita-se que repercutira na seguranca alimentar e nutricional nos proximos decénios.

Neste trabalho, foram utilizados juvenis de carpa comum, Cyprinus carpio como
modelo animal para estudar a resposta antioxidante e de dano oxidativo destes organismos
suplementados com acido lipoico ao longo do tempo. Foi também considerado importante
determinar se a suplementacdo durante quatro semanas induzia a incorporacdo do

antioxidante no tecido muscular destes organismos.
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233 2 OBJETIVOS

234 2.1 OBJETIVO GERAL

235 - Avaliar a influéncia da suplementagdao com a-acido lipdico ao longo do tempo nas
236 respostas antioxidantes e indicadores de estresse oxidativo no masculo, intestino e figado

237  da carpa comum Cyprinus carpio.

238 2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

239 - Determinar o tempo de suplementacdo adequado para promover respostas antioxidantes
240  (concentracdo de glutationa reduzida, GSH; atividade da enzima glutationa-S-transferase,

241  GST, capacidade antioxidante total; e dano oxidativo lipidico, TBARS).

242 - Caracterizar a incorporagdo do antioxidante a-acido lipéico no musculo de juvenis de

243 carpa comum Cyprinus carpio suplementados durante 4 semanas.

15
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Juvenis de carpa comum Cyprinus carpio, foram adquiridos através de um vendedor
local e transportados em bolsas plasticas até instalagdes do Laboratério de Piscicultura
Estuarina e Marinha (LAPEM) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os
animais foram estocados em 2 tanques de 1.000 L conectados a um sistema de
recirculacdo, durante 2 meses como periodo de aclimatacdo dos animais as condicoes de
laboratério. Agua doce previamente tratada (declorada e areada) com as seguintes
propriedades fisico-quimicas foi usada: oxigénio dissolvido (6,74 + 0,12 mg/l),
temperatura (24,38 + 0,21 °C), pH (7,12 £ 0,05) até o inicio do periodo experimental. O
fotoperiodo foi ajustado para 12 h de luz e 12 h de escuro. Periodicamente (3 vezes por
semana), amostras da agua foram coletadas para a determinacéo dos niveis de alcalinidade
(29,26 £ 1,15 mg/l de carbonato de céalcio), aménia total (0,23 £+ 0,03 mg/l), nitrito (0,73
+ 0,12 mg/l), garantindo assim condi¢Ges adequadas para o crescimento. Durante este
periodo os peixes foram alimentados ad libitum ao menos 3 vezes por dia usando uma

racao comercial Guabi (38% de proteina bruta e 9% de lipidios).

3.2 PREPARO DAS RACOES EXPERIMENTAIS

Uma racdo comercial (descrita anteriormente) foi utilizada no preparo de duas ragdes
(tratamento e controle). A ragdo tratamento foi suplementada com o-acido lipdico
sintético (> 99% pureza, Sigma-Aldrich) para conter 1 g/kg de racéo. Previamente a ragdo
comercial foi finamente triturada usando um moinho de rotor (Marconi MA-090), logo
depois o AL foi adicionado e homogeneizados em batedeira (BT 120) até garantir uma
mistura uniforme. Esté ragdo foi usada no grupo tratado. Igualmente, a racdo controle foi
processada seguindo o mesmo procedimento, porém sem adi¢do de a-acido lipoico para
ser usada durante o periodo experimental. Em ambos casos, dgua destilada foi usada
guardando uma relacdo (10:1 m/v). Subsequentemente, os homogeneizados foram

processados mecanicamente usando um moinho de carne até obter pellets com diametro
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médio de 3,5 mm e depois seco a 50 °C em estufa de circulacdo de ar for¢ado durante 24
h. As racGes foram armazenas a -20°C até serem usadas. Amostras da racdo suplementada
e ndo (10 g) foram coletadas e mantidas ao abrigo da luz para posterior determinacao de
umidade, proteina (N x 6,25), lipidios e cinzas de acordo com 0s métodos propostos pela
AOAC (2000). A concentragdo de a-acido lipdico na racdo foi determinada de acordo

com Katter et al. (2012) como descrito no item 3.5.5.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Setenta e dois (72) juvenis de carpa comum com massa média (46,15+0,78 g) foram
aleatoriamente estocados em seis tanques de 300 L e divididos em dois grupos (tratado e
controle) e assignados a sistemas independentes de recirculacdo de dgua, aprovisionados
com filtro bioldgico para remover impurezas e reduzir as concentracdes de produtos
nitrogenados. Os peixes foram mantidos nestas condi¢des durante uma semana antes de
iniciar o experimento. Durante o periodo experimental, animais em cada grupo foram
alimentados com sua respectiva ragéo trés vezes ao dia (09:00 h — 13:00 h — 17:00 h)
durante quatro semanas. A taxa de alimentacdo foi ajustada a 4% da biomassa por tanque.
Restos de racdo e fezes no fundo dos tanques foram removidos diariamente por sifonagem

apos o oferecimento do alimento.

Semanalmente, trés (3) peixes de cada tanque (9 por grupo) foram retirados
aleatoriamente, anestesiados por imersao em benzocaina (100 ppm) 24 h apos a Ultima
alimentacdo, medidos e pesados, mortos por ruptura cervical, e dissecados 0s 6rgaos
intestino, figado e musculo em cada periodo amostral (12, 22, 3%e 42 semana). Os 6rgaos
foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para
posteriores analises bioquimicos. Durante o periodo experimental foram monitorados e
registrados dados de peso e comprimento, temperatura (°C) e oxigénio dissolvido usando
um oximetro digital YSI 550A, pH usando um eléctrodo Mettler Toledo FEP20 —
FiveEasy Plus™., A determinacdo de amonia total seguiu a metodologia proposta pela
UNESCO (1983), nitrito (Benderschneider & Robinson 1952) e alcalinidade (APHA
1985).
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3.4 HOMOGENEIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram homogeneizadas (1:5 p/v) em solucao tampé&o Tris—HCI (100 mM,
pH 7.75) com EDTA (2 mM) e Mg?* (5 mM) usando um homogeneizador (OMNI
International Tissue Master 125), de acordo com o protocolo de Kiitter et al. (2012).
Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 10.000 x g durante 20 min a 4 °C em
centrifuga (SIGMA 3K30) e os sobrenadantes utilizados para dosagens bioquimicas
(GST, GSH, capacidade antioxidante total, TBARS). O contetdo de proteinas totais foi
determinado utilizando um kit comercial (Doles reagentes) baseado no ensaio de Biureto
(A=550 nm), em triplicata usando uma leitora de microplacas (BioTek LX 800). Os
contetidos de proteinas totais foram expressos como mg proteina/ml de tecido imido.

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS E DETERMINACOES ANALITICAS

3.5.1 Determinacgao da atividade da GST

A atividade da enzima glutationa -S- transferase (GST) foi avaliada monitorando o
conjugado formado por 1 mM de glutationa reduzida (GSH) e 1 mM de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) na presenca de 15 pl de amostra em meio de reacdo (0.1 M em
pH 7.0). O cromo6foro gerado foi medido em leitora de microplacas (BioTek LX 800) a
340 nm, como descrito por Habig & Jakoby (1981). Os valores da atividade da enzima
foram expressos em nanomoles do complexo CDNB-GSH formado por minuto

relativizado por miligrama de proteina da amostra.

3.5.2 Determinacgéo da concentracéo de glutationa reduzida (GSH)

A técnica utilizada para determinacdo da concentragdo de GSH seguiu o protocolo
descrito por White et al. (2003). Esta técnica esta fundamentada na reagdo do composto
2,3-naftalenodicarboxialdeido (NDA) com GSH para formar complexos fluorescentes.

Para isto, 25 pl de amostra e 25 pl das solugdes de GSH para construir a reta padrao,
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foram adicionadas em placa de reacdo, junto com 25 pl de solucdo de &cido
sulfossalicilico e incubadas a seguir por 20 minutos. Apds desnaturacéo, precipitacdo das
proteinas, e centrifugacéo, aliquotas de 20 pl do sobrenadante de cada poca da placa de
reacdo foram transferidos a uma microplaca branca de 96 pogas para deteccdo de
fluorescéncia. Em seguida 180 pl de solucéo de derivatizagdo NDA [50 mM Tris, pH 10,
500 mM NaOH, e 10 mM NDA em dimetil sulfoxido (DMSO), numa relagéo v/v/v de
1,4/0,2/0,2] foram adicionados a cada poca. Apos 30 min de incubacdo a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a intensidade da fluorescéncia do complexo NDA-GSH
gerado foi medida por fluorometria (Victor 2, Perkin Elmer) a 485 nm excitacéo e 530

nm de emissdo. Os valores ficam expressos em nanomoles de GSH por mg de proteina.

3.5.3 Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (CAPR)

Para fins praticos, a determinacdo da CAPR segue a metodologia descrita por Amado
et al. (2009) e alia 0 novo enfoque definido para calcular a CAPR proposto por Monserrat
et al. (2014). O método baseia-se na deteccdo fluorométrica de fluorocromo DCF gerado
pela deacetilacdo do diacetato de 2°,7" diclorofluresceina (H.DCFDA, Molecular Probes)
por esterases até o composto H.DCF, que na presenca de ERO é oxidado a DCF.
Brevemente, 10 pl dos tecidos homogeneizados (proteina diluida e fixada em 2 mg/ml)
foram dispostos em microplacas de 96 pocas brancas (seis pogas por amostra). Logo
depois, 127,5 ul de tampéo de reacdo pH 7,20 (HEPES 30 mM; KCI 200 mM; MgClI
1mM) foram adicionados. Em seguida 7,5 pl de agua ultrapura ou o gerador de radicais
peroxil ABAP (2,2"-azobis (2 metilpropionamidina) dihidrocloreto, 4 mM) foram
pipetados em trés das seis pocas por amostra respectivamente. Finalmente, 10 pl da
solucéo H.DCFDA foram pipetados em todas as pogas para iniciar leituras fluorométricas
a cada 5 minutos durante 30 minutos a 37°C preestabelecidos usando Victor 2, Perkin
Elmer: excitacdo 485; emissdo 530 nm. Desta forma os dados de capacidade antioxidante
ficam expressos como a diferenca de area relativa das unidades de fluorescéncia por
minuto nas amostras com e sem ABAP. Na interpretacdo dos dados, uma area relativa
pequena representa uma elevada capacidade antioxidante toda vez que a adigdo de um

gerador de radicais peroxil (ABAP) néo teria conseguido aumentar a fluorescéncia em
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forma expressiva. Pelo contrério, uma &rea relativa elevada significa uma baixa

capacidade antioxidante.

3.5.4 Determinacao dos niveis de peroxidacao lipidica (TBARS)

Para determinacdo do dano oxidativo lipidico, foi utilizado o ensaio TBARS, de
acordo com Oakes & Van der Kraak (2003). Este método envolve a reagdo de
malondialdehido (MDA), um subproduto de degradacao de lipidios peroxidados, com o
acido tiobarbitarico (TBA) sob condicdes de alta temperatura (95°C) e acidez, gerando
um cromogeno que é quantificado por fluorometria. Aliquotas de tecidos previamente
homogeneizados foram incubadas em banho de agua a 95 °C por 30 min com
hidroxitolueno butilado 67 uM (BHT), dodecil sulfato de sddio 8.1% (SDS), acido acético
20% e acido tiobarbiturico 0,8% (TBA). Apds esfriamento a temperatura ambiente, 100
puL de agua ultrapura (Milli Q) e 500 uL de n-butanol foram adicionados ao médio.
Seguidamente, as solucdes foram minuciosamente homogeneizadas por meio de vortex,
e centrifugadas a seguir a 3.000 x g por 10 minutos a 15°C. Posteriormente, 150 pL da
fase organica foram removidos e dispostos em microplacas de 96 pogas para leitura da
fluorescéncia usando Victor 2, Perkin Elmer (excitacdo: 520 nm; emissdo: 580 nm). Os
resultados ficaram expressos em nanomoles de equivalentes de TMP por mg de tecido,
onde o TMP é o tetrametoxipropano (ACROS Organics), utilizado para construir a reta

padréo.

3.5.5 Determinacdo da composi¢ao centesimal da racao

As andlises da composicdo proximal das racdes seguiram os métodos propostos pela
AOAC (2000). O percentual de umidade foi determinado pela diferenga nos pesos das
amostras umidas (5 g) e pesos de amostras secas em estufa a 105 °C durante 6 horas.
Cinzas foram determinadas por combustdo das amostras a 550°C durante 5 horas. O
conteudo de proteina foi determinado seguindo o método Kjeldahl, onde a proteina €
medida como nitrogénio total multiplicado pelo fator especifico (Nx6,25). Brevemente,
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0,2 g de racdo e 0,7 g de mistura catalitica dispostos juntamente num papel de filtro,
seguindo adi¢do de 3 ml de H202 e 7 ml de H2SO4 foram submetidos a digestédo acida
usando um bloco digestor de proteinas. Posteriormente, as amostras digeridas sao
expostas a destilagdo num destilador de nitrogénio onde o N organico total é convertido
em amonia e medido por titulagdo com HCI 0,1N. O teor de lipidios foi determinado pela
extracdo com éter de petrdleo utilizando um extrator Soxhlet. Em todos os casos trés
amostras por tratamento foram utilizadas e os valores expressos como media * erro

padréo.

3.5.6 Determinacio da dose real de a-acido lipdico na racao e no musculo

A determinagdo quantitativa de a-&cido lipdico na racdo e no musculo facilita a
compreensdo e suporta a resposta das variaveis avaliadas neste experimento. Para este
fim 0,25 g de cada racao foram dissolvidos em 2 ml de metanol (grau HPLC) e extraidos
durante a noite a temperatura ambiente. Cinco amostras por tratamento foram filtradas
usando filtros descartaveis 0,45 pum, e 0s extratos utilizados para deteccdo de &cido lipdico
por meio de técnicas analiticas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (HPLC-MS). A extracdo e determinacdo de acido lipdico em mdsculo seguiu a
método descrito por Yasin et al. (2012). Brevemente, 500 mg de tecido foram
homogeneizados em 2 ml de acido fosférico de alta pureza. Em seguida 3 ml de hexano
e 0,25 ml de isopropanol alta pureza foram adicionados ao meio e logo depois as amostras
sdo submetidas a agitacdo durante 30 min usando um shaker LabRoller™. Apos
centrifugagéo durante 20 minutos, 4000 x g, 4°C os sobrenadantes foram cuidadosamente
retirados e filtrados (0,45 um) e os extratos utilizados para determinacéo analitica através
de HPLC-MS.

Foram utilizados um modulo separador de agua (Waters 2695, Milford, USA)
equipado com um amostrador automatico, um desgasificador de membrana e uma bomba
quaternaria. A espectrometria de massa foi realizada utilizando um Micromass Quattro
Micro API (Waters, Milford, USA). A separacdo cromatografica foi obtida utilizando

uma fase mével consistindo de acetonitrilo e acido acético 0,1% (55:45, v/v), com um
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fluxo de 0,2 ml/min. A coluna analitica foi mantida em 25°C. O tempo de reacéo foi 4
min. O volume de amostra injetado foi 10 pl. O efluente da coluna foi ligado a uma
interface de ionizagéo por electropulverizacdo MS. As condicOes de interface foram os
seguintes: tensdo capilar, 3,5 kV; nebulizador 550 I/h e fluxo de dessolvata¢do 50 I/h, e a
temperatura de dessolvatacdo 250°C. Os teores de AL nas ragdes e amostras bioldgicas
foram quantificados utilizando curvas analiticas (r>0,99) com variacdes entre 0,001 e 1,0

mg/l.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados das varidveis foram submetidos a andlise de varidncia de duas vias
(tratamento e tempo de exposi¢cdo). Os valores foram expressos como média * erro
padrdo. Os pressupostos de homocedasticidade (Levene’s Test) e normalidade foram
previamente confirmados e aplicadas as devidas transformacfes matematicas se pelo
menos um pressuposto ndo era verificado. As comparacOes de médias foram realizadas
usando o teste Newman-Keuls. Em todos os casos foram consideradas diferencas

significativas entre tratamentos quando p<0,05 e altamente significativas quando p< 0,01.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo experimental (quatro semanas), ndo foram registradas
mortalidades. Os valores médios registrados para temperatura (22,85 £ 0,06 °C), oxigénio
dissolvido (8,22 = 0,02 mg/L), pH (7,27 = 0,02), alcalinidade (28,48 = 0,63 mg/L),
amonia total (0,05 £+ 0,00 mg/L), nitrito (0,03 = 0,00 mg/L NO>) estiveram dentro da zona
de tolerancia desta espécie (FAO 2004-2014).

A confirmacdo visual da aceitacdo das racdes foi verificada pelo comportamento
voraz dos peixes durante o oferecimento das alimentacGes em ambos grupos ao longo do
experimento. Parametros zootécnicos referentes ao peso médio inicial, peso médio final,
ganho de peso, taxa de crescimento especifico estdo apresentados na Tabela 1. N&do foram
detectadas diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05) em nenhuma das

variaveis zootécnicas analisadas.

As analises da composicdo centesimal das racdes revelaram valores para proteina
(38,34 % + 0,12 EP) e lipidios (9,39 % + 0,25 EP) similares aos especificados pelo
fabricante, indicando que tanto o antioxidante quanto a manipulacdo ndo induziram

alteracdes do perfil das principais macromoléculas.

O teor de a-acido lipoico detectado na racdo suplementada com o antioxidante foi de
439,84+6,71 mg/kg, sendo considerada como dose real. E interessante notar que houve
uma perda aproximada de 56% da dose nominal suplementada (1 g/kg). Aparentemente,
estd diminuicdo pode ter sido o resultado da reacdo do AL com a fracdo lipidica ou um
reflexo da técnica de extracdo usada para este fim. Entretanto, os valores determinados
na racdo controle foram menores do que o limite de detecgéo utilizado que foi de 0,001
mg/L (3 injegdes no LC-MS). Resultados similares foram reportados por Kditter et al.
(2012) usando a mesma técnica de extragdo. Por outro lado, ndo foi possivel detectar a
presenca de acido lipdico nos masculos dos organismos suplementados com este
antioxidante ja que os valores se apresentaram abaixo do limite de deteccdo (dados néo
apresentados). E importante destacar que no grupo tratado com AL, os musculos

responderam positivamente ap0s trés e quatro semanas de suplementacéao
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Os tecidos de carpa comum avaliados neste experimento responderam diferentemente
frente a suplementagdo com a-acido lipdico e tempos de administracdo. Os resultados da

atividade da enzima GST no intestino, figado e musculo sdo apresentados na Fig. 1.

No intestino, a atividade da enzima GST foi influenciada pelo tratamento e pelo
tempo, sendo significativamente maior (p<0,05) em duas semanas no grupo tratado
qguando comparado ao respectivo controle e a seu homélogo em quatro semanas Fig. la.
Em figados e musculos a resposta da GST ndo foi significativamente diferente dos

respectivos controles (p>0,05) como pode ser observado nas Fig. 1b—1c, respectivamente.

Como se observa na Fig. 2a, a concentracdo de GSH no intestino foi
significativamente maior (p<0,05) no grupo tratado apds duas semanas (verificado por
contrastes ortogonais). Entretanto, no figado evidenciou-se um aumento significativo
(p<0,05) na concentracdo de GSH no grupo tratado durante duas e quatro semanas com
relagdo ao controle Fig. 2b. No musculo, um incremento significativo (p<0,05) nos niveis
de GSH do grupo tratado foi observado em trés semanas quando comparado ao controle
Fig. 2c.

Os resultados da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil em amostras de
intestino, figado e musculo sdo apresentados na Fig. 3. Uma evidente diminuicdo da
capacidade antioxidante total foi observada no intestino de ambos grupos ao final do
experimento, indicada pelo aumento da area relativa (p<0,05) na quarta semana. Durante
as primeiras trés semanas de suplementacdo ndo foram detectadas diferencas entre

amostras de intestino de ambos grupos (p>0,05) Fig. 3a.

A capacidade antioxidante total do figado ndo teve nenhuma variacdo, ja que nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre tratamentos e tempos (Fig. 3b).
O musculo, no entanto, mostrou maior competéncia antioxidante contra peroxi radicais
em quatro semanas, evidenciado pela menor area relativa com relagdo ao respectivo
controle (p<0,05) Fig. 3c.
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Os niveis de peroxidacdo lipidica no intestino apresentaram-se em fungéo do tempo,
porém ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p>0,05). O grau
de peroxidacéo lipidica no intestino de ambos grupos foram significativamente maiores
(p<0,05) na quarta semana quando comparados aos niveis obtidos durante as trés

primeiras semanas de experimentacdo Fig. 4a.

No figado, apos trés semanas de experimentacéo, foram observados 0s menores niveis
de dano lipidico quando comparados aos valores observados na primeira semana, no

entanto nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos (p>0,05) Fig. 4b.

No musculo, um padrédo de resposta similar ao figado foi observado, sendo a terceira
semana o tempo no qual foram observados os menores niveis de lipoperoxidagdo em
ambos grupos (p<0,05). No entanto os teores de peroxidacdo no musculo voltaram a

aumentar na quarta semana Fig. 4c.

Tabela 1. Parametros zootécnicos em juvenis de carpa comum alimentados com racdes
suplementadas ou ndo com a-acido lipdico.

Tratamentos Pi () Pf (9) Gp (%) TCE (%d)
Acido Lipoico 46,75 £ 0,99 68,65 + 3,47 48,15 + 5,80 1,40+0,14
Controle 45,56 + 1,20 69,79 £ 4,90 53,67 + 8,50 1,52 +0,20

Dados apresentados como média + erro padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05). Pi-

peso inicial, Pf- peso final, Gp- ganho de peso, TCE- taxa de crescimento especifico.
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Fig. 1. Atividade da enzima glutationa-S-transferase GST (nanomoles de conjugado CDNB-GSH/min) em
C. carpio alimentadas com ragdes suplementadas ou ndo com a-&cido lipdico durante quatro semanas. (a)

intestino, (b) figado, (c) masculo. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) entre o0s
tratamentos.
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Fig. 2. Concentragdo de glutationa reduzida GSH (hM GSH/mg-ml prot) em C. carpio alimentadas com
ragdes suplementadas ou ndo com a-4cido lipdico durante quatro semanas. (a) intestino, (b) figado, (c)
musculo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre tratamentos. Asterisco indica
diferencas significativas (p<0,05) em relacéo ao controle verificado por contrastes ortogonais.
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5 DISCUSSAO

O AL sendo um composto de origem natural esta presente em varios itens alimenticios
incluindo vegetais e tecidos animais embora seja em baixas concentrac6es (Durrani et al.
2010). Assim, a suplementacdo deste composto é na forma sintética produzida
industrialmente. Porém, a determinacdo quantitativa em amostras biologicas e

suplementos alimenticios é importante para entender seu papel bioquimico a nivel celular.

No presente trabalho, foi realizada extracdo e determinacdo de AL na ragéo
suplementada com 1 g/kg (dose nominal) e no musculo de juvenis de carpa comum
alimentadas com esté racdo. O teor de AL detectado na ragdo apresentou uma diminuicéo
de 56% da dose nominal. Aparentemente, esta diminuicdo pode ter sido o resultado da
reacdo do AL com a fracdo lipidica ou um reflexo da sensibilidade da técnica de extracao
usada para este fim. Uma diminuigé@o similar foi reportada recentemente Kiitter et al.
(2012) usando a mesma técnica de extracdo e determinacdo do AL suplementado em
dietas para Trachinotus marginatus. Afinal, a determinacao quantitativa do AL em racdes
e amostras bioldgicas € importante ja que fornece evidéncia tedrica das interacdes entre

a dose real do composto, a resposta bioquimica e a bioacumulacao nos tecidos.

Por outro lado, sabe-se que os efeitos bioquimicos do AL sdo dose-dependentes.
Vaérios estudos tém fornecido evidéncias dos efeitos negativos deste composto sob
parametros bioldgicos como consumo alimentar e peso em diferentes organismos
modelos (Seo et al. 2012). Em peixes, Kutter et al (2012) reportaram uma diminui¢ao no
consumo alimentar e a taxa de crescimento com o aumento da dose real de AL na dieta
(316, 524, 890 e 1367 mg/kg) e em consequéncia o peso final também foi negativamente
afetado. Interessantemente, os autores sugeriram 524 como dose segura ja que nao afetou
o0 peso final ap6s 42 dias de suplementacdo. Do mesmo modo, os resultados apresentados
no presente trabalho (Tabela 1) indicam que a dose de AL detectada aqui (439,84+6,71
mg/kg) ndo afetou nenhuma das varidveis biologicas avaliadas em juvenis de carpa
comum. Portanto, estad dose pode ser considerada segura para juvenis de carpa comum,

ao menos nas condicOes experimentais descritas.

30



534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545

546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557

558
559
560
561
562
563

ERO e ERN sédo constantemente produzidas em funcdo da atividade metabdlica e
outras condicgdes fisioldgicas inerente a cada tecido. Declinios na capacidade da
maquinaria antioxidante enddgena para interceptar ou degradar 0s pro-oxidantes
correlaciona positivamente com elevados indices de estresse oxidativo em células e
tecidos (Halliwell & Guterridge 2007). Contudo, evidencias experimentais indicam que
a administracdo de antioxidantes exogenos potencializa respostas antioxidantes
enddgenas e atenua os indices de dano oxidativo. Assim, o presente trabalho foi delineado
para avaliar respostas antioxidantes ao longo do tempo em 06rgdos de carpa comum
alimentadas com ragdes suplementadas com o antioxidante AL ou ndo. Com o intuito de
entender as respostas antioxidantes exercidas pela suplementacdo com AL, foi
determinada a atividade da enzima GST, a concentracdo de GSH, a capacidade

antioxidante total e o nivel de peroxidacdo lipidica entre ambos grupos.

GST é uma enzima de detoxificagdo de fase Il que confere protecédo as células contra
os efeitos nocivos de xenobioticos ambientais e produtos tdxicos endégenos resultantes
da oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucleicos (Schlenk et al. 2011). GSH é um tiol
de baixa massa molecular importante na defesa celular contra ERO e outros perdxidos,
além de servir como substrato para outras enzimas detoxificadoras (Srikanth et al. 2013).
A capacidade antioxidante total, um enfoque holistico que reflete a competéncia de
organismos, orgaos e tecidos para interceptar e degradar ERO (Amado et al. 2009). Em
outras palavras, um indicador in situ da acdo conjunta de diferentes substancias
antioxidantes num determinado 6rgdo. O nivel de lipoperoxida¢do, um indicador de
oxidacdo lipidica. Em conjunto, todos estes metabolitos proveem evidéncias bioquimicas
razoaveis para a interpretacdo das respostas antioxidantes provocadas pela suplementacao

com AL em intestino, figado e musculo da carpa comum.

O intestino de peixes agastricos como C. carpio, funciona como local de digestao e
absorcéo de nutrientes (Yan & Qiu-Zhou 2006). Porem, é um O0rgao propenso a exposi¢do
de pro-oxidantes de origem dietético (Fe, Cu, hemoproteinas, lipidios peroxidados), ou
de natureza inflamatdria como resultado da ativagdo de fagdcitos (Halliwell et al. 2005).
Dessa forma a manutencdo do estado redox é fundamental para a viabilidade,

funcionamento e integridade estrutural das células intestinais, as quais atuam como defesa
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contra toxinas luminais e oxidantes dietéticos (Shoveller et al. 2005). Além disso, um
crescente corpo de evidéncias sugere que a funcéo intestinal e o estado redox intestinal
estdo estreitamente relacionados (Chen et al. 2009; Jiang et al. 2010; Hu et al. 2011; Deng
et al. 2014).

Entretanto, dados reportando interacGes entre AL e respostas antioxidantes no
intestino de peixes sdo inexistentes, portanto resulta dificil comparar os resultados das
variaveis bioquimicas analisadas neste 6rgdo com outros estudos. A luz das evidéncias 0s
resultados obtidos aqui mostram pela primeira vez que duas semanas de suplementacao
com AL medido efetivamente na racdo (439,84 mg/kg) aumentaram significativamente a
atividade da enzima GST, indicando uma maior capacidade detoxificadora frente a
condicdes fisioldgicas oxidantes no intestino de carpa comum. De acordo com Yang et
al. (2014), os mecanismos moleculares pelos quais o AL exerce suas funcdes
antioxidantes envolve a ativagdo de fatores de transcricdo como o fator nuclear eritroide
2 (Nrf2). Este fator de transcricdo Nrf2 atua como molécula sinalizadora redox sensitiva,
sendo fundamental na defesa contra estresse oxidativo. Apds exposi¢do aos insultos
oxidantes ou agentes quimiopreventivos como AL, o Nrf2 se dissocia da Keapl
deslocando-se até o nlcleo onde interage com elementos de resposta antioxidante (ERA)

para mediar a transcrigdo génica de enzimas antioxidantes como GST.

Recentemente Deng et al. (2014) estabeleceram que a condi¢do nutricional influencia
a transcricdo de genes que codificam para enzimas antioxidantes no intestino e
simultaneamente melhora o crescimento em carpa herbivora. De maneira similar,
Fontagné-Dicharry et al. (2014), postularam que a regulacdo génica de enzimas
antioxidantes em peixes é governada por fatores de transcricdo como o (Nrf2) e o fator
NF-kB. Por outro lado, véarios estudos indicam gque o AL confere efeitos gastro protetivos
em mamiferos. Ainda, Kaplan et al. (2012) reportaram que 300 mg AL-kg peso corpéreo
revertem a diminuicdo da atividade da enzima GST induzida por indometacina,
concomitantemente com aumento de GSH. Karakoyun et al. (2009) mostraram que o pré-
tratamento com AL reverte lesdes oxidativas da mucosa gastrica, restaura niveis de GSH

e reduz liberacao de metabolitos toxicos do oxigénio. Sehirli et al. (2008) concluiram que
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0 AL reduz efetivamente efeitos deletérios induzidos por etanol na mucosa gastrica

através de acdo antioxidante.

Em contraste aos resultados da GST evidenciados no intestino, a suplementacdo com
AL ao longo de quatro semanas néo suscitou nenhuma alteragéo na atividade da enzima
(GST) em figados e musculos de carpa comum. Resultados similares foram reportados
por Kitter et al. (2013) em musculos de Trachinotus marginatus aplicando diferentes
doses de AL (via i.p). Em contrapartida cérebros e figados nesse estudo responderam ao
tratamento com AL em forma dose-dependente considerando esta mesma enzima. Kditter
et al. (2012), usando AL suplementado na racdo obtiveram resultados parecidos. Desta
vez a atividade da GST ndo apresentou resposta em figados e musculos do mesmo modelo
animal. Similarmente Monserrat et al. (2008) mencionaram que Corydora paleatus
alimentadas durante quatro semanas com uma dieta enriquecida com AL (70 mg/kg peso)
ndo induziu a atividade da GST em figados. No entanto, nos estudos de Kiitter et al.
(2012) e Monserrat et al. (2008) os efeitos do AL foram avaliados unicamente ao final do
periodo experimental (42 e 28 dias respectivamente), dessa forma é possivel que estejam
se desconsiderando respostas antioxidantes a curto prazo, enquanto que aqui foram
consideradas possiveis influéncias do AL ao longo do tempo de experimentagdo nas

variaveis bioquimicas analisadas.

Os resultados evidenciados no presente estudo e a literatura de apoio sugerem que 0
AL atua de forma diferenciada entre 6rgdos e a resposta pode estar em funcédo do tempo
de suplementacdo. Estas afirmacfes se sustentam com estudos prévios que explicam as
propriedades antioxidantes do AL através da modulacdo de enzimas antioxidantes em
orgaos e tecidos. No trabalho de Amado et al. (2011) a administracdo intraperitoneal de
AL (2 injecbes com intervalos de 24 h) aumentaram consideravelmente a expressao
génica de varias isoformas da GST no figado e adicionalmente aumentaram a atividade
da GST no figado e cérebro, protegendo estes 6rgédos contra estresse oxidativo induzido
por microcistina. Essa resposta do figado nesse trabalho contrasta com os resultados
apresentados aqui, onde a atividade da GST no figado ndo evidenciou nenhuma alteracéo
ao longo do tempo de suplementacdo. Provavelmente estas diferencas sdo explicadas

pelas condigdes experimentais, rota de administracéo e dose utilizados por estes autores,
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as quais diferiam das condic¢des descritas aqui. Além disso, é bem sabido que a rota de
administracdo influencia a eficiéncia de absorcdo. Desta forma quando o AL ¢é
suplementado na racdo sua absorcdo e posteriores efeitos bioquimicos podem ser
limitados por competi¢do com outros nutrientes pela passagem na proteina transportadora
(Shay et al. 2009).

Outras evidéncias apresentadas neste estudo mostraram que a concentracdo de GSH
foi significativamente maior no intestino de animais suplementados por duas semanas.
Este resultado, junto com o aumento na atividade da GST reportado anteriormente no
mesmo 6rgdo, sugere uma maior competéncia para a detoxificacdo. Isto claramente indica
que a suplementacdo com AL proporciona protecdo no intestino através do aumento
cooperativo das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Estudos prévios
conduzidos por Martensson et al. (1990) corroboram a importancia da GSH na
manutencdo do estado redox e fungéo intestinal ao estabelecer que deficiéncias em GSH
provocam degeneracdo de celulas epiteliais em ratos.

Do mesmo modo, a suplementacdo com AL induziu oscila¢bes na resposta da GSH
no figado manifestando incrementos significativos em duas e quatro semanas com relacao
ao controle. Também é importante ressaltar que na terceira semana o nivel de GSH no
figado diminuiu até valores basais. Este comportamento parece uma resposta regulatoria
do figado a estimulos redutivos caracteristicos do AL embora os mecanismos subjacentes
a estas respostas ndo sejam abordados aqui. Em concordancia com estes resultados, Suh
et al. (2004) revelaram que o tratamento com AL induz ativagdo nuclear do Nrf2 e
acionamento de genes que codificam a expressdo das subunidades moduladoras e
cataliticas da enzima GCL. Finalmente essa cascata de eventos se traduz em aumento da
atividade da enzima GCL em ratos (enzima limitante da sintese de GSH). Outro
mecanismo pelo qual o AL induz aumento dos niveis de GSH foi demostrado por Han et
al. (1997) em células humanas, onde AL é reduzido a ADHL e este Gltimo reduz cistina
a cisteina, incrementando a sintese de GSH. Trabalhos com organismos aquaticos tém
demostrado que niveis intracelulares de GSH podem ser mantidos pela acdo antioxidante

do AL. Por exemplo, Zhang et al. (2010) observaram que a suplementacdo com AL (200
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mg/Kg) incrementou significativamente a concentragdo de GSH no hepatopancreas de

abalone Haliotis discus hannai Ino.

E importante salientar que o efeito mais pronunciado em termos da concentracéo de
GSH foi notado no muasculo. Neste 6rgdo a concentracdo de GSH aumentou em forma
progressiva e diferiu significativamente do controle apds trés semanas de suplementacéo.
Isto indica um papel indutor do AL sob o metabolismo da GSH, um componente essencial
do sistema de defesa antioxidante (ndo enzimatico) capaz de neutralizar radicais livres e

proteger células e tecidos contra insultos oxidativos (Kleinkauf-Rocha et al. 2014).

Por outro lado, apds quatro semanas de suplementacdo houve um aumento
significativo na capacidade antioxidante do musculo. Este aumento ndo coincide com 0s
teores de GSH que se apresentaram reduzidos na quarta semana quando comparado com
0s niveis da terceira semana. Desta forma, o aumento da capacidade antioxidante na
quarta semana pode ter sido o resultado do aporte de outros antioxidantes diferentes do
GSH. Reciprocamente a capacidade antioxidante contra radicais peroxil nédo foi
significativamente influenciada em intestinos e figados pelo tratamento com AL, embora
estes orgdos tenham apresentado concentracfes de GSH significativamente diferentes dos

controles.

Neste estudo os niveis de MDA foram avaliados para elucidar se o AL reduz dano
oxidativo lipidico em amostras de intestinos, figados e mdsculos de carpa comum.
Contudo, o tratamento com AL (dose real 439,84 + 6,71 mg-kg de racdo) ndo foi efetivo
para reduzir a concentracdo de MDA nos tecidos avaliados. Este resultado foi inesperado
ja que previamente Kitter et al. (2012) estabeleceram que doses entre 316 e 524 mg
AL/kg alimento seco reduziam significativamente o nivel de peroxidacdo lipidica no
figado sem afetar o crescimento de T. marginatus. Nesse trabalho os autores
argumentaram que a diminuicdo do teor de lipidios da carcaca nos grupos alimentados

com 316 e 524 mg AL/kg poderiam explicar a reducao dos niveis de TBARS.

Por outro lado, Hong et al (2013), indicaram que varias espécies de carpas incluido

C. carpio apresentam baixos teores de lipidios (composic¢do centesimal). Isto poderia
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explicar parcialmente a baixa concentragdo em termos de TBARS observada no presente
trabalho, os quais, por outro lado foram baixos em 6rgdos como o musculo se comparados
com os registrados por Kiitter et al. (2012) utilizando a mesma metodologia para sua
determinacdo. Estas afirmac6es também poderiam ser reforcadas por estudos prévios que
mostram o efeito hipolipidémico do AL em ratos ao reduzir a atividade e expresséo de
enzimas lipogénicas e consequentemente diminuindo a biossinteses de lipidios (Huong &
Ide 2008; Ide et al. 2013). Por tanto, aqui cabe propor a determinacédo de dano oxidativo

proteico para obter outra medida de dano oxidativo em outra macromolécula.

Finalmente, antioxidantes como o AL melhoram a qualidade dos alimentos de origem
animal além de acumular-se em diversos tecidos (Yasin et al. 2012) tornando-os
alimentos funcionais. Evidencias em organismos aquaticos confirmam o potencial do AL
na busca de alternativas para melhorar o valor nutricional de produtos provenientes de
aquicultura. Nas bases desse pressuposto e levando em consideracao os resultados obtidos
no presente trabalho (CAPR e GSH) em mdsculos de carpa, varios métodos analiticos
foram testados aqui para detectar quantitativamente a presenca de AL em tecido muscular
de carpa comum suplementadas por trés e quatro semanas. No entanto, as tentativas se
mostraram ineficazes para a deteccdo deste composto embora seus efeitos bioquimicos
foram observados em trés e quatro semanas (GSH e CAPR respectivamente).

Provavelmente, o AL ingressou no musculo, acumulou-se em baixas concentragdes
ou préximas as fisioldgicas, promoveu seus efeitos bioquimicos e acabou sendo
metabolizado, reduzindo assim as chances de ser detectado. Aqui cabe propor a
determinacdo de AL em outros tecidos como intestino e figado, os quais representam
sitios de absorcdo e metabolizacdo deste composto. Além disso, em mamiferos sabe-se
que apobs absorcdo do AL por células e tecidos, 0 composto é rapidamente metabolizado
até ADHL (Shay et al. 2009). De acordo com Durrani et al. (2010) o teor de AL em
amostras bioldgicas € muito baixo e o percentual de recuperacdo depende do método de
extracdo utilizado. Seguindo estes autores, uma dificuldade na detecgdo esta relacionada
ao fato deste composto e seus metabolitos ndo possuir cromaéforos para sua determinagao
por metodos fluorimétricos ou cromatograficos. Da mesma maneira, Lodge et al. (1997)

estabeleceram que o teor de AL em tecidos animais esta em fungdo do metabolismo
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energético inerente a cada tecido, desta forma tecidos com maior densidade mitocondrial
como coracdo, figado e rim sejam os principais sitios de acumulo. Futuros estudos devem
ser feitos para esclarecer se 0 AL experimenta organotropismo em animais aquaticos e se
essa afinidade esta relacionada as caracteristicas metabdlicas de cada tecido. Ainda outras
técnicas de extracdo e determinacdo devem ser avaliadas, incluido determinacdo

eletroquimica.
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6 CONCLUSAO

Em conclus&o, a suplementacdo com 439,84 mg AL/Kg de racdo é efetiva para induzir
respostas antioxidantes e melhorar o estado antioxidante no intestino, figado e musculos
de juvenis de carpa comum. As respostas sdo especificas para cada tecido e dependentes
do tempo de suplementacdo. De acordo com os resultados obtidos, no minimo duas
semanas de suplementagdo com AL é necessario para induzir aumentos na atividade da
enzima GST e concentracdo de GSH no intestino e figado. Por outro lado, trés semanas,
no minimo, sdo necessarias para incrementar o nivel de GSH intramuscular e quatro
semanas para aumentar a capacidade antioxidante total em musculo. N&o foi possivel
concluir que o AL se acumula em musculos de carpa com a técnica de extracao utilizada
neste trabalho, ainda que os efeitos bioguimicos sugerem o ingresso deste antioxidante

neste érgao.
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