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RESUMO

A exposi¢cdo a amonia pode influenciar no aumento excessivo da producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) nos organismos aquaticos. No entanto, o fornecimento de
dietas com a suplementagdo ou inclusdo de antioxidantes podem agir como uma
alternativa de quimioprote¢do, amenizando efeitos deletérios causados pelas ERO. A fruta
amazonica Euterpe oleracea, conhecida popularmente como “acai”, possui em sua
composi¢ao grandes quantidades de compostos fendlicos que conferem a esta fruta uma
excepcional capacidade antioxidante. Em razao disto, a inclusao de E. olaracea na dieta
do L. vannamei poderia aumentar a resiliéncia desses animais para lidar com a toxicidade
da amonia. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis danos
oxidativos causados pela exposicao a amonia em juvenis de L. vannamei, € se esses danos
poderiam ser atenuados em funcao da presenca do agai liofilizado na ra¢ao. Durante 35
dias, camardes com peso inicial (média = 1 erro padrao) de 0,97 £ 0,03 g foram
alimentados com duas dietas experimentais em triplicata: dieta controle (sem inclusdo de
acai) e dieta com a inclusdo de 10 % agai (P/P). Apos esse periodo, camardes com peso
médio de 3,87 + 0,04 g foram distribuidos em 24 tanques com 40 L, contendo 10 camardes
por caixa, e expostos durante 96 h a quatro concentragdes sub-letais de amonia (0,01-
controle; 0,26; 0,48; € 0,91 mg NH3-N L), representando um sistema fatorial de 2 (dieta
com e sem acai) x 4 (total de concentragdes de amonia testada) em triplicata. Os dados
foram submetidos a analise de variancia modelo misto (ANOVA), sendo o fator aleatorio
as diferentes caixas utilizadas e os fatores fixos as dietas e as concentragcdes de amonia
avaliadas. Para detectar possiveis diferencas entre os tratamentos foi aplicado o teste de
Newman-Keuls com um nivel de significancia de 0,05. Amostras de branquias,
hepatopancreas e musculo foram coletas para analises do contetido de polifendis e
flavonodides, da capacidade antioxidante total (ACAP), glutationa reduzida (GSH),
glutationa-S-transferase (GST), grupos sulfidrilas associados a proteinas (P-SH) e
peroxidacdo lipidica (TBARS). A presenca do agai na dieta ndo afetou os parametros
zootécnicos do L. vannamei. O hepatopancreas foi o unico tecido que apresentou um
incremento do contetdo de polifenois e flavonoides nos organismos alimentados com
acai (p<0,05). A ACAP das branquias diminuiu significativamente em ambas as dietas
apods a exposi¢do a amonia (p<0,05), enquanto no musculo dos camardes alimentados
com agai houve um aumento da capacidade antioxidante na mesma situagdo (p<0,05). A
perda de competéncia antioxidante nas branquias favoreceu o aumento dos niveis de
TBARS na dieta com acai neste tecido (p<0,05). Ao contrario das branquias, a diminui¢ao
do dano lipidico observado nos tratamentos 0,48 e 0,91 mg NH3-N L' no musculo dos
camardes que consumiram agai, foi influenciado pelo aumento da ACAP (p<0,05). Nao
houve diferencas significativas nas concentragdes de GSH nos orgdos para ambas as
dietas (p>0,05). Nas branquias, o agai promoveu uma queda significativa da atividade da
GST em todas as concentragdes de amodnia em relacdao a dieta controle, € no musculo,
diferentemente da dieta controle, o agai atuou na manutencao da GST, o que refor¢a os
resultados encontrados no contetdo de TBARS nestes tecidos, uma vez que o dano
lipidico aumentou nas branquias e diminuiu no musculo. A concentracdo de grupos
sulfidrilas (P-SH) diminuiu significativamente nas branquias e musculo dos camardes da
dieta controle quando expostos a amonia, induzindo ao dano proteico, resposta que nao
foi observada na dieta com inclusao de acai no decorrer das concentragcdoes de amonia.
Em conclusdo, a amoénia induziu ao estresse oxidativo nas branquias e musculo,
entretanto, a inclusdo do acai na dieta do L. vannamei apresentou efeitos antioxidantes
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nos diferentes 6rgdos, ndo agravando o dano proteico nas branquias € musculo e
atenuando o dano lipidico no musculo.

Palavras-chave: capacidade antioxidante, compostos bioativos, compostos nitrogenados,
estresse oxidativo, polifendis



ABSTRACT

Exposure to ammonia may influence the excessive increase in the production of reactive
oxygen species (ROS) in aquatic organisms. However, the provision of diets with
supplementation or inclusion of antioxidants may act as an alternative to
chemoprotection, alleviating deleterious effects caused by ROS. The Amazon fruit
Euterpe oleracea, popularly known as "agai", has in its composition large amounts of
phenolic compounds that give this fruit an exceptional antioxidant capacity. Because of
this, the inclusion of E. olaracea in the diet of L. vannamei could increase the resilience
of these animals to deal with ammonia toxicity. In this context, the objective of this study
was to evaluate the possible oxidative damages caused by exposure to ammonia in
juveniles of L. vannamei, and whether these damages could be attenuated due to the
presence of lyophilized agai in the diet. For 35 days, shrimp with initial weight (mean +
1 standard error) of 0.97 + 0.03 g were fed two experimental diets in triplicate: control
diet (without the inclusion of agai) and diet with inclusion of 10% agai (P/P). After this
period, shrimp with an average weight of 3.87 + 0.04 g were distributed in 24 tanks with
40 L, containing 10 shrimps per tank, and exposed for 96 h to four sublethal
concentrations of ammonia (0.01-control; 0.26, 0.48 and 0.91 mg NH3-N L),
representing a factorial system of 2 (diet with and without acai) x 4 (total ammonia
concentrations tested) in triplicate. The data were submitted to analysis of variance mixed
model (ANOVA), being the random factor the different tanks used and the fixed factors
the evaluated diets and ammonia concentrations. To detect possible differences between
treatments, the Newman-Keuls test with a significance level of 0.05 was applied. Samples
of gills, hepatopancreas and muscle were collected for analyses of the content of
polyphenols and flavonoids, of total antioxidant capacity (ACAP), reduced glutathione
(GSH), glutathione-S-transferase (GST), protein-associated sulthydryl groups (P-SH)
and lipid peroxidation (TBARS). The presence of acai in the diet did not affect the
zootechnical parameters of L. vannamei. The hepatopancreas was the only tissue that
presented an increase in the content of polyphenols and flavonoids in organisms fed with
acai (p <0.05). The ACAP of the gills decreased significantly in both diets after exposure
to ammonia (p <0.05), whereas in the muscle of acai-fed prawns there was an increase in
antioxidant capacity in the same situation (p <0.05). The loss of antioxidant competence
in the gills favored increased levels of TBARS in the agai diet in this tissue (p <0.05). In
contrast to the gills, the decrease in lipid damage observed in treatments of 0.48 and 0.91
mg NH3-N L' in the muscle of shrimp that consumed acai was influenced by the increase
in ACAP (p <0.05). There were no significant differences in GSH concentrations in the
organs for both diets (p> 0.05). In the gills, agai promoted a significant drop in GST
activity in all concentrations of ammonia in relation to the control diet, and in the muscle,
unlike the control diet, the acai acted to maintain the GST, which reinforces the results
found in the content of TBARS in these tissues, since lipid damage increased in the gills
and decreased in the muscle. The concentration of sulfhydryl groups (P-SH) decreased
significantly in the gills and muscle of the control diet shrimp when exposed to ammonia,
inducing protein damage, a response that was not observed in the acai inclusion diet. In
conclusion, ammonia induced oxidative stress in the gills and muscle, however, the
inclusion of agai in the diet of L. vannamei presented antioxidant effects in the different
organs, not aggravating the protein damage in the gills and muscle and attenuating the
lipidic damage in the muscle.



Key-words: antioxidant capacity, bioactive compounds, nitrogen compounds, oxidative
stress, polyphenols
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INTRODUCAO GERAL

Com o aumento da populagdo humana, a demanda por recursos naturais e¢ a
necessidade da producdo de alimentos tem aumentado consideravelmente, tornando-se
um dos grandes desafios mundiais. Frente a esta situacdo, a aquicultura ¢ considerada
como uma alternativa para a producdo de proteina de alta qualidade, contribuindo com a
seguranca alimentar e nutricional (FAO 2016).

A aquicultura tem sido o setor de produg@o de alimentos de origem animal com
maior taxa de crescimento, sendo responsavel pelo fornecimento de pescado para o
consumo humano. Em 2015, o pescado representou aproximadamente 17% do total de
proteina animal consumida pela populagao mundial (FAO, 2018). A produgdo pesqueira
mundial alcangou em 2016 cerca de 171 milhdes de toneladas, dos quais, a aquicultura
representou 47% dessa producdo. Ja a produgdo de pescados comestiveis foi estimada em
80 milhdes de toneladas, sendo 7,9 milhdes de toneladas pertencentes a producdo de
crustaceos (FAO, 2018).

A carcinocultura ¢ uma das atividades aquicolas com maior potencial econdmico
e produtivo e que mais tem se expandido no mundo. Dentre o cultivo de crustaceos, o
camarao branco do Pacifico Litopenaeus vannamei (Booner 1931), pertencente a familia
Penaeidae, ¢ a espécie que mais tem sido produzida e comercializada mundialmente,
representando 4,1 milhdes de toneladas (53%) do total da producdo mundial (FAO, 2018).
Suas caracteristicas zootécnicas, tais como, alta taxa de crescimento e sobrevivéncia,
eficiéncia na conversao alimentar, tolerancia a amplas faixas de salinidade e temperatura,
e todo um pacote tecnologico ja bem estabelecido, que inclui os requisitos nutricionais
desta espécie, as faixas de parametros fisico-quimicos da dgua ideais para o crescimento
e o manejo adequado desde a fase da larvicultura a engorda, facilitam o cultivo desta
espécie (Xu e Pan, 2012; Jia et al., 2015).

Na década de 80, a producdo de camardes era principalmente baseada em sistemas
de cultivo extensivo, caracterizados pela baixa densidade de estocagem. Na década
seguinte, assim como nos dias atuais, devido ao melhoramento das técnicas aquicolas, as
condig¢des de cultivo foram intensificando-se com o objetivo de aumentar a produtividade
dos sistemas (Wasielesky et al., 2006; 2017).

Na aquicultura, a manuten¢do dos parametros da qualidade da 4gua adequados a
espécie em cultivo ¢ essencial para o sucesso do empreendimento aquicola, pois estes

fatores podem ser decisivos para aumentar ou reduzir a produtividade dos sistemas de



producao (Campos ef al., 2015). Em sistemas tradicionais de cultivo, a fim de manter a
qualidade da agua dentro dos pardmetros ideais para a o crescimento e sobrevivéncia dos
camardes, ¢ comum a realizac¢ao de altas taxas de renovagdes de agua (Krummenauer et
al., 2014). Porém, um dos principais problemas relacionados a deterioracdo da qualidade
de agua em sistemas de cultivo intensivo do camardo L. vannamei, mesmo com
renovagoes de dgua, € a geragcdo e o acumulo de residuos nitrogenados nestes sistemas.

As ragdes utilizadas no cultivo do L. vannamei contém altos niveis proteicos (35 a
46%), e com o incremento das densidades de estocagem e consumo desses alimentos, a
liberacdo de excre¢ao de nitrogénio para o meio, sobretudo na forma de amonia,
aumentam (Wasielesky et al., 2017). A amonia, produto final do catabolismo das
proteinas dos organismos aquaticos, ¢ o principal composto nitrogenado presente no
meio, originada a partir das excretas dos animais, degradacao dos restos de alimentos e
decomposic¢ao dos solidos organicos (Barbieri et al., 2016).

No ambiente aquatico, a amonia esta presente sob duas formas: amonia ionizada
(NH4") e a ndo ionizada (NH3), e quando somadas constituem a amonia total (NH4" +
NH3). A proporgao relativa de cada uma dessas formas ¢ influenciada diretamente pelo
pH da agua, seguido da temperatura e salinidade (Baldisseroto, 2013).

A forma nao ionizada ¢ considerada a mais toxica, pois em fun¢do de sua natureza
lipofilica ¢ capaz de difundir-se facilmente através das membranas branquiais (Romano
e Zang, 2013). Dependendo da concentracio e do tempo de exposicado, os efeitos toxicos
causados por estes residuos podem ser sub-letais ou letais em diferentes espécies de
camardes (Campos et al., 2015; Wasielesky et al., 2017).

O acumulo de amodnia em tanques de cultivo pode causar alteragdes fisioldgicas
(Romano e Zang, 2013), incluindo alteracdes metabolicas, reducdo no crescimento,
aumento das taxas de consumo de oxigénio, diminuicdo da capacidade antioxidante e
extresse oxidativo, € em casos extremos causar mortalidade em organismos aquaticos
(Barbieri, 2010; Jia et al., 2015; Zhang et al., 2015).

Pesquisas tém demonstrado que a exposi¢do a amdnia em peixes e crustaceos €
capaz de induzir ao aumento excessivo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Zhang et
al, 2015; Liang et al., 2016; Pinto et al., 2016; Maltez et al., 2017; Zhang et al., 2018),
fendmeno que como dito anteriormente, pode apresentar alteragdes bioquimicas de
importancia.

ERO ¢ um termo que caracteriza espécies moleculares ou um grupo de oxidantes,

que oxidam e danificam biomoléculas, como proteinas, lipidios, DNA e RNA, com os
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consequentes efeitos deletérios das fungdes biologicas (Sies, 2015; Liang et al., 2016). A
geracdo ERO pode ocorrer em diferentes tecidos, como resultado do processo de redugao
do oxigénio molecular (O2), comum para todos os seres aerdbicos. Neste processo,
simultaneamente ha a formagao de elementos intermediarios toxicos e reativos, tais como
radical anion superoxido (O2"), radical hidroxil (HO") e peroxido de hidrogénio (H202),
podendo ser nocivos quando o sistema de defesa antioxidante ndo consegue intercepta-
los (Hermes-Lima, 2004). Ao longo da evolugdo, o O> foi fundamental para o processo
de respiracao mitocondrial, possibilitando um aumento notavel na eficiéncia de geragao
de ATP (Hermes-Lima et al., 2015). Em células aerdbicas existem diferentes vias
metabolicas que possibilitam a producao de ERO, sendo as mitocondrias as principais
fontes endogenas desta producao, a qual € ocasionada durante o transporte de elétrons na
cadeia respiratoria (Banh et al., 2016). Desta maneira, a necessidade de eliminar,
interceptar e prevenir os danos oxidativos causados pela acdo das ERO, levaram todos os
organismos aerobicos ao desenvolvimento de um complexo sistema de defesas
antioxidantes formado por defesas enzimaticas e ndo enzimaticas (Comporti, 2010).

O sistema de defesa enzimdtico ¢ composto por enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a glutationa redutase
(GR), e a glutationa S-transferase (GST), dentre outras. As defesas antioxidantes ndo
enzimaticas sdo compostas pela glutationa reduzida (GSH) e por substancias obtidas por
meio da dieta, como o a-tocoferol (vitamina E), acido lipdico, 4cido ascorbico (vitamina
C), além de carotendides e flavonodides (Vasconcelos et al., 2007; Lobo et al., 2010; Kiitter
etal., 2014; Wu et al., 2015).

A enzima SOD catalisa a dismuta¢do do superoxido em Oz e H20:. J& o perdxido
de hidrogénio (H20.) ¢ convertido em H>O e Oy, reagdo a qual ¢ catalisada pela catalase
(CAT). No caso da GPx, ¢ uma enzima que atua na detoxificacdo de peroxidos organicos
e inorganicos e utiliza o antioxidante endogeno glutationa reduzida (GSH) como cofator
(Wu et al., 2015). A glutationa reduzida (GSH) ¢ formada pela combinagdo de trés
residuos de aminodacidos (cisteina, glicina e glutamina), formando um tripéptido que
contém um grupo tiol (SH), e encontra-se presente nos organismos nas formas reduzidas
(GSH) e oxidada (GSSG) (Wang et al., 2018). Esta molécula atua na preservacao do
estado redox celular, agindo como primeira acdo de defesa contra a geragao excessiva de
ERO e na detoxificagdao de xenobidticos (Ventura-Lima ef al., 2009). A GR € uma enzima
que tem o papel de reciclar a GSH a partir da GSSG (Hermes-Lima, 2004; Ventura-Lima

et al., 2009). A GST ¢é uma familia de enzimas multifuncionais, tendo sua atividade
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relacionada na detoxificagao celular de xenobiodticos e metabolitos endogenos (Zhou et
al., 2009).

As defesas enzimaticas e ndo enzimaticas constituem um sistema de defesa
antioxidante complexo, o qual pode ser mensurado em forma global com o objetivo de
avaliar a capacidade antioxidante total dos organismos contra ERO (Amado et al., 2009).
Em condigdes fisiologicas normais, a producao de ERO ¢ balanceada pelos sistemas de
defesas enzimatica e ndo enzimatica, havendo um equilibrio entre os agentes de defesas
antioxidantes e pro-oxidantes nos organismos (Lushchak, 2011). No entanto, situagdes de
exposicao a poluentes, como por exemplo a amonia, ou alteragdes das varidveis
ambientais, podem acarretar na perturbacdo deste equilibrio, com a predominancia de
compostos oxidantes.

A producdo de ERO ndo necessariamente causam danos celulares (Amado ef al.,
2009), no entanto, quando sua acumulagao vai além da capacidade de defesa dos sistemas
antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo (Lushchak, 2011; Liang et al., 2016). O estresse
oxidativo pode ser resultado de um desequilibrio entre altas concentragdes de pro-
oxidantes sobre os antioxidantes, causando dano oxidativo, e/ou perturbagao das vias de
sinalizagao celular (Jones, 2006).

Pesquisas envolvendo a suplementagdo ou inclusdo de antioxidantes na alimentagao
tém ganhado destaque no setor aquicola, pois podem agir como uma alternativa de
quimioprote¢do contra os efeitos do estresse oxidativo em organismos aquaticos, 0s quais
sdo causados em diferentes situa¢des durante o cultivo, melhorando a defesa imunolégica
e amenizando os efeitos deletérios causados pelas ERO (Monserrat et al., 2008; Amado
etal., 2011; Xu et al., 2012; Wang et al., 2016; Da Silva Martins et al., 2018; Ledn et al.,
2018; Wang et al., 2018).

Os alimentos funcionais sdo aqueles que além de trazer beneficios nutricionais,
exercem efeitos bioquimicos e fisiologicos, melhorando as defesas antioxidantes e
prevenindo o risco do desenvolvimento de doencas (Asgary et al., 2018). Estes alimentos
contam com a presenga de compostos bioativos, presentes naturalmente em pequenas
quantidades em frutas e vegetais, os quais, dentre suas principais agdes bioldgicas,
apresentam acdo antioxidante (Kaur e Singh, 2017). Os principais compostos bioativos
de natureza antioxidante encontrados em frutas e vegetais sdo os compostos fendlicos e
carotenoides (Septembre-Malaterre ef al., 2018).

A inclusdo de polpa de frutas ricas em carotenoides, polifendis e flavonoides em

dietas, como por exemplo a pupunha (Bactris gasipaes), buriti (Mauritia flexuosa) e o
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acai (Euterpe oleracea), ttm demonstrado resultados satisfatorios quanto a seu efeito
quimioprotetor (Baldizan et al., 2010; De Souza et al., 2010; Aquino et al., 2015). No
Brasil, especificamente no bioma amazonico, é possivel encontrar esses frutos, os quais,
devido tais caracteristicas, apresentam capacidade antioxidante e potencial uso como
suplementos e inclusdo em dietas.

O Euterpe oleracea é uma espécie de palmeira endémica da regido amazdnica, cujo
fruto ¢ pequeno, arrendondado e com coloragdo roxo-escuro em fungdo dos pigmentos
naturais (Schauss, 2016), sendo o Brasil o maior produtor e exportador deste fruto. O
estado do Par4 ¢ responsavel por cerca de 99% do cultivo nacional, seguido dos estados
Maranhdo, Amapa, Acre e Rondonia (FAPESPA, 2017). A polpa do agai tem sido muito
utilizada como matéria-prima para a fabricagdo de sucos, sorvetes e bebidas, sendo
exportada para diferentes paises (De Souza et al., 2010; Odendaal e Schauss, 2014). Por
ser altamente perecivel e de rdpida degradacdo, alteragcdes sensoriais e nutricionais
modificam as caracteristicas naturais deste produto. Desta maneira, técnicas de
conservagdo, como a liofilizagdo, sdo empregadas com o objetivo de preservar a
composi¢ao nutricional e fitoquimica da polpa, viabilizando a execu¢do de estudos in
vitro e in vivo (Odendaal e Schauss, 2014).

Nas ultimas décadas, a polpa do agai tem atraido interesse e sido alvo de muitas
pesquisas em fung¢do de suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e nutricionais
(Schauss et al., 2006, Martino et al., 2016; Schauss, 2016). A polpa do agai € rica em
acidos graxos insaturados, fibras, e minerais, e a alta capacidade antioxidante deste fruto
deve-se a presenga de polifendis e flavondides, principalmente as antocianinas, em sua
composicao (Schauss, 2016). Estudos envolvendo a administracdo de extratos de agai in
vivo tem demonstrado um aumento na capacidade antioxidante do plasma de seres
humanos (Mertens-Talcott et al., 2008), melhora dos niveis de colesterol em ratos
hipercolesterolémicos (De Souza et al., 2010), efeito anti-hipertensivo (Da Costa et al.,
2012) e agdo vasodilatadora no leito vascular mesentérico de ratos (Rocha et al., 2007).

Em fungdo da presenga de polifendis, alta capacidade antioxidante e altos niveis de
lipidios, o uso da polpa liofilizada do acai pode se tornar uma alternativa para a
administracdo de antioxidantes em dietas para organismos aquaticos, pois possui
capacidade de estimular o aumento dos sistemas de defesas antioxidantes enddgenos e
exogenos, combatendo os efeitos do estresse oxidativo (Gordon, 1996; Schauss, 2016).
Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo investigar as respostas de defesas

antioxidantes e dano oxidativo durante a exposi¢ao a amonia no camardo L. vannamei e
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a acdo quimioprotetora da inclusdo de Euterpe oleracea na dieta, com a finalidade de
melhorar a capacidade antioxidante e assim amenizar os mecanismos de toxicidade da

amonia e o dano oxidativo neste crustaceo.



OBJETIVOS
Geral

Avaliar as respostas de defesas antioxidantes e a geragao de dano oxidativos
derivados da exposi¢cdo a amonia em juvenis de camarao branco do Pacifico Litopenaeus
vannamei alimentados com dieta com inclusdo de acgai (Euterpe oleracea) liofilizado

como agente quimioprotetor.

Especificos
e Avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de L. vannamei alimentados com

dietas com inclusdo de polpa liofilizada do fruto de E. oleracea.

e Avaliar aresposta antioxidante e de dano oxidativo nas branquias, hepatopancreas
e musculo de L. vannamei ap6s submeté-lo a niveis sub-letais de cloreto de
amonia.

e Avaliar o efeito da inclusdo da polpa liofilizada do fruto de E. oleracea na dieta
de L. vannamei na capacidade antioxidante ¢ de dano oxidativo destes animais

quando expostos a concentragdes sub-letais de cloreto de amonia.
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CAPITULO 1

Avaliacao de defesas antioxidantes e de dano oxidativo em juvenis do camarao
Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) exposto a amonia: O papel do acai (Euterpe
oleracea Mart. 1824) como agente quimioprotetor

Artigo a ser submetido a Revista Aquaculture Research

Obs: Figuras e Tabelas incluidas no corpo do texto para facilitar a leitura.
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Resumo

Juvenis do camardo Litopenaeus vannamei foram alimentados com duas dietas
experimentais: controle e dieta com inclusdao de acgai Euterpe oleracea a 10% (P/P)
durante 35 dias. Apos foram expostos durante 96h a quatro concentragdes de amodnia
(0,01-controle; 0,26; 0,48 e 0,91 mg NH3-N L!). Amostras de branquias, hepatopancreas
e musculo foram coletadas. O acai na dieta ndo afetou os parametros zootécnicos do L.
vannamei. No hepatopancreas o contetdo de polifendis e flavonoides aumentou nos
camardes alimentados com acgai. A capacidade antioxidante total (ACAP) das branquias
diminuiu significativamente em ambas as dietas quando expostos a amdnia, enquanto que
no musculo o acai promoveu um aumento da capacidade antioxidante.
Concomitantemente, os niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS) aumentaram nas
brinquias e diminuiram no musculo. A atividade da glutationa-S-transferase (GST)
aumentou no hepatopancreas da dieta com agai na concentra¢do de 0,26 mg NH3-N L,
o que pode facilitar a detoxificagdo de subprodutos de peroxidagdo lipidica nesta mesma
concentragdo. A concentracdo de grupos sulfidrilas associados a proteinas (P-SH)
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diminuiu significativamente nas branquias e musculo dos camardes da dieta controle,
induzindo ao dano proteico, resposta ndo observada na dieta com agai no decorrer das
concentragdes de amoOnia. A amodnia induziu ao estresse oxidativo nas branquias e
musculo, entretanto, o acai apresentou acdo quimioprotetora no hepatopancreas e
melhorou o sistema de defesa antioxidante, ndo agravando o dano proteico nas branquias
e musculo e atenuando o dano lipidico no musculo.

Palavras-chave: capacidade antioxidante, compostos bioativos, compostos nitrogenados,
estresse oxidativo, polifendis

1. INTRODUCAO

O camarao branco do Pacifico Litopenaeus vannamei (Booner 1931) ¢ a espécie de
crustaceo mais cultivada e comercializada mundialmente, principalmente devido a suas
caracteristicas zootécnicas de cultivo e a ampla capacidade de adaptagdo ambiental (Jia,
Zhang, Wang, & Dong, 2015; FAO, 2018).

Através do melhoramento de técnicas aquicolas, as condigdes de cultivo tém se
intensificado, aumentando a produgdo deste crustiaceo. Entretanto, um dos fatores
limitantes em sistemas de cultivo intensivo, ¢ a geragdo e acumulo de residuos
nitrogenados, principalmente a amonia, originados a partir das excretas dos animais,
degradagdo dos restos de alimentos e decomposi¢ao dos detritos organicos (Romano &
Zang, 2013; Jia et al., 2015; Wasielesky, Poersch, Martins, & Miranda-Filho, 2017).

A amonia, produto final do catabolismo das proteinas dos organismos aquaticos,
esta presente na agua sob duas formas, amonia ionizada (NH4") e a ndo ionizada (NHs),
e quando somadas constituem a amonia total (NAT). A forma ndo ionizada ¢ considerada
a mais toxica, pois em funcdo de sua natureza lipofilica ¢ capaz de difundir-se com
facilidade através das membranas branquiais (Romano & Zang, 2013).

Elevadas concentragdes de amonia tendem a se acumular nos fluidos corporais de
organismos aquaticos (Liang et al., 2016) e, dependendo da concentragdo e do tempo de
exposicdo, os efeitos toxicos podem ser sub-letais ou letais, dependendo da espécie,
incluindo camardes. Dentre esses efeitos destacam-se distirbios osmorregulatorios
(Romano & Zang, 2012), aumento do consumo de oxigénio (Racotta & Hernandes-
Herrera, 2000; Barbieri, 2010), diminui¢ao das taxas de crescimento ¢ aumento da
mortalidade (Campos, Furtado, D’Incao, Poersch, & Wasielesky, 2015; Wasielesky et al.,
2017), alteragdes histologicas (Dutra et al., 2017; Han et al., 2017), supressao do ciclo de
Krebs e desacoplamento da fosforilagdo oxidativa (Ding et al., 2017), diminui¢dao da

capacidade antioxidante e estresse oxidativo (Jia et al., 2015; Zhang et al., 2015).
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A ocorréncia de estresse oxidativo acontece devido ao desequilibrio entre elevadas
concentragdes de pré-oxidantes, que incluem as chamadas espécies reativas de oxigénio
(ERO), e antioxidantes, resultando em danos as biomoléculas, como proteinas, lipidios e
DNA (Jones, 2006; Sies, 2015; Zhang et al., 2015; Liang et al., 2016). As ERO sao
formadas durante o processo do metabolismo aerdbico, € os camardes, como qualquer
organismo aerdbico, sdo vulneraveis a acdo de ERO quando produzidas em excesso em
relacdo a capacidade antioxidante do organismo (Kiitter, Romano, Ventura-Lima, Tesser,
& Monserrat, 2014).

Estudos recentes t€m demonstrado que a exposi¢ao de peixes e crustaceos a amonia
¢ capaz de influenciar no aumento excessivo da produgdo de ERO (Zhang et al, 2015;
Liang et al., 2016; Pinto et al., 2016; Maltez et al., 2017; Zhang, Li, Wang, & Qian, 2018).
Parte da toxicidade da amonia esta relacionada com a capacidade desta em influenciar
diretamente no funcionamento do ciclo de Krebs. A incorporacdo de grupos amonio ao a-
cetoglutarato catalisado pela glutamato desidrogenase, retira este intermedidrio do ciclo
de Krebs, afetando a producdo de ATP. Além disso, a amdnia ¢ capaz de inibir algumas
enzimas intermediarias importantes neste ciclo, como a a-cetoglutarato desidrogenase,
prejudicando a produgdo de ATP (Hertz & Kala, 2007). A deplecao de ATP faz com que
o organismo perca capacidade de produzir antioxidantes endogenos e aumente a produgao
de ERO (Kosenko et al., 1997). No entanto, os organismos aerdbicos, como forma de
combater e prevenir os danos oxidativos causados pelo excesso de ERO, contam com
sistemas de defesas antioxidante enzimadticos (superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase
(GST), dentre outros) e ndo-enzimaticos (glutationa reduzida (GSH), vitamina-E,
vitamina-C, - caroteno, acido lipdico, flavonodides, dentre outros) (Vasconcenlos et al.,
2007; Lobo, Patil, Phatak, & Chandra, 2010; Wu, Liu, Shu, & Chen, 2015).

Nos ultimos tempos, pesquisas envolvendo o fornecimento de dietas com a
suplementagdo ou inclusdo de antioxidantes tém ganhado importancia no setor aquicola,
pois podem agir como uma alternativa de quimioprote¢do contra os efeitos do estresse
oxidativo em organismos aquaticos, uma vez que o aumento da produ¢do de ERO pode
ocorrer em funcdo de varios processos no ambiente de cultivo e durante o manejo destes
organismos, como o transporte, queda do oxigé€nio com posterior re-oxigenacao,
variagcdes na temperatura, assim como a exposi¢ao a altas concentragcdes de compostos

nitrogenados, entre outros (Monserrat et al., 2008; Amado et al., 2011; Xu et al., 2012;
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Wang et al., 2016; Da Silva, Barbas, Torres, Sampaio & Monserrat, 2017; Da Silva
Martins et al., 2018; Ledn, Wasielesky, & Monserrat, 2018; Wang et al., 2018).

Compostos bioativos de natureza antioxidante estdo presentes em frutas e vegetais,
tais como compostos fendlicos e carotenoides (Kaur & Singh, 2017; Septembre-
Malaterre, Remize, & Poucheret, 2018). A inclusdao de polpa de frutos amazonicos em
dietas animais, como a pupunha (Bactris gasipaes), buriti (Mauritia flexuosa) e o agai
(Euterpe oleracea), ricos em carotenoides, polifenois e flavondides, tém demonstrado
resultados satisfatorios quanto a aspectos nutricionais, quimiopreven¢ao de doengas e
melhora da capacidade antioxidante (Baldizan, Oviedo, Michelangeli, & Vargas, 2010;
De Souza, Silva, Silva, de Paula Oliveira, & Pedrosa, 2010; Aquino et al., 2015; Dos
Santos, et al., 2016).

O acaizeiro (Euterpe oleracea) ¢ uma espécie de palmeira endémica da regido
amazoOnica. Seu fruto ¢ pequeno, arredondado e apresenta coloracio roxo-escuro devido
principalmente a presenca de antocianinas (Schauss et al., 2006). O Brasil ¢ o maior
produtor, consumidor e exportador do agai, fruto no qual tem sido muito utilizado como
matéria-prima para a fabricacdo de sucos, sorvetes e bebidas (De Souza et al., 2010;
Odendaal & Schauss, 2014). O comércio e o consumo in natura de sua polpa sdo muito
comuns nas regidoes produtoras. Entretanto, em funcdo da alta perecibilidade e rapida
degradagdo enzimatica causada por peroxidases e polifenoloxidases que resultam em
alteracdes sensoriais e nutricionais, técnicas de conserva¢do necessitam ser empregadas
com o objetivo de aumentar sua durabilidade (Da Silva Menezes, Torres, & Srur, 2008).
Um dos métodos de conservacao € o processo de liofilizag¢do, o qual permite a preservacao
da composi¢ado nutricional e fitoquimica da polpa, viabilizando estudos in vitro € in vivo
(Odendaal & Schauss, 2014).

Nos ultimos anos, tem se atribuido consideravel atencdo a polpa do acai, devido
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e nutricionais (Schauss et al., 2006;
Martino, dos Santos Dias, Noratto, Talcott, & Mertens-Talcott, 2016; Schauss, 2016). A
alta capacidade antioxidante deste fruto deve-se a presenca de polifenois e flavonoides,
incluindo as antocianinas, em sua composi¢do (Schauss, 2016). Estudos envolvendo a
administracdo de extratos de acai in vivo tem demonstrado um aumento na capacidade
antioxidante do plasma de seres humanos (Mertens-Talcott et al., 2008), prote¢ao contra
estresse oxidativo e lesdes renais em ratos diabéticos (Cordeiro et al., 2017), melhora dos
niveis de colesterol em ratos hipercolesterolémicos (De Souza et al., 2010), efeito anti-

hipertensivo (Da Costa et al., 2012) e a¢do vasodilatadora no leito vascular mesentérico
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de ratos (Rocha et al., 2007), e melhora da capacidade antioxidante e reducao de ERO no
nematodide Caenorhabditis elegans (Bonomo et al., 2014).

Em funcdo da presenca de polifenois, alta capacidade antioxidante e altos niveis de
acidos graxos insaturados, o uso da polpa liofilizada do agai pode se tornar uma
alternativa para a administracdo de antioxidantes em dietas para organismos aquaticos,
pois possui capacidade de estimular o sistema de defesas antioxidantes enddgeno e
exdgeno, combatendo os efeitos do estresse oxidativo (Gordon, 1996; Schauss, 2016).
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar as respostas de defesas
antioxidantes e dano oxidativo durante a exposi¢ao a amonia no camarao L. vannamei €
a acdo quimioprotetora da inclusdo de Euterpe oleracea na dieta, com a finalidade de
melhorar a capacidade antioxidante e assim amenizar os mecanismos de toxicidade da

amonia e o dano oxidativo neste crustaceo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local e instalacoes

O estudo foi realizado na Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA) do Instituto de
Oceanografia (I0) da Universidade Federal do Rio Grande — FURG, localizado na praia
do Cassino, Rio Grande, RS, Brasil.

2.2. Material biologico e desenho experimental

Camardes juvenis da espécie Litopenaeus vannamei com peso médio (= 1 erro
padrdo) inicial de 0,97 + 0,03g foram transferidos para 6 tanques circulares de polietileno
com volume util de 220 litros cada, dispostos em 2 tratamentos em triplicata, contendo
110 camardes por tanque. O sistema de dgua era semi-estatico, com aeragdo constante e
salinidade de 25 ppt. Os tratamentos foram designados por duas dietas experimentais:
dieta controle, sem inclusao do fruto do acai liofilizado; e dieta com 10% de inclusdo de
acai (P/P), baseado no trabalho de Silva (2018) na mesma espécie.

Os camardes foram alimentados durante 35 dias duas vezes ao dia. ApoOs esse
periodo, 240 camardes com peso médio de 3,87 + 0,04g, foram distribuidos entre 24
caixas com volume util de 40 litros, representando um sistema fatorial de 2 (dieta com e
sem acai) x 4 (total de concentragdes de amonia testada) em triplicata, contendo 10
camardes por caixa, e expostos durante 96 h a quatro concentragdes sub-letais de amonia

(0,01-controle; 0,26; 0,48 e 0,91 mg NH3-N L), baseadas a partir no nivel de seguranca

19



175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187

188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

201
202
203
204
205
206
207

de 0,16 mg NH3-N L! em salinidade 25 para juvenis de L. vannamei (Lin & Chen, 2001).
As proporgdes de amonia ndo ionizada (NH3) foram calculadas a partir da concentragao
de amdnia total, com base nas equagdes de Colt (2002). Estas solu¢des foram preparadas
a partir de uma solugado estoque de cloreto de amonia (NH4ClI) (250 mg/L) e diluidas até
a concentragao de amodnia ndo ionizada desejada, sendo pipetadas diretamente na agua.
Para a manuten¢@o das respectivas concentragdes, o volume util (100%) das caixas foi
renovado diariamente ¢ as solucdes de cloreto de amonia (NH4Cl) adicionadas
novamente. Sempre que as solugdes eram adicionadas, coletas de dgua de todos os
tratamentos eram realizadas para analises de amonia total e posterior calculo de amonia
ndo ionizada, a fim de se determinar as concentragdes reais de amonia ndo ionizada nos
diferentes tratamentos. Logo, as concentragdes de amodnia ndo ionizada apresentadas

neste estudo foram as concentracdes reais efetivamente medidas.

2.3. Analise da qualidade da agua

Durante o fornecimento das dietas experimentais foram mensurados diariamente, o
oxigénio dissolvido e a temperatura através de um oximetro digital multiparametros
(YSI®-550A), pH com o um pHmétro digital (Alfakit, AT 315 SP), amonia total (N-AT)
(NH3 + NH4") e nitrito (N-NO2") (UNESCO, 1983). Semanalmente, foram feitas analises
de alcalinidade (APHA, 1998) e salinidade (Refratometro Alfakit). Cerca de 80% do
volume total de cada tanque era trocado quando as concentragdes de amonia total
ultrapassavam 1 mg/L (representando aproximadamente 0,04 mg NH3-N L!) assim como
fezes e restos de ragao sinfonados.

Durante as 96 h de exposi¢ao ao NH4Cl, a salinidade foi mantida em 25 ppt, tendo o
oxigenio dissolvido, temperatura, pH, amdnia total (N-AT) e ndo ionizada (NH3) aferidos

diariamente.

2.4. Preparo das racoes

As dietas experimentais foram elaboradas de forma isoprotéica e isoenergética,
com teor proteico de 35% de proteina bruta e 9% de lipidios (Tabela 1). Foram formuladas
duas dietas, uma sem inclusdo de agai (controle) e outra com inclusdo do fruto do agai
liofilizado (10% P/P). Em fung¢do do alto teor de lipidios, carboidratos e fibras, presente
na polpa liofilizada do agai (Schauss, 2016), para o balanceamento energético entre as

ragoes, na dieta com inclusdo de acai foi necessario retirar parte dos carboidratos e 6leo
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de peixe em relagdo a dieta controle. O acai E. oleracea utilizado na ragao foi obtido da
Empresa Amazonica Comércio de Agai Liofilizado e Exportagdo LTDA, localizada em

Belém - PA, Brasil.

Tabela 1. Formulagao e composi¢ao proximal das dietas experimentais

Ingredientes (%) Dietas

Controle Acai
Farinha de peixe® 28,50 28,50
Farelo de soja 23,90 21,90
Levedura de cerveja 5,00 5,00
Amido de milho 21,60 18,84
Farelo de trigo 5,60 5,60
Oleo de peixe® 4,90 0,66
Mistura mineral e vitaminica® 1,00 1,00
Colesterol 0,50 0,50
Ca(H2PO4)2 2,00 2,00
Celulose 7,00 6,00
Polpa de agai liofilizado 0,00 10,00

Composicdo proximal (%)

Matéria Seca 97,16 96,79
Proteina Bruta 35,39 35,73
Extrato Etéreo 9,46 9,23

Cinza 10,36 10,54
Fibra Bruta 5,45 5,30

ENN¢ 39,34 39,20
Energia Bruta (kj g)° 16,05 15,99

®Valores analisados da Farinha de Peixe (como % da matéria seca): 93,59 de matéria seca; 71,46
de proteina bruta; 4,47 de lipidios; 16,28 de cinza; 0,71 de fibra bruta. Empresa (RS, Brasil).
b Campestre Ind. E Com. De Oleos Vegetais Ltda (Sdo Paulo, SP, Brasil).

¢ Premix M. Cassab, SP, Brasil: Vit. A (500000 UI kg™"), Vit. D3 (250000 UI kg™), Vit. E (5000
mg kg), Vit. K3 (500 mg kg'), Vit. BI (1000 mg kg™), Vit. B2 (1000 mg kg™, Vit. B6 (1000
mg kg!) Vit. B12 (2000 mcg kg™), niacin (2500 mg kg™!), panteonato de calcio (4000 mg kg™),
acido folico (500 mg kg™"), biotina (10 mg kg™, Vit. C (10000 mg kg™). Colina (100000mg kg™),
inositol (1000 mg kg™'). Elementos tragos: selénio (30 mg kg™), ferro (5000 mg kg™), cobre (5000
mg kg!), manganés (5000 mg kg™'), zinco (9000 mg kg™!), cobalto (50 mg kg!), iodo (200 mg kg
1

).

d Extrativo ndo nitrogenado: Calculado por diferenga (100 — proteina bruta — extrato etéreo — cinza
— fibra bruta).

¢ Energia bruta (kj g! dieta) = (% proteina bruta x 16,7) + (% estrato etéreo x 37,7) + (% ENN x
16,7).

2.5. Analises proximal da ra¢io e do musculo do camarao
A andlise da matéria seca (MS) foi realizada dispondo as amostras de ragdes e
musculo em estufa a 102 °C por 5 h. Na andlise de cinzas (MM), as amostras sofreram

uma pré-calcinacdo e posteriormente foram levadas a mufla a 600 °C durante 5 h (AOAC,
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1999). A analise de proteina bruta (PB), segundo a metodologia de Kjeldahl, foi realizada
apos a digestdo da amostra e destilagdo do nitrogénio, multiplicando-se o resultado por
6,25. O extrato etéreo (EE) foi avaliado com o uso do método de extracdo a frio (Bligh &
Dyer, 1959). Para a analise da fibra bruta (FB) foi utilizada a digestao acida e basica da
amostra por 30 min em cada digestao, sendo o valor de FB obtida por diferenca (Silva &

Queiroz, 2009).

2.6. Avaliacao do desempenho zootécnico
Para avaliar o desempenho zootécnico, ao final do experimento, foram analisados
0s seguintes parametros:
1. Ganho de peso (GP) = peso final — peso inicial
2. Taxa de crescimento especifico (TCE) = [(In peso final — In peso inicial) / dias de
criagdo] x 100
3. Conversdo alimentar aparente (CAA) = racdo fornecida / ganho de peso
4. Taxa de eficiéncia proteica (TEP) = ganho de peso (g) / proteina ingerida (g)
5. Sobrevivéncia (%) = (quantidade final de animais / quantidade inicial dos animais) X

100.

2.7. Analises bioquimicas
2.7.1. Homogeneizacao das amostras

Ao final das 96 h, os camardes foram eutanasiados em nitrogénio liquido para a
coleta dos orgdos. Apos a dissecacdo, o hepatopancreas, branquias e musculo foram
pesados e homogeneizados (1:5 P/V) em solugdo tampao para crustaceos contendo Tris-
base (20 mM), EDTA (1 mM), MgCl (0,05 mM), sacarose (5 mM), e KCI1 (1 mM), todos
dissolvidos em agua destilada, com o pH ajustado em 7,2 sem inibidores de proteases.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 20000 x g, por 30 minutos, a temperatura
de 4 °C, e os sobrenadantes reservados para as analises. A determinagdo do contetdo total
de proteinas foi realizada pelo método do Biureto (550 nm) em um leitor de microplacas

(BioTek LX 800) utilizando-se o Kit de Proteinas Totais Doles (Amado et al., 2009).

2.7.2. Polifendis e flavonoéides
O contetido de polifendis totais foi mensurado de acordo com Dias et al. (2013).

Foram adicionados em microplaca transparente 25 pl do extrato do tecido, 625 ul de
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Folin-Ciocaltou 0,1 M, e ap6s 5 min adicionou-se 500 pl de Na,CO3 7,5% (P/V). Uma
curva padrdo foi preparada com quercetina previamente diluida em metanol 100%. As
amostras foram incubadas por 60 min no escuro em temperatura ambiente e lidas em
absorbancia a 740 nm. O contetido de polifendis foi expresso em mg de polifenois por g
de tecido.

Para a analise de flavonodides, seguiu-se o protocolo descrito por Gajula et al.
(2009). Em microplacas transparentes foram adicionadas 160 pl de extrato de cada tecido
em duplicata, 110 pl de metanol e 80 pul de AICl; 5% (P/V). Assim como para os
polifenodis, uma curva de quercitina também foi preparada. Em seguida, incubou-se a
microplaca no escuro por 30 min a temperatura ambiente. A absorbancia (450 nm) foi lida
em espectrofluorimetro (Biotek Synergy HT). Os dados foram expressados em mg de

flavonoides por g de tecido.

2.7.3. Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

A capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) foi determinada
através da deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas amostras de tecido
tratados ou ndo com um gerador de radicais peroxil, segundo metodologia descrita por
Amado et al. (2009). Foram adicionados a microplacas brancas 10 ul de tecido (seis pogos
por amostra), previamente diluidos para 2 mg de proteina mL! com tampio de
homogeneizagdo, 127,5 pl de tampao de reagdo (pH 7.2, 30 mM HEPES, 200 mM, KCl,
e 1 mM MgCly), 7,5 pl de solugio ABAP (dicloreto de 2,2-azobis (2
metilpropionamidina) a 20 uM (em trés dos seis pocos), € 10 ul de H.DCF-DA (2',7'
diacetato de diclorofluoresceina) a 40 pM (nos seis pogos). Os radicais peroxil gerados
pela decomposicao térmica (37 °C) do ABAP reagem com o H2DCF-DA formando um
composto fluorescente (DCF), detectado em comprimento de onda excitagdo/emissao de
485/520 nm. A medigdo ocorreu através de um leitor de microplacas (Biotek Synergy
HT), com leituras a cada 5 minutos durante 45 minutos. Os resultados foram quantificados
pela area relativa com e sem ABAP, sendo que quanto maior a 4rea relativa, menor a

capacidade antioxidante (Amado et al., 2009).

2.7.4. Peroxidacao lipidica (TBARS)
As analises de peroxidagao lipidica foram realizadas através da concentracdo de

substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (Oakes & Van Der, 2003). Em tubos
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de ensaio foram adicionados as amostras (musculo: 100 pl; branquias: 50 pl;

hepatopancreas: 30 pl), 20 pl de solugdo de hidroxitolueno butilado (BHT a 67 uM), 150
ul de solucdo de acido acético a 20%, 150 pL de solucdo de TBA (0,8%), 50 uL de dgua
destilada e 20 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS a 8,1%). As amostras foram aquecidas

a 95 °C durante 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 100 uL de agua destilada e 500 pL.

de n-butanol a solugdo final, sendo essa centrifugada a 3.000 x g por 10 min a 15 °C. 150

uL do sobrenadante foram colocados em um leitor de microplacas para determinar a

fluorescéncia (excitagdao: 520 nm; 580 nm: emissao). Os resultados foram expressos em

nmol de tetrametoxipropano (TMP) (utilizado como padrao) por mg de tecido imido.

2.7.5. Determinacio da concentracio da glutationa reduzida (GSH)

A anélise foi baseada segundo protocolo de Sedlak e Lindsay (1968). Foram
adicionados a 240 pL de amostra de tecido, previamente diluidos para 2 mg de
proteina mL! com tampdo de homogeneizagio, 28 uL de TCA (4cido tricloroacético
a 50% P/V). Apos centrifugacdo para a precipitacao das proteinas (20.000 x g, a 4 °C
durante 10 minutos), 100 pL do sobrenadante do extrato foram adicionados a
microplacas transparentes, juntamente com 200 ul de Tris-Base 0,4 M em pH 8,9 ¢ 10
ul de DTNB (5,5'-ditiobis(2-acido nitrobenzdico)). A microplaca foi incubada durante
15 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foram efetuadas leituras de
absorbancia a 405 nm. A concentra¢do foi expressa em pmoles de GSH por mg de

proteina.

2.7.6. Grupos sulfidrilas associados a proteinas (P-SH)

Para a dosagem de P-SH (Sedlak & Lindsay, 1968), o pellet formado apds a
centrifugagdo do GSH (Secdo 2.7.5.) foi resuspendido com 240 pl de tampdo de
homogeneizagdo. Logo foram adicionados 100 pl do extrato, 160 ul de Tris-Base 0,2
M em pH 8,2 ¢ 10 ul de DTNB, a microplacas transparentes e incubadas por 15
minutos em temperatura ambiente. As leituras foram feitas em espectrofluorimetro a
405 nm. A concentragdo foi expressa em pmoles de equivalentes a P-SH por mg de

proteina.
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2.7.7. Determinacao da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi mensurada através da conjugagdo de 1 mM de GSH
com 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), na presenca de 20 ul de extrato
das amostras homogeneizadas, gerando um complexo CDNB-GSH, segundo o
protocolo de Habig et al. (1974). Como meio de reacdo, utilizou-se um tampao de
fosfato de potassio (KH2PO4— 0.05 M; pH 7,0), previamente aquecido em 25 °C em
banho maria. A absorbancia (340 nm) do complexo foi lida em microplacas

transparentes utilizando espectrofluorimetro (Biotek Synergy HT).

2.8. Analise estatistica

Para verificar a homogeneidade das varidncias dos diferentes tratamentos e a
normalidade da distribuicdo dos dados, foram aplicados os testes de Levene e Shapiro
Wilk, respectivamente (o= 0,05). Apds comprovados os pressupostos, todos os dados
foram submetidos a analise de variancia modelo misto (ANOVA), sendo o fator aleatorio
as diferentes caixas utilizadas e os fatores fixos as dietas e as concentragcdes de amonia
avaliadas. Foram também comparadas as respostas bioquimicas das duas dietas dentro da
mesma concentracdo de amonia. Seguidamente, para detectar possiveis diferengas entre
os tratamentos foi aplicado o teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia foi

definido em 0,05 em todos 0s casos.

3. RESULTADOS

3.1. Qualidade de agua

Durante o periodo de fornecimento as ragdes experimentais (dieta controle e dieta
acai), as concentragdes médias (£ 1 erro padrao) de oxigénio dissolvido foram de 5,75 +
0,03 € 5,79 = 0,03 mg L', a temperatura de 29,45 = 0,10 °C e 28,94 + 0,06 °C, o pH de
8,00 £ 0,03 ¢ 7,92 + 0,03, a salinidade de 25,01 + 0,07 e 24,95 + 0,08, a alcalinidade de
128,08 £ 2,51 e 131,40 + 2,59 mg CaCOs L', a amonia nio ionizada de 0,05 £ 0,00 e
0,04 = 0,00 mg NH3-N L, e o nitrito de 0,04 = 0,01 e 0,04 £ 0,01 mg N-NO, L,
respectivamente. Estes pardmetros ndo apresentaram diferengas significativas entre si
(P>0,05).

Para os valores dos parametros de qualidade de agua durante as 96 h de exposicao a
amonia, as concentragdes médias gerais (£ 1 erro padrdo) de oxigénio dissolvido,
temperatura e pH, se mantiveram em 5,83 + 0,03 mg L', 28,25+ 0,07 °C e 8,25 + 0,00,
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respectivamente, entre todos os tratamentos de amodnia, ndo havendo diferencas

significativas (P>0,05).

3.2. Desempenho zootécnico e composi¢ao proximal

As taxas de sobrevivéncia ao final dos 35 dias de cultivo foram de 98 + 0,02 % para
ambos os tratamentos (Tabela 2). Durante o periodo de exposi¢ao a amonia, as taxas de
sobrevivéncia foram de 96,67 + 0,33 % para as concentragdes controle e 0,26 mg NH3-N
L', e 100% para as concentragdes de 0,48 e 0,91 mg NH3-N L', ndo havendo diferenca
entre os tratamentos (P>0,05).

Independente da dieta, ndo houve diferengas (P>0,05) entre o ganho de peso (TGP),
taxa de crescimento especifico (TCE), conversdo alimentar aparente (CAA) e taxa de
eficiéncia proteica (TEP), assim como para as analises de matéria seca, proteina e cinzas.
Os valores da deposi¢do de lipidios realizadas a partir da composi¢ao proximal no
musculo do camarao L. vannamei foram maiores para os animais alimentados com a dieta

controle (DC) (P<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da inclusdo de Euterpe olarecea sobre os parametros de desempenho
zootécnico do Litopenaeus vannamei alimentados com dietas experimentais durante 35

dias e a composi¢ao proximal do musculo.

Dietas Controle Acai

Peso Inicial (g) 0,97 + 0,02 0,97 £ 0,02
Peso Final (g) 4,00+ 0,04 3,95+ 0,04
Ganho de Peso 3,03 +£0,04 2,97 £0,04
TCE' 4,06 + 0,03 4,00 + 0,03
CAA? 1,27 +0,02 1,34 + 0,02
TEP? 2,29+ 0,03 2,17 0,03
Sobrevivéncia (%) 98,78 = 0,01 98,78 £ 0,01
Composigio proximal (%)

Matéria Seca 23,81 +£0,36 24,06 £ 0,42
Proteina 0,18 £ 0,00 0,17 + 0,00
Extrato Etéreo 1,21 +0,05° 1,04 £ 0,05%
Cinza 5,62+0,11 5,58 +0,13

Valores expressos em média e + 1 erro padrdo. Letras diferentes na mesma linha

indicam diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste de Newman-
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Keuls ao nivel de significincia a 0,05. 'Taxa de crescimento especifico; Conversio

alimentar aparente; >Taxa de eficiéncia proteica.

3.3. Analises Bioquimicas
3.3.1. Polifendis e Flavonoides

Como esperado, as concentragdes de polifendis e flavonodides encontradas na dieta
com acgai (DA) foram maiores do que na dieta controle (DC) (P<0,05). O hepatopancreas
foi o tinico 6rgao que demonstrou um incremento do contetido de polifenois e flavonoides
entre as dietas (P<0,05). Branquias e musculo ndo apresentaram diferencas significativas

(P>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdo de polifendis (mg de polifendis/g de tecido) (A) e flavonodides
(mg de flavonoides/g de tecido) (B) em racdo, branquias, hepatopancreas e musculo de

L. vannamei alimentados com duas dietas experimentais durante 35 dias.

Dieta Controle Acai
(A) Polifenois
Racdo 0,33 +0,01° 0,38 +0,01°
Branquias 0,17 £0,01? 0,15+0,01%
Hepatopancreas 0,2370 + 0,0008? 0,2401 + 0,0012°
Musculo 0,14 + 0,004% 0,15 + 0,004%
(B) Flavonoides
Racio 7,58 £0,38? 9,26 + 0,09°
Branquias 458 +1,71° 2,51+ 0,98
Hepatopancreas 96,75 + 1,417 120,49 + 5,65°
Musculo 0,87 £0,12% 0,91 £0,04*

Valores expressos em média e = 1 erro padrao (n = 6). Os dados foram submetidos a
analise de variancia modelo misto (ANOVA), tendo como fator fixo as dietas e aleatorio
as caixas, exceto para a analise da ragdo, a qual foi aplicado apenas a ANOVA de uma
via. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os

tratamentos de acordo com o teste de Newman-Keuls ao nivel de significancia a 0,05.

3.3.2. Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

Apoés a exposi¢do a amdnia, os animais alimentados com a DC sofreram uma
diminuicao da ACAP (maior area relativa) das branquias nas concentragdes de 0,26 ¢ 0,91
mg NH3-N L em relagdo ao tratamento controle de aménia (P<0,05). Assim como

observado na DC, os camardes da DA também apresentaram uma perda de capacidade
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antioxidante conforme as concentragdes de amdnia aumentaram (P<0,05). Dentro de cada
concentragdo de amodnia houve diferenca significativa entre as dietas apenas na
concentracio de 0,26 mg NH3-N L' (P<0,05), onde os camardes alimentados com a DA
apresentaram maior capacidade antioxidante quando comparados com a DC (Fig. 1A).

No hepatopancreas dos camardes alimentados com a DC houve um aumento
significativo da ACAP do tratamento controle de amdnia para a concentragao de 0,91 mg
NH3-N L (P<0,05). A ACAP dos camardes da DA permaneceu inalterada ao longo das
concentragdes de amonia (P > 0,05). Dentro do tratamento controle a DA apresentou
maior capacidade antioxidante total que a DC (P<0,05) (Fig. 1B).

Diferencas nao foram observadas no musculo dos animais da DC ao longo das
concentragdes de amoénia (P>0,05). Diferentemente do observado nas branquias e no
hepatopancreas dos camardes da DA, houve um aumento da competéncia antioxidante no
musculo nas concentracdes de 0,48 e 0,91 mg NH3-N L' em relagiio ao tratamento
controle (P<0,05). Dentro do tratamento controle a DC apresentou maior capacidade
antioxidante que a DA (P<0,05), situagdo que se inverteu na concentracdo de 0,91 mg

NHs-N L (P<0,05) (Fig. 1C).
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Figura 1. Valores da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (expressos em
area relativa) em (A) branquias, (B) hepatopancreas e (C) musculo de Lifopenaeus
vannamei expostos a diferentes concentracdes de amodnia. Valores expressos em média e
+ 1 erro padrao (n = 12). Letras diferentes na mesma dieta indicam diferencas
significativas entre as concentragcdes de amodnia dentro de cada tipo de dieta e (*) indicam
diferencgas entre as dietas dentro de cada concentragao de amonia de acordo com o teste

de Newman-Keuls ao nivel de significancia a 0,05.
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3.3.3. Concentracio da glutationa reduzida (GSH)

Independente do tratamento, ndo foram detectadas diferencas significativas nas

branquias, hepatopancreas e musculo, para as dietas DC e DA quando expostos as

concentragdes de amodnia (P>0,05). Nas branquias, na concentragdo de 0,91 mg NH3-N

L', os camardes que receberam agai apresentaram maiores niveis de GSH em relacdo a

DC (P < 0,05) (Fig. 2A). O mesmo foi verificado no hepatopancreas, s6 que na
concentracio de 0,48 mg NH3;-N L' (P<0,05) (Fig. 2B). J4 no musculo, dentro do

tratamento controle, os camardes que consumiram a DC demonstraram niveis de GSH

mais elevados que a DA (P<0,05) (Fig. 2C).
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Figura 2. Concentracao de glutationa reduzida (GSH umol/mg de proteina) em (A)
branquias, (B) hepatopancreas e (C) musculo de Litopenaeus vannamei expostos a
diferentes concentragdes de amonia. Valores expressos em média e + 1 erro padrao (n =
12). Letras diferentes na mesma dieta indicam diferencas significativas entre as
concentragdes de amodnia dentro de cada tipo de dieta e (*) indicam diferengas entre as
dietas dentro de cada concentra¢do de amonia de acordo com o teste de Newman-Keuls

ao nivel de significancia a 0,05.

3.3.4. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST nas branquias ndo se alterou em ambas as dietas durante a
exposicdo a amoénia (P>0,05). Dentro das concentracdes de 0,26, 0,48 e 0,91 mg NH3-N
L', a atividade desta enzima foi mais elevada nos camardes que consumiram a DC em
relacdo a DA (P<0,05) (Fig. 3A). No hepatopancreas houve um aumento da atividade da
GST nas concentragdes de 0,26 € 0,48 mg NH3-N L' dos animais da DA comparados ao
seu tratamento controle (P<0,05) (Fig. 3B). Este aumento sé foi significativo dentro da
concentracio de 0,26 mg NH3-N L!, em relagio aos animais tradados com a DC (P<0,05).
No musculo dos camardes da DC, houve uma diminui¢do significativa da atividade da
GST na concentragio de 0,91 mg NH3-N L' em relagdo ao tratamento controle (P<0,05),
enquanto que para os camardes que consumiram agai permaneceu inalterada (P>0,05)
(Fig. 3C). Diferencas foram observadas entre as dietas no tratamento controle e 0,26 mg
NH3-N L', onde camardes alimentados com agai apresentaram uma reducio da atividade

da GST no musculo (P<0,05).
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Figura 3. Atividade da glutationa-S-transferase (nmol CDNB-GSH/min/mg de proteina)
em (A) branquias, (B) hepatopancreas e (C) musculo de Litopenaeus vannamei expostos
a diferentes concentragdes de amonia. Valores expressos em média e + 1 erro padrdo (n =
12). Letras diferentes na mesma dieta indicam diferencas significativas entre as
concentragcdes de amodnia dentro de cada tipo de dieta e (*) indicam diferengas entre as
dietas dentro de cada concentragdo de amodnia de acordo com o teste de Newman-Keuls

ao nivel de significancia a 0,05.
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3.3.5. Concentracao de grupos sulfidrilas associados a proteina (P-SH)

Nas branquias, a quantidade de grupos sulfidrila dos camardes que consumiram a
DC, diminuiu significativamente na concentragio de 0,91 mg NH3-N L' em relacdo ao
tratamento controle (P<0,05), implicando no aumento do dano proteico, uma vez que
menores os niveis de P-SH, mais oxidadas estao as proteinas. Ao analisar apenas os dados
dos camardes da DA, as concentragdes dos grupos sulfidrilas ndo foram afetados durante
a exposicdo a amonia (P>0,05). Nos tratamentos controle, 0,26 e 0,48 mg NH3-N LI, ao
se comparar as dietas, os camardes da DA apresentaram maior dano proteico em relagao
a DC (P<0,05) (Fig. 4A). No hepatopancreas, independente da dieta, nao houve
diferencas dentro ou nas distintas concentra¢des de amonia (P>0,05) (Fig 4B).

Semelhantemente ao observado nas branquias, no musculo dos animais da DC
houve um aumento do dano proteico na concentracdo de 0,91 mg NH3-N L' em relagdo
ao tratamento controle (P<0,05), e a quantidade de grupos sulfidrilas dos camardes da DA
nao se alteraram conforme o aumento dos niveis de amodnia (P>0,05). Diferencas entre as
dietas dentro das mesmas concentragoes de amonia foram verificadas nos tratamentos
controle € 0,26 mg NH3-N L, onde os camardes da DA apresentaram maior dano

(P<0,05) (Fig. 4C).
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Figura 4. Concentragao de grupos sulfidrilas associados a proteinas (SH/mg de proteina)
em (A) branquias, (B) hepatopancreas e (C) musculo de Litopenaeus vannamei expostos
a diferentes concentracdes de amonia. Valores expressos em média e + 1 erro padrdo (n =
12). Letras diferentes na mesma dieta indicam diferencas significativas entre as
concentragdes de amodnia dentro de cada tipo de dieta e (*) indicam diferencas entre as
dietas dentro de cada concentragdo de amodnia de acordo com o teste de Newman-Keuls

ao nivel de significancia a 0,05.
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3.3.6. Concentracio de lipidios peroxidados (TBARS)

Nao foram observadas diferengas significativas de TBARS nas branquias dos
camardes alimentados com a DC entre os niveis de amodnia (P>0,05). Verificou-se um
aumento de peroxidacdo lipidica na DA na concentragdo de 0,91 mg NH3-N L' em
relagdo ao tratamento controle (P<0,05). Diferencas entre as dietas ocorreram dentro das
concentragdes de 0,48 e 0,91 mg NH3-N L', onde os camardes da DA apresentaram maior
peroxidacdo lipidica em relagdo a DC (P<0,05) (Fig. 5A).

Os niveis de TBARS hepatico mantiveram-se constantes durante a exposicao as
diferentes concentragdes de amoOnia para ambas as dietas (P>0,05). Dentro da
concentragio de 0,26 NH3-N L! os camardes da DA apresentaram menor dano lipidico
(P<0,05) (Fig. 5B). O contetido de TBARS no musculo foi relativamente menor em
relacdo aos outros orgdos (menor que 0,0011 nmol deTMP/mg de tecido). Camardes
alimentados com DC nio tiveram os niveis de TBARS alterados pelas concentracdes de
amonia (P>0,05), diferente do observado na DA, onde nas concentragdes de 0,48 ¢ 0,91
mg NH3-N L ! houve uma diminui¢io do dano lipidico em relagiio ao tratamento controle
da DA (P<0,05) (Fig. 5C). Diferencas entre as dietas nas mesmas concentragcdes de

amonia nao foram observadas (P>0,05).
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Figura 5. Contetido de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (nmol de TMP/mg por
tecido) em (A) branquias, (B) hepatopancreas e (C) musculo de Litopenaeus vannamei
expostos a diferentes concentragdes de amodnia. Valores expressos em média e + 1 erro
padrao (n = 12). Letras diferentes na mesma dieta indicam diferencas significativas entre
as concentragdes de amonia dentro de cada tipo de dieta e (*) indicam diferengas entre as
dietas dentro de cada concentra¢do de amodnia de acordo com o teste de Newman-Keuls

ao nivel de significancia a 0,05.

4. DISCUSSAO
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Durante o periodo de fornecimento das dietas experimentais, o o0xigénio
dissolvido, temperatura, pH, alcalinidade e salinidade estiveram dentro dos
recomendados para a espécie (Van Wyk et al., 1999; Zhang, Zhang, Li, & Huang, 2006;
Ebeling, Timmons, & Bisogni,2006). As concentragdes de amodnia ndo ionizada e nitrito
estiveram bem abaixo dos niveis de seguranga para o cultivo do L. vannamei em
salinidade 25, estimados em 0,16 mg NH3-N L' e 15,2 mg N-NO L', respectivamente
(Lin & Chen, 2001, 2003).

Os resultados do desempenho zootécnico indicaram que o uso do acai nao foi um
fator limitante para o desenvolvimento do L. vannamei, uma vez que nao houve diferencas
entre os parametros e a sobrevivéncia foi de 98% para ambos os tratamentos.
Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, Silva (2018) ao trabalhar com
diferentes niveis de inclusdo de acai na dieta do L. vannamei, também nao observou
diferencas significativas no crescimento e sobrevivéncia destes animais. E importante
destacar que no presente trabalho, mesmo a inclusdo do acai na dieta sendo concomitante
com a diminui¢ao de dleo de peixe utilizado na ragdo, o desempenho zootécnico nao foi
afetado. Na aquicultura, cada vez mais se tem buscado alternativas para a substitui¢ao do
6leo de peixe por 6leos de origem vegetal, uma vez que os estoques pesqueiros estdo em
declinio. Logo, devido a alta concentragdo de acidos graxos presentes na polpa do acai,
este fruto pode se tornar uma possivel alternativa para a substituicao do 6leo de peixe na
dieta de organismos aquaticos. Estudos prévios verificaram que a substitui¢do do 6leo de
peixe por até¢ 100% de dleo de peixe estearina e 6leo de palma na dieta do L. vannamei
também nado afetou o peso final, crescimento ou sobrevivéncia (Soller, Roy & Davis,
2019).

Neste trabalho foi observado um menor conteudo lipidico no musculo dos
camardes alimentados com agai. Isto pode ser explicado em fun¢do da composicdo
nutricional do acai, o qual é rico em compostos bioativos, como os polifendis e
flavonoides, que auxiliam no processo de metabolismo dos lipidios, reduzindo a absorcao
e acumulo nos tecidos (Koo & Noh, 2007; Odendaal & Schauss, 2014; Ji et al., 2017).
Corvinas (Larimichthys crocea) ao serem alimentadas com ché de polifenois tiveram o
conteudo lipidico corporal e do figado diminuidos (Ji et al., 2017). Essa diminui¢do no
acumulo de lipidios nas células esta relacionada com o fato de que extratos de plantas e
alimentos ricos em polifen6is podem atuar na inibi¢do da lipase pancreatica, reduzindo a

absorcao intestinal de lipidios contidos na dieta (Koo & Noh, 2007; Gonzales et al., 2015),
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ou por meio do favorecimento do processo de beta-oxidagdo de 4cidos graxos, no qual,
antioxidantes como acido lipdico podem contribuir (Shi et al., 2018).

Outro fator importante para a diminui¢do do contetdo lipidico dos camardes que
consumiram agai pode estar relacionado a capacidade da modulagao do perfil lipidico por
este fruto, devido as suas altas concentragdes de acidos graxos insaturados (De Souza et
al., 2010). Dos monoinsaturados (60,6%), em torno de 56,2% sdo oleico e dos poli-
insaturados (13,3%), 12% sao linoleico e 0,6% linolénico (Odendaal & Schauss, 2014).
Estes acidos graxos participam ativamente no metabolismo oxidativo junto com o
colesterol, que quando utilizados em rotas metabdlicas para produgao de energia deixam
de se acumular nos tecidos, em funcdo da diminui¢@o da sintese e deposi¢cao de gordura
no organismo (Wei et al., 2013). Estudos com o uso do acai na nutricdo animal ja
demonstram que o agai favorece a diminui¢ao do acumulo de lipidios intracelulares em
adipocitos (Martino et al., 2016) e reduz os niveis de colesterol total e nao-HDL em ratos
(De Souza et al., 2010).

Apods 35 dias de cultivo, houve um incremento significativo no contetido de
polifendis e flavonoides totais apenas no hepatopancreas dos camardes alimentados com
a DA. Interessantemente, no grupo controle, o hepatopancreas dos camardes que
receberam a ragdo com agai foi o Unico 6rgdo que apresentou capacidade antioxidante
significativamente maior que a DC, indicando que de fato, os compostos fendlicos foram
bem assimilados. A presenga de compostos fenodlicos pode auxiliar na interceptagdo de
ERO, como radicais peroxil, prevenindo danos lipidicos (Zamora & Hidalgo, 2016).
Semelhante ao observado neste trabalho, Ledén et al. (2018), ao trabalharem com
quercitina, observaram que a exposicao a este antioxidante durante 10 e 20 dias foram
suficientes para que os niveis de flavondides totais no musculo e hepatopancreas do
camardo L. vannamei, respectivamente, aumentassem de modo significativo. Apesar de
nao ter ocorrido um aumento no conteudo de polifendis e flavondides nas branquias e
musculo, estes 6rgaos demonstraram respostas bioquimicas distintas ao serem expostos a
amonia.

No presente estudo, a capacidade antioxidante total contra perdxido radicais do
camardo L. vannamei foram maiores no hepatopancreas, seguidos do musculo e
branquias. Em comparagd@o com o trabalho de Da Silva Martins, Artigas Flores, Porto,
Wasielesky Junior, & Monserrat (2015), valores similares para o L. vannamei, cultivados
em agua clara, no hepatopancreas e branquias foram encontrados, exceto no musculo, o

qual apresentou menor capacidade antioxidante. No entanto, quando cultivados em
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sistemas de bioflocos, os camardes apresentaram padroes de capacidade antioxidante
(hepatopancreas > musculo > branquias) similares ao deste trabalho. Isto pode estar
relacionado ao consumo dos bioflocos pelos camardes em sua alimentacdo (Buford,
Thompson, McIntosh, Bauman, & Pearson, 2004). Estudos apontam que o consumo de
bioflocos melhoram os aspectos nutricionais, por serem uma fonte natural rica em
compostos bioativos que auxiliam na manuteng@o do equilibrio das fungdes fisioldgicas,
aumentando o estado antioxidante do camardo (Wasielesky, Atwood, Stokes, & Browdy,
2006; Da Silva Martins et al., 2015). Embora o agai tenha sido incluso na dieta ¢ nao
esteja constantemente disponivel na coluna da d4gua como os bioflocos, ambos possuem
compostos bioativos que agiram de forma parecida na competéncia antioxidante nos
diferentes 6rgdos do L. vannamei.

O termo quimioprevencgao esta relacionado a substancias quimicas ou naturais que
auxiliam na minimizacdo de doencas ou efeitos toxicos. Neste estudo, um efeito
quimioprotetor pode ser demonstrado quando ao se comparar as dietas dentro da mesma
concentragdo de amonia, a ragdo com inclusdo de acai é capaz de amenizar
significativamente os danos oxidativos ou melhorar a capacidade antioxidante em relacao
a dieta controle. No decorrer do estudo, nem sempre a presenca do agai demonstrou efeito
quimioprotetor, porém um destes efeitos estd relacionado ao aumento da GST no
hepatopancreas na concentracio de 0,26 mg NH3-N L, favorecendo a conjugacio e
detoxifica¢do de subprodutos derivados da peroxidacdo lipidica. Além do mais, o efeito
combinado da inclusdo do acai com a amodnia em determinados tratamentos apresentou
uma melhora dos sistemas de defesas antioxidantes dos camardes nao agravando o dano
proteico nas branquias e musculo e atenuando o dano lipidico no musculo.

quimioprotetor contra os efeitos toxicos da amodnia ao aumentar a GST
favorecendo a conjugacdo e detoxificagdo de subprodutos derivados da peroxidagao
lipidica no hepatopancreas na concentragdo de 0,26 mg NH3-N L. Além disso, o efeito
combinado apenas do acai com a amodnia demonstrou uma melhora dos sistemas de
defesas antioxidantes do L. vannamei, ndo agravando o dano proteico nas branquias e
musculo e atenuando o dano lipidico no musculo

A determinagdo da capacidade antioxidante ¢ importante para facilitar a
compreensdo da resisténcia dos organismos a toxicidade causada pela geracao de ERO
(Amado et al., 2009). Porém, ao se analisar respostas de um organismo ao estresse

oxidativo, ¢ importante levar em consideracdo que a capacidade antioxidante e a
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intensidade do dano oxidativo se comportam diferentemente em distintos Orgaos
(Monserrat et al., 2008; Amado et al., 2009).

Nas branquias, a diminui¢do da capacidade antioxidante apds a exposicdo a
amoénia foi semelhante em ambas as dietas. Apesar do acai ter aumentado
significativamente a ACAP em relagdo a DC na concentragdo de 0,26 mg NH3-N L, no
restante das concentracdes de amonia as defesas antioxidantes ndo foram suficientes para
manter os niveis de ERO controlados, ja que houve agravamento da peroxidag¢ao lipidica
nas concentragdes de 0,48 e 0,91 mg NH3-N L quando comparado a DC. Como as
branquias estdo em contato direto com agua, sendo o principal local de absor¢ao de
compostos toxicos (Ale et al., 2018) e a exposi¢do a amonia induz ao incremento do
consumo de oxigénio nos tecidos (Racotta & Hernandes-Herrera, 2000; Barbieri, 2010)
podendo elevar a produgdo de ERO, isto explicaria a perda de competéncia antioxidante
com o aumento das concentragoes de amonia. A ACAP do musculo dos camardes da DA
apresentou comportamento dose/resposta, ou seja, o aumento das concentragdes de
amonia causou uma elevagao da capacidade antioxidante, o que nao foi verificado na DC,
semelhante ao encontrado por Maltez et al. (2017) no musculo de juvenis de linguado,
quando expostos a amonia.

A melhora dos sistemas de defesas antioxidantes sdo uma das estratégias de
adaptacao de organismos aquaticos frente a condi¢des adversas que favorecam a produgao
de ERO (Welker, Moreira, Campos, & Hermes-Lima, 2013). Todavia, quando produzida
em excesso, estas podem sobrecarregar a capacidade de defesa antioxidante dos
organismos, favorecendo a ocorréncia de danos moleculares e/ou sinalizacdo celular
(Jones, 20006).

A perda de competéncia antioxidante nas branquias facilitou o aumento dos niveis
de peroxidacdo lipidica na concentracdo de 0,91 mg NH3-N L-dos animais da DA. Em
parte, a perda da capacidade de defesa do sistema antioxidante deve-se ao estresse
oxidativo causado pela exposi¢do a amonia, deixando os organismos mais susceptiveis a
sofrerem dano (Maltez et al., 2017). Durante o processo de peroxidacao lipidica, um dos
sub-produtos formados sdo os radicais peroxil, porém, o aumento da capacidade
antioxidante pode interferir neste processo, ao combater e interceptar estes radicais,
impedindo a propagac¢do do processo da lipoperoxidagdo (Benzie, 1996). Ao contrario do
ocorrido nas branquias, o aumento da capacidade antioxidante no musculo dos camardes
da DA, foi capaz de diminuir significantemente o contetido de TBARS nas concentragdes

de 0,48 e 0,91 mg NH3-N L ! apenas em relagdo ao tratamento controle' e ndo entre as
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dietas, sugerindo que a agdo do acai nao foi quimioprotetora em relagao a DC, porém
apresentou efeito benéfico aos camardes diminuindo o dano lipidico. Vale ressaltar que
para fins comerciais e de consumo, este resultado poderia implicar na melhora da
qualidade e das propriedades nutricionais do musculo, tendo em vista que este ¢ o
principal produto final do processo produtivo, no entanto, seriam necessarios mais
estudos, como por exemplo, organolépticos.

Além do aumento da ACAP, o baixo acumulo de lipidios no musculo dos camardes
que consumiram agai deixou este tecido menos vulneravel a oxidacao (Ouraji et al., 2011).
Em resposta a exposi¢do a amodnia, camardes L. vannamei tiveram a atividade da SOD do
hepatopancreas significativamente diminuida devido ao aumento de ERO, causando um
aumento da concentragdo de peroxidagao lipidica neste tecido (Jia et al., 2015; Liang et
al., 2016). Diferente do encontrado por esses autores, verificou-se que a inclusdo do acai
na dieta aumentou significativamente a ACAP do hepatopancreas, mostrando-se
suficiente para a manter os niveis de peroxidagdo lipidica, sem que houvesse o aumento
do dano lipidico em fun¢do das concentragdes de amonia.

A glutationa (GSH) ¢ encontrada nas formas reduzidas (GSH) e oxidada (GSSG),
e constitui uma das primeiras linhas de defesa do organismo contra a producio excessiva
de ERO (Ventura-Lima et al., 2009), sendo um importante indicador da capacidade
antioxidante nos tecidos contra radicais peroxil (Wang et al., 2018). Neste trabalho, o
aumento significativo dos niveis de GSH nas branquias dos camardes da DA em relagao
a DC na concentragio de 0,91 mg NH3-N L', sugere que a presenc¢a do acai na dieta
estaria induzindo respostas antioxidantes ao estresse causado pela maior concentragdo de
amonia testada. Apesar de ndo ter sido significativo, a tendéncia do aumento da GSH no
musculo dos camardes da DA conforme aumentou-se as concentragdes de amonia,
somada ao aumento da competéncia antioxidante no musculo dos camardes alimentados
com agai, pode ter intensificado a diminui¢do da peroxidagdo lipidica nas concentragdes
de 0,48 e 0,91 mg NH3-N L' nesta mesma dieta. No hepatopancreas, a inclusido do agai
na dieta influenciou diretamente no aumento dos niveis de GSH dentro da concentragao
de 0,48 mg NH3-N L' comparado com a DC, corroborando com o estudo de Xu et al.
(2012), em que a suplementacdo de GSH na dieta do L. vannamei melhorou a resisténcia
a amonia, ao aumentar o conteudo celular de GSH e SOD no hepatopancreas e,
consequentemente, reduzindo o dano lipidico.

A GST pertence a uma familia de enzimas detoxificantes que atuam na

biotransformac¢do e detoxificagdo de xenobidticos e aldeidos produzidos por meio da
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peroxidacao lipidica (Huber, Almeida & Fatima, 2008). Deste modo, a atividade GST e o
contetdo de TBARS nos o6rgaos podem apresentar uma relacdo inversamente
proporcional (Lushchak et al., 2005), uma vez que algumas GSTs catalisam a degradagao
de hidroperéxidos organicos (Halliweel & Gutteridge 2007). Nas branquias, o agai
promoveu uma queda significativa da atividade da GST em todas as concentracdes de
amonia em relagao a DC, porém em ambas as dietas ao decorrer das concentragdes de
amonia a atividade da GST nao foi alterada. Pinto et al. (2016), também nao verificaram
diferencas na atividade da GST nas branquias de Macrobrachium amazonicum expostos
a 0,9 e 2,0 mmol L' N-AT. No musculo, diferentemente da DC, o acgai atuou na
manuten¢ao da GST, o que provavelmente reforga os resultados encontrados no contetudo
de TBARS para ambos 6rgdos. Diferentemente do observado neste trabalho, camardes da
espécie Macrobrachium nipponens ao serem alimentados com suplemento de vitamina
C, tiveram a atividade da GST do musculo aumentada de acordo com a elevagao das
concentragdes de amdnia (Wang, Wang, Wang, Wang, & Sun, 2005). De modo geral, a
atividade da GST no hepatopancreas, foi bem menor quando comparado as branquias e
musculo, corroborando com os resultados encontrados por Da Silva Martins et al. (2015),
evidenciando o quanto este 6rgdo demonstra possuir baixa capacidade de detoxificagdo
por meio de reagdes de fase II. Entretanto, foi o Uinico 6rgdo que apresentou um aumento
significativo da atividade da GST nos camardes alimentados com DA na concentragdo de
0,26 mg NH3-N L em relagdo a DC, o que estaria refor¢ando o fato dos teores de TBARS
no hepatopancreas terem diminuido significativamente nesta mesma concentragdo em
comparagdo a DC, toda vez que a GST catalisa a detoxificagdo de subprodutos derivados
da peroxidagao lipidica.

A determinagdo do conteudo de radicais sulfidrilas funciona como um
biomarcador de oxidacao proteica em condigdes de estresse (De Souza et al., 2010). No
figado e musculo do peixe Perccottus gleni, apds submetidos a condi¢do de hipoxia,
houve diminuicdo significativa do contetido de grupos sulfidrilas, caracterizando uma
condicdo de estresse oxidativo (Lushchak & Bagnyukova, 2007). Na presente
investigacdo, diferengas s6 foram encontradas nas branquias e musculo, sendo que a
amonia favoreceu um ambiente redox pré-oxidante nos camardes alimentados com a DC,
induzindo ao dano proteico nestes 6rgaos. No tratamento controle, em ambos os 6rgaos,
0 acai promoveu naturalmente um estado mais oxidado, entretanto ndo se diferiu
estatisticamente no decorrer das diferentes concentragdes de amodnia. De fato, a presenca

do acai foi um fator limitante neste resultado. Uma hipdtese, € que acdo pro-oxidante do
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acai estd relacionada a grande quantidade e diversidade de moléculas antioxidantes
presentes neste fruto, as quais, ao serem absorvidas e metabolizadas podem gerar
condi¢cdes pro-oxidantes, assim como observado por Kiitter, Monserrat, Santos & Tesser
(2013), nas maiores doses de acido lipodico administrado via inje¢cdo intraperitoneal no

pampo Trachinotus marginatus.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que a inclusdo do agai na dieta do camarao L.
vannamei nao afeta os parametros zootécnicos, € que a exposicdo a diferentes
concentragdes de amodnia durante 96 h foi capaz de induzir a alteragdes nos parametros
de estresse oxidativo nas branquias ¢ musculo em ambas as dietas. A presenca do agai na
dieta agiu como agente quimioprotetor contra os efeitos toxicos da amonia ao aumentar
a GST favorecendo a conjugacdo e detoxificagdo de subprodutos derivados da
peroxidagdo lipidica no hepatopancreas na concentracdo de 0,26 mg NH3-N L. Além
disso, o efeito combinado apenas do agai com a amonia demonstrou uma melhora dos
sistemas de defesas antioxidantes do L. vannamei, ndo agravando o dano proteico nas
branquias ¢ musculo e atenuando o dano lipidico no musculo, tornando-se entdo uma
estratégia para minimizar o estresse oxidativo causado pela amonia, situacdo frequente
durante o cultivo desta espécie.

Futuras pesquisas histopatologicas podem ser realizadas com o intuito de verificar
possiveis alteragdes em branquias, vistos os danos oxidativos causados em func¢ao da
exposi¢ao a amonia, observados neste trabalho. Também se considera importante estudar
a substituicdo do 6leo de peixe pelo uso do agai em dietas para organismos aquaticos, €
como o acai pode atuar na modulacao do perfil lipidico e na melhora da preservagao das

caracteristicas organolépticas post mortem.
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