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RESUMO

A densidade de estocagem é considerada uma variável importante na aquicultura, já que

afeta o crescimento e o bem-estar dos animais. O linguado Paralichthys orbignyanus é

uma espécie  de  alto  valor  comercial,  com potencial  para  piscicultura  marinha.  Seu

hábito demersal faz com que sua densidade de estocagem seja avaliada em função da

área e não do volume do tanque, conforme a maioria das espécies de peixes. Dado isso,

o objetivo desse trabalho foi avaliar  o efeito de diferentes densidades de estocagem

sobre  o crescimento e  o estresse oxidativo  em juvenis  de linguado,  considerando o

percentual de área ocupada (PCA) pelos peixes. Juvenis de linguado (1,58 g) foram

distribuídos em 16 tanques de 50 L conectados em quatro sistemas de recirculação de

água (RAS) e foram testadas quatro densidades (com quatro repetições cada): 50% PCA

(82 peixes / tanque), 100% PCA (164 peixes / tanque), 150% PCA (246 peixes / tanque)

e 200% PCA (328 peixes / tanque) durante 45 dias. Foram feitas biometrias no início e

final do experimento (30 indivíduos por tanque). Amostras de cérebro, brânquias, fígado

e músculo (12 peixes por tanque) também foram coletadas no final do experimento para

as análises de estresse oxidativo. Nesse estudo, foi demonstrado o efeito negativo do

incremento da densidade de estocagem sobre o crescimento e o sistema antioxidante dos

linguados. O peso final no tratamento com 200% PCA foi significativamente menor (P

<0,05) do que nos outros grupos, enquanto os juvenis de linguado criados em 50% PCA

atingiram 8,36 ± 0,41 g, aqueles mantidos em 200% PCA cresceram apenas até 6,13 ±

0,2 g. Ao final do experimento, a taxa de crescimento específico (TCE) e a conversão

alimentar  (CA)  também  foram  prejudicadas  pela  alta  densidade  populacional.  O

aumento da densidade de estocagem induziu alterações que comprometeram o sistema

antioxidante (atividade reduzida de ACAP e GST) e aumentaram o dano oxidativo nos

lipídios.  Aumentos  na  atividade  de  GST  e  no  conteúdo  de  PSH  também  foram

demonstrados. Em conclusão, a densidade de estocagem de juvenis de linguados pode

ser de até 100% PCA sem prejuízo do crescimento e do sistema de defesa antioxidante

Palavras-chave linguado brasileiro, estresse, bem-estar
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ABSTRACT

Stocking density is considered an important variable in aquaculture as it affects fish

growth and welfare. The Brazilian flounder Paralichthys orbignyanus is a species with

a  high  commercial  value  and potential  for  marine  fish  culture.  Given the  demersal

behavior of flounder, stocking density for these fish is to be studied considering area

occupancy. Therefore, the objective of the presente study was to evaluate the effect of

different  stocking  densities  on  growth  and  oxidative  stress  in  juvenile  flounder,

considering the percentage of covered area (PCA) by fish. Juvenile Brazilian flounder

(1.58 g) were distributed in 16 tanks (50 L each), connected to recirculating aquaculture

systems and exposed to four stocking densities: 50, 100, 150, and 200% PCA for 45

days, with four replicates each one. Fish were measured and weighed at the beginning

and end of the experiment. Samples of brain, gills, liver and muscle were collected at

the  end  of  the  experiment  for  oxidative  stress  analyzes.  Growth  performance  was

hampered by increasing stocking density. The final weight in the 200% PCA treatment

was significantly lower (P<0.05) than in other groups, flounder reared at  50% PCA

reached 8.36 ± 0.41 g,  while  those reared at  200% PCA grew up to  6.13 ± 0.2 g.

Similarly,  increasing  stocking  density  induced  alterations  which  compromised  the

antioxidant system (reduced ACAP and GST activity) and enhanced oxidative damage

in  lipids.  Increases  in  GST activity  and  PSH  contents  were  also  demonstrated.  In

conclusion,  when the stocking density reached 150% PCA, growth performance and

oxidative  stress  responses  were  adversely  affected.  Therefore,  in  order  to  enhance

growth and minimize free radical production that could damage the antioxidant defense

system, stocking density of juvenile Brazilian flounder should be limited to 100% PCA.

Keywords: Brazilian flounder, crowding, stress, welfare
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1. INTRODUÇÃO

1.1.  LINGUADO Paralichthys orbignyanus

O linguado  Paralichthys  orbignyanus é  um peixe  demersal  que  pertenece  à

Ordem Pleuronectiforme e a Família Paralichthyidae, na qual se caracteriza por sofrer

metamorfose durante o estádio larval, virando de uma larva pelágica e com simetria

bilateral  a  uma  com  corpo  assimétrico  e  comprimido  dorso-ventralmente,  além  da

localização dos dois olhos no mesmo lado da cabeça (Nelson, 2006). 

Está distribuído a partir do estado do Rio de Janeiro, no Brasil, até Mar del Plata,

na  Argentina  (Figueiredo  e  Menezes,  2000),  constituindo  um  recurso  pesqueiro

importante (Millner et al., 2005) devido a sua excelente qualidade da carne que provoca

um elevado valor  de mercado,  além de apresentar  um alto  rendimento de filetagem

(Robaldo et al., 2012). Além disso, pode atingir 1 m de comprimento total e pesar cerca

de  10  kg  (Bianchini  et  al.,  2010).  O linguado apresenta  uma ampla  tolerância  aos

parâmetros ambientais durante a criação, como pH entre 5,2 a 8,0 (Wasielesky et al.,

1997), a temperatura entre 20 a 26ºC (Okamoto e Sampaio, 2012; Garcia et al., 2015), a

salinidade entre 11 a 30‰ (Sampaio e Bianchini, 2002) e compostos nitrogenados entre

0,12 a 0,57 mg NH3-NL-1 (Maltez et al. 2017). Também é resistente a procedimentos de

manejo  como  fotoperíodo  entre  18  a  24  horas  de  luz  (Louzada,  2004),  incluindo

anestesia, transporte e captura (Bolasina, 2011; Benovit et al., 2012). Além disso, sua

larvicultura tem sido realizada com sucesso em condições de laboratório (Sampaio et al.

2007,  2008).  Em função  das  características  citadas,  o  linguado é  uma das  espécies

consideradas  promissoras  para  o desenvolvimento  da piscicultura  marinha no Brasil

razão  pelo  qual  vem  sendo  estudado  em  escala  experimental  no  Laboratório  de

Piscicultura Estuarina e Marinha da FURG para assim obter as informações necessárias

para  que  o  processo  de  criação  do  linguado  se  torne  uma  alternativa  viável

comercialmente.

O elevado valor comercial de algumas espécies de linguado motivou a criação

desses peixes, que estão entre as principais espécies marinhas produzidas em cativeiro.

Dados da FAO (2016) destacam a produção do linguado japonês Paralichthys olivaceus,

que atingiu em 2016 pouco mais de 43.900 t.
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Figura 1. Distribuição geográfica e probabilidade relativa de ocorrência do linguado 

Paralichtys orbignyanus (Fonte: FishBase).

1.2.  DENSIDADE DE ESTOCAGEM 

A densidade e estocagem é considerada uma variável importante na aquicultura,

já que tem influência no desempenho de crescimento, consumo de alimentos (Wang et

al.,  2018;  Guo et  al.,  2017;  McKenzie  et  al.,  2012;  Sanchez  et  al.,  2011),  resposta

imunológica e fisiológica (Liu et al., 2016; Andrade et al., 2015) e variação de tamanho

(Zeng et al., 2010; Irwin et al. 1999), levando assim a problemas de saúde e resultando

em taxas de crescimento reduzidas devido ao comportamento de peixes relacionados a

interações sociais (hierarquia, territorialismo) influenciados por densidades inadequadas

na produção aquícola (Bolasina et al., 2006; Dou et al., 2004; Irwin et al., 1999). Por

outro lado, o bem-estar dos peixes está recebendo uma atenção cada vez maior, sendo

que, medidas estão sendo tomadas na regulamentação das práticas de gestão, incluindo a

densidade animal (Turnbull et al., 2005; Nieuwegiessen et al., 2008).

A determinação da densidade de estocagem ótima tem sido referenciada como a

maior  quantidade  de  organismos  que  podem ser  eficientemente  produzidos  em um

espaço,  otimizando  assim  os  benefícios  econômicos  e  sua  viabilidade  no

desenvolvimento da produção comercial  (Biswas et  al.,  2013; Castillo  Vargas et  al.,

2012). 

Diferentes  estudos  relacionados  a  densidades  de  estocagem elevadas  em um

pequeno espaço pode gerar diminuição no crescimento e no desempenho dos peixes

(Vijayan et al., 1990; Jobling, 1994; Bolasina et al., 2006; Merino et al., 2007; Arbeláez-
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Rojas, 2009) devido a competição por alimento (Schwedler e Johnson, 2000; Kestemont

e Baras, 2001), práticas inapropriadas de manejo alimentar (Kestemont e Baras, 2001).

Finalmente,  outro  fator  que  pode  causar  a  diminuição  de  desempenho  em  peixes

submetidos a altas densidades de estocagem é o estresse (Schwedler e Johnson, 2000;

Sanches, 2013). Em contraste, diversos autores relataram que o aumento das densidades

de estocagem causa uma melhora nos índices de conversão alimentar, diminuição na

heterogeneidade  entre  os  peixes,  e  aumento  da  biomassa  total  (Salaro  et  al.,  2003;

Ayroza  et  al.,  2011);  consequentemente,  determinam  um  maior  retorno  sobre  os

investimentos em estruturas e equipamentos (Hengsawat et al., 1997).  

Em quanto o efeito da densidade de estocagem no crescimento em diferentes

espécies de linguado, existem alguns estudos como:  Paralichthys dentatus, a medida

que os peixes crescem a densidade de estocagem deve ser reduzida de 200% para 100%

de cobertura de área (PCA) para não prejudicar o crescimento (King et al., 1998). Assim

também, para Scophthalmus maximus foi relatado que a densidades maiores as taxas de

crescimento são mais lentas devido ao aumento da concorrência por alimento (Irwin et

al.,  1999).  Fairchild  e  Howell  (2001)  indicam  que  juvenis  de  Pseudopleuronectes

americanus poderiam ser criados até 200% e possivelmente 300% PCF sem prejudicar

o crescimento,  mas os peixes ficam mais estressados e com maior risco de adquirir

doenças.  Merino  et  al.  (2007)  menciona  que  juvenis  de  Paralichthys  californicus

criados a 100% PCA cresceram mais do que aqueles criados a 200% e 300% PCA.

Finalmente, de acordo com o que foi descrito acima, a densidade de estocagem seguro

para a criação de linguados é de 100 a 200% PCA. Desta forma, a identificação da

ótima densidade de estocagem para uma espécie é um fator crítico no delineamento ou

na definição de um eficiente sistema de produção.

1.3. ESTRESSE

O estresse é a cascata fisiológica que influencia o sucesso produtivo de uma

criação, já que os peixes sob estresse enfrentam e sofrem alterações fisiológicas, o que

pode  causar  uma  redução  na  habilidade  de  manter  ou  restabelecer  a  homeostase

(Shreck, 2010). 

Moberg (1985), dividiu a resposta ao estresse em três fases: primeiro ocorre o

desequilíbrio na homeostase; em seguida, o organismo reage em resposta ao estresse e,

finalmente,  ocorrem  as  consequências  fisiológicas  e  comportamentais,  as  quais  são
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dependentes da condição biológica do peixe. Cada fase compreende diferentes efeitos

no organismo do peixe, as quais se iniciam no sistema nervoso e são mediadas pelo

sistema neuroendócrino  e  geralmente  direcionadas  à  mobilização  de  energia  para  o

organismo escapar ou combater o estressor (Pickering, 1981).

A reação aos estressores nos peixes foram divididas em dois momentos (Silva et

al. 2010): primeiro, os efeitos que ameaçam ou perturbam o equilíbrio homeostático,

segundo  o  desencadeamento  de  diversas  respostas  fisiológicas  compensatórias  e

adaptativas, visando a superação das ameaças. Asismismo, Barton (2000) classificou a

origem dos agentes de estresse em peixes em três tipos: 1) de natureza física, como o

transporte,  densidade de estocagem inadequado e o manejo; 2) de natureza química,

como os contaminantes,  o baixo teor  de oxigénio,  oscilações no pH e concentração

elevada de amônia e nitrito,  além dos fatores decorrentes da degradação da matéria

orgânica que consequentemente resultam em poluentes orgânicos e inorgânicos e 3) os

percepcionados  pelos  animais,  como  a  presença  de  predadores,  de  coespecíficos

dominantes ou coespecíficos não familiares, também denominado de estresse social.

Assim, uma densidade de estocagem inadequada gera um estado de estresse em

peixes subordinados que provavelmente envolve o estado de medo e inibe a expressão

do  comportamento  natural  (Chandroo  et  al.,  2004).  Barton  2002,  menciona  que  os

peixes não conseguem se restabelecer num estresse intenso ou prolongado, podendo

ocasionar consequências negativas para o seu estado de saúde. Exposições prologadas a

agentes estressores, que inicialmente não parecem problemáticos, podem se acumular

havendo o risco de se tornarem letais para os indivíduos (Barton e Iwama, 1991; Conte,

2004).  A distinção entre o estresse agudo e o estresse crônico é de extrema importância

já que o primeiro geralmente ocorre durante o manejo dos animais ou pela ocorrência de

contatos  repentinos  com  situações  estressantes  que  levem  os  peixes  a  um  estresse

rápido. Este, geralmente cessa com o final do estímulo e os peixes se reestabelecem. O

estresse crônico, manifesta-se em condições as quais os peixes mantêm-se estressados

permanentes e, como consequência, geralmente há queda no rendimento produtivo e/ou

diminuição da resistência imunológica podendo inclusive gerar doenças e mortalidade

(Sanches, 2013). 

As  respostas  ao  estresse  podem ser  apresentadas  em:  resposta  primária,  que

envolve a liberação de catecolaminas e corticosteróides no sistema circulatório (Barton,
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2002).  As  respostas  secundárias  são  mudanças  na  gama  de  fatores  bioquímicos,

hematológicos e imunológicos (Frisch e Anderson, 2005). As respostas terciárias afetam

o crescimento, a taxa metabólica, a resistência a doenças, a capacidade reprodutiva e

sobrevivência (Barton e Iwama, 1991; Barton, 2002). Finalmente, para uma produção

rentável é importante encontrar um limite entre o interesse econômico e a incidência de

alterações fisiológicas (Bjornsson et al., 2012; Herrera et al., 2009).

1.3.1. Estresse Oxidativo

O  estresse  oxidativo  é  definido  como  o  desequilíbrio  entre  oxidantes  e

antioxidantes  em  favor  dos  oxidantes,  conduzindo  à  ocorrência  de  danos  celulares

oxidativos  (Halliwell  e  Gutteridge,  2015).  O  estresse  oxidativo  ocorrerá  devido  a:

aumento nas espécies reativas de oxigênio (EROs), deficiência no sistema antioxidante

ou a uma insuficiente capacidade de reparação aos danos oxidativos. Os danos causados

por EROs incluem alterações de macromoléculas celulares como membranas lipídicas,

DNA e/ou proteínas (Sies, 2015; Liang et al., 2016). Estas modificações podem alterar

as funções celulares devido a mudanças no pH ou concentração de cálcio intracelulares,

podendo levar  a  morte  celular  (Swan et  al.,  1991;  Dorval  et  al.,  2005;  Halliwell  e

Gutteridge, 2015). 
Os peixes, como todos os organismos aeróbios, desenvolveram evolutivamente

um complexo sistema antioxidante  composto  de  diversas  defesas  não enzimáticas  e

enzimáticas que atuam impedindo a formação e ação das espécies reativas de oxigênio

(ERO), ou favorecendo o reparo e a reconstituição de moléculas que sofreram danos

oxidativos (Halliwell e Gutteridge, 2015). O processo de metabolização de xenobióticos

é  uma  importante  fonte  de  espécies  reativas  de  oxigênio,  que  correspondem  aos

produtos da redução do oxigênio molecular, como o ânion radical superóxido (O2
-●), o

radical  hidroxil  (OH●)  e  o  peróxido  de  hidrogênio  (H2O2).  As  espécies  reativas  de

oxigênio passam a ter um efeito prejudicial ao organismo quando ocorre um aumento

excessivo na sua produção ou diminuição de agentes antioxidantes. Em qualquer uma

dessas  situações  predomina  EROS  no  organismo,  o  que  é  denominado  estresse

oxidativo. 

Essa situação pode derivar tanto de fatores internos como de fatores externos

(Stegeman et al., 1992). Para combater essas espécies reativas de oxigênio existe um
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sistema  de  defesa  antioxidante,  composto  por  mecanismos  enzimáticos  e  não-

enzimáticos. As principais enzimas antioxidantes são superóxido dismutase (SOD), a

catalase e a glutationa peroxidase (GPx), todas elas abundantes nos tecidos de peixes

(Van der Oost et al., 2003; Vasconcelos et al., 2007; Wu et al., 2015). 

 A catalase descrita em 1901 por Loew (Frugoli  et  al.,  1996), é uma enzima

tetramérica que contém grupos heme e é encontrada em todos os organismos vivos. A

CAT é a única entre as enzimas degradantes de H2O2 que não consome equivalentes

redutores  celulares  e  possui  um  mecanismo  muito  eficiente  para  remover  o  H2O2

formado  nas  células  sob  condições  de  estresse  (Mallick  e  Mohn,  2000).  Ocorrem

primariamente nos peroxissomos e a proliferação peroxissômica é a principal causa para

a elevação da atividade catalásica nos tecidos (Halliwell e Gutteridge, 2015).   

A glutationa peroxidase (GPx), é a principal peroxidase de peixes, uma enzima

citosólica tetramérica, dependente de selênio, que emprega a glutationa reduzida (GSH)

como co-fator. A GPx catalisa o metabolismo de um grande número de hidroperóxidos

orgânicos (ROOH) e do H2O2 para água, envolvendo a oxidação concomitante da GSH

para sua forma oxidada (GSSG). A GPx pode estar localizada no citosol, bem como na

matriz  mitocondrial,  e  divide  com a  catalase  a  habilidade  para  detoxificar  o  H2O2

(Martinez, 2006).   

 A enzima glutationa-S-transferase (GST) desempenha um papel importante na

detoxificação  e  eliminação  de  compostos  eletrofílicos,  incluindo  agroquímicos.  Sua

estimulação envolve reações de conjugação na presença de glutationa. Assim, animais

aquáticos que habitam ambientes poluídos podem estar expostos a xenobióticos os quais

sofrem detoxificação mediada pela glutationa na sua forma reduzida,  catalisada pela

enzima GST (Zhou et al., 2009).

 A GSH está envolvida em várias funções fisiológicas: mantém os grupos SH das

proteínas no estado reduzido, participa no transporte de aminoácidos e detoxificação de

toxinas  (Ventura-Lima  et  al.,  2009),  atua  enzimaticamente  degradando  peróxidos

endógenos,  forma  moléculas  bioativas  e  atua  como  coenzima  em  várias  reações

enzimáticas (Stamler e Slivka, 1996). A GSH participa ainda na decomposição do H2O2,

potencialmente tóxico,  que é convertido em H2O em reação catalisada pela GPx, às

custas  da  glutationa  reduzida;  a  glutationa  oxidada  resultante  é  reciclada  à  forma

reduzida pela glutationa redutase e NADPH (Gul et al., 2000). O NADPH é regenerado
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pela via das pentoses fosfato, em reação catalisada pela glicose 6 fosfato desidrogenase,

a  qual  é  particularmente  importante  nos  eritrócitos.  Dessa  forma,  este  processo  de

reciclagem e a manutenção de níveis adequados de GSH podem prevenir o dano celular

causado pelo estresse oxidativo (Stamler e Slivka, 1996).

A peroxidação  lipídica  (LPO),  medida  como  substâncias  reativas  ao  ácido

tiobarbitúrico (TBARS), tem sido reportada como a maior responsável pela perda da

função celular em condições de estresse oxidativo, sendo utilizada como biomarcador

em diversos estudos (Huang et al.,  2003; Barata et al.,  2005; Cattaneo et al.,  2011).

Peroxidação lipídica é um mecanismo de lesão celular causado por reações de radicais

livres de oxigênio nas membranas biológicas, ricas em ácidos graxos polinsaturados.

Este processo forma hidroperóxidos de lipídios,  que decompõem a ligação dupla de

ácidos  graxos  insaturados  e  danifica  a  membrana  celular.  Esses  lipídios  altamente

oxidáveis  podem atacar  proteínas  vizinhas,  causando  uma formação  em excesso  de

proteínas carbonil (Lackner, 1998). A formação de proteína carbonil pode ocorrer como

resultado do estresse oxidativo. O teor de proteína carbonil é atualmente o indicador

mais comum, sendo o marcador mais utilizado para avaliação da oxidação protéica.

EROs convertem grupos amino de proteínas  e alteram sua estrutura e  função.  Uma

dessas modificações é a formação de radicais carbonil em aminoácidos de cadeia lateral.

Os radicais são quimicamente estáveis, tornando-os úteis para processos de detecção.

Grupos  carbonil  podem  ser  introduzidos  em  proteínas  por  diferentes  meios:

predominantemente  pela  oxidação  catalisada  metálica,  mas  também  por  adução  de

lipídios  oxidados  ou  açúcares  que  contenham  carbonil  (Berlett  e  Stadtman,  1997;

Requena et al., 2003; Almoroth et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de diferentes densidades de estocagem sobre o crescimento e o

status antioxidante em juvenis do linguado P. orbignyanus.

2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Avaliar o desempenho zootécnico dos linguados mantidos em diferentes

densidades de estocagem. 

 Avaliar os efeitos da exposição a diferentes densidades de estocagem no

sistema de  defesa  antioxidante  e  nos  níveis  de  dano oxidativo  no  fígado,  músculo,

cérebro e brânquias de juvenis de linguado.

3. HIPÓTESE

Densidades de estocagem altas são agentes estressores para os juvenis de linguado,

resultando em redução do crescimento e induzindo o estresse oxidativo.

4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1.  LOCAL E INSTALAÇÕES

Inicialmente  foi  solicitado  e  obtida  uma  autorização  para  execução  do

experimento pela Comissão de Ética em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal

de Rio Grande sob o número de registro 23116.002018/2018-81. O local de estudo foi

no  Laboratório  de  Piscicultura  Estuarina  e  Marinha  (LAPEM)  do  Instituto  de

Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande - FURG. 

4.2.  MATERIAL  BIOLÓGICO  E  DELINEAMENTO

EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado com 3280 juvenis de linguado P. orbignyanus (1,58

± 0.28g) provenientes da desova obtido no próprio LAPEM da FURG. Os peixes foram

mantidos em 16 doze tanques de fibra de vidro com capacidade útil de 40 L a uma
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temperatura de 25.0 ± 0.3 ºC, salinidade de 27 ± 4‰ e sob um fotoperíodo de 18 horas

claro  e  6  horas  escuro  acoplados  a  quatro  sistemas  de  recirculação  de  água

independentes por 45 dias. 

A densidade de peixes foi expressa em porcentagem da cobertura de area (PCA)

em  relação  ao  fundo  do  tanque.  Peixes  de  comprimento  total  semelhante  foram

selecionados  para  serem  transferidos  para  os  tanques  experimentais  e  sua  área  de

superfície ventral (corpo do peixe incluindo todas as nadadeiras) e o comprimento total

foram estimadas por meio de análise  de imagem (Image J),  no início e no final do

experimento. 

Os  peixes  foram distribuídos  aleatoriamente  em quatro  tratamentos:  50% de

cobertura  de  fundo  (82  indivíduos  por  tanque),  100% de  cobertura  de  fundo  (164

indivíduos por  tanque),  150% de cobertura de fundo (246 indivíduos por  tanque)  e

200% de cobertura de fundo (328 indivíduos por tanque) com quatro repetições cada

um. 

Os juvenis foram alimentados cinco vezes ao dia  (7:30, 11:15, 15:00, 18:45 e

22:30 h)  até a saciedade usando uma ração comercial (INVE Orange 2mm) com 55%

proteína, 13% lipídios, 13,5% cinzas, 1,0% fibra).

4.3. PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS
Todos  os  dias,  antes  da  primeira  alimentação,  foram  monitorados:  oxigênio

dissolvido e temperatura (oxímetro YSI 55), pH (pH meter, WTW 315i), alcalinidade

total (Eaton et al. 2005), salinidade (refratômetro óptico, ATAGO®
 PAL-06S), amônia

total (UNESCO, 1983), nitrito (Bendschneider e Robinson 1952) e nitrato (García –

Robledo et al. 2014).

4.4.  COLETA DE MATERIAL BIOLÓGICO 

Os juvenis de linguado foram anestesiados com hidrocloridrato de benzocaína

(50 ppm) para realização das coletas de dados biométricos (n=35/tanque), com auxílio

de uma balança (Marte, BL3200 H 0,01g) e assim avaliar o crescimento dos linguados

de cada tratamento. 
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Ao final  do experimento,  todos os  peixes  foram contados para  o  cálculo  da

sobrevivência.  Com  os  dados  obtidos  durante  o  experimento  foram  calculados  os

seguintes parâmetros:

a) Ganho diário de peso: GDP (g peixe día−1) = (Bt − B0) / B0 / T * 100, onde Bt =

biomassa  de  juvenis  ao  dia  45(g),  B0 =  biomassa  de  juvenis  ao  inicio  do

experimento (g), T = tempo do experimento (dias).

b) Taxa de crescimento especifico diário: TCE (% / dia) = [(ln pf - ln pi) / t] x 100, 

onde pi é o peso inicial (g), pf é o peso final (g) e t é o tempo (dias);

c) Conversão alimentar aparente: CAA = AO / GP, onde AO é a quantidade de 

alimento oferecido (g) e GP é o ganho de peso dos peixes (g);

d) Percentagen de cobertura de área (% PCA): PCA = (AST * N *100) / A, onde 

AST é a área de superfície total dos peixes, N é a quantidade de peixes, A é a 

área disponible para el cultivo (cm2);

e) Fator de condição: FC = pf / cf3, onde pf e cf são respectivamente o peso e o 

comprimento final.

f) Coeficiente de variação (CVBW) = 100 * (DP / BW), onde DP é o desvío padrão e

BW é a média do peso (g)

4.5.  MEDIÇÃO DE PARÂMETROS BIOQUÍMICOS

4.5.1. Amostragem e homogeneização de órgãos 

Para realizar os parâmetros bioquímicos, 12 indivíduos de cada tanque foram

aleatoriamente removidos ao final do experimento, e foram imediatamente sacrificados

com uma dose letal de cloridrato de benzocaína (500 ppm) e amostras de brânquias,

fígado,  cérebro  e  músculo  foram  coletadas,  congelados  em  nitrogênio  líquido  e

armazenados  em  ultrafreezer  (-80  °C)  para  posterior  análise.  Amostras  de  tecido

branquial, hepático, cerebral e muscular foram homogeneizadas (1: 5; p / v) em tampão

Tris-HCl (100 mM, pH 7,75) com EDTA (2 mM) e MgCl2.6H2O (5 mM) (Rocha et al.,

2009). Os sobrenadantes resultantes da centrifugação dos homogeneizados (20000 x g,

20 minutos, 4ºC) foram utilizados para as análises. A quantificação da proteína total foi

realizada pelo método de Biuret (� = 550 nm) em triplicata, utilizando um leitor de

microplacas (Biotek Synergy HT), como realizado em estudos anteriores (Amado et al.,
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2009).  A  média  da  concentração  protéica  (±  erro  padrão)  dos  tecidos  foram,

respectivamente: brânquias (14,03 ± 0,35 mg / mL), fígado (27,67 ± 1,00 mg / mL),

cérebro (4,82 ± 0,16 mg / mL) e músculo (18,06 ± 0,51 mg / mL).

4.5.2. Medição da capacidade antioxidante total (ACAP)

O ACAP foi detectado de acordo com o método descrito por Amado et al. 2009.

Baseia-se  na  detecção  de  espécies  reativas  de  oxigênio  (ERO)  em  amostras  com

presença ou ausência de cloridrato de 2,2-azobis2 metilpropionamidinedihidroclorido

(ABAP, 4 mM), que a 37 ºC gera radicais peroxil. Todas as amostras foram fixadas em

2,0  mg  de  proteína  mL-1.  Para  a  determinação  de  ROS  2  '  7-diclorofluoresceína

diacetato - H2DCF-DA, utilizou-se uma concentração final de 40 mM. As leituras foram

realizadas em um leitor de microplacas de fluorescência Biotek Synergy HT (excitação:

485 nm; emissão:  520 nm) com leituras  a  cada 5 minutos,  durante 35 minutos.  Os

resultados foram expressos como uma área relativa (a diferença entre a área de ROS

com e sem ABAP em relação à sem ABAP). Para fins de interpretação dos resultados,

uma  área  relativa  maior  significa  menor  capacidade  antioxidante  e  vice-versa

(Monserrat et al. 2014).

4.5.3. Peroxidação  lipídica  -  ensaio  de  substâncias  reativas  ao  ácido

tiobarbitúrico (TBARS)

Os níveis de peroxidação lipídica foram medidos de acordo com Oakes e Van

Der  Kraak  (2003).  Para  determinar  as  substâncias  reativas  ao  ácido  tiobarbitúrico

(TBARS) pela quantificação do malondialdeído (MDA), as amostras (brânquias: 40 μL;

fígado: 80 μL; cérebro: 50 μL e músculo: 100 μL) foram adicionados a uma solução

contendo 20 μL de solução de BHT (67 μM), 150 μL de solução de ácido acético a 20%,

150 μL solução de TBA 0.8%, 50 μL de água destilada e 20 μL de SDS a 8,1%. As

amostras foram incubadas a 95 ºC por 30 min. Posteriormente, 100 μL de água destilada

e 500 μL de n-butanol foram adicionados à solução final. O sobrenadante remanescente

após a  centrifugação (3000 x g,  10 minutos,  15 ºC) foi  utilizado para determinar  a

fluorescência (excitação: 520 nm; emissão: 580 nm) e os resultados foram expressos em

nmol MDA mg de tecido úmido-1.

4.5.4. Medição da glutationa reduzida intracelular (GSH)
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Foi realizado pelo  método de White  et  al.  (2003) e  Chen et  al.  (2008) com

modificações.  O protocolo  baseia-se  na  medição da  concentração de  GSH pela  sua

reação com DTNB (5,5'-Ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico)).  Para o ensaio,  100 μL de

sobrenadante,  200 μL de solução de reação (Tris-base 0,4M, pH = 8,9) e 10 μL de

DTNB  foram  então  transferidos  para  microplaca  e  incubados  por  15  minutos  à

temperatura ambiente.  As leituras foram feitas em espectrofluorímetro com leitor de

placas (Biotek Synergy HT). A concentração foi expressa em μmoles de GSH por mg de

proteína.

4.5.5 Medição da concentração dos grupos de proteínas sulfidrilas (P-SH)

Foi realizado pelo método de Chen et al. (2008) em que mede a concentração do

grupo P - SH por sua reação com DTNB (5,5 '- Dithiobis (ácido 2 - nitrobenzóico)).

Para o ensaio, 240 µl de amostra e 28 µl de ácido tricloroacético (TCA, 50%) foram

adicionados aos tubos eppendorf e centrifugados a 14000 rpm a 4 ºC por 15 minutos, o

precipitado  de  GSH  foi  usado  e  ressuspenso  usando  200  mL  de  tampão  de

homogeneização para posterior homogeneização. Finalmente, 100 μl de sobrenadante,

160 μL de solução de reação (Tris-base 0,2 M, pH = 8,2) e 10 μL de DTNB foram

transferidos para microplacas e incubados por 15 minutos. As leituras foram feitas em

espectrofluorímetro com leitor de placas (Biotek Synergy HT), à temperatura ambiente.

A concentração foi expressa em μmololes de P-SH por mg de proteína.

4.5.6 Medição da atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A atividade  da  GST foi  determinada  seguindo  o  método  de  Habig  e  Jakob

(1981).  Neste  processo,  a  absorvência é  gerada pela  conjugação de 1 mM de GSH

(glutationa reduzida, Sigma-Aldrich) com 1 mM de CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno,

Sigma-Aldrich), a absorvância a 340 nm a 25 °C. Para ler, 15 μL do sobrenadante foram

adicionados à microplaca em um fundo plano, em 235 μL de meio de reação (KH2PO4

- 0,05 M; K2HPO4 - 0,05 M; pH = 7,0), foram adicionados 10 μL de GSH 25 mM. As

leituras foram em espectrofluorímetro com um leitor de placas (Biotek Synergy HT). A

actividade específica da GST foi expressa em nanomoles do produto CDNB-GSH por

minuto por mg de proteína.
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4.6.  ANÁLISE ESTATÍSTICA

Para  os  parâmetros  de  crescimento  e  estresse  oxidativo,  os  dados  foram

expressos como média ± erro padrão (EP). Todos os dados foram analisados quanto à

normalidade  (Kolmogorov-Smirnov)  e  homocedasticidade  da  variância  (teste  de

Levene)  e,  quando  necessário,  esses  requisitos  foram alcançados  por  transformação

logarítmica. Os dados foram analisados por análise de variância one-way (ANOVA) e,

quando foram obtidas diferenças significativas a partir da ANOVA, foram realizadas

comparações  múltiplas  com teste  de  comparação  de  médias  de  Tukey.  O  nível  de

significância utilizado foi P ≤ 0,05 para todos os testes estatísticos. Todas as análises

estatísticas  foram  realizadas  utilizando  o  pacote  computacional  STATISTIC  7  e  as

figuras foram feitas usando o GraphPad Prism versão 8.0.1 para Windows (GraphPad

Software, La Jolla, CA, EUA).

20



5. RESULTADOS

A saturação de oxigênio dissolvido foi significativamente menor em 200% PCA

do que  em 50% PCA,  72.63  ±  0.77  e  87.85  ±  0.60%,  respectivamente  (p  <0,05).

Temperatura (25,0 ± 0,03 ° C), salinidade (28.6 ± 0.01 ‰), alcalinidade (167 ± 0.50 mg

CaCO3 / L) e pH (7.37 ± 0.04) mantiveram-se dentro da faixa alvo e foram semelhantes

entre  os  tratamentos.  A concentração  média  de  nitrogênio  amoniacal  total  (TAN)

aumentou com o aumento da densidade de 50% PCA (0.27 ± 0.01 mg N-NH4 + NH3/L)

até 200% PCA (0.37 ± 0.01 mg N-NH4 + NH3/L), nitrito a concentração variou de 0.34

± 0.01 a 2.75 ± 0.01 mg N-NO2/L e a concentração de nitrato foi de 9.47 ± 0.19 mg N-

NO3/L (50% PCA) a 18.82 ± 0.30 mg N-NO3/L (200% PCA).

Os dados biométricos e de sobrevivência são mostrados na Tabela 1. Diferenças

de peso (W), comprimento total (CT), área de superfície total (AST) foram detectadas

entre os tratamentos e foi refletido no final do experimento onde os maiores peixes

foram aqueles estocados originalmente em 50 e100 % de PCA, e os menores, aqueles

abastecidos em 150 e 200% de PCA. assim como para GPD e TCE, que mostraram uma

relação linear inversa com a densidade de estocagem. O aumento na biomassa de peixe

por área (BFA) no dia 45 foi de 424%, 408%, 324% e 287% para os tratamentos de 50%

de PCA, 100% de PCA, 150% de PCA e 200% de PCA, respectivamente. A densidade

de estocagem não teve  efeito  significativo  na  sobrevivência.  A taxa  de  alimentação

influenciou  o  coeficiente  de  variabilidade  intragrupo  do  peso  corporal  (CvBW).  O

coeficiente dos valores final e inicial  dos coeficientes de CvBW (CvBWf / CvBWi)

situou-se entre 0,73 ± 0.01 (100% PCA) e 1,21 ± 0.14 (50% PCA), enquanto a diferença

entre os grupos foi estatisticamente diferente (p < 0,05).
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TABELA 1 Desempenho zootécnico de juvenis do linguado Paralichthys orbignyanus

mantidos em diferentes densidades de estocagem durante 45 dias

Parametros Densidade de estocagem (PCA)

50% 100% 150% 200%

Sobrevivência (%) 99,77 100,00 100,00 100,00

Peso final (g) 8,36 ± 0,25a 8,14 ± 0,24a 6,70 ± 0,21b 6,13 ± 0,18b

Cvpeso (%) 1,21 ± 0,25a 0,73 ± 0,01b 0,93 ± 0,12ab 1,19 ± 0,04a

Biomassa final (Kg/m2) 5,40 ± 16,88 10,43 ± 21,40 13,12 ± 55,91 15,97 ± 48,78

TCE (% dia−1) 3,68 ± 0,06a 3,60 ± 0,04a 3,21 ± 0,08b 3,02 ± 0,05b

Comprimento final (cm) 9,38 ± 0,11a 9,45 ± 0,10a 8,80 ± 0,09b 8,45 ± 0,08c

TCA 0,76 ± 0,01ab 0,73 ± 0,01b 0,82 ± 0,03ab 0,76 ± 0,01ab

Área corporal (cm  2  )  

Inicial 7,73 ± 0,09

Final 24,95 ± 0,57a 24,02 ± 0,51a 21,02± 0,49b 19,16 ± 0,41b

PCA (%)

Inicial 50 ± 0,19 101 ± 0,14 151 ± 0,25 202 ± 0,19  

Final 163 ± 3,13 313 ± 2,61 411 ± 9,71 500 ± 5,73

Incremento (%) 222 211 172 148

Nota: Os valores são expressos em média ± EP (n=4). Cv peso (coeficiente de variação do peso),  PCA

(percentagem de área coberta), BFA (biomassa de peixe por área), TCA (taxa de conversão alimentar),

TCE (taxa  de  crescimento  específica).  Valores  com  diferentes  letras  sobrescritas  indicam diferenças

significativas entre os tratamentos (p <0,05).
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Foi observado aumento significativo (p <0,05) na capacidade antioxidante total

(menor área relativa) nas brânquias de peixes estocados nas densidades de 50, 100 e

150%  de  PCA,  comparados  àqueles  estocados  a  200%  PCA após  os  45  dias  do

experimento.  (Figura  1a).  Em  relação  ao  cérebro  e  fígado,  foi  observado  que  a

capacidade  antioxidante  total  foi  significativamente  menor  (p<0,05)  nos  peixes

estocados a 200% de PCA comparado com aqueles expostos a 50 e 100% PCA (Figura

1b, c). No entanto, para o músculo não houve diferenças significativas (p>0,05) entre os

tratamentos ao longo do tempo (Figura 1d).

O conteúdo de GSH nas brânquias foi menor nas densidades de estocagem de

150 e 200% de PCA em comparação com 50 e 100% de PCA (Fig. 2a). O conteúdo de

GSH no cérebro e no fígado mostrou um valor mais alto em peixes mantidos a 50, 100 e

também 150% de PCA (Fig. 2b, c). Finalmente; no músculo, o conteúdo reduzido de

GSH foi observado em 150 e 200% de PCA em relação a 50 e 100% de PCA (fig. 2d).

A atividade de GST nas brânquias foi menor em 50% de PCA em comparação

com 100, 150 e 200% de PCA (Fig. 3a). O cérebro dos peixes mantidos em 150 e 200%

de PCA mostrou maior atividade de GST em comparação com os de 50 e 100% PCA

(Fig. 3b). A atividade da GST no fígado aumentou em peixes mantidos em 200% de

PCA em  comparação  com  os  outros  tratamentos  (Fig.  3c).  Finalmente,  não  foram

encontradas diferenças entre os tratamentos na atividade da GST no músculo (Fig. 3d).

O conteúdo de PSH foi maior no fígado de peixes mantidos a 200% de PCA em

relação  a  150,  100  e  50%  de  PCA (Fig.  4c).  O  conteúdo  de  PSH  foi  maior  nas

brânquias. cérebro e músculo de peixes mantidos a 200% PCA, mas nesses órgãos é

observado que a partir de 150% PCA são sinais de estresse (Fig. 4a, b, d).

Durante o decorrer  do experimento,  uma redução significativa (p <0,05) nos

níveis  de  peroxidação  lipídica  das  brânquias,  cérebro  e  músculo  foi  verificada  nos

tratamentos de 50, 100 e 150% PCA comparado aos peixes estocados em 200% PCA

(Figura 5a, b, d). No entanto, não foram observadas diferenças (p> 0,05) no nível de

LPO muscular entre os diferentes tratamentos (Figura 5c).
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FIGURA 1 Capacidade antioxidante total (ACAP) das brânquias (a), cérebro (b), fígado (c) e

músculo (d) do linguado juvenil  Paralichthys orbignyanus mantidos em diferentes densidades

de estocagem (% PCA: porcentagem da área coberta). Os valores são expressos como média ±

EP (n = 16). Letras diferentes indicam diferenças significativas (p <0,05) entre os tratamentos.

 

 

FIGURA 2  Determinação da atividade de GSH das brânquias (a),  cérebro (b),  fígado (c) e

músculo (d) no linguado juvenil  Paralichthys orbignyanus mantidos em diferentes densidades

de estocagem (% PCA: porcentagem da área coberta). Os valores são expressos como média ±

EP (n = 16). Letras diferentes indicam diferenças significativas (p <0,05) entre os tratamentos.
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FIGURA 3 Determinação da atividade da glutationa-S-transferase (GST) das brânquias (a), cérebro (b),

fígado  (c)  e  músculo  (d)  no  linguado  juvenil  Paralichthys  orbignyanus mantidos  em  diferentes

densidades de estocagem  (% PCA: porcentagem da área coberta).  Os valores são expressos como

média ± EP (n = 16). Letras diferentes indicam diferenças significativas (p <0,05) entre os tratamentos.
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FIGURA 4 Determinação do conteúdo de grupos sulfidrila associados à proteína (P-SH) de brânquias (a),

cérebro  (b),  fígado  (c)  e  músculo  (d)  no  linguado  juvenil  Paralichthys  orbignyanus mantidos  em

diferentes densidades de estocagem (% PCA: porcentagem da área coberta). Os valores são expressos

como  média  ±  EP (n  =  16).  Letras  diferentes  indicam  diferenças  significativas  (p  <0,05)  entre  os

tratamentos.
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FIGURA 5 Níveis de peroxidação lipídica (TBARS) de brânquias (a), cérebro (b), fígado (c) e músculo

(d) em juvenis do linguado Paralichthys orbignyanus mantidos em diferentes densidades de estocagem

(% PCA: porcentagem da área coberta). Os valores são expressos como média ± EP (n = 16). Letras

diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos.
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6. DISCUSSÃO

O presente estudo enfatiza que a  densidade de estocagem de peixes  tem um

efeito  significativo sobre o crescimento e  demais  respostas fisiológicas  avaliadas.  A

importância  de  avaliar  o  estresse  de  densidade  é  determinar  as  condições  ótimas

relativas ao bem-estar dos peixes de criação, para um melhor planejamento do projeto.

A avaliação  do  estresse  determinada  pelas  abordagens  de  análise  bioquímica  pode,

portanto,  ser  usada  para  estabelecer  uma  avaliação  mais  abrangente  do  estresse  de

densidade, proporcionando um nível mais alto de confiança nos dados experimentais

subsequentes.

Os  parâmetros  de  qualidade  da  água  foram  mantidos  dentro  dos  níveis  de

segurança recomendados para o linguado brasileiro. Com relação ao efeito do oxigênio

dissolvido na fisiologia de linguados, existe uma extensa literatura. Tallqvist et al. 1999

descreve que para juvenis de Platichhys flesus, a saturação crítica de oxigênio que causa

a diminuição na eficiência alimentar foi de 30%, enquanto Vander Thillar et al. 1994

registrou  uma diminuição  na  atividade  em uma saturação  de  oxigênio  de  40%.  No

presente estudo, a concentração de oxigênio dissolvido foi sempre superior a 70% de

saturação,  de 88% de saturação de oxigênio (50% PCA) para 72% de saturação de

oxigênio (200% PCA); esta queda de oxigênio resultou de um efeito combinado de altas

densidades  de  estocagem  (200%  e  150%)  e  a  quantidade  crescente  de  alimento

oferecido. Os outros parâmetros estavam dentro das faixas de tolerância descritas para

P. orbignyanus, que tem a capacidade de tolerar ampla faixa de temperatura (Wasielesky

et al. 1998), salinidade (Sampaio e Bianchini 2002) e nível de pH (Wasielesky et al.

1997).

No caso de TAN, a pior condição medida foi em 200% de PCA com 0,37 mg

TAN/L, o que equivale a 0,003 mg de NH3 - N/L. Maltez et al. 2017 relataram que 0,12

mg de  NH3 -  N/L induz estresse  oxidativo  e  respostas  antioxidantes  em juvenil  de

linguado brasileiro. Merino et al. (2007) relataram para Paralichthys californicus que o

crescimento não foi afetado quando os peixes foram expostos até 0,05 mg de NH3 - N/L.

Portanto, a maior concentração de amônia não ionizada registrada no presente estudo

está dentro de uma faixa segura.

Para nitrito, relatos sobre o efeito no linguado brasileiro incluem o estudo de

Maltez et al. 2018, onde concentrações entre 5,72 e 15,27 mg NO2/L comprometeram o
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sistema  antioxidante  global  e  induziram  estresse  oxidativo.  Portanto,  a  pior

concentração de nitrito registrada no presente estudo está dentro de um intervalo seguro.

A sobrevivência  do  linguado  brasileiro  não  foi  afetada  dentro  da  faixa  das

densidades de destocagem testadas no presente experimento. Embora existam estudos

que relatam uma correlação inversa entre sobrevivência e densidade (Yang e Lin 2001,

Hitzfelder et al. 2006, Rowland et al. 2006), há também outros em que eles não relatam

nenhum efeito significativo da densidade na sobrevivência (Webb e outros 2007, Salas

Leiton e outros 2010, Laiz-Carrión e outros 2012, Riche e outros 2013).

O  desempenho  do  crescimento  foi  influenciado  negativamente  quando  a

densidade  estava  acima  de  um  determinado  valor.  Resultados  semelhantes  também

foram obtidos em estudos anteriores com diferentes espécies de peixes (Wang et al.

2018, Guo et al. 2017, McKenzie et al. 2012, Castillo Vargas et al. 2012, Sanchez et al.

2011).  No  entanto,  alguns  estudos  em  outros  linguados  não  mostraram  efeito

significativo na TCE por essa variável (Andrade et al. 2015, Salas Leiton et al. 2008,

Aijun et al. 2006, Fairchild e Howell 2001); e também, nenhum efeito significativo da

densidade  de  estocagem  foi  encontrado  nos  parâmetros  de  crescimento  para

Scophthalmus maximus (Martínez-Tapia e Fernandez-Pato 1991), Paralichthys dentatus

(King et al. 1998) ou  Pseudopleuronectes americanus (Fairchild e Howell 2001). Por

outro  lado,  estudos  realizados  em  Paralichthys  californicus (Merino  et  al.  2007),

Hippoglossus hippoglossus (Kristiansen et al. 2004), Scophthalmus maximus (Liu et al.

2017, Liu et al. 2016, Andrade et al. 2015, Irwin et al., 1999) e Scophthalmus rhombus

(Herrera  et  al.,  2012)  mostraram  efeitos  negativos  no  desempenho  do  crescimento

quando a densidade de estocagem foi aumentada.

Guo  et  al.  2017  também  relatou  que  algumas  interações  sociais  (estruturas

hierárquicas) aumentam com o aumento da densidade de estocagem. Além disso, um

indicador de estabelecimento de hierarquias em peixes é o aumento do coeficiente de

variabilidade do peso corporal (CV) (Irwin et al. 1999, North et al. 2006, Lambert e

Dutil 2001). Neste estudo, o CV aumentou significativamente de 100% para 200% de

PCA. Os resultados mostraram uma competição intraespecífica por alimento e espaço

(Duan et al. 2011, Liu et al. 2016) e foram semelhantes aos encontrados por Jia et al.

2016 e Li et al.  2013 para juvenis de turbot. Portanto, estudos comportamentais dos
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mecanismos de interação social que causam redução do crescimento com o aumento da

densidade de estocagem podem ser necessários para pesquisas futuras.

O fator de condição de Fulton (K) é um indicador do bem-estar geral do peixe. O

linguado  brasileiro  no  presente  estudo  apresentou  valor  de  K  entre  0.984  e  1.016;

valores próximos aos encontrados para o linguado da Califórnia (Merino et al. 2007), e

que,  de  acordo  com a  definição  de  condição  de  Fulton,  serão  considerados  peixes

saudáveis.

Os  peixes,  como  outros  organismos  aeróbicos,  têm  um  complexo  sistema

antioxidante com várias defesas enzimáticas e não enzimáticas para proteger os tecidos

contra  danos  oxidativos  (Halliwell  e  Gutteridge  2015).  A avaliação  da  capacidade

antioxidante total (ACAP) fornece o estado geral antioxidante do peixe, sem distinguir

entre  componentes  enzimáticos  e  não  enzimáticos.  ACAP nos  tecidos  do  linguado

brasileiro foi comprometida em brânquias, cérebro e fígado na densidade de 200% PCA

em comparação com os  outros  3  tratamentos  (Fig  1a,  b,  c),  indicando que há  uma

variabilidade na competição antioxidante entre os diferentes órgãos (Maltez et al. 2017).

Caipang et al. 2008, 2009 relatou que o estresse de superlotação diminuiu o nível de

capacidade antioxidante e consequentemente o nível de enzimas envolvidas na defesa

antioxidante. Além disso, Yarahmadi et al. 2016 mostrou uma diminuição na capacidade

antioxidante sérica total em trutas criadas a uma densidade de 80 kg/m3 após 30 dias em

comparação com densidades de 10 e 40 kg/m3. Finalmente, essa diminuição da ACAP

no tratamento de 200% PCA nesses órgãos tem sido indicada, havendo a supressão da

defesa oxidativa, provavelmente devido ao dano do sistema de defesa oxidativo após a

exposição a uma situação de superlotação (Braun et al. 2010); bem como, ao uso de

enzimas  relacionadas  ao  estresse  oxidativo  para  eliminar  as  espécies  reativas  de

oxigênio  (EROs)  produzidas  em  células  e  tecidos  devido  à  situação  de  estresse

oxidativo (Nagae et al. 1994, Caipang et al. 2009).

GSH é o tiol  não proteico intracelular  mais abundante e,  em função de suas

propriedades antioxidantes, é capaz de proteger as células das ROS formadas durante a

respiração  mitocondrial  normal  e  o  metabolismo  de  substâncias  químicas  externas

(Hammond et  al.,  2004).  Os  resultados  obtidos  no  presente  estudo  mostraram uma

diminuição da atividade da GSH em todos os órgãos analisados com o aumento da
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densidade de estocagem. Isso poderia ser devido ao aumento do consumo de GSH via

GST ou pode ter reagido diretamente com ROS, levando a atenuar os efeitos deletérios

das espécies ativas de oxigênio que não foram metabolizadas pelo sistema enzimático

de  defesas  antioxidantes,  definido  aqui  como  o  desequilíbrio  entre  a  peroxidação

lipídica  e  as  defesas  antioxidantes  (Droge 2002).  Os resultados  obtidos  no presente

estudo permitem sugerir que a glutationa pode constituir um bom indicador metabólico

do estresse oxidativo em linguado brasileiro.

Neste  estudo,  juvenis  de  linguado  mantidos  em  200%  PCA  apresentaram

redução na concentração de P-SH em todos os órgãos analisados, indicando maior dano

oxidativo  à  proteína.  Isso  se  deve  ao  fato  de  que  os  radicais  livres  atacam  os

aminoácidos das proteínas pela oxidação dos grupos sulfidrilas (Ferreira et al., 1997).

Da mesma forma, poderia resultar de uma melhor síntese de tióis, diminuir o consumo

e/ou  a  degradação  (Husak  et  al.,  2017).  Além  disso,  o  GSH  pode  modificar

covalentemente os resíduos de cisteína de tióis proteicos em um processo reversível

chamado S-glutationilação, evitando danos oxidativos irreversíveis (Jakob e Reichmann

2013). 

GST  é  uma  importante  enzima  para  a  biotransformação  de  xenobióticos  e

degradação de compostos endógenos (Blanchette et al 2007), está envolvida na via do

estresse oxidativo e  catalisa  a  conjugação de GSH com xenobióticos nucleófilos ou

componente nuclear prejudicado por ROS (Rathod et  al.  2011) e é um biomarcador

bioquímico útil de estresse ambiental (Carvalho Neta e Abreu Silva 2013). No presente

trabalho, peixes mantidos a 200% PCA apresentaram maiores níveis de atividade de

GST nas  brânquias,  cérebro,  fígado  e  músculo,  implicando  que  condições  de  alta

densidade  de  estocagem  poderiam  responder  à  produção  de  espécies  reativas  de

oxigênio em linguado brasileiro, porque houve um aumento de a atividade das enzimas

antioxidantes  GST,  a  fim  de  combater  os  peróxidos,  os  radicais  livres  menos

prejudiciais  (Sayeed  et  al  2003);  e,  foi  fundada  com  outros  relatórios,  onde  eles

confirmaram que alta densidade de estocagem poderia induzir estresse oxidativo (Liu et

al 2017, Jia et al 2016, 2017).

A peroxidação lipídica é considerada um valioso biomarcador do dano oxidativo

de constituintes celulares (Morales et al. 2004, Pérez-Jiménez et al. 2012). No presente

estudo, a peroxidação lipídica aumentou com o aumento da densidade de estocagem em
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todos os órgãos  avaliados,  sugerindo que maior  densidade de estocagem resulta  em

aumento da peroxidação e degradação celular em linguado brasileiro. Dentre os órgãos

analisados, as brânquias apresentaram maiores níveis basais de TBARS e menor teor de

grupo tiol, indicando um ambiente pró-oxidante preexistente e mais intenso, tornando-o

mais suscetível a danos oxidativos durante um evento de estresse. Este resultado pode

indicar efeitos mais graves, possivelmente relacionados a uma diminuição nos níveis de

ácidos graxos poliinsaturados devido à degradação oxidativa precoce (Sun et al. 2014b),

e poderia  explicar a  razão para os níveis reduzidos  de TBARS no fígado de peixes

mantidos em 150 e 200% de PCA. No entanto, TBARS hepático reduzido também pode

estar  relacionado a  uma maior  desintoxicação dos  produtos  finais  de  LPO, como o

MDA, devido ao aumento concomitante na atividade da GST. As respostas ao estresse

oxidativo podem ser influenciadas pelo metabolismo e pela condição redox basal de

cada órgão (da Rocha et al., 2009). 

Finalmente, estudos anteriores mostraram que a densidade aumentou a peroxidação

lipídica e alterou a atividade das enzimas antioxidantes no soro e no tecido (Liu et al.

2017, Sahin e outros 2014, Braun e outros 2010, Kucukbay e outros 2009, Trenzado e

outros 2008); mas, por outro lado, Wang et al. 2013, relatou que o nível de TBARS do

bagre africano não foi afetado pela densidade de estocagem.
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7. CONCLUSÕES 

Os juvenis  de  linguados  brasileiro  podem ser  criados  em uma densidade  de

estocagem de 100% PCA sem mostrar  nenhum sinal  de estresse.  Da mesma forma,

quando a densidade de estocagem chega a 150% de PCA, o desempenho de crescimento

e  a  resposta  fisiológica  foram adversamente  afetados,  com tendência  a  aumentar  a

produção de radicais livres que poderiam danificar o sistema de defesa antioxidante.

Perturbações  de  processos  relacionados  à  ERO  em  resposta  ao  linguado  juvenil

brasileiro à densidade populacional foram mais pronunciadas no cérebro entre os quatro

tecidos  analisados.  Finalmente,  os  resultados  obtidos  exigem  novos  caminhos  para

futuras investigações.

8. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos, densidades de estocagem a partir de 150 %

PCA devem ser evitadas nos sistemas de produção do linguado P. orbignyanus, uma vez

que foram capazes de causar estresse nos juvenis. No presente estudo, mesmo que a

densidade de estocagem de 100 % PCA tenha sido a melhor em relação ao desempenho

zootécnico e tolerância as condições estressantes para os animais, recomenda-se que

futuros  trabalhos  sejam  realizados  avaliando  algum  antioxidante  na  elaboração  e

formulação de ração, o que poderá melhorar o estado fisiológico dos organismos a altas

densidades dos organismos e assim incrementar a produtividade da produção aquícola

para essa espécie. 
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