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Resumo

Durante os estadios iniciais de desenvolvimento, as larvas de peixes marinhos exibem
elevadas taxas de crescimento e de diferenciacdo dos seus tecidos e 6rgdos. Portanto, é
esperado elevado metabolismo e diferenciacdo celular, com consequente producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes produtos do metabolismo sdo conhecidos por
causar stress oxidativo, com efeito prejudicial no crescimento e sobrevivéncia das larvas de
peixes. Esses organismos tém defesas antioxidantes eficazes para proteger as células do
stress oxidativo, mas a eficiéncia desses mecanismos depende do suprimento adequado de
antioxidantes na dieta, como as vitaminas. Portanto, é possivel e evidente que a dieta possa
ter um papel protetor contra os ROS.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade das enzimas do stress oxidativo
em pds-larvas de robalo alimentadas com diferentes formulagdes vitaminicas. De modo a
perceber se essas formulagdes eram favordveis para garantirem sobrevivéncia a estes
organismos, o desempenho do crescimento foi determinado de acordo com as medidas do
peso seco e comprimento total. Além disso, para avaliar se as dietas proporcionaram defesa
contra o stress oxidativo, analisou-se as respostas das enzimas relacionadas com as defesas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx). O possivel dano oxidativo devido a peroxidacao lipidica
foi também avaliado pela formacéo de malondialdeido.

Com base nos resultados obtidos foi possivel verificar que as pos-larvas de robalo
alimentadas com as diferentes dietas experimentais apresentaram crescimento similar entre
os tratamentos, revelando que ndo afetaram o seu desempenho e sobrevivéncia. As dietas
também ndo afetaram significativamente as atividades das enzimas antioxidantes entre as
dietas. Relativamente aos eventuais danos oxidativos, a analise da peroxidacédo lipidica
indicou que os niveis de producdo de malondialdeido produzidos ndo foram também
significativos.

Conclui-se que as formulagBes vitaminicas das dietas ndo afetaram o sistema
antioxidante nem causaram danos nos organismos em estudo, permitindo assim um melhor
desempenho no crescimento. Desse modo, este tipo de formulagbes aqui testadas tem
potencial para serem suplementos benéficos a incluir nas dietas inertes para aquacultura,
mantendo ou melhorando a defesa antioxidante e reduzindo as eventuais perdas que possam

surgir devido a exposicao da acdo dos ROS.
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Abstract

During the early stages of development, marine fish larvae exhibit high rates of growth
and differentiation of their tissues and organs. Therefore, high metabolism and cellular
differentiation is expectable, with consequent production of reactive oxygen species (ROS).
These products of metabolism are known to cause oxidative stress, with detrimental effect
on growth and survival of fish larvae. These organisms have effective antioxidant defences
to protect cells from oxidative stress, but the efficiency of these mechanisms depends on the
adequate supply of dietary antioxidants, such as vitamins. So, it is possible and evident that
diet might play a protective role against ROS.

This study aimed to evaluate the activity of oxidative stress enzymes in post-larvae of
sea bass fed with different vitamin formulations. In order to understand if these formulations
were favourable to ensure survival to these organisms, growth performance was determined
according to dry weight and overall length measurements. In addition, to evaluate if the diets
provided defence against oxidative stress, the responses of antioxidant enzymes (SOD, CAT
and GPx) were analysed. The possible oxidative damage due to lipid peroxidation was also
evaluated by the formation of malondialdehyde.

Based on the results obtained, it was possible to verify that the post-larvae fed with the
different experimental diets exhibited similar growth among the treatments, showing that
they did not affect its performance and survival. The diets did not also affect significantly
the activities of antioxidant enzymes among diets. Regarding the possible oxidative
damages, the analysis of lipid peroxidation indicated that the production levels of
malondialdehyde produced were also not significant.

It was concluded that the vitamin formulations of the diets did not affect the antioxidant
system, nor did it cause damages in the organisms under study, thus allowing a better growth
performance. The type of formulations tested here have favourable potential to be included
in inert diets for aquaculture, maintaining or enhancing antioxidant defence and reducing

any losses that may arise due to ROS exposure.

Keywords: Aquaculture, Nutrition, Fish larvae, Oxidative stress, Antioxidant enzymes
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1. Introducéo Geral

Com o crescimento exponencial das populacdes em paralelo com a sobreexploracdo dos
recursos marinhos, tornou-se inevitavel o aumento da producdo em aquacultura (Naylor et
al., 2000; Boyd, 2003). Esta atividade permite produzir espécies que no meio natural nao
estdo disponiveis ao longo de todo o0 ano em quantidades suficientes para a excessiva procura
(Kole, 2003). Além disso, é um dos métodos mais eficientes de produzir proteina de origem
animal de alta qualidade para a populagdo humana, com baixo impacto ambiental (FAO,
2016; Tidwell e Bright, 2018; Valenti, et al., 2018).

Sendo considerada um setor estratégico e inovador nos paises que dispdem de recursos
aquicolas, a aquacultura é uma das atividades econdémicas que mais se tem desenvolvido a
nivel mundial. De facto, a producéo global de peixes, crustaceos, moluscos e outros animais
aquéticos continuou a crescer e atingiu 171 milhGes de toneladas em 2016 (FAO, 2018).

Para manter essas elevadas producBes, o crescimento sustentdvel na inddstria de
aquacultura, depende de um fornecimento constante de juvenis de elevada qualidade. Niveis
baixos de crescimento e sobrevivéncia na fase juvenil, sdo normalmente atribuidos a fatores
ambientais e nutricionais ndo controlados durante a criacdo de larvas. Uma vez que as
influéncias inerentes ao desenvolvimento e qualidade dos peixes sdo multifatoriais, a
melhoria da criacdo de larvas e especialmente a nutricdo de peixes larvais é de suma
importancia para a industria da aquacultura (Rudneva, 2014).

Em aquacultura a fase larvar de peixes é o periodo mais critico da producdo, no qual as
larvas precisam de cumprir o desenvolvimento de sistemas de 6rgdos e amadurecer ainda
mais as suas funcgoes fisioldgicas (Zengin e Yilmaz, 2016).

As elevadas taxas de crescimento e a diferenciacdo celular observada durante o
desenvolvimento larvar até ao periodo juvenil pressupdem um forte metabolismo celular e,
por conseguinte, um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Costantini, 2014; Smith et al., 2016). Essas moléculas instaveis se ndo forem neutralizadas
por antioxidantes, oxidam proteinas, lipidos e acidos nucleicos, causando danos e, portanto,
um estado de stress oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2015).

Na maioria dos organismos a capacidade de defesa antioxidante pode ser estimulada pelo
fornecimento de uma formulacdo adequada do premix de micronutrientes antioxidantes,

como as vitaminas e 0s minerais, na alimentagdo. No caso dos peixes marinhos, durante o



periodo de desenvolvimento os mecanismos enddgenos de antioxidantes ainda ndo estdo
completamente desenvolvidos, pelo que a ingestdo através da dieta de antioxidantes pode
ser particularmente importante para o seu crescimento (Surai, 2002; Costantini, 2014).

A possibilidade de fortalecer a capacidade de defesa antioxidante das larvas e pds-larvas
através da dieta, permite o desenvolvimento e/ou a otimizacdo de formulagdes existentes.
Assim o uso de biomarcadores que avaliam o stress oxidativo como as enzimas antioxidantes
sdo uma ferramenta importante para avaliar a capacidade de resposta dos peixes contra

potenciais danos provocados pelo stress oxidativo.



2. Revisdo Bibliografica

2.1. Desenvolvimento Larvar em Aquacultura

O desenvolvimento de peixes nos primeiros estadios de vida depende da especificidade
da sua ecologia e biologia e como 0os mesmos se adaptam aos habitats (Rudneva, 2014).
Durante o desenvolvimento, embrides e larvas de peixe sdo muito sensiveis a0 meio
ambiente que os rodeia (Hoar e Randall, 1988) e tém requisitos rigorosos para condigdes
biodticas e abidticas para sobreviver, desenvolver e crescer adequadamente (Hamre et al.,
2013). Como tal, o processo de desenvolvimento de larvas de peixes em cultivo, pode ver-
se afetado por multiplos fatores ambientais (condi¢Bes fisicas: temperatura, salinidade,
concentracdo de oxigénio; bem como poluentes) e, em particular, pela disponibilidade e
composi¢do da dieta durante os primeiros estadios larvares (Solé et al., 2004; Jiménez-
Fernandez, 2015).

A nutricdo é vital para a producdo de organismos de alta qualidade. Mesmo antes da
alimentacdo exdgena as larvas de peixe dependem das reservas nutritivas e energéticas do
saco vitelino para o seu crescimento, desenvolvimento e metabolismo (Tocher, 2003; Diaz
et al., 2010; Zengin, 2015). No momento em que se da a abertura da boca da larva e esta €
capaz de se alimentar sem depender da absor¢édo das reservas provenientes do saco vitelino,
inicia-se o fornecimento de alimento. A aceitabilidade do primeiro alimento exdgeno é a
primeira fase critica do seu desenvolvimento, que requer uma adaptacao e aprendizagem de
captura das presas (zooplancton) que devem estar disponiveis em quantidade e com
qualidade (Pousdo-Ferreira, 2009).

Considerando a vulnerabilidade das larvas de peixe, € sempre dificil identificar e atender
aos requisitos nutricionais quando Vvarias restri¢des fisioldgicas e metabdlicas estdo ligadas
e cada uma delas pode impedir o crescimento ou um desenvolvimento apropriado (Hamre et
al., 2013). A nutricdo pode afetar os muitos mecanismos que controlam o desenvolvimento
larvar de peixes e um défice de certos nutrientes durante esta etapa, pode gerar irreversiveis
processos fisioldgicos que determinem o desenvolvimento, a salde e o bem-estar definindo,
inclusive a baixa percentagem de sobrevivéncia na fase de larvicultura (Cahu et al., 2003;
Lopes, 2014).

Para além do suprimento de nutrientes e de energia, a disponibilidade de oxigénio, é vital
para o desenvolvimento de embrides e larvas de peixe, onde 0 processo de metamorfose que

engloba a divisdo celular e a formacdo de novos tecidos, é especialmente critico com alta



utilizac&o de reservas energéticas, devido a um metabolismo elevado, que consome oxigénio
mais exogeno para atender as demandas metabdlicas. Esta dependéncia de oxigénio
possivelmente pode desencadear uma saturacdo das defesas antioxidantes (Kalaimani et al.,
2008; Tovar-Ramirez et al., 2010). Como tal, a elevada absorcao de oxigénio exdgeno pode
ter o potencial de afetar os processos pro-oxidantes nos estadios iniciais do desenvolvimento
dos peixes (Finn et al., 1991).

E entdo coerente afirmar, que o stress ambiental e a evolugdo dos processos metabolicos
aerobios, como a respiracdo, inevitavelmente levam a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que podem afetar a integridade celular gerando disfun¢Ges morfoldgicas
e/ou fisioldgicas no organismo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Lesser, 2011; Tovar-Ramirez
et al., 2010). O processo de metamorfose € critico a este respeito, devido ao alto consumo
energético e possivel saturacdo das defesas antioxidantes (Solé et al., 2004). Todos o0s
organismos aerobios possuem enzimas antioxidantes capazes de prevenir danos nas células
da membrana, inativacdo enzimatica e alteracGes nos acidos nucleicos.

O conhecimento das atividades dos enzimas antioxidantes, peroxidacdo lipidica e
composicdes bioguimicas nos estadios iniciais de vida dos peixes sd@o extremamente
importantes na compreensdo da formagdo de mecanismos de protecdo durante o
desenvolvimento larval no inicio da alimentacao exdgena. Nos peixes, a peroxidacao lipidica
causada pelos radicais de oxigénio € a principal causa de varias doencas (Mourente et al.,
1999). Consequentemente, a compreensdo da dindmica das enzimas antioxidantes podera

fornecer uma contribuicdo importante para o aumento da qualidade das larvas e dos juvenis.

2.2. Espécies reativas de oxigénio: formacao, destoxificacéo e stress oxidativo
2.2.1. Formacao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Em organismos aerdbios, o oxigénio no seu estado molecular (O2) é essencial para
muitos processos metabdlicos e para a producédo de energia eficiente, mas, paradoxalmente
0 seu consumo é capaz de gerar substancias toxicas a nivel intracelular e extracelular
(Limon-Pacheco e Gonsebatt, 2009). Essas substancias toxicas, sdo constantemente
produzidas durante o funcionamento normal da célula, aquando do transporte de eletr@es,
reacOes enzimaticas, ou ainda por reacdes de auto-oxidagdo, e estdo na maior parte sob a
forma de espécies reativas de oxigénio (ROS), das quais fazem parte, o radical anido
superoxido (O2), radical hidroxilo (OH) e o peroxido de hidrogénio (H202) (Klotz, 2002;
Halliwell e Gutteridge, 2007).



O radical superdxido é principalmente produzido nas mitocondrias através de uma
reducdo incompleta de oxigénio, em sistemas de transporte de eletrdes da cadeia respiratdria
ou como um produto especifico de sistemas enzimaticos existentes na célula (Fridovich,
1999). Estes eletrdes, ao invés de reduzir o Oz a moléculas de agua, reduzem o O; a anido
superdxido. Apesar do anido superdxido ndo ser um radical muito ativo, pode interagir com
outras moléculas e formar outros radicais, entre 0s quais o peréxido de hidrogénio (H20>) e
o radical hidroxilo (OH) (Halliwell e Gutteridge, 1990).

Esses radicais podem entdo atacar as membranas celulares ou as suas lipoproteinas
constituintes, bem como o DNA. Os seus efeitos deletérios incluem a oxidacdo de proteinas
e a peroxidacao de lipidos insaturados nas membranas celulares. 1sso produz hidroperoxidos
lipidicos instaveis, cujos produtos, ao se decomporem, sdo altamente reativos, ameacando a
integridade celular (Martinez-Alvarez et al., 2005; Halliwell e Gutteridge, 2007; Rahman,
2007; Lushchak, 2014).

O peroxido de hidrogénio (H20.), embora ndo seja altamente reativo, também pode
inibir algumas enzimas antioxidantes, principalmente criando efeitos toxicos em varios
locais subcelulares, devido a sua rapida capacidade de penetrar nas membranas celulares.
Além disso, H2O. pode ser o responsavel por produzir radicais OH que podem atacar
extensamente todo o tipo de macromoléculas em células vivas, incluindo lipidos, proteinas
e DNA (Wright e Welbourn, 2002).

A dependéncia de oxigénio, forca assim a vida aerdbia para resistir a uma toxicidade
consideravel (Ahmad, 1995). Dessa forma, os organismos aerdébios que ndo podem existir
sem oxigénio, estdo inerentemente em risco devido ao stress oxidativo (Davies, 2000; Valko
et al., 2004; Martinez-Alvarez et al., 2005; Diaz et al., 2010).

2.3. Destoxificacdo de ROS: mecanismos de defesa antioxidante

Diante das consequéncias inevitaveis da toxicidade de O», a evolugdo forneceu
estratégias defensivas adequadas (Martinez-Alvarez et al., 2005), das quais fazem parte, os
mecanismos de defesa antioxidante. Os sistemas antioxidantes nos organismos vivos podem
ser divididos em dois tipos, um é representado por enzimas e o outro por moléculas de baixo
peso molecular (Halliwell e Gutteridge, 2007). Estes compostos podem ser encontrados com
mais frequéncia em tecidos com fungdes relacionadas ao processamento de alimentos como
figado ou glandulas digestivas e ainda, no plasma celular, mitocdndrias ou membranas

celulares (Livingstone, 2001).



Estas estratégias de defesa, que podem ser produzidas endogenamente ou adquiridas
pela dieta, incluem diferentes niveis de protecdo que atuam de modo a evitar a formacéo de
ROS, a neutralizar estas espécies reativas e a reparar 0s danos ocasionados por elas. Assim,
o0 termo antioxidante pode ser considerado como qualquer substancia que atrasa, previna ou
remova 0 dano oxidativo de uma molécula-alvo (Limon-Pacheco e Gonsebatt, 2009;
Halliwell e Gutteridge, 2007).

2.3.1. Sistemas enzimaticos (CAT, SOD, GPx)

As enzimas antioxidantes sdo cruciais no esfor¢co para neutralizar a toxicidade do
oxigénio quando o fornecimento de outros compostos antioxidantes é escasso ou inexistente
(Ahmad, 1995).

As principais enzimas do sistema antioxidante sdo a superdxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR) que ja foram
detetadas na maioria das espécies de peixes estudadas (Peters e Livingstone, 1996; Peters et
al., 2001; Fernandez-Diaz et al., 2005; Ferreira et al., 2005; Cafiavate et al., 2007; Fontagne
et al., 2008).

Todas estas enzimas sdo muito importantes na defesa antioxidante, embora a SOD
desempenhe um papel crucial sendo a principal defesa contra a toxicidade do oxigénio
(Avilez et al., 2008; Ameur et al., 2012).

O substrato da superdxido dismutase € o radical superdxido gerado normalmente nos
organismos aerobios, durante o processo de oxidacdo. A SOD como néo atravessa facilmente
as membranas bioldgicas, consequentemente, deve ser desintoxicada no compartimento
onde é gerada (Fridovich, 1995). Isso explica a presenca de duas formas de SOD em
eucariotas, uma contendo magnésio, encontrada na mitocondria e outra com zinco e cobre,
localizada no citoplasma (Berg et al., 2004).

O mecanismo de reacdo inicia-se quando a SOD catalisa a dismutagdo do radical
superdxido em oxigenio molecular e perdxido de hidrogénio (McCord e Fridovich, 1969).

O perdxido de hidrogénio quando em excesso, torna-se altamente nocivo a célula e
como tal a sua remocao é fundamental na protecdo da mesma contra o dano oxidativo. Com
a finalidade de ser eliminado, este composto sofre dismutacdo pela catalase nos lisossomas
ou pela glutationa peroxidase nas mitocdndrias (Wright e Welbourn, 2002; Berg et al.,
2004).



Assim, em locais com concentracOes relativamente altas de perdxido de hidrogénio,
como peroxissomas, a catalase € uma importante enzima antioxidante, sendo capaz de
decompor o peroxido de hidrogénio em oxigénio molecular e 4gua. A atividade da catalase
é importante para 0 monitoramento, por ser uma enzima que apresenta elevada atividade
quando o organismo se encontra em stress oxidativo (Atli e Canli, 2007; Avilez et al., 2008).

Como defesa antioxidante, a glutationa (GSH) desempenha varias funcdes, sendo um
quelante de radicais livres (OH", H.02, LOO™ e ONOO"), quer reagindo diretamente com
estes, quer indiretamente como cofator de enzimas antioxidantes como a glutationa
peroxidase (GPx) (Pastore et al., 2003).

A glutationa peroxidase caracteriza-se pela presenca de um atomo de selénio (Se) ligado
ao seu centro reativo, em forma de seleneto, que reduz o substrato perdxido a um alcool, que
por sua vez oxida o acido selénico. Essa reacdo permite a interacdo da enzima com a
glutationa reduzida formando seleno-sulfeto (Berg et al., 2004).

No processo de neutralizacdo dos radicais livres, a glutationa (GSH) sintetizada
intracelularmente, é oxidada ficando na forma de glutationa oxidada (GSSG) numa reagédo
catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GPx) (Apel e Hirt, 2004; Solé et al., 2004;
Halliwell e Gutteridge, 2007; Tekman et al., 2008).

Com a finalidade de manter o status redox da GSH, a glutationa redutase utiliza uma
molécula de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) como fonte de eletrbes e
protbes para reduzir a GSSG gerada, e dessa forma regenerar a GSH intracelular (Berg et
al., 2004).

A glutationa (GSH) reduzida em tripeptideos (acido y-glutamato, cisteina e glicina)
desempenha um papel fundamental na protecdo contra o stress oxidativo ao eliminar ROS
diretamente (Leggatt e Iwama, 2009) e regenerando as vitaminas antioxidantes C e E de seus
produtos oxidados (Lee e Dabrowski, 2003; Gao et al., 2014).

Em suma, o antioxidante SOD catalisa a dismutacdo do anido superoxido para H.03, e
0 H>0O> resultante é convertido em agua e oxigénio pela CAT ou desintoxicado pela atividade
da Gpx (Ritola et al., 2002; Kalaimani et al., 2008).



2.3.2. Defesas ndo enzimaticas

Uma segunda linha de defesa é estabelecida por antioxidantes de baixo peso molecular,
como vitaminas e minerais, que podem ser fornecidos apenas por suplementos nutricionais
(Sen, 1995).

Devido aos altos niveis de acidos gordos polinsaturados (PUFA) em organismos
marinhos e uma vez que os componentes celulares ndo sdo totalmente protegidos por
antioxidantes enddgenos, as dietas induzidas com compostos antioxidantes de baixo peso
molecular, tornam-se indispensaveis para a defesa apropriada contra os danos oxidativos.
Estes sdo capazes de promover a resisténcia da membrana celular nos organismos em
desenvolvimento contra o stresse oxidativo, sendo capazes de sequestrar os radicais livres

com grande eficiéncia (Cerqueira et al., 2007; Navarro et al., 2009).
2.3.2.1. Vitamina E

Estudos sobre o papel antioxidante das vitaminas indicaram que a vitamina E ou a-
tocoferol é o principal antioxidante lipossolivel presente na membrana celular que a protege
da oxidacdo de acidos gordos, além de diminuir ou inibir a producédo e acdo de radicais de
oxigénio (Montero et al., 2001; Wang et al., 2016).

Os tocoferois convertem radicais livres em espécies mais estaveis por meio da doagédo
de um atomo de hidrogénio ao radical lipidico, gerando produtos eletricamente estaveis ou
menos reativos e impedindo assim a propagacao da peroxidacdo lipidica E importante notar
que, ao proteger os lipidos da oxidacéo, a vitamina E converte-se num radical livre chamado
tocoferila (menos reativo que o radical lipidico), que precisa de ser novamente transformado
em tocoferol, por agdo do &cido ascérbico, para recuperar 0 seu potencial antioxidante
(Comhair e Erzurum, 2002).

Portanto, a menos que seja regenerada, a vitamina E precisard de ser reabastecida
diretamente através da dieta (Burton e Traber, 1990).

De acordo com Tocher et al., (2002), menores quantidades de vitamina E nas dietas
levam a diminuigdo da sua concentragdo nos tecidos e ao aumento da atividade oxidante do
organismo, 0 que resulta em elevadas concentracGes de perdxidos lipidicos. Assim, em
quantidades suficientes, a presenca dessa vitamina evita a formacéo de lipoperoxidos toxicos

nos peixes (Navarro et al., 2009).



Os sinais de deficiéncia dessa vitamina estdo relacionados com a degeneracdo da
membrana, decorrente da peroxidacao dos lipidos e derivados, com queda no ganho de peso,
degeneracdo muscular, hemorragia cuténea, escurecimento da pele, ineficiéncia reprodutiva,
degeneracdo lipidica do figado e, consequentemente, maior suscetibilidade ao stresse
oxidativo (lzquierdo et al., 2001; Chen et al., 2004).

A degeneracao lipidica do figado no peixe foi descrita pela primeira vez no inicio do
século XX. Esta doenca esté relacionada com a gordura oxidada em dietas e deficiéncia de
vitamina E. Foi relatado que a suplementacdo dietética de vitamina E melhora a qualidade
de peixes como a truta (Frigg et al., 1990) e o robalo (Dicentrarchus labrax) (Gatta et al.,
2000).

Para prevenir o dano oxidativo ocasionado pela peroxidacdo lipidica, os peixes
dependem do suprimento alimentar de antioxidantes essenciais, como a vitamina E, uma vez
que niveis elevados de lipidos na dieta, aumentam os requisitos de vitamina E em peixes
(Cowey et al., 1981; Watanabe et al., 1981). Muitos estudos mostraram que altos niveis de
PUFA na dieta aumentam a peroxidacao lipidica nos tecidos dos peixes (Stephan et al., 1995;
Olsen e Henderson, 1997; Tocher et al., 2002Db).

No entanto, outros estudos sobre a relacdo entre os PUFA: razdo de vitamina E e defesas
antioxidantes ndo conseguiram demonstrar a indugéo de tais defesas em peixes alimentados
com dietas altas de PUFA, sugerindo que a dieta da vitamina E acima de um requisito
minimo ndo melhora significativamente as defesas antioxidantes (Stephan et al., 1995;
Lygren et al., 2000; Mourente et al., 2000; Tocher et al., 2002b). Também é importante ter
em mente que em larvas maiores 0s requerimentos de acidos gordos polinsaturados de cadeia
longa (LC-PUFA) devem estar associados a niveis dietéticos mais altos de vitamina E, como
tem sido sugerido na carpa (Cyprinus carpio) (Watanabe et al., 1981), salmé&o do Atlantico
(Salmo salar) (Hamre e Lie, 1995b) e dourada (Sparus aurata) (Atalah et al., 2010). Nesse
sentido, lzquierdo e Fernandez-Palacios (1997) observaram um aumento no contedo de
vitamina E da ecloséo até 10 dias apds eclosdo (DAE), enquanto que a partir dai e até ao dia
20, o contetido diminuiu nas larvas de sargo (Diplodus sargus). Curiosamente, essa reducédo
foi paralela a reducdo nos teores de PUFA larval ao longo do desenvolvimento larval
(Izquierdo, 1988), sugerindo uma estreita relagdo entre os dois nutrientes. Por outro lado,
dietas formuladas para larvas de peixes marinhos contém altos niveis de PUFA e pro-
oxidantes, por exemplo, na forma de minerais. Portanto, é importante suplementar as dietas

de larvas de peixes marinhos com quantidade suficiente de vitamina E.



Os requisitos de vitamina E dependem ndo apenas dos lipidos alimentares, mas também
da vitamina C, pois esta regenera a vitamina E. Assim, a vitamina E e a vitamina C juntas,
agem como agentes antioxidantes tendo ambas papel protetor contra os radicais livres e

protegendo os acidos gordos essenciais (l1zquierdo et al., 2001; Rotta, 2003).

2.3.2.2. Vitamina C

r

A vitamina C, ou 4cido ascorbico ¢ considerada um antioxidante “primério” ou
“preventivo”, uma vez que reage com o oxigénio antes do inicio do processo oxidativo e
participa do sistema de regeneragdo da vitamina E, sendo, portanto, de fundamental
importancia para manter o potencial antioxidante do plasma. Dessa forma, as vitaminas C e
E agem conjuntamente, reduzindo a peroxidacédo lipidica e a producdo de radicais livres
induzida pelo H20. (Guerra et al., 2004).

Além disso, o &cido ascérbico interage com a vitamina E e com o selénio na manutengéo
da atividade das enzimas glutationa peroxidase e superoxido dismutase, importantes na
eliminacdo de radicais oxidantes produzidos no metabolismo (Navarro et al., 2009).

No entanto, foi relatado que a vitamina C pode desempenhar um papel mais eficaz na
prevencao da peroxidacdo plasmatica-lipidica do que a vitamina E (Sahyoun, 1997).

O é&cido ascérbico assume importancia consideravel em varios processos metabolicos e
estd envolvido em vérias funcdes fisioldgicas em vertebrados, como crescimento,
desenvolvimento esquelético, resisténcia a toxicos e stress (Cahu et al., 2003). Merchie et
al., (1995), mostraram que altos niveis de &cido ascdrbico aumentaram a taxa de crescimento
e a resisténcia ao stress nas larvas de peixe-gato africano. Além disso, o contetido em acido
ascorbico declina rapidamente durante o desenvolvimento embrionario em peixes (Cowey
et al., 1985). O acido ascorbico fornecido através da dieta € crucial para o desenvolvimento
de larvas de peixes, uma vez que a maioria das espécies ndo consegue sintetizar esta vitamina
(Cahu et al., 2003).

As larvas de peixes sdo particularmente sensiveis a deficiéncia de vitamina C
(Dabrowski et al., 1996), provavelmente tendo maior necessidade de vitaminas devido ao
seu rapido crescimento e altos teores de PUFA nos alimentos larvares. Além disso, alto teor
de acido ascorbico foi encontrado em ovas de peixe (Kossmann, 1988; Dabrowski e Bloom,
1994), o que pode ser uma indicacdo da importancia deste micronutriente durante o
desenvolvimento inicial. A adicdo de vitamina C nas dietas larvares melhorou a

sobrevivéncia, o desempenho de crescimento, o desenvolvimento do esqueleto, a resisténcia
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ao stresse e a resposta imunol6gica em robalos e pregado (Merchie et al., 1996) e em larvas
de peixes marinhos (Atalah et al., 2010). Além disso, colocou-se a hipoOtese de que nos
estadios iniciais do desenvolvimento embrionario de organismos marinhos os antioxidantes
de baixo peso molecular, como a vitamina C, desempenham um importante papel protetor
contra o dano oxidativo, ja que o aumento da atividade de enzimas antioxidantes tem sido
observado em larvas em desenvolvimento (Rudneva, 1999). Assim, o controlo da vitamina
C administrada aos reprodutores, bem como a suplementacdo adequada de vitamina C para
as larvas, sdo de vital importancia para o equilibrio do estado oxidativo das larvas de peixes

marinhos.
2.3.2.3. Minerais antioxidantes

Estudos nutricionais também revelaram o papel crucial de alguns minerais na prevencao
do stress oxidativo. Por exemplo, manganés (Mn), cobre (Cu), selénio (Se) e zinco (Zn) sdo
fatores nutricionais envolvidos na prevencdo da peroxidacdo lipidica. O manganés esta
presente no SOD mitocondrial, enquanto os SODs citosolicos contém Cu e Zn (Martinez-
Alvarez et al., 2005).

O zinco tem papeis cataliticos e estruturais em enzimas, e as suas propriedades
antioxidantes tém sido amplamente reconhecidas (Maret, 2000; Powell, 2000).

Entre outros efeitos, o zinco inibe a NADPH-oxidase — enzima envolvida na producéo
de ROS — e atua como cofator da superoxido dismutase, uma das enzimas do sistema
antioxidante enddégeno. Além disso, participa diretamente da neutralizacdo do radical livre
hidroxilo e induz a producdo de metalotioninas, substancias que também atuam na remocao
desse radical (Prasad, 2008).

O selénio também é um mineral e um micronutriente essencial para vertebrados
(Johansson et al., 2005), mas € exigido em menor quantidade pois em concentracGes
elevadas pode tornar-se toxico (Chassaigne et al., 2002; Polatajko et al., 2006). E um
componente essencial de vérias vias metabolicas principais, incluindo metabolismo de
hormonas tireoidianos, sistemas de defesa antioxidante e funcdo imunolédgica. Uma das
principais funcBes do selénio no organismo é como um componente das selenoproteinas,
isoenzimas que protegem os componentes lipidicos e membranas, tanto a nivel celular como
subcelular, do dano oxidativo (Arteel e Sies, 2001). A glutationa peroxidase ¢ uma

selenoproteina e o grau de atividade dessa enzima no figado ou no plasma é indicado pela
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presenca de selénio no organismo e como tal, demonstrou-se que a sua concentracdo e
atividade aumentam com o consumo de selénio (Burk, 2002; Lin e Shiau, 2005a)

E por isso um mineral fundamental para a atividade de GPx que é dependente de selénio,
e a dieta com deficiéncia deste mineral detém a atividade desta enzima em peixes (Poston et
al., 1976; Bell et al., 1987; Watanabe et al., 1997).

A deficiéncia de selénio pode levar ao stresse oxidativo em orgaos (Gatlin et al., 1986;
Bell et al., 1987), reduzir o crescimento (Wang e Lovell, 1997) e aumentar a mortalidade
(Gatlin et al., 1986; Bell et al., 1987) em varias espécies de peixes. Os principais efeitos da
toxicidade do selénio sdo o crescimento reduzido, baixa eficiéncia alimentar e elevada
mortalidade. Assim, é de elevada importancia que este mineral seja suplementado na dieta

de peixes em estado de desenvolvimento.

2.4. Suplementos vitaminicos na dieta de larvas de peixes marinhos

Os estadios larvares dos peixes sdo considerados periodos muito sensiveis para a sua
futura aptidao e, como tal, qualquer situacdo stressante causada por fatores externos torna 0s
organismos mais suscetiveis a doenca, a uma taxa de sobrevivéncia reduzida, a um menor
crescimento e a um baixo sucesso reprodutivo em varias especies de peixes (Solé et al.,
2004). Além disso durante o periodo larvar, as elevadas taxas de crescimento e diferenciacao
pressupdem um forte metabolismo celular e, por conseguinte, ocorre um aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Costantini, 2014; Smith et al., 2016).
Essas moléculas instaveis se ndo forem neutralizadas por antioxidantes, oxidam proteinas,
lipidos e &cidos nucleicos, causando danos e, portanto, um estado de stress oxidativo
(Halliwell e Gutteridge, 2015).

Os organismos podem atenuar o stress oxidativo por meio do aumento da ingestéo de
antioxidantes na dieta. Estes distribuem-se de maneira diferente entre os tecidos, dependendo
das propriedades quimicas (lipofilicas ou hidrofilicas) do antioxidante e das exigéncias
especificas de um determinado tecido (Surai, 2002; Halliwell e Gutteridge, 2015).

Tendo em conta que os individuos em crescimento apresentam um mecanismo
enddgeno de antioxidantes que ainda ndo estd completamente maduro, os antioxidantes
dietéticos podem ser particularmente importantes para o seu crescimento (Surai, 2002;
Costantini, 2014).
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Em muitas espécies de vertebrados, ha uma maior dependéncia de antioxidantes nédo
enzimaticos (como as vitaminas) em estadios iniciais de desenvolvimento, como aqueles
adquiridos da dieta ou da progenitora (Surai, 2002; Costantini, 2014). Portanto, a
suplementacdo de alimentos para peixes marinhos com antioxidantes em nivel adequado a
exigéncia nutricional de cada espécie, é de primordial importancia, a fim de eliminar os
efeitos drasticos das ROS e manter a funcao fisioldgica normal do peixe (Navarro et al.,
2009; Maurente, 2016).

Assim, suplementos alimentares, como as vitaminas, estdo a tornar-se cada vez mais
usuais na modulacdo da resposta fisiologica contra o stress, a fim de manter a homeostase
celular em larvas de peixes marinhos. Tem sido demonstrado que peixes alimentados com
dietas suplementadas com vitamina C tém maior capacidade de lidar com condi¢cbes
stressantes como o stress oxidativo (Ishibashi et al., 1992; Henrique et al., 1998). Deste
modo, sendo as vitaminas importantes antioxidantes, estas devem ser suplementadas na
dieta, pois os animais aquaticos ndo sdo capazes de as sintetizar em quantidade suficiente
(Navarro et al., 2009; Gongalves et al., 2010; Junior et al., 2015).

Portanto, escolher os nutrientes utilizados na confecdo das dietas, considerando a sua
composicdo de vitaminas, poderd refletir num melhor desempenho na protecéo contra as
ROS e por conseguinte num melhor desenvolvimento do peixe (Luquet e Watanabe, 1986,
Navarro et al., 2009).

2.5. Stress Oxidativo

A manutencdo do equilibrio entre a produgdo de radicais livres e as defesas antioxidantes
é uma condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo (Valko et al., 2007).

No meio aquético, 0s organismos marinhos equilibram a producdo de ROS com uma
grande variedade de defesas antioxidantes celulares, que servem para desintoxicar 0S
radicais livres (Di Giulio et al., 1989). Em concentra¢des baixas ou moderadas, os ROS
podem ser benéficos para a célula, estando envolvidos em varios processos fisiologicos de
sinalizacdo e de regulacdo (Fridovich, 1999; Droge, 2002).

No entanto, quando a producdo de ROS excede a sua remocéo por essas defesas e 0s
mecanismos de protecao falham apds a exposicao ao stress ambiental, ocorre stress oxidativo
(Vinagre et al., 2012), responsavel pelo dano oxidativo ao DNA e aos lipidos, inativacéo

enzimatica e degradacdo estrutural das proteinas (Halliwell e Gutteridge, 2007).
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Como consequéncia, 0s organismos podem limitar a energia disponivel, e o crescimento,
a motilidade, a ingestdo e a digestdo podem sofrer varios disturbios funcionais, levando a

alteragdes ao desenvolvimento (Hochachka e Somero, 2002).
2.5.1. Peroxidacdo Lipidica

As mitocondrias sdo uma das principais fontes de ROS, mas sdo também um dos
primeiros alvos de ataque destes radicais. Como a cadeia respiratéria € composta por
proteinas transmembranares existentes na membrana mitocondrial interna, a formagdo de
ROS ocorre perto da membrana. Assim, as ROS tém facil acesso aos lipidos da membrana,
especialmente sensiveis a fendmenos de ataques de radicais livres. Deste modo, por
consequéncia do stress oxidativo gerado, ocorre o fenomeno da peroxidacéo lipidica (LPO)
no qual se da a oxidacao dos acidos gordos polinsaturados (Mehrotra et al., 1991).

Os peixes e, principalmente, as larvas de peixes marinhos, contém grandes
concentracOes de acidos gordos polinsaturados (PUFA) e, como tal, apresentam elevado
risco de sofrer danos nos tecidos resultantes da peroxidacéo lipidica (Hsieh e Kinsella, 1989;
Matés, 2000; Zengin e Akpinar, 2006; Kiron et al., 2011).

A peroxidacéo lipidica e precedida por uma série de reacGes em cadeia e, no caso do
ciclo redox, demonstra a habilidade de um dnico radical livre de oxigénio em propagar um
numero de reacBes bioquimicas com efeitos danosos (Erdelmeier et al., 1998). Este
fendmeno comecga normalmente com a extracao de um atomo de hidrogénio de uma cadeia
polinsaturada de um lipido, por intermédio da acdo de uma espécie reativa como o OH ou o
H>0O,, formando-se um radical lipidico (L°). Este ataque € seguido pela adi¢do de uma
molécula de O formando-se um radical peroxilo (LOO"). Se este radical ndo for neutralizado
pelas defesas antioxidantes, vai rapidamente desencadear um fendmeno de propagacao da
peroxidacdo lipidica reagindo com outros lipidos adjacentes e formando hidroperdxido
lipidico (LOOH). Estes compostos podem facilmente ser decompostos para formar
novamente radicais L. Esta série de reacdes de peroxidacao lipidica iniciada pelas ROS,
com a producao de radicais peroxilos e lipidicos, s@o coletivamente designadas por reacoes
de propagacdo em cadeia e, se ndo forem travadas, podem provocar danos potencialmente
muito superiores aos ROS que iniciaram a reagdo. A mitocondria é entdo um local sensivel
a acdo destrutiva dos ROS, embora seja um dos locais da célula onde também existe um

maior numero de defesas antioxidantes (Fridovich, 1999; McCord, 2000).
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A degradacdo dos perdoxidos de &cidos gordos polinsaturados geram malondialdeido
(MDA) e aldeidos téxicos (2E)-4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE). O grau de peroxidacéo
lipidica € entdo determinado atraves da medicédo das concentragdes de MDA e 4-HNE, sendo

0s seus produtos usados como medida do stress oxidativo (Erdelmeier et al., 1998).
2.6. Dicentrarchus labrax

Em condigdes naturais, é relatado que esta espécie eurialina passa fases embrionarias e
larvais em ambientes marinhos (salinidade de 38%o) antes da migrag@o de juvenis para zonas
costeiras, estuarios e lagoas (Jennings e Pawson, 1992; Varsamos et al., 2002), onde as
condigdes de salinidade podem variar muito de ambientes hipersalinos (até 40%o) para agua
doce (0,17%o).

O robalo adulto reproduz-se sexualmente usando fertilizacdo externa e apenas uma vez
por ano. A época de reproducdo ocorre no inverno na populacdo mediterranea (dezembro a
marco) e até junho nas populagdes do Atlantico. O robalo desova pequenos ovos pelagicos
(1,02-1,39 mm) em aguas com salinidades inferiores a 35 %o, perto das fozes e estuarios dos
rios ou nas areas litorais onde a salinidade é elevada (> 30 %o) (Moretti et al., 1999; Stickney,
2000).

Os ovos de robalo sdo plancténicos e eclodem entre 4 e 9 dias apds a fertilizacdo,
dependente da temperatura do mar. Durante os seguintes 2 a 3 meses, as larvas crescentes
derivam do mar aberto em direcdo a costa e, eventualmente, em riachos e estuarios. Estes
habitats protegidos sdo utilizados pelos robalos juvenis durante os préximos 4-5 anos antes
de amadurecerem e adotarem 0s movimentos migratorios dos adultos (Pickett e Pawson,
1994).

Né&o sendo particularmente sensiveis a baixa temperatura, alguns peixes podem passar o
inverno em lagoas costeiras, em vez de voltarem para o mar aberto. Como tal, a temperatura
fornece uma dica importante para a iniciagcdo e localizagdo da desova. Os robalos europeus
sendo euritérmicos (Moretti et al., 1999; Stickney, 2000) podem ser encontrados em zonas
onde a agua ronda temperaturas de 8,5-9,0°C e em &guas mais quentes com uma temperatura
de 15°C (Pickett e Pawson, 1994).

Depois de terem absorvido o respetivo saco vitelino, 6 dias apds a eclosédo, as larvas
recebem uma alimentacdo muito especifica, constituida numa primeira fase por microalgas
e rotiferos (um zooplancton microscépico) e, quando atinge o tamanho apropriado, é-lhes

fornecido Artémia (um pequeno crustaceo que vive em lagunas, deltas e estuarios). Estes
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alimentos sdo sempre produzidos em maternidades, na estacdo de produgdo. Apos 40 a 50
dias, as larvas sdo transferidas para uma unidade de desmame onde sdo progressivamente
submetidas a uma alimentagdo muito rica em proteinas, essencialmente a base de o6leo e
farinha de peixe. Administrada sob a forma de granulados, esta alimentagao é muito proxima
da alimentac&o do robalo durante o restante periodo de criacdo. Esta dieta rica em proteinas,
a par da qualidade da agua, assegura 0 maximo crescimento e sobrevivéncia das larvas
durante estes primeiros meses cruciais. Os alevins sdo transferidos, 3 a 4 semanas mais tarde,
para a unidade de criagdo de juvenis. S&o entdo alimentados com granulados durante cerca
de dois meses, sendo posteriormente transferidos para uma exploragédo de engorda.

O robalo europeu Dicentrarchus labrax (Moronidae, Perciformes), é uma espécie que
representa uma elevada importancia ecoldgica e econdémica nas aguas costeiras do Oceano
Atlantico e em todo o mar Mediterraneo e no Mar Negro (Wheeler, 1975; Haffray et al.,
2006; Maria et al., 2009).

Apesar de ser uma das espécies mais exploradas para fins de aquacultura no sul da
Europa (Lamari et al., 2016), o robalo € muito suscetivel a stressores e patdgenos, o que
ocasionalmente causa algumas grandes perdas durante a sua producdo em aquacultura
(Izquierdo, 2005). Tendo isso em consideracdo, algumas medidas podem ser tomadas para
compensar ou evitar 0s possiveis danos ocasionados durante o seu cultivo, como a
suplementacdo de alimentos com antioxidantes.

O robalo Europeu tem sido usado anteriormente como espécie sentinela em estudos de
monitoramento e ensaios ecotoxicoldgicos (Giari et al., 2007), incluindo a avaliacdo de
respostas relacionadas ao stress oxidativo (Ahmad et al., 2009; Maria et al., 2009; Vinagre
etal., 2012). Além disso, estudos anteriores demonstraram que as larvas de peixes marinhos
como as de robalo, constituem um modelo animal muito interessante para estudar as
interacdes entre nutrientes (nutricdo exdgena) e os processos de desenvolvimento. Por
exemplo, Zambonino-Infante et al., (2008), avaliaram a substituicdo completa de alimentos
vivos por dietas inertes em larvas de robalo, que € um dos principais objetivos da

aquacultura.
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2.7. Objetivos do estudo

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade das enzimas do stress oxidativo
em pos-larvas de robalo Dicentrarchus labrax alimentadas com dietas com diferentes

formulagdes vitaminicas.

Para cumprir este objetivo, foram desenvolvidos 0s seguintes passos:
a) Producdo do cultivo larvar;
b) Otimizacdo de protocolos das enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx e
SeGPx) para avaliar o stress oxidativo em larvas de peixes marinhos;
c) Dissecacao das pos-larvas para obtencdo dos figados, nos quais se avaliou o
potencial antioxidante, analisando a atividade das enzimas do stress oxidativo e o dano

oxidativo provocado pela peroxidacao lipidica.

Este trabalho visa fornecer solu¢es mais econdémicas na formulagéo de dietas, de forma
a poder analisar o efeito de ingredientes novos e mais rentaveis na satde de larvas de peixes
marinhos, com a finalidade de manter a qualidade das dietas na criacdo destes organismos

tdo vulneraveis.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Condicdes do Cultivo Larvar

As pés-larvas de robalo (D. labrax) foram obtidas de reprodutores mantidos em cativeiro
na Estacdo Piloto de Piscicultura de Olh&o. Quando recém-eclodidas, foram cultivadas até
30 dias apds a eclosdo (DAE) num tanque de 1,5m*® com uma densidade inicial de 60
larvas/L.

Estas larvas foram mantidas no escuro durante 24h até ao dia 9 ap6s a eclosdo (DAE). A
partir deste, o cultivo foi mantido num fotoperiodo de 18h luz e 6h escuro. Durante todo o
periodo de cultivo, as larvas foram mantidas a uma temperatura de 19°C e com uma
salinidade de 36 PSU.

Apos esta idade as larvas foram alimentadas com Artemia sp, sendo o tamanho da presa
ajustado de acordo com o desenvolvimento larval e condi¢do experimental. Dessa forma, a
partir dos 9 DAE e até aos 19 DAE, o alimento vivo foi fornecido de igual modo para todos
os tratamentos. Entre os 24 DAE e os 30 DAE procedeu-se a adaptacdo ao alimento inerte,
com o decréscimo da quantidade de Artémia e introducao gradual e crescente da quantidade
da microdieta inerte (Winfast, SPAROS).

As estirpes de Artémia usadas foram Artemia nauplii (AF de INVE, Bélgica) e Artemia
metanauplii (EG) enriquecida com RedPepper (Bernaqua, Bélgica). A alimentacdo diaria
das presas vivas foi dividida por 4 a 5 refei¢cdes, com quantidade ajustada para garantir uma

densidade 6tima de presas.
3.2. Condicdes experimentais

Aos 31 DAE as larvas foram transferidas e distribuidas aleatoriamente por 9 tanques
cilindrocénicos de 300L com uma densidade inicial de 15 larvas/L (4500 larvas/tanque).
Durante 39 dias (31 DAE — 70 DAE) as larvas foram alimentadas com trés dietas
experimentais diferentes (A, B e C) que foram testadas em triplicado. As dietas foram
formuladas e produzidas pela SPAROS, para conter diferentes formulacgdes de vitaminas. A
dieta B, dieta controlo, mantém niveis de vitamina semelhantes a uma dieta controlo.

O alimento inerte foi fornecido as larvas entre as 08:00 e as 02:00 a intervalos de 1 hora,
usando alimentadores automaticos. A quantidade de alimento inerte foi ajustada durante o

ensaio experimental, com base em observacdes de crescimento dos peixes, qualidade da agua
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e limpeza do tanque. O crescimento e a sobrevivéncia foram monitorizados ao longo do
ensaio.

No final do periodo experimental (70 DAE) o desempenho do crescimento foi
determinado de acordo com as medidas de peso seco e comprimento total. Para tal, foram
recolhidas por cada tanque 50 pds-larvas que foram fotografadas e medidas usando a lupa
oOtica (Nikon SMZ1000), o ecrd (Nikon Digital Sight DS-L3) e a camara (Nikon DS-Fi2).
As mesmas foram posteriormente lavadas em agua destilada e armazenadas a -20°C até
serem liofilizadas. Ap0s este processo, procedeu-se a determinacdo do seu peso seco.

Para a andlise do stress oxidativo, aos 70 DAE, foram também recolhidas 30 pos-larvas
por tanque. A recolha das amostras de p6s-larvas foi feita com manuseamento rapido devido
a vulnerabilidade que estes organismos apresentam. As larvas foram imediatamente

colocadas em azoto liquido e armazenadas a -80°C para posterior analise bioquimica.

Figura 1. Sistemas de cultivo larvar da Estacao Piloto de Piscicultura de Olh&o, onde se realizou
0 ensaio de nutricdo com as pds-larvas de robalo, Dicentrarchus labrax, (volume dos tanques
300L).

3.3. Preparacdo dos tecidos para determinacdes bioguimicas

Utilizou-se apenas o figado para determinacdo da atividade das enzimas de stress
oxidativo. Assim, as pés-larvas de robalo foram dissecadas em vidro mantido a 0°C e, com
o0 auxilio da lupa foi possivel recolher as amostras de figados de cada po6s-larva. Tendo em
conta que se trata de uma analise enzimética, as amostras foram armazenadas a -80°C até
serem processadas, para gque as enzimas presentes nos Orgdos ndo se degradem e

decomponham.
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Figura 2. Dissecacdo de uma pos-larva de robalo Dicentrarchus labrax, em vidro e mantida a
0°C.

Figura 3. Recolha dos 6rgdos da cavidade abdominal (a) para obtencédo dos figados das pos-larva
de robalo Dicentrarchus labrax (b*).

De forma a otimizar as técnicas para determinagdo das atividades das enzimas de stress
oxidativo no figado, realizou-se um trabalho prévio com base na bibliografia existente para
definir o tampédo, o volume de homogeneizacdo assim como as condi¢cdes da andlise
(temperatura, volume da aliquota) antes de serem utilizadas as amostras do ensaio.

As amostras de figado de robalo, foram homogeneizadas em tampdo fosfato salino
(PBS) com um pH de 7,4 (1g de tecido/15mL de tampao), utilizando o homogeneizador
(IKA T25 digital Ultra Turrax). A proporcédo entre o peso da amostra e o volume de tampao
foi ajustada para obter um teor de proteina adequado para determinacGes bioquimicas
adicionais. As determinagdes analiticas foram realizadas ao sobrenadante resultante de uma
centrifugacdo (Z 383K Hermle) de 13 500g, durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
resultante foi dividido em aliquotas e armazenado a -80°C para medi¢Ges adicionais da
quantificacdo total da proteina, peroxidacao lipidica e medicdo das atividades SOD, CAT,
GPx e SeGPx. Todas as etapas foram realizadas em gelo para evitar a degradacéo enzimatica.
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Todas as medicBes espectrofotomeétricas foram feitas num leitor de microplacas de

espectro continuo e temperatura controlada (Multiskan Go, Fisher Scientific).

Figura 4. Homogeneizagdo dos figados recolhidos de cada pds-larva de robalo Dicentrarchus
labrax utilizando 0 homogeneizador IKA T25 digital Ultra Turrax.

3.4. Determinagdes Bioquimicas

3.4.1. Quantificacdo da Proteina

Os resultados das enzimas foram normalizados determinando o teor de proteina das
amostras de acordo com o0 método de Bradford, utilizando Albumina de Soro Bovino (BSA)
como padréo (Bradford, 1976). Em cada pogo da microplaca foram adicionados 80 pL de
cada padrao, 10 pL de cada amostra (e a agua), juntamente com 160 pL de reagente de
Bradford a todos 0s pocos. Analises em triplicados. Ap6s 1 minuto de agitacao e de aguardar
2 minutos na escuridao, a absorvancia foi medida a 595 nm. Os resultados foram expressos

em mg de proteina/mL.

3.4.2. Enzimas antioxidantes

3.4.2.1.  Superdxido Dismutase

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi medida através do decréscimo na
formacédo do NBT que normalmente ocorre através da reducdo do radical anido superdxido
(O2), gerado pela reacdo da xantina oxidase/xantina. Com o intuito de se proceder a esta
andlise, adicionou-se a uma microplaca 40 uL de tampdo SOD que continha 50 mM de
Tampdo Fosfato e 0,1 mM de EDTA (pH 7,8), 10 uL de amostra, 200 uL da solugdo de
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xantina com NBT a 0,75 mM em tampéo fosfato a 50mM. Por dltimo adicionou-se 50 puL
da enzima xantina oxidase a 0,1 UmL* para que dessa forma se desse inicio & reagdo que foi
monitorizada a 550nm, durante 10 minutos com intervalos de 20 segundos. O contetdo de
SOD (UmL™?) foi determinado por regressdo linear da curva padrdo, ou seja, as unidades
SOD foram determinadas usando uma curva padrdo de 0 a 40 unidades SOD mL™?. Os
resultados finais referentes a atividade enzimatica da SOD foram normalizados pelo teor de

proteina total e expressos em Umg de proteina total.
3.4.2.2. Catalase

A atividade da Catalase (CAT) foi determinada com base no consumo do perdxido de
hidrogénio (substrato) observado pela diminuicéo linear ao longo do tempo da absorvancia
a 240nm, de acordo com o método de Beers e Sizer (1952), sendo validada para microplacas
por Li e Schellhorn (2007).

O volume total de reagdo foi de 265 pL, composto por S0mM de tampao fosfato de
potassio (pH 7,5) e 40 mM de H202 como substrato. A reacdo deu inicio aquando da adi¢do
de 10 uL. de amostra. O consumo de H>O, foi monitorizado a cada 30 segundos por 5
minutos, a 240 nm e 25°C. O coeficiente de extingdo molecular de H,0; (0,0436 mM™* cm
1) foi usado para determinar a atividade da CAT, a qual foi expressa em umol.min.mg* de
proteina. A atividade da catalase foi ainda avaliada através da Azida de Sodio, substancia
que inibe a atividade desta enzima antioxidante. Desta forma, é possivel verificar que outros
fatores podem influenciar a reducéo de H20>. Esta analise permitiu assim, verificar que o
decréscimo da absorvancia foi da responsabilidade da catalase e ndo de outra substancia
enddgena. O protocolo da reacéo foi validado através da utilizacdo de um padrdo de catalase
(12852 Umg™ de proteina) a diferentes concentragdes. O padrdo CAT foi medido usando

uma suspensdo aquosa de catalase proveniente de figado de bovino.
3.4.2.3.  Glutationa Peroxidase

As atividades da glutationa peroxidase Selénio-independente (GPx) e da glutationa
peroxidase Selénio-dependente (SeGPx) foram avaliadas espetrofotometricamente por
ensaio acoplado com glutationa redutase (Flohé e Giinzler, 1984). O perédxido de hidrogénio

e 0 hidroperdxido de cumeno foram os substratos usados para analisar a atividade da SeGPx
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e da GPx, respetivamente, seguindo a diminuicdo da taxa de oxidacdo de NADPH
consumido durante a reeformacdo de GSH a partir de GSSG.

Como procedimento, preparou-se o tampéo de ensaio (50 mM de tampéo fosfato a pH
7,6, 0,1 mM de EDTA e 0,15 mM de solugédo azide de sodio) ao qual foi posteriormente
adicionado cada substrato (1,25 mM de Perdxido de Hidrogenio e 1 mM de Cumene
Hidroperdxido). Assim, de forma a preparar-se cada substrato para as atividades SeGPx e
GPx total, adicionou-se 6,38 pL de peroxido de hidrogénio (30%) a 50 mL de tampdo de
ensaio e 9,26 pL de Cumene hidroperoxido (80%) aos mesmos 50 mL de tampéo de ensaio.
Preparou-se ainda uma mistura de reagéo base que consistiu em 0,01844 g de GSH a 3 mM,
0,00572 g de NADPH a 0,25 mM e 0,268 g de GR a 0,67 UmL™, que foram adicionados a
20 mL de tampdo de ensaio. Quer os substratos referentes as atividades de SeGPx e GPx,
quer a mistura de reagdo base, foram incubados a 30°C antes da analise, propriamente dita.

Finalmente, afim de se determinar a atividade desta enzima, numa microplaca
adicionou-se 200 pL da mistura de reacdo base, com 20 pL de Tris-Sucrose nos respetivos
pocos em duplicado, para o branco. Para cada atividade (SeGPx e GPx) adicionou-se 200
WL da mistura de reacé@o base e 20 L de amostra, também em duplicado. Levou-se a incubar
a 28°C durante 2 minutos. Ao fim do tempo definido, adicionou-se 50 pL de cada substrato
a cada branco e para cada atividade, para dar inicio a reacdo. A oxidagdo do NADPH foi
registada espectrofotometricamente a 340nm, durante 5min a 25°C. A atividade enzimatica
da SeGPx foi calculada como umol NADPH oxidado.min"t.mg de proteina e a da GPx foi
calculada como nmol NADPH oxidado.min.mg™? de proteina, usando um coeficiente de
extingdo molar de 0.622 mMtcm™,

3.4.3. Peroxidacéo Lipidica

O método descrito para determinar o grau de peroxidacao lipidica foi desenvolvido para
medir as concentracdes de MDA e 4-HNE (Erdelmeier et al., 1998), e baseia-se na relacédo
do reagente cromogénico 1-methyl-2-phenylindole (CisHi3N), onde duas moles desse
reagente (CisH13N) reagem com uma mole de tanto MDA como 4-HNE a 45°C durante 60
minutos, para formar um cromoéforo estavel com um méaximo de absorvancia a 586 nm.

Para a curva padrdo, preparou-se as concentracbes padrdo a partir da solu¢cdo mae
(solucdo de MDA) em microtubos Eppendorf.

Em microtubos Eppendorf de 1,5mL adicionou-se 200 pL de cada concentracdo, em

triplicado. Adicionou-se 650 pL de reagente (CisHi3N) diluido (primeiro dissolveu-se N-
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methyl-2-phenylindole em acetonitrilo; esta solugdo foi posteriormente diluida em metanol)
a cada microtubo e, agitou-se no vortex. Adicionou-se 150 pL de reagente acido
metanosulfonico (CH40sS) a cada microtubo na Hotte e misturou-se bem com o tubo
fechado. De seguida colocou-se a incubar a 45°C durante 60 minutos na estufa. Transferiu-
se 200 L do contetido dos microtubos para a microplaca e fez-se um branco com 200 pL
de Tris-NaCl. A leitura foi feita entdo no leitor de microplacas num comprimento de onda

de 586 nm. Paralelamente, 0 mesmo procedimento foi feito com 200 uL de cada amostra.
3.5. Analise Estatistica

Para avaliar os resultados referentes ao stress oxidativo em pés-larvas de robalo quando
submetidas a trés dietas experimentais diferentes com diferentes niveis de vitaminas,
procedeu-se a analise de variancia (ANOVA) com um fator (Zar, 2010) e os testes Post-Hoc
foram realizados para possivel identificacdo das diferencas entre os tratamentos. Os
resultados sdo apresentados sob a forma de média + desvio padrdo (DP). Em todos 0s
resultados obtidos, as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel
de significancia de 0,05 (isto &, sempre que P<0,05). Todos os calculos foram realizados

mediante a utilizag&o do software IBM SPSS Statistics 25.

25



26



4. Resultados

4.1. Desempenho do crescimento larvar

O desempenho do crescimento das poés-larvas de robalo foi determinado através da
medida do peso seco (mg) e do comprimento total (cm).

O comprimento total das po6s-larvas aos 70 (DAE) foi de 2,5+0,4 cm, 2,6+£0,4 cm e
2,5£0,4 cm nas dietas A, B e C, respetivamente. O peso seco foi de 3923 mg, 37220 mg e
37£18 mg nas dietas A, B e C, respetivamente.

No final do ensaio as pods-larvas de robalo alimentadas com as diferentes dietas
experimentais, apresentaram um crescimento similar entre os tratamentos, revelando que néo

houve diferencas estatisticamente significativas no crescimento (P>0,05), (Figura 5).
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Figura 5. Variagdo do peso seco (a) e do comprimento total (b) das pds-larvas de Dicentrachus labrax
guando alimentadas com trés tipos de dietas experimentais (A, B e C) com diferentes formulacGes de
vitaminas. Os resultados estdo apresentados sob a forma de Média + Desvio Padréo (n = 50).

4.2. Peso dos figados

Os resultados relativos aos pesos dos figados dissecados, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes tipos de dieta (Figura 6).
150 1
100 -
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Trata?nento
Figura 6. Comparacdo do peso dos figados de pés-larvas de Dicentrarchus labrax, (o valor de cada
tanque corresponde a um pool de 30 figados) alimentadas com dietas (A, B e C) com diferentes
formulagdes de vitaminas. Os resultados estdo apresentados sob a forma de Média + Desvio Padrédo (n
=3).
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4.3. Efeito da dieta na resposta ao stress oxidativo

4.3.1. Enzimas antioxidantes

A andlise de variancia com um fator (ANOVA) indicou que ndo existe um efeito
significativo (P>0,05) dos trés tipos de dieta na atividade especifica das enzimas
antioxidantes GPx, SOD e CAT. Pelo contrério, a atividade especifica da enzima
antioxidante SeGPx mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos
(P<0,05).

Os resultados referentes as atividades das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e
SeGPx) e ao dano oxidativo causado pela peroxidacao lipidica (LPO), estdo apresentados na
Tabela I.

Tabela | — Efeito das trés dietas experimentais (A, B e C) com diferentes formulagdes de vitaminas
nas enzimas antioxidantes (SOD, CAT, SeGPx e GPx) e na peroxidacéo lipidica (LPO) do figado
das pés-larvas de robalo Dicentrarchus labrax. As diferentes letras (a, b) representam diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos para a mesma analise (ANOVA de um fator,
P<0,05).

Dieta A Dieta B Dieta C

SOD (U/mg proteina) 8,40+1,15 9,03+1,75 10,48+1,61

CAT  (umol  Hz02 38x10343,63x10°  1,87x10%49,51x10  1,08x10329,81x10?
/min/mg proteina)

SeGPx  (pmol/min/mg 0,13+0,09% 0,07+0,062 1,25+0,84P
proteina)

GPx )(anVmin/mg 6,61x103+2,35x103  6,86x103+5,84x103  8,18x103+7,99x103
proteina

LPO (nmol MDA/g 32,28+2,34 26,45+4,64 28,81+2,65
tecido)

O grupo de pds-larvas que foram alimentadas com a dieta C exibiram aparentemente
uma maior atividade das enzimas antioxidantes (SOD, GPx e SeGPx) em relacdo aos
tratamentos com a dieta A e B.

Quando alimentadas com a dieta C, as pos-larvas de robalo apresentaram aparentemente
cerca de mais 20% de atividade de SOD do que o grupo de pds-larvas sujeitas ao tratamento
com a dieta A. Quando comparado com o grupo de pos-larvas alimentadas com a dieta B, a

atividade da SOD aumentou aparentemente em cerca de 14% com a dieta C (Figura 7).
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A atividade da GPx nos figados das p6s-larvas foi significativamente maior com a dieta
C do que com a dieta A e B, exibindo um aumento de cerca de 90% a 94%, respetivamente,
de atividade em relacdo a estes dois tratamentos (Figura 9).

As pos-larvas do grupo de dieta C apresentaram aparentemente um aumento de cerca de
19% e 16% na atividade da SeGPx em relacdo aos figados dos grupos da dieta A e B,
respetivamente (Figura 9).

Relativamente a atividade da CAT, verificou-se 0 oposto nas pos-larvas quando
alimentadas com a dieta C, pois estas apresentaram uma tendéncia para diminuir a atividade
desta enzima antioxidante com esse tratamento do que quando alimentadas com a dieta A,
cuja atividade foi aparentemente maior. As pos-larvas quando alimentadas com a dieta B
exibiram aparentemente uma reduzida atividade desta enzima quando comparada com as
pos-larvas alimentadas com a dieta A e C (Figura 8). Como demonstrado na Tabela I, a
atividade da CAT tendencialmente aumentou cerca de 55% no grupo das pos-larvas
alimentadas com a dieta A quando comparado com as pds-larvas da dieta C. Com a dieta B,
os figados das pos-larvas exibiram um aparente aumento de aproximadamente 83% em
relacdo a dieta C. Comparando com a dieta A, a dieta B gerou um aparente decréscimo de
cerca de 92% de atividade de CAT.

29



Superodxido Dismutase

14
12 4
© I
£ 10 1 T
g g |
S
Q_6_
(@]
E 4
32_

0_

A B C

Tratamento

Figura 7. Atividade da enzima Superdxido Dismutase nos figados de pés-larvas de Dicentrarchus
labrax quando alimentadas com trés tipos de dietas (A, B e C) com diferentes formulagdes de
vitaminas. Os resultados estdo apresentados sob a forma de Média + Desvio Padrédo (n = 3). Cada
replicado consiste num pool de 30 figados.
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Figura 8. Atividade da enzima Catalase nos figados de p6s-larvas de Dicentrarchus labrax quando
alimentadas com trés tipos de dietas (A, B e C) com diferentes formulacGes de vitaminas. Os
resultados estdo apresentados sob a forma de Média + Desvio Padrdo (n = 3). Cada replicado
consiste num pool de 30 figados.
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Figura 9. Atividade das enzimas Glutationa Peroxidase Se-dependente (SeGPx) e Glutationa
Peroxidase Se-independente (GPx) nos figados de pos-larvas de Dicentrarchus labrax quando
alimentadas com trés tipos de dietas (A, B e C) com diferentes formulacdes de vitaminas. As
diferentes letras (a, b) representam diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos
para a mesma analise (ANOVA de um fator, P < 0,05). Os resultados estdo apresentados sob a
forma de Média * Desvio Padrdo (n = 3). Cada replicado consiste num pool de 30 figados.
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4.3.2. Dano Oxidativo

De acordo com os valores médios de MDA, analisados para avaliar a peroxidagao
lipidica, as pds-larvas de robalo aparentemente apresentaram menores niveis de MDA para
a dieta B (26,45+4,64 nmol MDA/g tecido) do que para a dieta A (32,28+2,34 nmol MDA/g
tecido), que foi a que apresentou niveis de MDA tendencialmente maiores. O tratamento
com a dieta C (28,81+2,65 nmol MDA/g tecido), resultou num dano lipidico aparentemente
menor quando comparado com a dieta A, mas comparado com a dieta B, os niveis de MDA
foram aparentemente maiores quando as pds-larvas foram alimentadas com a dieta C.

No entanto, a analise de variancia com um fator (ANOVA) indicou que ndo existe um

efeito significativo (P>0,05) no dano oxidativo causado pela peroxidagao lipidica.
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Figura 10. Peroxidacdo Lipidica nos figados de pds-larvas de Dicentrarchus labrax quando
alimentadas com trés tipos de dietas (A, B e C) com diferentes formulagdes de vitaminas. Os
resultados estdo apresentados sob a forma de Média + Desvio Padrdo (n = 3). Cada replicado
consiste num pool de 30 figados.
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5. Discussao

A producdo de peixes de elevada qualidade é um dos fatores chave para o crescimento
sustentavel da inddstria da aquacultura. Como tal, muitas empresas tém-se dedicado a
otimizacdo de dietas inertes para larvas de peixes marinhos, utilizando formulas mais
econdmicas e que lhes garantam uma melhor sobrevivéncia e crescimento. Tendo isto em
consideracdo, o presente estudo pretendeu avaliar se o efeito de dietas experimentais com
formulagdes vitaminicas mais economicas, fossem mais rentdveis e melhorassem o
desempenho do crescimento e da defesa antioxidante contra o stress oxidativo em pos-larvas
de robalo Dicentrarchus labrax.

O crescimento ¢é dos parametros mais afetados quando as formulacdes da dieta ndo séo
corretas e/ou ndo incluem os niveis exigidos dos diferentes nutrientes. Mediante os dados
obtidos relativos ao crescimento, o efeito das formulagGes vitaminicas, presentes nas dietas
experimentais (A e C), ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas a dieta controlo (B), indicando que as novas formula¢des usadas pela empresa
ndo afetaram o crescimento das pds-larvas de robalo. O crescimento do robalo mostrou assim
ser semelhante para as diferentes dietas, indicando que a formulacdo das dietas
experimentais assegurou o crescimento idéntico ao da dieta controlo. Estudos anteriores
revelaram que a suplementacdo de elevados niveis de vitamina E nas microdietas em
espécies de peixes como a dourada e o robalo melhoraram significativamente o crescimento
e a resisténcia ao stress (Betancor et al., 2009). Outros autores como Costantini et al., 2018,
concluiram que a suplementacdo de antioxidantes na dieta favoreceu o crescimento em
juvenis de robalo ap6s um periodo de privacao alimentar.

Do ponto de vista pratico, embora 0s niveis nutricionais possam ser altos o suficiente na
dieta para cobrir as necessidades de manutencao e crescimento dos organismos, estes podem
ser insuficientes para promover resisténcia ao stress em larvas de peixes (Kolkovski, 2009).
Como tal, sendo o periodo larvar altamente exigente na absorcdo de energia e oxigenio, um
excesso de producdo de ROS pode ocorrer e a influéncia de um estado nutricional deficiente
pode levar ao aumento do stress oxidativo (Dandapat et al., 2003; Rueda-Jasso et al., 2004;
Solé et al., 2004; Hachero-Cruzado et al., 2014).

A primeira linha do mecanismo de defesa antioxidante contra a producdo excessiva de
ROS envolve as enzimas SOD e CAT (Deyashi e Chakraborty, 2016), que devem aumentar
as suas atividades sob condicOes de stress oxidativo. No presente estudo, nenhum efeito
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significativo foi observado na atividade destas duas enzimas antioxidantes quando as pos-
larvas foram alimentadas com as dietas experimentais. Apesar de ndo serem significativos e
por isso nao evidenciarem qualquer efeito das dietas nas pos-larvas para estas duas enzimas,
os resultados médios relativos a sua atividade antioxidante mostram que as atividades de
ambas sdo indiretamente proporcionais. Enquanto que a SOD apresentou uma tendéncia
aparente para reduzir e aumentar os valores de atividade quando as pds-larvas foram
alimentadas com a dieta A e C, respetivamente, a CAT exibiu um aparente aumento e
diminuicdo de atividade para o grupo de pos-larvas da dieta A e C, respetivamente. A SOD
catalisa a dismutacdo do anido superdxido gerado pelas mitocondrias em Oz e H20»
(Halliwell e Gutteridge, 2015). A CAT catalisa a decomposicao do H.O2, formado pela acao
da SOD, em H.0 e O,. Como tal, o padréo de comportamento de ambas as enzimas deveria
ser idéntico, uma vez que estas tém funcOes relacionadas, na medida em que a SOD
convertendo superdxido em peroxido de hidrogénio fornece substrato para a CAT (Monteiro
et al., 2006). Realmente os resultados de Tocher et al., (2002), em termos de notavel
atividade antioxidante das enzimas CAT e SOD, indicaram que diante uma alimentacao
suplementada com niveis elevados de vitamina E, a espécie Sparus aurata apresentou uma
diminuigdo de atividade destas duas enzimas antioxidantes. Assim, uma tendéncia para
reduzir a atividade da SOD no grupo das pds-larvas da dieta A, pode ser indicativa de uma
necessidade decrescente de desintoxicar o radical superdxido. Enquanto o aumento aparente
da SOD pode ser uma consequéncia dos radicais livres derivados da oxidacao de lipidos
(Zhang et al, 2009). O aparente aumento e a aparente reducdo da atividade da CAT, nas pés-
larvas do grupo de dieta A e C, respetivamente, pode ter sido compensada pela diminuigédo
e pelo aumento na atividade de outras enzimas antioxidantes como o0 grupo das
selenoproteinas, a SeGPx e a GPx (Ramirez-Duarte et al., 2016).

A GPx é uma enzima que contém selénio no seu sitio ativo e é responsavel pela reducao
dos peroxidos (hidroperdxidos, lipoperoxidos e, assim como a catalase, o H20»), utilizando
glutationa (GSH) reduzida como substrato doador de eletréo, transformando-a em glutationa
oxidada (GSSG). Uma vez oxidada, a GSSG é convertida em GSH pela glutationa redutase
(GR) (Kinnula, 2005). Neste trabalho, a atividade da SeGPx foi significativamente maior
nas pos-larvas alimentadas com a dieta C do que com as dietas A e B. Apesar de ndo serem
significativos, os resultados da atividade da GPx apresentaram também um aparente
aumento da atividade nas pds-larvas alimentadas com a dieta C. Varios estudos também

sugeriram um aumento da atividade da GPx em larvas de Lates calcarifer alimentadas com
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Artemia nauplii (Kalaimani et al., 2008) e em pés-larva de Scophthalmus maximus durante
0 seu desenvolvimento larvar (Peters e Livingstone, 1996). O aumento da atividade destas
duas enzimas antioxidantes, aquando da alimentacdo com a dieta C, pode ter sido uma
resposta a fortes alteragcGes metabolicas, como a metamorfose, ocorridas durante o periodo
experimental (31 DAE — 70 DAE), resultando num aumento do acumulo de HO- e
lipoperdxidos (Solé et al., 2004). Estas observac6es indicam uma necessidade progressiva
de remover HxO, e peroxidos lipidicos das pds-larvas de robalo, por parte da enzima
glutationa peroxidase. Além disso, pode ser devido a producdo de H.O, causada pela
dismutacdo de radical anido superoxido, uma vez que a atividade da SOD teve um aparente
aumento e a da CAT aparentemente diminuiu, como visto para o grupo da dieta C. A CAT
tem apenas afinidade por moléculas de baixo peso molecular, como o H;02, nédo
metabolizando moléculas como os peroxidos lipidicos. Atua de forma complementar ao
sistema antioxidante das glutationas, sendo mais eficiente que este com elevadas
concentragOes de H.O> (Combhair e Erzurum, 2002). Provavelmente a formulacéo da dieta C
ndo causou elevadas produgdes de H>O.. Dai possivelmente a CAT ter tido valores de
atividade aparentemente menores que a GPx, para esse tratamento.

Tendo em conta que a glutationa peroxidase possui atividade enzimética relacionada
com os niveis de selénio nos tecidos (Rowntree, 2004), a deficiéncia desse elemento leva a
diminuic3o da atividade da GPx. E possivel entfo que o grupo das pds-larvas das dietas A e
B, contenham baixos niveis de selénio nos seus tecidos. Esse elemento tem sido associado a
severas alteracdes no metabolismo celular e atua sobre a integridade das membranas e na
protecéo contra a degeneragdo oxidativa dos tecidos (Rover, 2001).

Se o0 padrdo de atividade das enzimas antioxidantes analisadas no presente estudo é
semelhante, entdo pode significar que as dietas experimentais, com formulacdes vitaminicas
mais baratas que a dieta controlo, ndo afetaram o sistema antioxidante das pds-larvas de
robalo. Isso pode indicar uma notavel propriedade de eliminacdo de radicais livres das
vitaminas presentes nas dietas estudadas. O possivel aumento ou diminui¢do visto pelos
valores médios de atividade das enzimas, pode ter-se devido ao sistema de defesa
antioxidante enddgeno. Uma possivel justificacdo para o aumento de tais enzimas, pode
dever-se ao facto de durante o periodo experimental, devido as fortes alteracdes no nivel do
desenvolvimento das pds-larvas, haver um excesso de radicais livres produzidos que de certo
modo inativam as enzimas antioxidantes a neutralizar ou eliminar os mesmos. O aumento

nas atividades mais importantes das enzimas antioxidantes em larvas alimentadas pode ainda
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ser explicado pelo nivel crescente de reagfes mediadas por radicais livres induzidas no peixe
apos a absor¢édo do saco vitelino sob os efeitos de fatores como o comportamento alimentar,
a incapacidade de obter alimento e a restricdo alimentar (Zengin e Yilmaz, 2016). Durante o
periodo experimental, dos 31 DAE aos 70 DAE, a alimentacdo exdgena foi alterada, tanto
em qualidade como em quantidade, o que por sua vez, pode ter levado a alteracdo da taxa
metabdlica, resultando num possivel aumento de ROS. Um aumento na producdo das
espécies reativas de oxigénio revela um aumento da atividade das enzimas antioxidantes. No
entanto, se o excesso de radicais formados ultrapassar a capacidade inerente a defesa
antioxidante, dificilmente as enzimas antioxidantes eliminam o excesso dessas espécies
reativas provocando assim, inativacdo das enzimas e por conseguinte stress oxidativo. E por
esta razdo, que as vitaminas antioxidantes devem ser suplementadas nas dietas. Assim, a
reduzida atividade pode dever-se ao facto da dieta conter as vitaminas antioxidantes
essenciais e indispensaveis a protecdo dos tecidos que reduzam o excesso de radicais
formados e ativem as enzimas a realizarem o seu papel, evitando assim o stress oxidativo e
mantendo a homeostase celular. No entanto, apesar das vitaminas terem a capacidade de
reduzir e neutralizar consideravelmente a acdo dos radicais livres como o peroxido de
hidrogénio (Ho et al., 2013), um excesso de radicais livres produzidos também pode ser
favorecido pelo impacto que a ingestdo das vitaminas tem sobre as enzimas antioxidantes.
Estudos anteriores em peixes mostraram que as vitaminas podem reduzir ou aumentar a
expressdo dos genes das enzimas antioxidantes, e por isso inativar ou ativar a sua funcéo
(Izquierdo et al., 2013). Deyashi e Chakrabarty, 2016, afirmam que sob stress oxidativo
severo, as células tentam neutralizar os efeitos oxidantes por ativacdo ou silenciamento de
genes codificadores de varias enzimas antioxidantes.

Se as defesas antioxidantes endogenas e exogenas, ndo forem eficientes na protecdo do
organismo contra o stress oxidativo, isso pode levar a producédo e ao acumulo de mais ROS,
que podem, por sua vez, ser responsdveis pela inativagdo das enzimas do sistema
antioxidante ou, em situacbes mais dramaticas, levar a danos nos lipidos causados pela
peroxidacao lipidica. O dano oxidativo é entdo uma consequéncia do fracasso das defesas
antioxidantes para remover ROS, levando a uma rutura no equilibrio do sistema
antioxidante.

A peroxidacdo lipidica tem sido amplamente utilizada como biomarcador do stress
oxidativo (Monteiro et al., 2010). Devido ao facto dos ROS serem instaveis e apresentarem

uma vida média de milissegundos sdo dificeis de medir diretamente (Comhair e Erzurum,

36



2002; Damasceno et al., 2002). Em vez disso, o que pode ser medido sdo 0s varios produtos
de degradacdo de radicais livres resultantes da peroxidacdo lipidica, tais como o
malondialdeido (MDA) (Griffiths et al., 2002), que é um dos principais contribuintes para a
perda da fungéo celular perante o stress oxidativo.

No presente estudo, de modo a avaliar se os trés tipos de dietas com diferentes
formulacdes vitaminicas conferiam protecdo as pds-larvas de robalo contra o stress
oxidativo, foram medidos os niveis de MDA. Os resultados relativos ao dano oxidativo,
causado pela peroxidacdo lipidica, ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas, quando as p6s-larvas foram alimentadas com as trés dietas experimentais. No
entanto, se analisarmos os resultados com base nos valores médios dos niveis de MDA é
possivel verificar que no tecido hepatico das pos-larvas de robalo a suplementagédo
vitaminica na dieta A e C parece aumentar os niveis de MDA e, por isso, 0 aumento do dano
oxidativo nos lipidos. As poés-larvas de robalo quando alimentadas com a dieta B
apresentaram aparentemente um menor dano oxidativo no tecido hepatico. Ainda assim, 0s
valores médios de MDA indicaram existir uma tendéncia para serem maiores nas pés-larvas
alimentadas com a dieta A do que com a dieta C.

As atividades enzimaticas parecem estar diretamente relacionadas aos niveis de
produtos de peroxidacgdo lipidica, medidos pelos niveis de MDA. Assim, quando os valores
médios de atividade das enzimas apresentaram ser maiores, 0s niveis medios de MDA
diminuiram. Estes resultados observados neste trabalho foram semelhantes aos descritos por
outros autores que observaram que 0 aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD,
CAT e GPx em larvas alimentadas resultou numa diminuigéo significativa na peroxidacgéo
lipidica (Zengin e Yilmaz, 2016). Perante isto, foi possivel observar que o mecanismo
envolvido na remocgéo de H>O. e perdxidos lipidicos foi coerente com o seu significado
fisiolégico em neutralizar a formacdo de ROS e diminuir assim o0s eventuais danos
oxidativos.

Varios estudos sugerem que o stress provocado por uma deficiéncia nutricional na dieta
é capaz de perturbar o equilibrio entre os sistemas antioxidantes e a producdo de ROS
(Tocher, et al., 2002; Ghazanfar et al., 2017), causando danos oxidativos como a
peroxidacdo lipidica. Existem, no entanto, suplementos que comprovadamente combatem
essa condicao, como é o caso das vitaminas. Tocher et al., (2002), verificaram que uma dieta
com niveis mais baixos de suplementacdo de vitamina E nas espécies Scophthalmus

maximus, Hippoglossus hippoglossus e Sparus aurata, causou um aumento nos niveis de
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perdxidos lipidicos. Outro estudo sobre o efeito das vitaminas na atividade das enzimas
antioxidantes na espécie Cyprinus carpio, quando exposta a dois stressores ambientais,
indicou que as concentracdes de peroxidos lipidicos diminuiram significativamente quando
os individuos foram suplementados com vitamina C na agua (Ghazanfar et al., 2017).
Tendo em conta que o nivel de vitaminas contrabalanca o dano oxidativo, quando a
concentracdo da dieta € alterada tanto em quantidade como em qualidade, a taxa de
eliminacdo das vitaminas pode ser influenciada pelos niveis de peroxidacédo lipidica. A
vitamina C reage com o0 O antes do inicio do processo oxidativo e participa do sistema de
regeneracdo da vitamina E, sendo importante para manter o potencial antioxidante dos
tecidos. Dessa forma, as vitaminas C e E agem conjuntamente, reduzindo a peroxidacdo
lipidica e a producdo de radicais livres induzida pelo H,O,. Como tal, a menos que seja
ressintetizada, a vitamina E precisa de ser reabastecida diretamente através da dieta. No
entanto, se uma dieta contiver niveis de vitamina E acima de um requisito minimo nao
melhora as defesas antioxidantes e por isso, 0s requisitos em vitamina E dependem da
suplementacdo de vitamina C na dieta, pois esta regenera a vitamina E (Kalaimani et al.,
2008). Por motivos de confidencialidade, ndo € possivel saber quais as vitaminas a serem
manipuladas. No entanto, perante os resultados ndo ha diferencas significativas nas
atividades das enzimas antioxidantes entre as dietas, nem na anlise relativa aos danos
oxidativos provocados pela peroxidacao lipidica. Estes dados podem indicar assim, que as
formulacdes usadas nas dietas sdo boas no que diz respeito aos tipos de vitaminas que foram
manipuladas. E por isso, coerente afirmar, que as dietas experimentais nio afetaram o
sistema antioxidante nem causaram danos nos organismos em estudo. Pode por isso, ter
havido uma notavel propriedade de eliminacdo de radicais livres por parte das vitaminas

presentes nestas dietas.
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6. Conclusdo

Durante o ensaio experimental em que as pés-larvas de robalo Dicentrarchus labrax
foram alimentadas com trés dietas experimentais com diferentes formulagdes vitaminicas,
foi possivel avaliar o desempenho do crescimento e da defesa antioxidante contra o stress
oxidativo.

As dietas experimentais aqui testadas ndo afetaram o crescimento tendo por isso
influéncia positiva na criacdo das pos-larvas.

Relativamente a analise do stress oxidativo, os resultados aqui obtidos mostraram que a
resposta antioxidante das pds-larvas ndo parece ser afetada significativamente quando
alimentadas com as diferentes dietas experimentais. O facto da produgdo de ROS medidos
pela atividade destas enzimas ser semelhante entre os tratamentos pode querer dizer que as
dietas ndo prejudicaram a resposta antioxidante das pds-larvas. No entanto, apesar de ndo
serem significativos, mediante os valores médios de atividade da CAT, da SOD e da GPx 0s
resultados revelaram menor e maior atividade dessas enzimas com a dieta A e C,
respetivamente. Isto parece indicar que provavelmente houve uma influéncia do sistema
enddgeno contra a producdo de ROS, e ndo do sistema de defesa antioxidante exdgeno
proveniente das vitaminas suplementadas nas dietas.

Pode-se dizer ainda que as formulagBes vitaminicas usadas nas dietas ndo provocaram
danos nas membranas lipidicas das p6s-larvas, como pode ser visto pelo padrdo semelhante
dos niveis de MDA entre as trés dietas que ndo apresentaram qualquer efeito significativo.
Ainda assim, os dados relativos aos valores médios parecem suportar que a dieta B foi a que
apresentou melhores resultados em proteger os tecidos contra os danos oxidativos
provocados pela peroxidacéo lipidica, sendo que as pds-larvas deste grupo possivelmente
apresentaram menor dano oxidativo.

Por esta andlise pode concluir-se que as formulagfes vitaminicas aqui testadas tem
potencial para serem suplementos beneficos a incluir nas dietas inertes para aquacultura,
pois intervém positivamente em dois aspetos principais de um processo de criacdo bem
sucedido, ndo afetando o desempenho do crescimento, permitindo que as pds-larvas atinjam
o tamanho comercializdvel mais cedo, mantendo ou melhorando a defesa antioxidante e

reduzindo as eventuais perdas que possam surgir devido a exposi¢do da acdo dos ROS.
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7. Perspetivas Futuras

Devido ao facto das larvas de peixes marinhos encontrarem-se permanentemente
expostas a acdo dos ROS, necessitam de um complexo e eficiente sistema de defesa
antioxidante. Apesar do seu potencial nefasto, os ROS estdo envolvidos em funcGes
fisiologicas fundamentais as células e ao proprio organismo (incluindo mecanismos de
defesa celular), tornando a vida inviavel na sua auséncia. Por isso, o equilibrio entre a
formacdo dos ROS e a atividade do sistema antioxidante é fundamental. Mais pesquisas
nesse campo sao relevantes e justificaveis, ja que pouco se sabe sobre o metabolismo
oxidativo em espécies de peixe como o robalo, por exemplo.

Além disso, as vitaminas constituem um potencial para serem um suplemento muito
rentavel para ser incluido nos alimentos para aquacultura. Para que no futuro estas possam
ter um potencial terapéutico no combate ao stress oxidativo em larvas de robalo, é importante
concentrar esforcos na manipulacao das dietas a fim de determinar com exatidao os niveis
adequados e o tipo de vitaminas que melhor se adequam ao desempenho do crescimento,
permitindo que as larvas de peixes marinhos atinjam o tamanho comercializavel mais cedo
e aumentem o potencial antioxidante reduzindo, desse modo, os danos causados pelo stress
oxidativo. Como tal, seria por exemplo, importante avaliar a quantidade de tocoferois que
podem ser retidos nos tecidos e quais sdo as formas de tocoferois e seus metabolitos que tém
um impacto mais forte sobre o sistema antioxidante durante o desenvolvimento das larvas
de peixes (Surai, 2002).

Em vérias espécies de peixes, dados sobre o desenvolvimento de defesas antioxidantes
sugeriram que os antioxidantes de baixo peso molecular exercem um papel fundamental na
suplementacdo da dieta de larvas de peixes marinhos, uma vez que as enzimas antioxidantes
ndo estdo completamente desenvolvidas nesta fase tdo precoce da sua vida (Surai, 2002;
Fontagné et al., 2008). As enzimas antioxidantes vao se tornando mais evidentes com o
desenvolvimento do organismo. N&o se sabe se algum efeito benéfico dos antioxidantes da
dieta poderia ter influenciado mais nos estadios iniciais de desenvolvimento. Tendo em conta
que este estudo teve como objetivo focar no efeito de diferentes formulagdes vitaminicas nas
enzimas antioxidantes, o esforco de amostragem foi direto para os estagios posteriores de
desenvolvimento (31 DAE — 70 DAE) da espécie de robalo Dicentrarchus labrax, apos
terem sido alimentados com as trés dietas experimentais. Neste estudo entre os 24 e os 30
DAE, as pos-larvas sofreram um periodo de adaptacdo ao alimento inerte, com um
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decréscimo na quantidade de Artémia e introducdo gradual e crescente de quantidade da
microdieta inerte (Winfast, SPAROS). E possivel que este periodo de adaptac&o ao alimento
externo possa ter contribuido para mudangas metabolicas extremas e consequentemente para
um aumento de ROS. Nesse sentido, seria interessante avaliar as enzimas entre esse periodo,
para entender em qual estadio de desenvolvimento a ingestdo de antioxidantes dietéticos
pode ser mais benéfica.

Visto ser uma espécie de elevado interesse econémico para a inddstria de aquacultura,
mais estudos sdo necessarios para fornecer informacGes sobre a funcdo e fisiologia do
metabolismo oxidativo das pos-larvas de robalo quando alimentadas com dietas

suplementadas com antioxidantes.
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