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RESUMO

MARTINS, Maria Tatiana Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio de
2018.Acédo antioxidante da vitamina C e do 6leo de orégan@figanum vulgare)

em Astyanax aff. bimaculatus expostos ao arOrientador: JeneAlexandre Sampaio
Zuanon. Coorientadoras: Ana Llcia Salaro e Pollyanna de Moraes Franca Ferreira.

A exposicdo ao ar desencadeia respostas de estresse e estresse oxidativo nos peixes
Quando a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) supera a sua nheutralizacdo pelas defesas enzimaticas e nao
enziméticas ocorrem danos em lipideos, proteinas e acidos nucleicos. Dentre o0s
antioxidantes com potencial para reduzir esses danos destacam-se a vitamina C,
antioxidante hidrossoluvel, e o 6leo orégano, antioxidante lipossoltvel. A combinacao
de antioxidantes hidrossolUveis e lipossoluveis pode promover efeitos sinérgicos na
protecdo contra danos oxidativos por atuarem em diferentes partes das células. Assim,
objetivamos avaliar a interacdo entre vitamina C e 6leo de orégano na capacidade
antioxidante deAstyanax aff. bimaculatusubmetidos a exposicdo ao ar. Utilizamos
esquema fatorial 5x2 em delineamento inteiramente casualizado, com cinco niveis de
inclusdo de vitamina C (0,0; 40,0; 80,0; 120,0 e 160,0 rity &glois niveis de incluséo

de 6leo de orégano na dieta (0,0 e 1000,0 MYy &gm trés repeticdes por tratamento.
Foram avaliadas a glicose sanguinea nos peixes expostos ao ar, a atividadendas e
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase
(GST) e @ niveis de malondialdéido (MDA) e de proteina carbonilada (PC) nas
branquias e no figado dos peixes ndo expostos e expostos ao ar. Nos peixes nao
expostos ao ar, ndo houve interacao significativa entre a suplementacao de vitamina C e
Oleo de orégano sobre as variaveis de estresse oxidativo nas branquias e no figado.
Nesses peixes, a vitamina C reduziu a atividade da SOD e o orégano reduziu os niveis
de PC nas branquias. No figado, a vitamina C reduziu a atividade da CAT e os niveis de
MDA, e o orégano reduziu os niveis de MDA e aumentou a atividade da GST. Nas
branquias dos peixes expostos ao ar, houve interagdo significativa entre a vitamina C e 0
0leo de orégano sobre os niveis de MDA. A vitamina C reduziu os niveis de MDA
apenas na presenca do orégano. No figado dos peixes expostos ao ar, houve interacéo
significativa entre a vitamina C e o Oleo de orégano sobre a atividade da GST. Na
auséncia do Oleo de orégano houve efeito quadréatico da vitamina C sobre a atividade da
GST, com valor estimado que maximiza essa variavel de 98,6 hagkgtamina C. J&

na presencga do orégano, houve efeito cubico da vitamina C sobre a atividade da GST.

No figado dos peixes expostos ao ar, houve efeito quadratico da vitamina C sobre a
Xi



atividade da SOD e os niveis de PC, com valores estimados que minimizam essas
variaveis de 135,5 e 91,3 mg kge vitamina C, respectivamente. A vitamina C
também reduziu a atividade da CAT e os niveis de MDA no figado dos peixes expostos
ao ar. A vitamina C reduziu os niveis de glicose sanguinea nos peixes expostos ao ar.
Portanto, a vitamina C e 0 orégano protegeram 0s peixes contra o0 estresse oxidativo
tanto antes quanto ap0s a exposicdo ao ar. O efeito sinérgico observado apds a
exposicdo ao ar indica a importancia da suplementacdo de antioxidantes hidrossolUveis
e lipossoluveis em dietas para peixes em cultivo. As maiores concentracdes de vitamina
C avaliadas promoveram maior protecdo contra os danos oxidativos nas branquias e no
figado deA. aff bimaculatusAssim, recomendamos a utilizacdo de 160,0kgig de
vitamina C. O 6leo de orégano apresentou efeito complementar ao da vitamina C na
protecdo contra os danos oxidativo e, portanto, recomendamos a utilizacdo de 1000,0
mgkg * de 6leo de orégano associada & suplementacdo de vitamina C. Em condicBes de
desafio, a combina¢do dos dois antioxidantes é ainda mais importante devido ao efeito

sinérgico desses antioxidantes.
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ABSTRACT

MARTINS, Maria Tatiana Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosg,2@18.
Antioxidant action of vitamin C and oregano oil Origanum wulgare) on air
exposed.Adviser: JenerAlexandre Sampaio ZuanoRo-advisers: Ana Lucia Salaro
and Pollyanna de Moraes Franca Ferreira.

Air exposure causes stress responses and oxidative stress in fish. When the production
of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) exceeds their
neutralization by enzymatic and non-enzymatic defenses, damage to lipids, proteins and
nucleic acids occurs. Among the antioxidants with potential to reduce these damages
stand out vitamin C, water soluble antioxidant, and oregano oil, liposoluble antioxidant.
The combination of water-soluble and liposoluble antioxidants may promotes
synergistic effects in protecting against oxidative damage because they act on different
parts of the cells. Thus, we aimed to evaluate the interaction between vitamin C and
oregano oil in the antioxidant capacity Adtyanax aff. bimaculatusxposed to air. We

used factorial scheme 5x2 in a completely randomized design, with five inclusion levels
of vitamin C (0.0, 40.0, 80.0, 120.0 and 160.0 mg)kand two inclusion levels of
oregano oil in the diet (0.0 and 1000.0 m@ kwith three replicates per treatmevte
evaluated the blood glucose in fish air exposed air, the activity of superoxide dismutase
(SOD) catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST) and malondialdide (MDA) and
carbonylated protein (PC) levels in the gills and liver of fish not air exposed and air
exposed. In the fish not air exposed, there was no significant interaction between
supplementation of vitamin C and oregano oil on the variables of oxidative stress in the
gills and liver. In these fish, vitamin C reduced SOD activity and oregano reduced PC
levels in the gills. In the liver, vitamin C reduced CAT activity and MDA levels, and
oregano reduced MDA levels and increased GST activity. In the fish gills air exposed,
there was significant interaction between vitamin C and oregano oil on MDA levels.
Vitamin C reduced MDA levels only in presence of oregano oil. In the liver of fish air
exposed, there was significant interaction between vitamin C and oregano oil on GST
activity. In absence of oregano oil, there was quadratic effect of vitamin C on GST
activity, with estimated values that maximize this variable equal to 98.6 mgfkg
vitamin C. In presence of oregano, there was cubic effect of vitamin C on G$&yacti

In the liver of fish air exposed, there was quadratic effect of vitamin C on SODyactivit
and PC levels, with estimated values that minimize this variable equal to 135,5 and 91,3
mg kg* of vitamin C, respectively. Vitamin C also reduced CAT activity and MDA

levels in the liver of fish air exposed. Vitamin C reduced blood glucose levels in the fish
xiii



air exposed. Therefore, vitamin C and oregano protected fish from oxidative stress
before and after exposure to air. The synergistic effect observed after air exposure
indicates the importance of supplementation of water soluble and liposoluble
antioxidants in diets for farmed fish. The highest concentrations of vitamin C evaluated
promoted greater protection against oxidative damage in the gills and liveer aif
bimaculatus Thus, we recommend the use of 168@kg’ of vitamin C. Oregano oil
showed a complementary effect to vitamin C in protection against oxidative damage,
therefore we recommend the use of 1000.0 mg'kaf oregano oil associated with
vitamin C supplementation. Under challenge situations, the combination seftihe
antioxidants is even more important because of the synergistic effect of these

antioxidants.
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REVISAO DE LITERATURA



REVISAO DE LITERATURA

1. Introducéo

Dentre os nutrientes, as vitaminas destacam-se por serem fundamentais para a
regulacdo de reac¢des bioquimicas e por atuarem como cofatores de enzimas (Padayatty
& Levine, 2001). Além disso, podem atuar como antioxidantes e na estrutura de
fosfolipideos (Burton, 1989; Wang & Quinn, 1999). Nos peixes, estdo envolvidas com a
regulacdo da ingestdo de alimentos, sintese de proteinas, formacdo de células
sanguineas, resposta ao estresse, atividade do sistema imune, sintese de horménios e
secrecdo de muco (Davies et al.,, 1991; Zuanon et al., 2011; Belo et al., 2012;
Falahatkar, et al., 2015). As vitaminas séo classificadas em hidrossoliveis e
lipossoluveis. Dentre as lipossoluveis estdo as vitaminas A, D, E e K. Dentre as

hidrossollveis se encontram as vitaminas do complexo-B e a vitamina C.

2. Vitamina C

Vitamina C é o nome comum dado aos compostos que possuem a atividade
biolégica do &cido ascorbico (Asghbu AscH (ascorbato). Em pH fisioldgico, ocorre a
predominancia do AscHO AscH é um excelente agente redutor (antioxidante) por
sofrer duas oxidagcBes consecutivas que formam o radical ascorbatdp éAsc@cido
desidroascoérbico (DHA) (Du et al., 2012) (fig.1). Ap6s sofrer oxidacdo, 0 Ast
DHA s&o novamente reduzidos a ascorbato por enzimas redutases ou pela glutationa, o
que causa diminuicdo da concentracdo de DHA no interior da célula e favorece a
continuidade de sua absorcao a favor de seu gradiente de concentracdo entre o liquido
intersticial e o citoplasma, por difuséo facilitada através dos transportadores de glicose
(GLUTs 1 e 3). Ja O Ascé transportado para dentro das células por canais sddio-
dependentes (Rumsey et al., 1997; Harisson &,M@09). Todos esses processos sao
importantes para gerar gradiente de concentracdo entre o liquido intersticial e o
citoplasma, condicdo necesséaria para que o Asl#dempenhe seu papel como

antioxidante (Chen et al., 2015) e como cofator de enzimas (May & Ku).2005
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A maioria dos vertebrados é incapaz de sintetizar vitamina C a partir da D-
glicose devido a auséncia da Ultima enzima dessa rota biossintética, a L-gulonolactona
oxidase (Davies et al., 1991; Fracalossi et al., 2001). Dessa forma, a vitamina C &
considerada um nutriente essencial e é necessaria a suplementacdo na dieta. Os animais
em cultivo sdo altamente sensiveis a deficiéncia de vitamina C, principalmente nos
estagios iniciais de desenvolvimento (Rotta, 2003). Nessas condi¢cdes as diversas
regides do corpo que sdo formadas por colageno sdo prejudicadas, causando
deformacfes no esqueleto (escoliose, lordose e cifose) e nos arcos branquiais,
exoftalmia, erosdo na nadadeira caudal, desestruturacdo de vasos sanguineos
(hemorragia), escurecimento e desestruturagdo da pele (Dabrowski et al, 1990; Davies
et al., 1991, Lall & Lewis-McCrea, 2007; Zhou et al., 2012; Chen et al., 2015; Fujimoto
et al., 2015; Jiménez-Fernandez et al., 2015). A reproducdo dos peixes também é
afetada, com diminuicdo da motilidade e concentracdo do esperma, fecundidade,
eclodibilidade dos ovos e sobrevivéncia dos embrides (Sandnes et al., 1984; Soliman et
al., 1986; Lee & Dabrawski, 2004; Shahkar et al., 2015). Além disso, a deficiéncia de
vitamina C pode causar anemia, anorexia e depressao do sistema imune (Ai et al., 2006;
Aride et al., 2010; Chen et al., 2015). Todos esses sintomas levam a redugdo no
desempenho produtivo dos peixes (Rotta, 2003). Por outro lado, o excesso de vitamina
C pode causar prejuizos para o animal, como ma formagéo do esqueleto (Darias et al.,
2011), ou, em algumas condi¢Bes de pH, presenca de ions metalicos, como o ferro e o
cobre, pode exibir efeito pro-oxidante (Podmore et al., 1998). Portanto, a vitamina C
precisa ser suplementada na dieta em quantidades apropriadas para atender as
exigéncias nutricionais dos peixes. A exigéncia por vitamina C varia de acordo com a
espécie, fase de desenvolvimento, genética e condi¢Bes fisiologicas, ambientais e

nutricionais (Sandnes, 1991; Darias et al., 2011). Dessa forma, conhecer as exigéncias
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nutricionais por vitamina C é fundamental para que ndo ocorram prejuizos econémicos
no sistema produtivo.

A vitamina C atua como cofator para, no minimo, oito enzimas hidroxilases e
oxigenases (May & Qu, 2005), as quais estdo envolvidas na sintese, conversao e/ou
degradacédo de varias substancias com funcdes fisiologicas. A funcéo da vitamina C &,
possivelmente, manter metais cofatores dessas enzimas, como o ferro e cobre, no estado
reduzido e no sitio ativo (Davies et al., 1991). A vitamina C participa de diversos
aspectos fisioldégicos envolvidos no crescimento, como a sintese de colageno, a
oxidacdo de acidos graxos, absorcao do ferro e conversao do acido folico (Davies et al.,
1991; Rebouche, 1991; May & Qu, 2005). Participa, também, da sintese e/ou conversao
de neurotransmissores, horménios e paracrinos, importantes nas respostas de estresse ¢
reproducéo (Kitabchi, 1967; Shahkar et al., 2015). Além disso, outra importante funcéo
da vitamina C é atuar como antioxidante e consequente protecdo contra danos em
proteina, lipidios, carboidratos e acidos nucleicos (Vertuani et al., 2004).

Na sintese de colageno, a vitamina C participa na hidroxilacdo dos aminoacidos
lisina e prolina, 0 que permite converter o pro-coldgeno em colageno (Lall and Lewis-
McCrea, 2007). O colageno é uma proteina essencial na formacao da pele e esqueleto
(ossos e cartilagem), portanto, esta diretamente relacionado com o crescimento e
desenvolvimento dos peixes, como observado em larvasSalea senegalensis
(Jiménez-Fernandez et al., 201B3eudoplatystoma corusca(Bugimoto et al., 2013)

Perca flavescengLee & Dabrowski, 2004) ©reochromis mossambicySoliman et

al., 1986). A formacdo de colageno, também, é importante no processo de cicatrizacao
de feridas (Sandnes, 1991) e, portanto, sua suplementagcdo € essencial em dietas para
peixes cultivados, particularmente em sistemas intensivos, uma vez que 0s peixes estao
frequentemente sujeitos a danos fisicos devido ao manejo e utilizacdo de altas
densidades de estocagem.

No metabolismo energético, a vitamina C contribui para oxidacdo de éacidos
graxos por meio da hidroxilagdo de enzimas que convertem a lisina e a metionina em
carnitina. A carnitina é essencial para o transporte de acidos graxos de cadeia longa para
as mitocondrias, o que contribui para a producdo de ATP (Rebouche, 1991). Dessa
forma, a obtencdo de energia a partir da oxidacao de acidos graxos pode contribuir para
a reducdo da oxidacado de proteinas, poupando-as para serem utilizadas no crescimento,
desenvolvimento e reproducéao.

Quanto ao ferro, a vitamina C contribui para a reducéo do ferro para estado

ferroso, o que promove a sua absorcdo pelo intestino (Davies et al., 1991) e seu
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transporte no organismo (Rotta, 2003). Portanto, a vitamina C atua na prevencdo de
anemia nos peixes, como observado em tamb&mlbssoma macropomu(Aride et

al., 2010). A vitamina C também, contribui para a conversédo do &cido folico em &cido
folinico, importante para a prevencao da anemia (Davies et al., 1991).

A vitamina C pode participar da sintese e/ou conversao de neurotransmissores,
horménios e paracrinos que estdo envolvidos em processos relacionados com o controle
fisiologicos das células, tecidos e érgaos, como as respostas de estresse e reproducao.
Quanto a reproducéo, a vitamina C pode atuar como cofator de enzimas envolvidas na
sintese de noradrenalina. A noradrenalina estimula a liberagcdo do hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) e de gonadotrofinas (LH e FSH) que, por sua vez, estimulam a
liberacdo de hormdnios esteroides, 0s quais sdo responsaveis pelo crescimento das
gbnadas e pela ovulacdo (Dabrowski & Ciereszko, 2001). Alguns estudos relatam os
beneficios da suplementacdo de vitamina C em dieta para peixes reprodutores na
qualidade do sémen, maturacdo gonadal, eclodibilidade, fecundidade, numero e
tamanho dos ovos (Sandnes et al., 1984; Soliman et al., 1986; Blom & Dabrowski
1995; Lee & Dabrawski, 2004; Shahkar et al., 2015).

A vitamina C participa como cofactor na biossintese de ambos os grepos d
hormdnios envolvidos nas respostas de estresse, as catecolaminas e hormonios
corticosteroides (Patak et al., 2004). Portanto, a Vitamina C é essencial para que 0s
animais possam apresentar respostas fisiolégicas necessarias para lidar com fatores
estressores. Apesar da vitamina C ser essencial para a sintese de noradrenalina (Levine
et al., 1985), existem poucos indicios que esta estimule a secrecao deste neurohorménio
(Kuo et al., 1979). Portanto, ainda esta incerto como a vitamina C participa das
respostas de estresse ativadas pela via hipotalamo-sistema nervoso simpético. A
vitamina C pode tanto estimular (Shimizu, 1970) como inibir (Shimizu, 1970) enzimas
envolvidas na sintese de cortisol, sendo que a estimulacdo ocorreu apenas em porcos da
india com escorbuto (Bacchus, 1957), mas ndo em animais saudaveis (Spatz &
Hofmann, 1965). Além disso, o efeito estimulatorio da vitamina C sobre a secre¢édo de
cortisol ocorreu apenas localmente, nas glandulas adrenais de humanos, sem aumento
significativo no cortisol periférico (Padayatty et al., 2007). O efeito inibitério da
vitamina C sobre as respostas de estresse tem sido mais bem documentado, uma vez que
diversos autores relatam que a vitamina C causa redugdo dos niveis de cortisol e/ou
glicose plasmatica (De la Fuente et al., 1998; Peters et al., 2001; Ortufio et al., 2003;
Belo et al., 2012).



Em condi¢cdes em que o agente estressor persiste, o nivel plasmatico de cortisol
se mantem alto, o que causa, dentre outros efeitos, a depressdo do sistema imune
(Barton, 2002). Dessa forma, os peixes estdo mais susceptiveis as infec¢cées bacterianas
e/ou virais. Como a vitamina C pode inibir a sintese e secrecéo de cortisol (Kitabchi,
1967; Turley et al., 1976; Pintauro & Bergan, 1982), esses efeitos podem ser atenuados.
Portanto, € indicada a suplementagdo de vitamina C em dietas para peixes submetidos a
condi¢des de estresse cronico, comum em sistemas intensivos de criagdo. A vitamina C,
também, pode proteger os leucécitos contra a acdo de radicais livres, devido ao seu
poder antioxidante. A atividade fagocitica gera elevadas quantidades de radicais livres,
0S quais ajudam a combater os patdgenos, porém sdo toxicos para os leucocitos e para
as células vizinhas, portanto, a vitamina C ajuda a manter a integridade dos leucécitos, o
gue mantém a funcionalidade do sistema imune (Wintergerst et al., 2007). Além disso,
foi observado em experimentos in vitro, que a vitamina C influencia na producao de
citocinas pelos mondcitos e linfécitos (Hartel et al., 2004). As citocinas sdo importantes
na regulacdo da resposta inflamatoria, por atrair outras células imunitarias (Silverthorn,
2010). Em condicBes de estresse, as exigéncias por vitamina C em peixes sdo maiores
uma vez que apenas em altas doses dessa vitamina ocorre reducédo das concentracdes d
glicose, cortisol e/ou na capacidade antioxidante, comoSpaus auratalimentados
com 3000 mg kg Ortufio et al., (2003) e pafncorhynchus mykisaslimentados com
1000 mg kg Dabrowsk et al., (2004) de vitamina C.

Portanto, a suplementacédo de vitamina C em dietas para peixes é fundamental
para prevenir os efeitos do estresse sobre a salde e o desempenho produtivo dos peixes
cultivados uma vez que estdo submetidos a diversos fatores estressores durante o
manejo, como exposicado ao ar (Mariano et al., 2009) para biometrias e classificacdes,
confinamento (Thompson et al., 1993), hipoxia e hiperoxia (Caldwell & Hinshaw,
1994), altas densidades de estocagem, anestesia (Ortufio et al., 2003), variacOes de
temperatura (Wedemeyer, 1969; Garcia et al., 2009) e presenca de patdgenos (Zhou et
al., 2012; Ai et al., 2006).

3. Estresse oxidativo e vitamina C

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre a producao de
radicais livres e a sua neutralizacdo através de sistemas biologicos enziméticos e néo
enzimaticos, e ocorre quando hi excesso dessa producdo e/ou redugdo das fungdes
antioxidantes (Machlin & Bendich, 1987).



Os radicais livres sao quaisquer moléculas que possuem um ou mais elétrons nao
pareados em sua Orbita, 0 que o0s torna altamente reativos. Dentre eles se encontram as
espécies reativas de oxigénio (ROS), como, os radicais superoxido, peroxil, hidroxil,
hipoclorito e alcoxil, as moléculas reativas de oxigénio, o oxigénio singleto e o peroxido
de hidrogénio (Machlin & Bendich, 1987) e as espécies reativas de nitrogénio (RNS), o
oxido nitrico, o diéxido de nitrogénio (NDe o peroxinitrito (ONOQ (Shen &liu,

2006; Valko et al., 2007).

As ROS e RNS podem apresentar tanto efeitos benéficos como deletérios as
células (Machlin & Bendich, 1987; Valko et al., 2007). Os efeitos benéficos de ROS e
RNS ocorrem em condi¢cfes de concentragfes baixas a moderadas. Eles sdo necessarios
para diversos processos fisiolégicos, como em processos de sinalizagéo celular, defesas
contra agente infecciosos e controle da resposta imune (McCord, 2000; Arrigone &
Tullio, 2002; Valko et al., 2007). Em concentra¢cdes elevadas, ROS e RNS causam
danos em lipideos, proteinas e &cidos nucleicos, o que prejudica a funcionalidade das
células (Machlin & Bendich, 1987). Para que ROS e RNS possam exercer efeitos
benéficos, sem riscos de causar danos as células, suas concentracfes devem ser
mantidas baixas por meio do controle de sua formacao e neutralizacao.

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas durante o metabolismo do
oxigénio, principalmente no processo de formagédo de ATP nas mitocondrias (cadeia
transportadora de elétrons). Primeiramente, o radical superéxidpg@rmado pela
reducédo do oxigénio molecular (fig.2). Apesar do @fio apresentar alta toxicidade, ele
pode reagir com outras moléculas e formar o peréxido de hidrogé@e) (0 O,", em
excesso, pode resultar na liberacdo de metais de transicdo, como o ferro e o tbbre (Fe
e Cu), que reagem com l8,0, e forma oradical hidroxil (OH). O OH esta entre os
mais toxicos dos radicais livres por provocar danos na molécula de DNA. Além disso, o
OH" é capaz de reagir com os acidos graxos insaturados dos fosfolipideos nas
membranas celulares, o que gera o radical lipidigp ue é um radical livre altamente
reativo. O L reage com o e forma o radical peroxil (LOQ O LOO quando nédo
eliminado pelas defesas antioxidantes reage com outros lipidios das membranas
celulares e forma novamente g fue causa peroxidacao lipidica por meio de um ciclo
de reacgdes, conhecido como propagacao de reacdes em cadeia (fig.2) (Fridovich, 1999;
Valko et al., 2007).

A espécie reativa de nitrogénio (NG formada durante a sintese do 6xido

nitrico. Quando produzida em excesso pode reagir com o radical superoxido e formar o



anion peroxinitrito (ONOQ, um forte agente oxidante que causa danos em DNA e
lipideos (fig. 2) (Valko et al., 2007).

A neutralizacdo das ROS e RNS se d& por mecanismos enziméticos e nao
enzimaticos (fig. 2). Quanto as defesas ndo enzimaticas, compostos que podem doar
elétrons e neutralizar os radicais livres sdo considerados antioxidantes. Dentre elas
destacam-se a glutationa (GSH), o acido lipoico, as vitaminas C e E, os carotenoides e
os flavonoides (Arrigone & Tullio, 2002; Valko et al., 2007). A superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (G-px), glutationa redutase (GRED) e
glutationa-S-transferase (GST) sdo algumas enzimas que participam da neutralizacdo
das ROS e RNS. A SOD atua na conversao de&@ HO,, que é convertido em agua
e oxigénio molecular pela CAT nos peroxissomos, ou pela G-px no citoplasma,
mitocdndrias e nucleo. A G-px, também, pode converter lipideos hidroperéxidos em
alcool (LOH). A GST cataliza reacdes da glutationa com produtos da peroxidacdo
lipidica. A GRED patrticipa indiretamente no combate aos radicais livres, por regenerar
a GSH que é umas das principais moléculas antioxidantes dos compartimentos
celulares. A GSH atua diretamente na reducédo dos radicais livres ou indiretamente na
regeneracdo dos diversos agentes antioxidantes, dentre eles, a G-px, a GST e as
vitamina E e C. Participa, também, da conversdo do radicaéMCB-nitrosoglutationa
(GSNO) (fig. 2)(Hermes-Lima, 2004; Valko et al., 2007; Ferreira et al., 2009).
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Fig. 2: Principais espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) e as
principais defesas enzimaticas e ndo enzimaticas das células. As principais fontes
endogenas de ROS e RNS estado representadas nos retangulos pontilhados. As principais

defesas antioxidantes estdo representadas nos retangulos em cinza e as principais



defesas enzimaticas estdo representadas em italico. Fonte: (Ferreira et al., 2009
modificado).

Dentre as defesas ndo enzimaticas, a vitamina C se destaca por apresentar
caracteristicas importantes na eliminacdo de radicais livres. Em pH fisiolégico, a
vitamina C ocorre predominantemente na forma de ascorbato JAB«H sofrer duas
oxidagBes consecutivas, o AsaHHum excelente agente antioxidante por reagir com
diferentes radicais livres, se regenerar e estar presente em quantidades adequadas nas
células (Arrigone & Tullio, 2002). O AschHpode tanto neutralizar diretamente os
radicais livres, nos compartimentos aquosos das células (Frei et al., 1989) quanto, atuar
indiretamente pela regeneracdo da vitamina E e/ou pelo aumento da capacidade
antioxidante (Burton & Ingold, 1986; Chen et al., 2015) (fig.2). A vitamina E é o
principal agente protetor contra a peroxidacao lipidica nas membranas biolégicas. A
peroxidacdo lipidica causa desestruturacdo das membranas celulares, que leva a
excessiva perda do material intracelular e a inviabilidade das células. Portanto, a acdo
combinada do AscHe a vitamina E ajuda a eliminar os radicais livres de uma das
regides mais importantes e sensiveis das células, as membranas biologicas (Burton &
Ingold, 1986; Sies, 1997). De fato, a combinacdo entre diferentes substancias
antioxidantes representa excelente estratégia de protecdo contra o estresse oxidativo,
uma vez que tem sido observado efeito sinérgico entre esses, provavelmente pela
regeneracdo do a tocoferol oxidado pela vitamina C (Burton & Ingold, 1986),
compostos fendlicos (Hirano et al.,, 2001), carotenoides (Terao et al., 1980),
aminoécidos (Sims & Fioriti, 1976) e selénio (Le et al., 2014).

A combinagdo entre os antioxidantes vitamina C e flavonoides (compostos
fendlicos) pode aumentar o tempo de prote¢édo contra danos oxidativos, como observado
em lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Mathiese et al., 1996) e em fibroblastos
humanos (Skaper et al., 1997). Esse efeito pode ser devido a capacidade de regeneracao
dos flavonoides pela vitamina C, assim como ocorre com a vitamina E (Burton &
Ingold, 1986). Portanto, € provavel que os 6leos essenciais, ricos em flavonoides

apresentem efeitos sinérgicos com a vitamina C contra os danos oxidativos em peixes.

4. Oleo de orégano em dietas para peixes

Dentre os Oleos essenciais com potencial para agir sinergicamente com a
Vitamina C destaca-se o 6leo de orégano, em fungédo de sua alta atividade antioxidante
(Dorman et al., 2000; Yan et al., 2016). Sua acao antioxidante se deve a presenca de

compostos fendlicos, que sao capazes de neutralizar radicais livres, bloquear a
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peroxidacao lipidica pela neutdgédo de radicais lipidicos, aumentar a atividade de
enzimas antioxidantes e recuperar a forma reduzida da vitamina E (fig. 2) (Rexkali e
1997; Cervato et al., 2000; Hirano et al., 2001; Bonzin et al., 2006; Gumds et al., 2017).
O d6leo de orégano é derivado da pladtigganum vulgare familia Lamiaceae, nativa

do Meditarréneo, porém cultivado e utilizado mundialmente como planta medicinal e
condimento (Letsaat, 1980). Além de sua funcdo antioxidante, o 6leo de orégano
apresenta atividade bactericida, fungicida, antiparasitica, anticarcinogénica, anti-
inflamatoria (Sivropoulou et al., 1996; Bonzin et al., 2006; Rusenova & Parvanov,
2009; Zheng et al., 2009; Cleff et al., 2010; Govaris et al., 2010; Ocafia-Fuentes et al.,
2010; Santoro et al., 2007; Gormez & Diler, 2014; Pesavento et al., 2015) e digestiva
(Ferreira et al., 2016; Franciosini et al., 2016). Essas propriedades sao atribuidas aos
compostos fendlicos carvacrol e timol e 0os monoterpgrA@spineno e p-cimeno,
principais componentes do 6leo de orégano (Bampidis et al., B605in et al., 2006;
Zheng et al., 2009).

Os Oleos essenciais do gén€ndganum e 0s seus principais componentes, tem
apresentado resultados promissores quando adicionados em dietas para peixes
cultivados, com melhorias no desempenho produtivo, composi¢cdo da carcaca, aumento
na retencdo da proteina muscular (Zheng et al., 2009; Ahmadifar et al., 2011; Ferreira et
al., 2014), modulacdo na morfolologia intestinal e na secrecdo de muco (Ferreira et al.,
2016), modulacdo na atividade da enzima lisozima (Volpatti et al., 2012; Diler et al.,
2017), aumento do numero de linfécitos (Ahmadifar et al., 2011), aumento da
capacidade antioxidante e inibicdo da populacdo de organismos anaerdbios no intestino
(Giannenas et al., 2012; Franciosini et al., 2016) e producéo, crescimento e maturacao
de ovdcitos (Ziari et al., 2015). Alguns estudos mostram o efeito desses componentes na
secrecdo de enzimas digestivas de aves (Jang et al., 2006; Hashemipour et al., 2013).
Entretanto, alguns estudos ndo mostram efeitos significativos nas variaveis de
desempenho produtivo (Giannenas et al., 2012; Peterson et al., 2015; Cararo et al.,
2017), na capacidade antioxidante e/ou a saude dos peixes, ou mostram efeitos
negativos quando suplementados em altas doses, como, leves necroses ou degeneragac
nos rins e no figado, diminuicdo do peso das visceras e do figado, com consequente
diminuicdo dos indices viscerossomatico e esplenossomatico (Pérez-Sanchez et al.,
2015; Yigit et al., 2017).

A auséncia de efeitos do orégano pode estar relacionada com as condicdes
experimentais. Em geral, os melhores resultados obtidos com o orégano, ou 0S seus

principais componentes em dietas para peixes tem sido observados quando estes estao
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submetidos a alguma condicdo de cultivo adversa ou subdtima, como ocorre em
infecbes por patdgenos (Zheng et al., 2009; Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn,
2010; Volpatti et al., 2012; Peterson et al., 2015; Diler et al., 2016). Devido ao seu
poder antioxidante comprovado em peixes (Giannenas et al., 2012), € possivel que o
orégano atue também em situacOes de cultivo que podem causar estresse oxidativo,
como alteragdes nos niveis de oxigénio da 4gua e exposicdo ao ar para biometrias e
classificagbes (Ortufio et al., 200reiradaSilva et al., 2016).

A exposicdo ao ar causa estresse oxidativo tanto pela falta de suprimento de
oxigénio nas branquias, quanto pela reoxigenacdo quando os peixes retornam para a
agua e a ventilacdo branquial é restabelecida (Welker et al., 2013). Nessas condi¢fes, a
resposta mais comum é o aumento da atividade das enzimas antioxidantes, que pode
ocorrer com 0 aumento da sintese e/ou diminuicdo de sua degradacdo. Essa € uma
estratégia fisiolégica que prepara o animal contra o estresse oxidativo durante a
reoxigenacao, processo conhecido como preparacéo para o estresse oxidativo (Welker et
al., 2013) (fig. 3). Porém, em periodos prolongados de exposicdo ao ar pode ocorrer
diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes (Lushchak et. al, 2001) e prejuizos
para a saude dos animais. A exposicdo ao ar, também, desencadeia respostas de estress
nos peixes como aumento nos niveis de cortisol, glicose e lactato plasmaticos (Lim &
Hur, 2018). O cortisol causa protedlise e inibicdo da sintese de proteinas nos muasculos,
0Ss0s, tecido conjuntivo e pele (Storey, 1996; Freeman & Idler, 1973), com prejuizo no
crescimento e, consequentemente, no rendimento de carcaca (Storey, 1996; Davis et al.,
1985 ). Além disso, o estresse oxidativo causa oxidacdo de lipideos e proteinas que
comprometem a qualidade da carne (Giannenas et al., 2012). Portanto, o uso de orégano
em dietas para peixes pode contribuir para a reducédo dos efeitos adversos das reposta
de estresse e estresse oxidativo e, consequentemente minimizar 0S prejuizos no
crescimento, na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes e na salude dos peixes cultivados.
Em funcdo do efeito antioxidante do orégano, sua utilizacdo em dietas para peixes
também pode contribuir para a reducdo da utilizacdo de outros agentes antioxidantes
como a vitamina C. Desse modo, a vitamina C poderia ser poupada para outros
processos fisiologicos como a sintese de colageno, essencial para o crescimento,

desenvolvimento e reproducao de peixes (May & Qu, 2005
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Fig. 3: Padréao proposto de formacéo de ROS durante o aumento da exposicéo a hipdxia
(levando a anoxia) em animais que apresentam ativacao de defesa antioxidante induzida
por hipdxia (Welker et al., 2013).

O lambari-do-rabo-amarelo, ordem Characiformes, familia Characidae, pertence
ao grupoAstyanax aff. bimaculatusnais abundante da América do Sul. Esse grupo
apresenta 22 espécies que ainda carecem de analises filogenéticas, portanto, todos os
peixes desse grupo sdo assim denominados até classificacdo precisa (Kavalko et al.,
2001; Lucena & Soares, 20160 lambari-do-rabo-amarelo apresenta grande
importancia na cadeia alimentar por participar do controle biolégico de insetos
aguaticos e servir de alimento para peixes carnivoros (Garutti, 2003). No contexto de
producdo de peixes, € considerada uma espécie com bom potencial por apresentar
hébito alimentar onivoro, com tendéncia a insetivoro (Peretti & Andrian, 2008), com
boa aceitacdo de dietas secas e possibilidade de utilizacdo de ingredientes menos
onerosos, como as fontes de proteina vegetal (Sussel et al., 2014). O rapido crescimento
e ciclo de vida curto permitem que possam ser realizados varios ciclos de producédo
durante 0 ano e, portanto, apresente boa rentabilidade econdémica. O lambari é
consumido principalmente como petisco e em algumas regides do Brasil, o seu 6leo é
extraido para o consumo humano (Garutti, 2003). Boa parte do comércio de lambaris
atende o mercado de iscas vivas para pesca esportiva e, também, apresenta potencial
para ser comercializado enlatado (Dutra et al., 2012).

Apesar de apresentar potencial para a piscicultura, ainda sdo escassos 0s estudos
sobre exigéncias nutricionais e aditivos em dietas para o lambari-do-rabo-amarelo.
Portanto, este estudo pode contribuir para aprimorar um pacote tecnolégico para a

criacao dessa espécie.
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CAPITULO 2

Acéao antioxidante da vitamina C e do 6leo de orég@nig@num vulgargem
Astyanax aff. bimaculatiexpostos ao ar

Artigo redigido com base nas normas da reustanal of Animal Physiology and

Animal Nutrition.
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Acao antioxidante da vitamina C e do 6leo de orég@mg@num vulgargem

Astyanax aff. bimaculatiexpostos ao ar.

RESUMO

Objetivamos avaliar a interacdo entre vitamina C e 6leo de orégano na capacidade
antioxidante deAstyanax aff. bimaculatusubmetidos a exposicdo ao ar. Utilizamos
esquema fatorial 5x2 em delineamento inteiramente casualizado, com cinco niveis de
vitamina C (0,0; 40,0; 80,0; 120,0 e 160,0 m{)ke dois niveis de 6leo de orégano na
dieta (0,0 e 1000,0 mg Ry com trés repeticdes. Apds 45 dias de alimentacdo com as
dietas teste, os peixes foram expostos ao ar por cinco min. Amostras de branquias e
figado foram coletadas antes e ap0s a exposicdo ao ar para as analises de estresse
oxidativo. Antes da exposi¢cdo ao ar, a vitamina C reduziu os danos oxidativos e a
atividade das enzimas SOD nas branquias e CAT no figado. O 6leo de orégano reduziu
os danos oxidativos e aumentou a atividade da GST no figado. Nas branquias dos peixes
expostos ao ar, a vitamina C reduziu o MDA apenas nha presenca do orégano. Nesse
tecido, a vitamina C apresentou diferentes efeitos na modulacédo da atividade da GST
em funcdo da auséncia ou presenca do orégano, o que indica efeito sinérgico entre esses
antioxidantes. A vitamina C também reduziu os niveis de MDAgRGatividade da

CAT e SOD no figado dos peixes expostos ao ar. Portanto, a vitamina C e 0 orégano
protegem 0s peixes contra o estresse oxidativo antes e apds a exposicdo ao ar.
Entretanto, a acdo conjunta de um antioxidante hidrossoluvel (vitamina C) e um
lipossolavel (6leo de orégano) foi mais eficiente na protecéo contra o estresse oxidativo,
do que o efeito de cada antioxidante isoladamente. Em funcdo da exposicdo ar
decorrente dos manejos de biometria e classificagdo na criacdo de peixes,
recomendamos a suplementacéo simultanea de 160 tdg kijamina C e 1000 mg kg

'de 6leo de orégano na dieta.

Palavras-chave:extratos vegetais, 6leos essenciais, peixes
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1. Introducéo

Durante os manejos de rotina na piscicultura, os peixes sao frequentemente
expostos ao ar para a realizacdo de biometrias e classificacdes (Pereira-da-Silva &
Oliveira, 2016), o que desencadeia respostas de estresse, como aumento nos niveis de
cortisol, glicose e lactato plasméticos (Lim & Hur, 2018). A exposicdo ao ar, também,
causa estresse oxidativo tanto pela falta de suprimento de oxigénio nas byanquias
guanto pela reoxigenacdo, quando os peixes retornam para a agua e a ventilacdo
branquial é restabelecida (Lushchak, Lushchak, Mota & Hermes-lima, 2001). O estresse
oxidativo é prejudicial & saude dos peixes por causar danos em lipideos, proteinas
(Paital, 2013 e &cidos nucleicos (Ames, Shigenaga & Hagen, 1993; Paital, 2013), que
pode levar a reducdo do consumo de racdo, reducdo do crescimento e aumento da
susceptibilidade a doencas (Wilhelm Filho, Torres, Zaniboni-Filho & Pedrosa, 2005;
Gao et al., 2013).

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) supera a sua neutralizacdo através d
defesas enzimaticas e ndo enzimati®dachlin & Bendich, 1987). As enzimas que
participam das defesas contra os danos oxidativos sdo: superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (G-px), gluationa redutase (GRED) e gluationa-
S-transferase (GST). Dentre as defesas ndo enzimaticas, a vitamina C € o principal
antioxidante nos compartimentos aquosos das células (Frei, England & Ames, 1989).

A vitamina C aumenta a capacidade antioxidante das células pela na@imliza
dos radicais livres (Frei et al., 1989), pelo aumento da atividade das enzimas
antioxidantes nos compartimentos aquosos das células (Chen et al., 2015) e pela
regeneracdo de antioxidantes lipossollveis, como a vitamina E (Burton & Ingold,
1986.

A combinacdo de antioxidantes hidrossoluveis, como a vitamina C, e
lipossolaveis, com a vitamina E, tem mostrado efeitos complementares entre essas
substancias, por atuarem em diferentes partes das células (Hamagbg\\Berge &

Lie, 1997), o que pode promover efeitos sinérgicos na capacidade antioxidante (Hamre
et al., 1997. Portanto, € provavel que outros antioxidantes lipossoluveis apresentem
efeito sinérgico com a vitamina C. Dentre os antioxidantes lipossoluveis destacam-se os
flavonoides, presentes em diversos 6leos essenciais (Bonzin, Mimica-Dukic, Simin &
Anackov, 2006) os quais podem neutralizar radicais livres, aumentar a atividade de

enzimas antioxidantes e/ou recuperar a forma reduzida da vitamina E (Cervato et al.,
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2000; Hirano et al., 2001; Gumus, Erol, Imik & Halice, 2010 prégano, por ser rico
nesses compostos (Yan et al., 20apresenta alta capacidade antioxidante (Dorman,
Surai & Deans, 2000; Yan et al., 2035 portanto, pode ser utilizado em combinacao

com a vitamina C na protecao contra o estresse oxidativo. O orégano ainda apresenta as
propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria, digestiva e redutora de estresse (Bonzin
et al., 2006; Ocafia-Fuentes et al., 2010; Zhang et al., 2015; Ferreira et al., 2016).
Portanto, o uso de orégano em dietas para peixes pode contribuir para a reducdo dos
efeitos adversos do estresse oxidativo e, consequentemente minimizar 0s prejuizos no
crescimento, na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes e na saude dos peixes cultivados.
Em funcado do efeito antioxidante do orégano, sua utilizacdo em dietas para peixes pode
poupara vitamina C para outros processos fisiolégicos como a sintese de colageno,
essencial para o crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos peixes (May & Qu,
2005. Assim, objetivamos avaliar a interacdo entre vitamina C e 6leo de orégano na

capacidade antioxidante Astyanax aff. bimaculatuibmetidos a exposi¢éo ao ar.

2. Material e métodos

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais de Produc&o da
Universidade Federal de Vigosa CEUAP/UFV, protocolo n® 46/2014 (Anexo 1), de
acordo com os principios éticos da experimentacao animal, estabelecido pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com a legislacdo

vigente.

2.1. Animais, dietas e condi¢Oes experimentais

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura
(LAFAP), do Departamento de Biologia Animal da UFV, em esquema fatorial 5x2 em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco niveis de inclusdo de vitamina C
(0,0; 40,0; 80,0; 120,0 e 160,0 mg'e dois niveis de incluséo de 6leo de orégano,
Origanum vulgare(0,0 e 1000,0 mg Kb na dieta, com trés repeticdes por tratamento.
A rac&o basal foi formulada para conter 36% PB e 3000 kcal EBaggio (Tabela 1)
Foi utilizado um suplemento vitaminico e mineral isento de vitamina C (Tabela 1). A
vitamina C (Ascorsil Aqua® - Van3ik o 6leo essencial de orégano (LASZl Dabela
2) foram adicionados a racéo basal em substituicdo ao inerte caulim.

Ao preparar as ragdes, misturamos previamente o 6leo de orégano com Oleo de
soja, a vitamina C com os micro ingredientes e, posteriormente, misturamos aos demais

ingredientes. A mistura foi homogeneizada, peletizada, seca em estufa de ventilagéo
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forcada (30°C por 48h), triturada, peneirada até a obtencdo de péletes de tamanho
adequado a boca dos peixes nas diferentes fases de desenvolvimento, e estocada em
freezer a - 20°C. A andlise da composi¢cdo quimica das dietas experimentais foi
realizada no Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da UFV.
Os teores de energia bruta, matéria seca, matéria mineral, proteina bruta e extrato etéreo
foram analisados segundo Detmann et al. (2012).

Juvenis deAstyanax aff. bimaculatug,25 £ 0,007g) foram mantidos em 30
aquarios com 60 litros de agua, em sistema de recirculacédo, dotados de aeracéao, filtros
mecanico, bioldgico e ultra violeta, temperatura controlada por aquecedor e termostato
(27°C) e densidade de estocagem de 35 peixes aqéri8 peixes ' de 4gua). Cada
aquario foi considerado uma unidade experimental.

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente quatro vezes ao dia
(08:00; 11:00; 14:00 e 17:00 horas). Quinzenalmente avaliamos as seguintes variaveis
de qualidade da agua: oxigénio dissolvido por meio de oximetro digital, pH por meio
pHmetro digital, nitrito e aménia total por meio de kits colorimétricos. A amonia toxica
foi calculada com base na expressdo: amonia téxica = amonia totaff(i%10
PH)+2730/(273.2+emperaur))) A temperatura da &gua foi avaliada diariamente. Essas
varidveis mantiveram-se ao longo de todo o periodo experimental dentro dos limites
adequados para o cultivo peixes tropicais de 4gua doce (Popma & Masser, 1999), com
valores médios de oxigénio dissolvido de 6,34 + 0,50 mgpH de 7,05 + 0,21
temperatura 27,14 + 0,09 °C, nitrito de 0,00 mige_aménia toxica de 0,007 + 0,004
mg L. Semanalmente realizamos a sifonagem dos aquérios para a retirada das fezes.

Ap0s 45 dias, os peixes foram individualmente eutanasiados com 6leo de cravo
(400 mg L* de 4gua), para coleta de figado e branquias. Os peixes remanescentes foram
mantidos nos aquarios por mais 10 dias antes da realizacao do desafio por exposi¢cdo ao
ar. Durante esse periodtbi mantida a alimentagdo com as mesmas dietas
experimentais. O desafio foi baseado na metodologia de Pereira-da-Silva & Oliveira
(2016). Os peixes foram individualmente expostos ao ar por cinco minutos e,
posteriormente, transferidos para aquarios de recuperagdo dotados de aeracdo e
temperatura controlada (27 °C), por trinta minutos. Apos esse periodo, 0s peixes foram
eutanasiados com 6leo de cravo (400 rifgd_4gua) para a coleta de sangue, figado e

branquias.
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Tabela 1: Formulagda composicédo quimica da racdo basal

Ingredientes Rac&o basal (g Ky
Farelo de soja 675,0
Fuba de milho 98,4
Farelo de trigo 120,0
Caulim 15
L-Lisina 0,6
DL-Metionina 7,8
Oleo de soja 50,0
Fosfato bicélcico 39,0
Sal comum 2,5
Suplemento vitaminico e minet

sem vitamina € 5,0
BHT? 0,2
Composicdo quimica da racdo basal

Matéria seca (%) 90,90
Energia bruta (kcal kb 2.959,43
Proteina bruta (% da MS) 36,04
Extrato etéreo (% da MS) 7,08
Fibra brutd 5,12
Matéria mineral (% da MS) 9,09
Célcio total® 1,15
Fosforo disponivél 0,71

L Niveis de garantia por quilograma do produto: Ac. Fdlico, 50 mg; Acid. Pantoténico, 1.000mg;
BHT, 20.000mg; Biotina, 15mg; Cobalto, 10mg; Cobre, 1.6000mg; Colina, 20.000mg; Fer
10.000mg; lodo, 60mg; Manganés, 1.900mg; Niacina, 3.000mg; Selénio, 18mg; Vitamina A,
4.000.000Ul; Vit. B1, 590mg; Vit. B12, 1.2000mg; Vit. B2, 1.000mg; Vit. B6, 590my; 3,
1.200.000Ul; Vit. E, 15.000Ul; Vit. K3, 625mg; Zinco, 5.000mg.

2 Butil hidroxi tolueno (antioxidante)

3Valores calculados de acordo com a composicdo quimica dos alimentos apresentada por
Rostagno (2011);

* Valores calculados para tilapia-do-Nilo conforme Miranda et al. (2000).
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Tabela 2: Composicdo quimica do 6leo de orégano fornecida pelo fabricante
(LASZLO®)

Constituinte g 100 ¢
a-thujeno 0,4
a-pineno 1,6
canfeno 0,7
sabineno 0,8
mirceno 1,4

a-terpineno 1,1
p-cimeno 12,8

y -terpineno 8,4
1,8 cineol 0,3

hidrato cis sabineno 1,6
timol 4.7
carvacrol 63,0
B-cariofileno 1,4

Método de analise: Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo. Cromatografo a Gas HP 5890.
Coluna: BP1 25m x 0,25mm (SGE). Temperaturas: Coluna: 60°C (3min), 3°C /min, até 200°C

Injetor: 250°C Split: 1/200. Detector FID: 250°C. Vol. de inje¢do: 1 pL (concentracdo 0,5% em
cloroférmio).
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2.2. Estresse oxidativo

As analises de estresse oxidativo foram realizadas no Laboratorio de
Ecofisiologia de Quirdpteros do Departamento de Biologia Animal da UFV. As analises
foram realizadas nas branquias e no figado dos peixes ndo submetidos e submetidos ao
desafio por exposicédo ao ar. Para isso, formamos um pool de tecidos por repeticdo até
alcancar 200 mg de branquias e 100 mg de figado. Os tecidos foram mantidos em
nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados em freezer -80°C.

Amostras de figado e de branquias foram homogeneizadas em 1,0 e 1,5 mL,
respectivamente, de tampdo fosfato 0,2 mof k 1mmol [* de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), pH 7,4, com homogeneizador de tecidos (OMNI) e .
centrifugadosa 15000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. Com o sobrenadante realizamos as
analises da proteina total, das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e
glutationa S-transferase (GST) e do produto da peroxidacéo lipidica, o malondialdeido
(MDA). Os péletesesultantes do homogenato foratilizados para analise da proteina
carbonilada.

A concentracdo das proteinas totais foi determinada conforme metodologia
proposta por Bradford (1976), em leitor de ELISA a 595 nm, com a albumina soro
bovina (BSA) como proteina padréo.

A atividade da SOD foi determinada baseada na capacidade desta enzima em
catalisar a reacdo do radical superéxid@)(@ assim diminuir a auto-oxidacdo do
pirogalol (Dieterich, Bieligk, Beulich, Hasenfuss & Prestle, 2000). A mistura da reacéo
continha 99 pL de tampéo fosfato (5 mmd] bH 7,0), 6uL de solucdo MTT (brometo
de (3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium) (PM = 414,3) 1,25mM e 30 pL da
amostra. Para iniciar a reacéo, foi adicionado 15 pL de pirogalol (100 itha L
mantido incubado a 37 °C por cinco minutos. Apds esse periodo foi adicionagda 150
de dimetilsulfoxido (DMSO) (PM= 78,13)A auto-oxidacdo do pirogalol foi
determinada em leitor de ELISA570 nm. A atividade da SOD foi expressa como
unidade (U) por miligrama de proteina, em que uma U de SOD foi definida como a
guantidade que inibiu a taxa de auto-oxidacao do pirogalol em 50%.

A atividade da CAT foi realizada pelo método descrito por Aebi (1284)al
utiliza o substrato peréxido de hidrogénio,@H) 30%. O HO, 30% foi diluido em
tampao fosfato 50 mmoll, pH 7,0. A mistura da reacdo continha 990 pL do substrato
diluido e 10 pL da amostra. A cada amostra, realizamos a leitura do branco composto
por 990uL de tamp&o fosfato 50 mmol*L.pH 7,0e 10 pL da amostra. O decréscimo

do H0O;, foi determinada em espectrofotdbmetro a 240 nm, durante 60s, com intervalos
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de 30 s. Uma unidade (U) de CAT foi definida como a quantidade de enzima que
decompbe um mmol de,B, por um minuto. A atividade da CAT foi expresso como
U/mg de proteina.

A atividade da GST foi realizada através da formacdo do conjugado glutationa-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Habig, Pabst & Jakoby, 1974). A mistura da reacéo
continha 970pL de tamp&o fosfato (5 mmol™L pH 7,0), 10uL de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 1mmolt, 10pL de glutationa reduzida (GSH)mmol L* e
10 uL da amostra. O branco foi composto por todos 0s reagentes, exceto a aémostra.
atividade da GST foi determinada em espectrofotdbmetro a 340 nm, durante 90 s, com
intervalo de 30 s. A atividade da GST foi definida pelo conjugado glutationa-2,4-
dinitrobenzeno e expressa em umol fgin

O MDA, principal produto da peroxidacéo lipidica, foi mensurado de acordo
com Buege & Aust (1978). A mistura da reacado continha 0,2 mL de amostra e 0,4 mL
de solucdo de acido tricloroacético (15%), &cido tiobarbitarico (0,375%), &cido
cloridrico (0,6%). A mistura foi homogeneizada em vértex e mantida em banho maria a
90°C por 40 minutos. Apos cinco minutos no gelo foi adicionado 0,6 mL de alcool
butilico a solucdo, homogeneizado em vortex por dois minutos e centrifugado por 10
min, a 9.000 g, a 25 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracao de
MDA, em leitor de ELISA, a 535 nm. A concentracdo de MDA foi determinada pela
curva padrao de concentracdes de 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMPO). Os resultados
foram expressos em pmol mg de proteinia

O conteudo de proteina carbonilada foi medido utilizando o reagente 2, 4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), baseado nos grupos carbonil que reagem com DNPH
(Levine et al., 1994). Os péletes foram precipitados em solucéo tricloroacético (TCA)
10% e a solucado centrifugada a 5.000 g, por 10 minutos, a 15°C. O sobrenadante foi
descartado e acrescentado ao precipitado 0,5mL de solugdo DNPH 10 Mdilaido
em &cido cloridrico (7%). A solucdo foi homogeneizada em vortex e mantida em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 30 minutos. A solucéo foi centrifugada a
5.000 g, por 10 minutos, a 15°C, o sobrenadante descartado e acrescentado 0,5 mL de
TCA 10%. A solugdo foi novamente centrifugada e o sobrenadante novamente
descartado. O precipitado foi lavado tvégzes com 1 ml de acetato de etila e etanol (1:

1 v/ v). A cada lavagem, a solucdo foi homogeneizada, centrifugada e descartado o
sobrenadante. Finalmente, foi adicionadol mL de lauril sulfato de sédio (SDS) 6%, a
solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 5.000 g, por 10 minutos, a 15°C. Foi

realizado um branco para cada amostra, em que foi adicionado 0,5 mL solucéimde a
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cloridrico 7% ao precipitado em substituicdo a solugcdo de DNPH. O sobrenadante foi
utilizado para determinar a concentragdo da proteina carbonilada em leitor de ELISA a
370nm. Os resultados foram expressos em nm.d.

2.3. Anadlise de glicose sanguinea
A andlise de glicose sanguinea foi realizada por meio de tiras reagentes em
aparelho monitor digital Accu-Chek Active® (Roche, Brasil), nos peixes que foram
expostos ao ar. Para a coleta do sangue, trés peixes de cada unidade experimental (nove
peixes/tratamento) foram eutanasiados com 6leo de cravo (400'ndg lgua) e
realizado corte com bisturi junto ao pedunculo da nadadeira caudal. O sangue foi
depositado diretamente nas tiras reagente

2.4. Andlises estatisticas
A avaliacao do efeito da suplementacéo de vitamina C, do 6leo de orégano e sua
interacdo sobre as varidveis de estresse oxidativo e de glicose sanguinea foi realizada
por meio da analise de variancia e regressdo polinoavahivel de 5% de
probabilidade, pelosoftware R® (pacote ExpDes.pt Para escolha do modelo de
regressao foi considerado a significancia dos coeficientes da regressao, a magnitude dos

coeficientes de determinacdo e o comportamento da varidvel em estudo.
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3. Resultados

3.1.Estresse oxidativo antes do desafio pela exposicéo ao ar

Nas branquias, ndo houve interagao significativa (p>0,05) entre a suplementacdo
de vitamina C e Oleo de orégano para nenhuma das varidveis de estresse oxidativo
analisadagTabela 3). Houve efeito significativp<0,05) da vitamina C apenas para as
variaveis superoxido dismutase (SOD) e proteina carbonilada (PC). Para a SOD
observamos efeito linear decrescente da vitamina C (Tabela 3, Figura 1a P@ra
houve efeito significativaQp<0,05) da vitamina C, pelo teste F (Tabela 3), porém,
guando submetida a analise de variancia da regressao polinomial, ndo observamos efeito
significativo para os coeficientes de regressdo dos modelos linear e quadratico. Houve
efeito significativo(p<0,05) do dleo de orégano apenas para a variavel PC, com reducao
da concentracdo dessa variavel nos peixes alimentados com 6leo de orégano).Tabela 3

No figado, ndo houve interacdo significativa (p>0,05) entre a suplementacéo de
vitamina C e Oleo de orégano para nenhuma das variaveis de estresse oxidativo
analisadas (tabela 4). Houve efeito significatipg0,05) da vitamina Cem todas as
variaveis de estresse oxidativo analisadas, exceto SOD e PC (Tabela 4). Houve efeito
linear decrescente da vitamina C para a atividade da enzima catalase (CAd)oe pa
malondialdeido (MDA) (Tabela 4, figura-2A e B). Para a atividade da glutationa S-
transferase (GST) houve efeito significativo (p<0,05) da vitamina C, pelo teste F
(Tabela 4), porém, quando submetida a andlise de variancia da regressao polinomial,
nao observamos efeito significativo para os coeficientes de regresséo dos modelos linear
e quadratico. Houve efeito significatiyp<0,05) do 6leo de orégano apenas para GST e
MDA. Nos peixes alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de orégano
observamos menor concentracdo de MDA e maior atividade da GST em relagédo aos néo

alimentados com orégano (Tabe)a 4
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Tabela 3 — Valores médios das variaveis de estresse oxidativo nas branquias de juvAstyashax aff. bimaculatualimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e 6leo de orégano, ndo submetidos ao desafio.

Efeito da

) ~ Efeito da o ] Efeitodo .

vli?;?;ﬁ?:g vitamina Vitamina C (mg kg) éleo de Oleo de orégano (mg Ky v (%)

e orégano C 0,0 40,0 80,0 120,0 160,0 orégano 0,0 1000,0
MDA (umolmg prott) 0,359 0,290 0,14 0,15 0,16 0,12 0,09 0,632 0,14a 0,13a 44,6
PC ( nmol mL?%) 0,803 0,002 3,84 9,51 3,38 8,64 4,40 0,029 7,60a 4,60b 50,29
SOD' (U mg prot?) 0,247 0,022 0,72 0,80 0,70 0,68 0,50 0,548 0,7a 0,66a 21,3
CAT (U mg prot?) 0,393 0,414 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,837 0,01a 0,01a 47,69
GST (umol min'g?) 0,783 0,646 2,91 3,41 2,42 3,69 3,14 0,623 3,25a 2,98a 48,6

MDA-Malondialdeido; PC- Proteina carbonilada; SOD - Superéxido dism@ade- Catalase GST - Glutationa S-transfergggV - Coeficiente de variacdo experimental,
p>0,05 - N&o significativo pelo teste F;

! Efeito linear: Y = -0,0014x + 0,796®R’=0,65);

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo te€8)F (p>0,
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SOD (U mg prot:1)
o
~

0,6 -
05 - y =-0,0014x + 0,797
' R2 = 0,6504
0,4 T T T 1
0 40 80 120 160

Concentragdes de vitamina C na dieta (mg kY

Fig. 1 - Efeito da vitamina C sobre a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
(valores médios + desvio padrdo) nas branquias de juveAstgienax aff. bimaculatus
alimentados com dietas suplementadas com diferentes concentracdes de vitamina C e
6leo de orégano, ndo submetidos ao desafio.
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Tabela 4 — Valores médios das variaveis de estresse oxidativo no figado de juveAistydmax aff. bimaculatualimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e 6leo de orégano, ndo submetidos ao desafio.

Efeito da

) ~ Efeito da o ) Efeitodo - .
\;i?;?;ﬁ]g;% vitamina Vitamina C (mg k) éleo de Oleo de orégano (mg Ky cV (%)
e orégano C 0,0 40,0 80,0 120,0 160,0 orégano 0,0 1000,0
I\/IDAl(pmoImg prott) 0,374 0,002 0,12 0,11 0,14 0,09 0,06 0,020 0,11b 0,09a 29,63
PC ( nmol mLY) 0,688 0,205 1,91 2,41 2,17 3,77 2,64 0,147 2,14a 2,97a 50,56
SOD (U mg prot?) 0,127 0,119 0,47 0,363 0,42 0,36 0,37 0,207 0,38a 0,42a 20,35
CAT? (U mg prot?) 0,566 <0,005 3,38 1,97 2,79 1,77 1,75 0,916 2,32a 2,34a 26,88
GST (umol mirilg?) 0,537 0,002 10,02 16,40 10,14 15,97 11,88 0,004 11,11a 14,65b 23,16

MDA - Malondialdeido; PC - Proteina carbonilada; SOD - Superoxido dism@aJe- Caalase GST - Glutationa S-transfera<gV - Coeficiente de variagcao experimental;
p>0,05 - Nao significativo pelo teske

! Efeito linear: Y = -0,0003 + 0,01291 1£0,49);

2Efeito linear: Y = -0,0087x + 3,0255 t80,57):

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo te§t®)F (p>0
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Fig. 2 - Efeito da vitamina C sobre o malondialdeid® DA (A) e da enzima catalase

CAT (B) (valores médios = desvio padrdo), no figatio juvenis deAstyanax aff.
bimaculatusalimentados com dietas suplementadas com diferentes concentragbes de
vitamina C e 6leo de orégano, ndo submetidos ao desafio.
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3.2. Estresse oxidativo apos o desafio pela exposicdo ao ar

Nas branquias, houve interacao significatipa0,05) entre a suplementacéo de
vitamina C e Oleo de orégano apenas para a variavel de estresse oxidati\{@ ABEIA
5). Na concentracéo 0,0 mgkde 6leo de orégano, ndo observamos efeito significativo
(p>0,05) da vitamina C sobre o MDA (Tabela 6). Entretanto, na concentracdo 1000,0
mg kg' de 6leo de orégano houve efeito linear decrescente da vitamipa0©5)
(Tabela 6, figura 3)Houve efeito significativo (p<0,05) do o6leo de orégano sobre o
MDA apenas nas concentra¢des 40,0 e 80,0 rigl&yitamina C. Na concentracédo de
40,0 mg kg de vitamina C, os peixes alimentados com éleo de orégano apresentaram
menor concentracdo de MDA em relagdo ao controle. Entretanto, na concentragéo de
80,0 mg kg de vitamina C, os peixes alimentados com 6leo de orégano apresentaram
maior valor de MDA em relacédo ao controle (Tabela 6). Ndo houve efeito significativo
(p>0,05) da vitamina C, bem como do 6leo de orégano (p>0,05) para nenhuma das
variaveis de estresse oxidativo analisadas (Tabela 5

No figado, houve interacdo significatiya<0,05) entre a suplementacédo de
vitamina C e o 6leo de orégano apenas patvidade da enzima GSTabela §. Na
concentracdo 0,0 mg Rgle 6leo de orégano observamos efeito quadratico da vitamina
C sobre a GST, com valor estimado que maximiza essa variavel de 98,6 g kg
vitamina C. Na concentracdo 1000,0 mgdeg 6leo de orégano houve efeito clbico da
vitamina sobre a GST (Tabela 8, figura 4 - A e B). Houve efeito significativo do 6leo de
orégano sobre a GST nas concentracdes 40,0 e 160,0'dg kijamina C, em queso
peixes alimentados com 6leo de orégano apresentaram maior valor de GST em relacdo
aos que ndo foram alimentados (Tabela 8). Houve efaitoficativo (p<0,05) da
vitamina C para todas as variaveis de estresse oxidativo analisadas (Tabela 7)
Observamos efeito quadratico para ®80D, com valores estimados que minimizam
essas variaveis de 91,3 e 135,5 mg dtg vitamina C, respectivamente (Figura 5e B
C) . Para MDA e CAT observamos efeito linear decrescente da vitamina C (Figura 5
A e D). Nao houve efeito significativo (p>0,05) do 6leo de orégano para nenhuma das
variaveis de estresse oxidativo analisadas (Tabela 7).

3.3Glicose sanguinea

N&o houve interacao significativa (p>0,05) entre a suplementacéo de vitamina C
e 0 Oleo de orégano, bem como do 6leo de orégano sobre a glicose sanguinea (Tabela 7)
Houve efeitolinear decrescente (p<0,05) da suplementacdo de vitamina C sobre a

glicose sanguinea (Tabela 7, figura 6).
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Tabela 5 - Valores médios das variaveis de estresse oxidativo nas branquias de juvéstyashax aff. bimaculatualimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e 6leo de orégano, submetidos ao desafio.

Efeito da Efeito do -
interacdo  Efeito da Vitamina C (mg k) 6leo de _2le0 de orégano (mg Ky cV (%)
vitamina C  vitamina C .
e orégano 0,0 40,0 80,0 120,0 160,0 orégano 0,0 1000,0
MDA (umolmg prott) 0,020 0,021 0,17 0,14 0,17 0,09 0,10 0,222 0,12 0,15 34,13
PC ( nmol mL?Y) 0,066 0,084 3,34 4,37 4,09 5,15 5,45 0,464 4,66 4,30 29,88
SOD (U mg prot?) 0,442 0,201 0,72 0,65 0,55 0,47 0,49 0,972 0,58 0,58 34,66
CAT (U mg prot?) 0,403 0,421 0,09 0,08 0,06 0,06 0,07 0,332 0,07 0,08 33,35
GST (umol min'g?) 0,256 0,570 1,97 2,01 1,97 2,04 2,71 0,142 1,89 2,40 42,49

MDA - Malondialdeido; PC - Proteina carbonilada; SOD - Superéxido dism@aJe- Catalase GST - Glutationa S-transfergggV - Coeficiente de variagdo experimental;
p>0,05 - N&o significativo pelo teste F.
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Tabela 6- Efeito da interacdo entre a suplementacdo de vitamina C e 6leo de orégano
sobre o malondialdeido (MDA) (valores meédios), nas branquias de juveAgydmax
aff. bimaculatussubmetidosio desafio

Oleo de Niveis de vitamina C (mg kg
(r?]rge%gr_‘f; 0.0 40.0 80.0 120.0 160.0  p-valor
0,0" 0,13a 0,18a 0,11a _ 0,09a 0,10a 0,161
1000,0 0,20a 0,10b 0,22b 0,10a 0,10a 0,004
p-valor 0,087 0,043 0,009 0,698 0,986 -

p>0,05 - N&o significativo pelo teste F;
!Efeito linear: Y = -0,0005x + 0,1854 {R0,26);
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelc-&8®) F (p

0,30 -
0,25 -
(@]
s 2
g 0,209 y = -0,0005x + 0,1855
= R?=0,2628
o
5 0,15 _\_
g \
S 0,10 - ¢ ¢
0,05 .

0 40 80 120 160
concentragdes de vitamina C na dieta (mg kj

Fig. 3 - Efeito da vitamina C sobre o malondialdeido (MDA) (valores médios * desvio
padréo) nas branquidstyanax aff. bimaculatisimentados com dietas suplementadas
com 1000,0 mgds™* de 6leo de orégano, submetidos ao desafio.
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Tabela 7- Valores médios de glicose sanguinea e das variaveis de estresse oxidativo no figado de jastmieadeaff. bimaculatusimentados
com dietas suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e 6leo de orégano, submetidos ao desafio.

Efeito da  gaitg da Efeitodo -

\;i?;?;ﬁ]g;% vitamina Vitamina C (mg Kd) sleo de _Cle0 de orégano (mg Ky v (%)

e orégano C 0,0 40,0 80,0 120,0 160,0 oregano 0,0 1000,0
MDA (umol mg prot?) 0,089 0,007 0,10 0,06 0,07 0,06 0,03 0,437 0,06 0,07 39,21
PC (nmolmL?Y) 0,835 0,034 16,19 3,06 5,65 3,91 8,18 0,571 4,62 7,61 74,51
SOD’ (U mg prot?) 0,912 <0,004 0,73 0,43 0,51 0,39 0,39 0,785 0,48 0,48 23,43
CAT* (U mg prot?) 0,703 <0,004 3,76 2,62 2,98 2,15 2,11 0,158 2,51 2,79 18,97
GST (umol min'g?) 0,010 0,005 4,22 7,88 6,27 8,88 6,96 0,077 6,39 7,44 25,84
Glicos€ (mg dLY) 0,138 <0,006 142,0 137,2 163,1 103,8 102,0 0,308 133,40 120,03 16,67

MDA - Malondialdeido; PC - Proteina carbonilada; SOD - Superdxido dismutase; CAfBlase; GST - Glutationa S-transferase; CV - Coeficiente de variagdo experimental;
p>0,05 - Nao significativo pelo teste F.

! Efeito linear: Y = -0,00030% 0,08844 (&=0,63);

2Efeito quadratico: Y = 0,0012x0.2295x + 13.2857 (10,69).

3Efeito quadratico: Y = 0,000017x 0,0046x + 0,6828 (0,79);

*Efeito linear: Y = -0,0089% 3,4113 (R=0,73).

®Efeito linearY = -0,3025x + 153,4541 (R0,50)
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Tabela 8- Efeito da interacdo entre a suplementacéo de vitamina C e 6leo de orégano
sobre a atividade da glutationa S-transferase (GST) (valores médios), no figado de

juvenis deAstyanax aff. bimaculatusubmetidosio desafio

O'?O de Niveis de vitamina C (mg Ky
orégano
(mg kg™ 0.0 40.0 80.0 120.0 160.0 p-valor
0,0 4,06a 5,24a 7,14a 9,58a 5,14a 0,016
1000,G 4,32a 10,52b 5,40a 8,18a 8,78b 0,003
p-valor 0,875 0,002 0,250 0,349 0,022 -

p>0,05 - N&o significativo pelo teste F;
! Efeito quadrético: Y = -0,0005x 0,0986x + 3,1313 (0,65);
2Efeito cubico: Y = 0,0000% 0,0030% + 0,2038x + 4,7415 (R0,52);

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pe|[s-@&E)F (

A
129 y=-.0,0005% + 0,0926x + 3,4063

o 2=
10 R2 = 0,6544
£

E 8 -

©

ERCE $
h 48

)

2 T T T 1
0 40 80 120 160
concentragdes de vitamina C na dieta (mg kY
B 12 - y = 1E05x - 0,003% + 0,2038x + 4,7413
R? =0,5236

o

£

g

©

S

=

|_

n

o

2 T 1

0 40 80 120 160
Concentracdes de vitamina C na dieta (mg kb

Fig. 4 -Efeito da vitamina C sobre a atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)
(valores médios + desvio padréao) no figadoAdeyanax aff. bimaculatualimentados
com dietas suplementadas com 0,0 nggkA) e 1000,0 mg & * (B) de 6leo de

orégano, submetidos ao desafio.
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Fig. 5 - Efeito da vitamina C sobre o malondialdeidoMDA (A), a proteina
carbonilada— PC (B) e a atividade das enzimas superéxido dismutase - SOD (C),
catalase- CAT (D) (valores médios * desvio padrao), no figddguvenis dé\styanax

aff. bimaculatusalimentados com dietas suplementadas com diferentes concentracdes
de vitamina C e 6leo de orégano, submetaindesafio pela exposi¢éo ao ar.
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Fig. 6 - Efeito da vitamina C sobre a glicose sanguinea (valores médios + desvio
padrédo) de juvenis déstyanax aff. bimaculatusimentados com dietas suplementadas
com diferentes concentragdes de vitamina C e 6leo de orégano, subaetigssfio.
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4. Discussao

A vitamina C e o orégano causaram reducdo dos danos oxidativos e aumento das
defesas antioxidantes nos peixes tanto antes quant@agpssicdo ao ar. Entretanto,
sé houve interacdo entre estes antioxidantes nos peixes expostos ao ar. Esse efeito,
provavelmente, ocorreu devido a maior formacédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) nessas condic¢des (Paital, 2013). Assim, a neutralizacdo das ROS foi mais efetiva
na presenca dos dois antioxidantes apenas quando os danos oxidativo foram Anaiores.
exposi¢do ao ar causa estresse oxidativo devido a falta de suprimento de oxigénio nas
branquias (Paital, 2013). Nessas condicfes, a resposta mais comum é o aumento da
atividade das enzimas antioxidantes, que pode ocorrer com 0 aumento da sintese,
ativacdo e/ou diminuicdo de sua degradacdo. Essa é uma estratégia fisiolégica que
prepara o animal contra o estresse oxidativo durante a reoxigenacao (Welker, Moreira,
Campos & Hermes-Lima, 2013), quando 0s peixes retornam para a agua e a ventilacdo
branquial é restabelecida.

A reducédo da concentracdo do MDA no figado e da atividade da SOD nas
branquias e da CAT no figado dos peixes, antes da exposicdo ao ar, ind@a que
vitamina C atuou contra a peroxidacao lipidica por meio da neutralizacdo de radicais
livres, como observado por Frei et al. (1989). Assim, quanto maior a concentracao de
vitamina C na dieta, maior a capacidade de neutralizagdo dos ROS e menor a
necessidade de ativacdo das enzimas antioxidantes. Dessa forma, a adequada
suplementacao de vitamina C em dietas para peixes pode reduzir o gasto energético com
a ativacdo e sintese de enzimas antioxidantes, e consequente economia de eamergia pa
outros processos fisioldgicos e para o crescimento.

Antes da exposicao ao ar, o orégano também apresentou efeito protetor contra o
estresse oxidativo pela diminuicdo de MDA no figado e proteinas carboniladas nas
branquias. Esse efeito deve ter ocorrido em funcédo da capacidade do orégano neutralizar
radicais livres (Cervato et al., 2000). Apesar de ser lipossoluvel, e, portanto, atuar,
principalmente, contra a peroxidacdo lipidica, o orégano também pode neutralizar
radicais livres presentes no citoplasma (Cervato et al., 2000) o que explica a reducéo das
proteinas carboniladas. Isso se deve, provavelmente, a sua capacidade de se ligar a
proteinas no citoplasma, como observado para a vitamina E no figado e no coragao de
coelho (Dutta-Roy et al., 1993). Aléem disso, 0 aumento na atividade da GST no figado
indica que o orégano também reduz ROS pela ativagdo dessa enzima. Apesar de néo

haver estudos que comprovam a estimulacdo do orégano sobre a atividade da GST,
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outros estudos demonstraram que o orégano ativa o fator de transcricdo génica Nrf2,
gue determina a expressao de enzimas antioxidantes como a Cu / Zn-superéxido
dismutase (SOD1) e g-glutamilcisteina ligase (GCLC, GLCM) (Zou, Wang, Peng &
Wei, 20163 O aumento da atividade de enzimas antioxidantes, com concomitante
reducdo da peroxidacédo lipidica, causados pelo orégano, também foi observado por
GUmus et al., (2017), o que é um indicio que o orégano modula a atividade dessas
enzimas de forma independente de sua acdo na neutralizagcdo de radicais livres.
Resultados semelhantes foram observados por Zou, Xiang, Wang, Wei & Peng (2016b),
com reducdo de TBARs e aumento da atividade da SOD e glutationa peroxidase (GPx)
em porcos apds o transporte, alimentados com dietas suplementadas com o6leo de
orégano.

Apds a exposicdo dos peixes ao ar, a vitamina C sO promoveu reducdo na
concentracdo de MDA nas branquias na presenca de orégano, o que indica efeito
sinérgico entre antioxidantes hidrossollveis e lipossollveis contra a peroxidacao
lipidica. A vitamina C, por ser hidrossoluvel, protege as membranas celulares,
neutralizando os radicais livres presentes no citoplasma, antes de iniciar a peroxidacao
(Frei et al., 1989). O orégano, por ser lipossoluvel, complementa a acédo da vitamina C,
neutralizando os radicais livres durante a fase de propagacdo em cadeia (Celvato et a
2000).

A reducdo da concentracdo do MDA e da proteina carbonilada no figado,
juntamente com a reducédo da atividade das enzimas SOD e CAT, apds exposi¢cao ao ar
indica que a vitamina C atuou contra a peroxidacao lipidica apenas por meio da
neutralizacéo de radicais livres (Frei et al., 1989). Entretanto, 0 aumento na atividade da
GST indica que a vitamina C também reduziu os danos oxidativos pela ativagio dess
enzima.

A reducdo da atividade da GST nos niveis mais altos de vitamina C, na auséncia
de orégano indica que essa foi capaz de neutralizar os radicais livres, sem a necessidad
de ativacdo dessa enzima. Nos niveis mais baixos de vitamina C, a redugcdo da
peroxidacdo lipidica e das proteinas carboniladas deve ter ocorrido tanto pela
neutralizacdo dos radicais livres como pela ativacdo da GST. Portanto, a concentracéo
de vitamina C influencia seus mecanismos de atuacdo, sendo, provaveamente
neutralizacdo dos ROS a principal forma de protecdo contra os danos oxidativos. Na
presenca de orégano, os efeitos da vitamina C sobre a atividade da GST foram
semelhantes aos observados na auséncia de orégano. Porém, nos niveis mais altos de

vitamina C a atividade da GST tende a aumentar, 0 que poderia indicar efeito pro-
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oxidante. Entretanto, os niveis de MDA e proteinas carboniladas ndo aumentaram,
indicando que n&o houve efeito pré-oxidante.

A exposicao aar em peixes desencadeia a liberacdo de cortisol pelo tecido
inter-renal e, consequentemente, desencadeia as respostas secundarias de estresse com
o0 aumento da glicose, do acido latico e alteragcbes na osmolaridade sanguinea (Lim &
Hur, 2018). A elevacdo do cortisol, também, causa aumento da taxa metabdlica, com
maior formacao de radicais livres durante a respiracao celular (Costantini et al., 2012).
Neste estudo, a vitamina C apresentou efeito redutor das respostas de estresse (reducaa
da glicose sanguinea) e protetor contra os danos oxidativos. Assim, a vitamina C deve
ter atuado tanto na reducéo da formacao de ROS, como pela sua neutralizagao.

A reducéo do MDA, SOD e CAT pela vitaminae@ reducédo d®C e aumento
da GST pelo orégano, nos peixes que nao foram expostos ao ar indica que esses
antioxidantes apresentaram efeitos complementares na prevencado dos danos oxidativos
que ocorrem durante os manejos de rotina na piscicultura, como biometrias,
classificagdes e transporte. Entretanto, em condi¢des de desafio por exposi¢cao ao ar,
suplementacdo conjunta de um antioxidante hidrossolavel (vitamina C) e um
lipossoluvel (6leo de orégano) foi mais eficiente na protecéo contra o estresse oxidativo,
do que o efeito de cada antioxidante isoladamente, o que indica efeito sinérgico.
Portanto, recomendamos a suplementacdo simultanea de 1&g devitamina C e

1000 mgkg*de 6leo de orégano na dieta.
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ANEXO 1: Certificado de aprovacao do projeto pela comissdo de ética no uso de animais
de producéo (CEUAP).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
CEUAP/UFV

Campus Universitario — Vicosa, MG — 36570-900 — Telefone:(31) 3899.3275 — e-mail: ceuap@ufv.br — site: www.ceuap.ufv.br

Vigosa, 28/04/2014
CERTIFICADO

A comissdo de ética no uso de animais de produgdo da universidade federal de
vigosa certifica que o processo n° 46/2014, intitulado “Vitamina C e dleo de
orégano em dietas para lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)”,
coordenado pelo prof(a). Jener Alexandre Sampaio Zuanon, esta de acordo com os
principios éticos da experimentagdo animal, estabelecido pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA e com a legislagdo vigente, tendo
sido aprovado por esta Comissdo em 22/Abr/2014.

CERTIFICATE

The ethic commission in use of production animals of universidade federal de
vigosa certifies that the process number 46/2014, named “Vitamin C and oregano
oil in diets for the yellow tail tetra (Astyanax altiparanae)”, coordinated by prof(a).
Jener Alexandre Sampaio Zuanon, is in agreement with the Ethical Principles for
Animal Research established by the National Council of Animal Experimentation
Control (CONCEA) and with actual Brazilian legislation, and was approved by this
commission on Apr, 22th, 2014,

Mario Luiz Chizzotti
Coordenador da CEUAP/UFV
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