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RESUMO

Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas ao uso de aditivos naturais
provenientes de extratos de plantas na alimentacdo de animais aquaticos. O alecrim
apresenta atividade antibacteriana, antitumoral, anti-inflamatoria, analgésica,
antioxidante, modulador do sistema enddcrino e metabolico. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar in vivo os efeitos da suplementacdo com extrato de alecrim sobre a
fisiologia e a composicdo corporal do camardo (Macrobrachium rosenbergii). Foi
realizada a suplementagdo na racdo com o0s seguintes grupos: TO, T1, T2 e T3, nas
concentracdes 0%, 2%, 5% e 15% de extrato de alecrim respectivamente, no periodo de
90 dias. Foram avaliados o0s seguintes parametros: metabdlicos Aspartato
aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), sistema antioxidante e dano
oxidativo (conteddo de glutationa reduzida, atividade das enzimas glutationa redutase e
glutationa S-transferase, e niveis de peroxidacdo lipidica e proteina carbonilada),
parametros zootécnicos (taxa de sobrevivéncia, ganho em peso, ganho em comprimento).
Foi realizada a caracterizacdo da racdo e a qualidade de dgua dos sistemas durante todo o
periodo experimental. Ainda, foi avaliado a composicdo centesimal da racdo e da carne
com os seguintes parametros: umidade, cinzas, contetdo de proteinas e lipideos. A partir
dos resultados obtidos, a suplementacdo de extrato de alecrim ndo influenciou os
pardmetros zootécnicos nem a sobrevivéncia dos animais. Sobre os pardmetros
metabolicos a enzima AST apresentou diferenca significativa (p<0,05) no tratamento T1
(2% de extrato de alecrim) em comparacdo com o controle TO. J& a ALT apresentou
aumento significativo da atividade em todos 0s grupos com extrato de alecrim. Ocorreu
reducdo dos niveis de glutationa reduzida com diferenca significativa para a concentracao
mais elevada de extrato (15%). Ainda, ocorreram aumentos significativos da atividade da
glutationa redutase para os grupos T2 (5%) e T3 (15%) e também aumento significativo
na atividade da glutationa S-transferase em todas as concentracfes de extrato de alecrim
testadas. A suplementacao aumentou significativamente os niveis de peroxidacéo lipidica
no tratamento T3 enquanto ndo foram observadas alteracBes nos niveis de proteina
carbonilada em nenhum dos grupos estudados. Em relagdo a composicao centesimal da
carne a suplementacdo promoveu alteracdes no contetdo de lipideos, com reducéo
significativa em todos os grupos experimentais quando comparado ao grupo controle. Os
resultados encontrados apés a adi¢do de extrato de alecrim na dieta e o tratamento in vivo
indicam um potencial pré-oxidante do extrato de alecrim considerando as alteragbes do
sistema de defesa antioxidante e de composicao corporal observados. A partir do exposto
torna-se necessario mais estudos com diferentes doses/periodos de suplementacdo em
camard@es para se determinar o real potencial antioxidante e/ou pré-oxidante do alecrim.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis. Macrobrachium rosenbergii. Antioxidantes.

Metabolismo. Composi¢ao centesimal.



ABSTRACT

Several researches have been developed and directed to the use of natural additives from
plant extracts in feeding aquatic animals. Rosemary presents antibacterial, antitumor,
anti-inflammatory, analgesic, antioxidant, endocrine and metabolic modulator activity.
The objective of the present work was to evaluate in vivo the effects of supplementation
with rosemary extract on the physiology and body composition of shrimp
(Macrobrachium rosenbergii). The supplementation was carried out in the diet with the
following groups: TO, T1, T2 and T3, in the concentrations of 0%, 2%, 5% and 15% of
rosemary extract, respectively, during a 90-day period. The following parameters were
evaluated: Aspartate aminotransferase (AST) and Alanine Aminotransferase (ALT)
activities, antioxidant system and oxidative damage (reduced glutathione content, activity
of glutathione reductase and glutathione S-transferase, and levels of lipid peroxidation
and carbonylated protein), zootechnical parameters (survival rate, weight gain, length
gain). The water quality of the systems was monitored during the whole experimental
period. Also, the centesimal composition of the feed and the shrimp meat was evaluated
with the following parameters: moisture, ashes, protein content and lipids. The
supplementation of rosemary extract did not influence the zootechnical parameters nor
the survival of the animals. On the metabolic parameters, the AST activity presented a
significant difference (p <0.05) in T1 treatment (2% of rosemary extract) compared to the
TO control. ALT activity showed significant increases in all groups with rosemary extract.
There was a reduction in reduced glutathione levels with a significant difference for the
highest concentration of extract (15%). Also, significant increases in the activity of
glutathione reductase to T2 (5%) and T3 (15%) groups were verified and also a significant
increase in glutathione S-transferase activity in all tested concentrations of rosemary
extract compared with the control group. Supplementation significantly increased lipid
peroxidation levels in T3 treatment whereas no changes in carbonylated protein levels
were observed in any of the groups studied. In relation to the centesimal composition of
the meat, supplementation promoted changes in lipid content, with a significant reduction
in all experimental groups when compared to the control group. The results found after
the addition of rosemary extract in the diet and in vivo treatment indicate a pro-oxidant
potential of the rosemary extract considering the changes of the antioxidant defense
system and body composition observed. From the above it is necessary to carry out further
studies with different doses / periods of supplementation in shrimp to determine the actual
antioxidant and / or pro-oxidant potential of rosemary.

Keywords: Rosmarinus officinalis. Macrobrachium rosenbergii. Antioxidants.
Metabolism. Centesimal composition.
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1. INTRODUCAO

A producdo mundial de pescado atingiu cerca de 171 milhdes de toneladas em
2016, das quais a aquicultura representou 47% do total. O consumo mundial de pescado
vem crescendo sendo que entre 1961 e 2016, 0 aumento anual médio do consumo mundial
de pescado foi de 3,2%, excedendo o crescimento populacional de 1,6%. Em termos per
capita, o consumo de pescado aumentou de 9,0 kg em 1961 para 20,2 kg em 2015. Na
producdo mundial de pescados a China se destaca, sendo previsto para 2030
aproximadamente 80 milhdes de toneladas para este pais, sendo que para o Brasil espera-
se 2 milhdes de toneladas. Dentro da aquicultura, a carcinicultura é considerada uma das
principais atividades devido ao elevado valor econdmico do produto. A maior producao

é registrada nos paises da América Latina e Leste e Sudeste da Asia (FAO, 2018).

Considerando a carcinicultura de agua doce, o género Macrobrachium possui
mais de 120 espécies e esta presente nas regides tropicais e subtropicais de todo 0 mundo.
Algumas delas sdo exploradas pela pesca e usadas na aquicultura e grande parte da
carcinicultura desse género esta focada na espécie Macrobrachium rosenbergii, originaria
do oeste do indo-pacifico (TOYAMA, 2013). No Brasil a espécie Macrobrachium
rosenbergii se destaca na escala comercial, pois apresenta como vantagens para o cultivo
a grande rusticidade, precocidade e fecundidade, tolerancia a diferentes taxas de
salinidade e temperatura e resisténcia a doencas além do fato de ndo ser agressivo e a

qualidade da carne é considerada superior a carne do camardao marinho.

Durante o cultivo, a condicdo metabodlica e nutricional dos camardes exerce um
fator especialmente importante na resposta de desempenho, uma vez que O0S
requerimentos nutricionais se modificam ao longo das diferentes fases de
desenvolvimento do animal (NUNES; SA, 2010). Além disso, a manutencdo da
homeostase corporal é essencial para uma maior resisténcia as condi¢des de cultivo e
maior produtividade. Ainda existem poucos estudos sobre as necessidades energéticas e
nutricionais dos camardes de agua doce, mas sabe-se que proteinas, carboidratos e
lipideos s&o essenciais para o funcionamento adequado das fungdes fisiologicas e
metabolicas dos animais (BOELTER, 2010).
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Levando isso em consideracdo, vem crescendo 0 interesse na busca por
alternativas que possam ser adicionadas & dieta na tentativa de melhorar o status
metabdlico e de homeostasia corporal, favorecendo assim o crescimento e a obtengéo de
maior numero de animais bem como melhor qualidade em termos de composicdo
corporal. Neste sentido, aditivos que influenciem os sistemas de homeostasia corporal,
como por exemplo o sistema antioxidante apresenta grande potencial de pesquisa. O
sistema de defesa antioxidante nos organismos vivos pode ser dividido em dois tipos, um
representado por enzimas (sistema enzimatico) e o outro por moléculas de baixo peso
molecular (sistema ndo enzimatico) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Ambos os
sistemas atuam em conjunto a fim de evitar a formac&o de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e/ou de nitrogénio (ERNS), neutralizar estas espécies reativas e/ou reparar 0s
danos ocasionados por elas (LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015). Quando ocorre um desequilibrio entre a formacdo das espécies
reativas e a acdo do sistema de defesa instala-se a condicao de estresse oxidativo, na qual
ocorrem danos as proteinas, lipideos e DNA acarretando em alteraces no funcionamento
das células e consequentemente do organismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Atualmente € crescente o interesse sobre o potencial de substancias oriundas de
plantas como aditivos alimentares para organismos aquaticos ndo sé pelas atividades
bioldgicas exercidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas
também pelo imenso potencial de atividade farmacoldgica que possuem (SIMOES et al.,
2007).

O alecrim (Rosmarinus officinalis) apresenta grande variedade de compostos
sendo predominantes em extratos os compostos fendlicos, di e triterpenos e Oleos
essenciais. Entre as atividades biologicas descritas para o alecrim destacam-se
antibacteriana, antitumoral, anti-inflamatdria, analgésica, antioxidante, moduladora do
sistema enddcrino e metabdlico, antidiabética e moduladora do sistema nervoso central
(ANDRADE et al., 2018). Apesar dos beneficios comprovados existem poucos relatos na
literatura sobre o uso do extrato de alecrim em organismos aquaticos como peixes em
termos metabolicos e fisiologicos (YILMAZ et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2015),

enquanto em crustaceos ndo ha relatos na literatura cientifica. Os trabalhos disponiveis
15



abordam a acdo do extrato de alecrim em mamiferos onde foram observados efeitos
moduladores do metabolismo como atividade antidiabética, hepatoprotetora e
antiadipogénica (AL-JAMAL; ALQADI, 2011; CUI et al., 2012; GAYA et al., 2013;
HERNANDEZ et al., 2015).

Tendo em vista o potencial do extrato de alecrim como modulador metabdlico, o
uso desta planta como suplemento na racao do camaréo de 4gua doce pode contribuir para
a melhorar a condicdo fisiologica e metabolica dos animais durante o cultivo, melhorando
a resisténcia dos animais a condicdes estressantes, acelerando o desenvolvimento e

contribuindo para melhora da composi¢éo corporal e qualidade da carne p6s-despesca.

1.1.  Objetivo Geral

Avaliar in vivo os efeitos da suplementacdo com extrato de alecrim sobre a

fisiologia e a composicéo corporal do camardo Macrobrachium rosenbergii.

1.2.  Objetivos Especificos

1. Avaliar a composicdo centesimal da racdo suplementada com diferentes
concentragdes de extrato de alecrim.

2. Auvaliar a influéncia do extrato de alecrim na sobrevivéncia dos animais, bem
como no crescimento durante o periodo de suplementacéo.

3. Estudar o efeito da suplementacdo da racdo com extrato de alecrim sobre o status
antioxidante do camaréo M. rosenbergii.

4. Avaliar os efeitos do tratamento com extrato de alecrim sobre a composicao

centesimal da carne do camardo M. rosenbergii.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Camarao Macrobrachium rosenbergii

Os camardes do género Macrobrachium sdo os maiores da familia Palaemonidae,
podendo atingir 32 cm e pesar 500 g. Esse género possui mais de 120 espécies e ocorre
nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Além disso algumas das espécies
do género sdo exploradas pela pesca e usadas na aquicultura. Grande parte da
carcinicultura desse género estd focada na espécie Macrobrachium rosenbergii
(TOYAMA, 2013) sendo que esta foi uma das primeiras espécies dulcicolas a se tornar
cientificamente conhecida (VALENTI, 2002; NEW et al., 2010).

A espécie M. rosenbergii é bentbnica, de 4gua doce, que habita os fundos de rios,
lagos, reservatorios e estuarios. A temperatura ideal para a espécie € em torno de 28 a 30
°C, sendo que temperaturas abaixo de 15 °C s&o letais. Na natureza apresenta dieta
onivora, alimentando-se de vermes, moluscos, larvas, insetos aquaticos, algas, plantas
aquaticas, folhas, sementes e frutas sendo que a falta de alimento pode levar ao
canibalismo (HELDT et al., 2012).

A entrada do M. rosenbergii no Brasil se deu em 1977, mas o cultivo com fins
comerciais sé se iniciou em meados da década de 80 e, a partir desta data, foi disseminado
para quase todos os estados brasileiros (HELDT et al., 2012). A criacdo de camardes de
agua doce é relativamente mais simples do que a carcinicultura marinha, sendo realizada
em propriedades de pequeno, médio e grande porte. A produtividade varia conforme o
sistema de cultivo empregado e as condi¢des climaticas. A producdo estd bem
desenvolvida e o camardo atinge bons precos nos mercados nacionais e internacionais
devido ao tamanho e sabor da carne. As instalagdes necessarias para a criagdo causam
menor impacto ambiental quando comparadas ao camardo marinho, que utiliza area de
mangues para a construcdo de viveiros de cultivo (NEW; VALENTI, 2000). Além disso,
0 crustdceo pode ser cultivado em associacdo com espécies de peixes dulcicolas,
diversificando a fonte de renda e aumentando a rentabilidade da producdo (VALENTI,
2001).
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Basicamente o cultivo de camardes de dgua doce envolve trés fases distintas:
larvicultura, bercério e crescimento final (que também é chamada de engorda). A
larvicultura compreende o periodo de desenvolvimento das larvas até completarem a
metamorfose e chegarem a fase de pods-larvas (PL). Na fase de bercario, as PL sdo
estocadas em tanques ou viveiros por 15 a 60 dias, quando atingem o estagio de juvenil.
No crescimento final, os juvenis sdo estocados em viveiros de dgua doce com fundo de
terra até atingirem o tamanho adequado para sua comercializacdo (VALENT]I, 2002a).
Ainda, o periodo de cultivo, dependendo das condi¢Bes climaticas e nutricionais
oferecidas, tem duracéo de 4 a 6 meses, permitindo duas producdes ao ano, conforme a

regiéo.

Sobre a morfologia dos camardes, eles apresentam um corpo dividido em duas
porcdes distintas: cefalotdrax e abdémen, como mostra a Figura 1. Praticamente todos 0s
o6rgdos vitais do camardo situam-se no cefalotdrax, onde o sistema digestivo é formado
pela boca, es6fago, estbmago e intestino (BROWN et al., 2010). O processo digestivo
consiste da captura do alimento e trituracdo do mesmo no estdmago. Apdés, o alimento é
filtrado e no hepatopancreas ocorre a digestdo de proteinas, gorduras e carboidratos. A
absorcdo dos alimentos ocorre no proprio hepatopancreas e no intestino médio (PICOLO,
2013).

No trato digestivo esta localizado o maior 6rgdo do animal, o hepatopancreas, que
apresenta funcbes vitais, envolvido em diversas atividades metabdlicas (GIBSON;
BARKER, 1979). Este 6rgdo est4 envolvido na manutencdo do balanco de sais e ions,
metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos, remocdo de corpos estranhos do
sistema vascular, destoxificacdo de metais e outras substancias organicas, secreta enzimas
digestivas que sdo derramadas no estdbmago, armazena substancias Uteis e controla a
composic¢do bioquimica corporal (ICELY; NOTT, 1992; GIBSON; BARKER, 1979).
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Figura 1- Descricdo morfologica de M. Rosenbergii. Fonte: HELDT et al., 2012.

O abdémen é recoberto por uma placa transversal dorsal denominada tergo e uma
ventral chamada externo, ligadas em ambos os lados por duas placas laterais denominadas
pleuras. As pleuras nas fémeas se prolongam para baixo, cobrindo parcialmente as
extremidades e formando a cdmara incubadora abdominal, onde s&o depositados 0s ovos
durante o desenvolvimento embrionério. Possui também seis pares de apéndices
abdominais, sendo o primeiro ao quinto denominados pledpodos e o sexto urépodos que
juntamente com o télson formam um leque caudal, que auxilia no rapido deslocamento
do animal (HELDT et al., 2012).

A carne do camardo € excelente fonte de proteinas, acidos graxos insaturados
como eicosapentaendico (20:5n-3 EPA) e docosahexaenoico (22:6n-3, DHA). E também
fonte de minerais como magnésio, calcio e ferro. Outros compostos encontrados na carne

sdo os pigmentos carotendides, destacando-se a concentragdo de astaxantina e seus
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ésteres, responsaveis pela cor rosada (SEABRA, 2004). A composi¢do centesimal do
camardo de &4gua doce M. rosenbergii é de aproximadamente 76,2% de umidade, 20,7%
de proteina, 0,7% de lipidios e 1,2% de cinzas. Além disso, 0 M. rosenbergii apresenta
em média um total de 40 &cidos graxos, destacando-se o palmitico-16:0 (18,2%), EPA
(13,9%), oléico-18:1n-9 (9,4%), linolénico-20:3n-3 (9,5%) e DHA (6,5%) (FURUYA et
al., 2006). Além disso, quando comparado com o camardo marinho, o camardo de dgua
doce apresenta maiores concentracdes de lipideos (3,18% versus 1,33%), triglicerideos
(730 versus 213 mg/g de gordura) e acidos graxos poli-insaturados (16,2% versus 2,9%)
(NEW et al., 2010). Ainda, alguns autores relataram que o camardo M. rosenbergii
apresenta teores de colesterol e iodo menores que o camardo marinho, variando de 0,71 a
0,98 mg/g em comparacao com 1,25 mg/g para o camardo marinho, enquanto os valores
de iodo foram de 0,14 mg/kg para camarao de agua doce em comparacdo com 0,80 mg/kg
para camardo marinho (D'ABRAMO et al.; 1993; SILVA et al.;1989; BRAGAGNOLO;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

2.2. Metabolismo dos camardes

A compreensdo do metabolismo destes animais é importante para os estudos de
criagcdo de camardes. O metabolismo consiste de um conjunto de atividades celulares
altamente coordenadas, envolvendo muitos sistemas multienzimaticos (vias metabdlicas)
que cooperam entre si para obter energia degradando nutrientes energeticamente ricos
obtidos do meio ambiente e também convertendo as moléculas dos nutrientes em
moléculas com caracteristicas proprias de cada célula, sendo definido como a soma de
todas as transformacdes quimicas que ocorrem (NELSON; COX, 2014). Pode-se dividir
0 metabolismo em duas partes: o catabolismo e o anabolismo. O catabolismo ¢ a fase de
degradacdo na qual moléculas organicas (carboidratos, proteinas e gorduras) sao
convertidas em produtos finais menores e mais simples (&cido lactico, CO2e NHz) e onde
ha producdo de energia. E 0 anabolismo, também chamado de biossintese, consiste na
transformacdo de precursores pequenos e simples em moléculas maiores e mais
complexas, incluindo lipideos, polissacarideos, proteinas e &cidos nucleicos, necessitando

de fornecimento de energia (NELSON; COX, 2014).
20



Os camardes podem utilizar tanto proteinas como carboidratos e lipidios para
obter a energia necesséria para seus processos fisiologicos. Uma dieta alimentar é
considerada 6tima quando tem seus teores de proteinas, de lipidios e de carboidratos
balanceados atendendo de forma homogénea as necessidades do animal (BOELTER,
2010).

As proteinas sdo nutrientes muito importantes na dieta, pois sdo responsaveis pelo
crescimento, pela formacgéo de enzimas, horménios, entre outras fungdes. De uma forma
geral, os animais aquaticos possuem necessidades proteicas mais elevadas do que outros
animais (LEMOS et al., 2000). Camardes tem indices de crescimento satisfatorios com
racBes contendo entre 25 e 60% de proteinas, variando em cada fase da vida (CUZON et
al., 2004). Os niveis dependem da espécie do animal, estado fisiol6gico, tamanho, habitos
alimentares, da natureza das proteinas utilizadas, do sistema de cultivo, temperatura e
salinidade da agua (NUNES; SA, 2010). O alimento aquatico geralmente é escasso em
carboidratos e abundante em lipidios e proteinas o que provavelmente é o fator
responsavel pela tendéncia dos organismos aquaticos em usarem proteina como fonte de
energia (BOELTER, 2010).

O metabolismo proteico possui trés fontes de aminoécidos (aa) sendo elas, a via
dietética, a quebra de proteina corporal e a biossintese de aa ndo essenciais. A composi¢do
de aa livres varia de acordo com a composicdo proteica da alimentacdo e o padrdo da
composicao de aa presentes no sangue e nos tecidos dos camardes varia de acordo com o
periodo com alimentacdo e em jejum (JURS, BASTROP, 1995). Apds o transporte 0s aa
sdo metabolizados ou usados para sintese de proteinas ou compostos nitrogenados. As
duas principais reacdes no metabolismo dos aa sdo a transaminacdo que é uma reagdo
caracterizada pela transferéncia de um grupo amino de um aminoéacido para um cetoacido,
e a desaminacdo oxidativa que é o processo pelo qual o aminoécido libera o seu grupo
amino na forma de aménia e se transforma em um cetoacido (Figura 2). Estas reagdes sdo
catalisadas pelas enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e glutamato desidrogenase (CAMPBELL, 2015). Todas as aminotransferases
necessitam de pirodoxal-fosfato (PLP) como cofator (NELSON; COX, 2014).
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Figura 2 - Metabolismo de amino&cidos: Reagdo de transaminacéo e desaminagdo oxidativa.
Fonte: Nelson; Cox, 2014.

Estas enzimas, em especial a ALT e AST, desempenham papel essencial atuando
na sintese e degradacdo de aminoacidos. Ambas apresentam ampla distribuicdo tecidual,
sendo a ALT encontrada em maiores concentracfes no citosol das células hepaticas, em
concentracdo moderada nos rins e em menores quantidades no coragdo e nos musculos
esqueléticos. Por outro lado a AST estéa presente no citosol e mitocéndrias das células,
estando em concentragbes mais altas no musculo cardiaco, no figado, musculos
esqueléticos e em menor concentracdo nos rins e pancreas (GONZALES; SILVA, 2006;
NELSON; COX, 2014).

Para que as células possam aproveitar da melhor maneira possivel os nutrientes e
isso seja refletido no desenvolvimento do organismo, a manutencdo da homeostasia
corporal é extremamente importante. Quando se considera o metabolismo aerdbico,
diversas rotas metabdlicas podem servir como geradoras de moléculas potencialmente
prejudiciais ao funcionamento das células, as conhecidas espécies reativas e radicais
livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Define-se como espécie reativa toda
molécula altamente reativa, com elétrons desemparelhados (radical livre) ou néo, que

apresenta elevada instabilidade. Como exemplo de espécies reativas tem-se as derivadas
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de oxigénio (EROs) como o anion superoxido (O2"), radical hidroxil (OH"), peroxido de
hidrogénio (H203), radicais hidroperoxil (HOO"), peroxil (ROO"), alcoxil (RO"), oxigénio
singleto, bem como espécies reativas derivadas de nitrogénio como o 6xido nitrico (NO)
e o peroxinitrito (ONOQO) (LEE; LEE, 2006; TUDEK et al., 2010; ZIECH et al. 2011).

As reacgdes que produzem esses intermediarios podem ocorrer em qualquer local
da célula, tendo nas mitocondrias um dos locais mais importantes de geracdo de espécies
reativas de oxigénio em funcdo da cadeia respiratdria. O processo de formacao de EROs
na mitocéndria consiste principalmente da reducdo incompleta da molécula de oxigénio.
A entrada de quatro elétrons na molécula de oxigénio promove o aparecimento de duas
moléculas de 4gua, porém a entrada de um nimero menor de elétrons gera reducéo parcial
do oxigénio, dando origem a moléculas instaveis como o perdxido de hidrogénio (H202),
o radical superoxido (O2™) e o radical hidroxil (OH") (ROVER JUNIOR, et al., 2001).

Como sdo moléculas altamente instaveis, estas espécies reativas doam ou recebem
elétrons de outras moléculas na tentativa de se estabilizarem. Os alvos para transferéncia
ou retirada de elétrons consistem basicamente de lipideos de membrana, do DNA e das
proteinas (ROVER JUNIOR et al., 2001) o que acarreta em danos estruturais
significativos nestas moléculas e consequentemente alteracGes em seu funcionamento
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Para proteger as células dos danos provocados pelas espécies reativas, 0S
organismos dispdem de um complexo sistema de defesa. Para que seja possivel a
manutencdo do equilibrio metabdlico o sistema de defesa antioxidante age neutralizando
as espécies reativas. No entanto, quando ocorre um desequilibrio entre a formacéao e a
remocdo dos radicais livres no organismo, seja pela diminuicdo dos antioxidantes
enddgenos ou do aumento da geracdo de espécies oxidantes, € estabelecida a condi¢do
chamada de estresse oxidativo, um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de
lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares (GUTTERIDGE, 1993;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
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2.3. Sistema de defesa antioxidante

As defesas antioxidantes dos organismos podem ser divididas em dois grupos,
enzimaticas e ndo enzimaticas. O sistema enzimatico envolve as enzimas do ciclo redox
da glutationa, a glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa s-
transferase (GST) (BARREIROS et al., 2006). Além destas, a superdxido dismutase
(SOD), que catalisa a dismutacdo do radical anion superéxido (O2¢") convertendo-0 em
oxigénio e peroxido de hidrogénio e a catalase (CAT) que atua na dismutagéo do perdxido
de hidrogénio em oxigénio e agua constituem as principais enzimas antioxidantes dos
sistemas biolégicos (BABIOR, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Ja o sistema ndo enzimatico é constituido por moléculas endogenas e exdgenas,
naturais ou sintéticas, que protegem alvos biolégicos da oxidagdo por apresentarem uma
das trés propriedades: supressdo da formagéo de radicais livres, eliminacdo de radicais
livres ou ainda desativacdo, formando um produto estavel e participacdo em processos de
reparo (RIBEIRO et al., 2005). Entre os antioxidantes ndo enzimaticos mais conhecidos
destacam-se a glutationa, as vitaminas E (a-tocoferol) e C (acido L-ascorbico). Dentre
estes, destaca-se a glutationa, que é um tripeptideo formado por acido y-glutamico,
cisteina e glicina (GSH), e desempenha vaérias funcdes: quelante de radicais livres,
reagindo diretamente com estes ou indiretamente como cofator de enzimas antioxidantes
como a glutationa peroxidase (GPx) ou ainda como doadora de elétrons para
neutralizacdo de espécies reativas ou atuacdo no processo de biotransformacdo de
xenobioticos por conjugacdo via GST (figura 3) (PASTORE et al., 2003). No processo
de neutralizacdo de espécies reativas, como por exemplo do peréxido de hidrogénio, a
glutationa (GSH) transfere elétrons ao H.0> formando glutationa oxidada (GSSG) e agua,
reacdo catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GPx) (APEL; HIRT, 2004,
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; TEKMAN et al., 2008). Com a finalidade de
manter o status redox da GSH, a glutationa redutase utiliza uma molécula de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) como fonte de elétrons e protons para
reduzir a GSSG gerada, e dessa forma regenerar a GSH intracelular (CAROCHO;
FERREIRA, 2013).
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A vitamina E é uma molécula lipossoluvel e tende a se concentrar no interior das
membranas, agindo sinergicamente com o ascorbato (MEISTER; ANDERSON, 1983). E
um potente removedor de radicais peroxila e provavelmente, 0 mais importante inibidor
da reacdo em cadeia da lipoperoxidacéo (retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos
graxos polinsaturados de membrana). A vitamina C é considerada o mais potente
antioxidante hidrossoltvel ja que é um potente agente redutor, capaz de reduzir a maioria
das EROs/ERNs como por exemplo, radical superoxido, peréxido de hidrogénio, radical
hidroxila e oxigénio singleto, e também regeneradora de vitamina E. Como €
hidrossoltvel possui maior acdo no citosol das células e no plasma sanguineo enquanto a
vitamina E tem acdo maior em membranas celulares por ser lipossolivel (RIBEIRO et
al., 2005).

As espécies reativas produzidas nas células ndo provocam apenas prejuizos ao
organismo, mas também a inddstria alimenticia, por meio da peroxidacéo lipidica, a qual
promove alteracdes indesejaveis no sabor e odor do produto, além de originar produtos
potencialmente tdxicos (LIN e LIANG, 2002). Os antioxidantes sdo Uteis em retardar a

peroxidacao lipidica e seus produtos secundarios. Com isso mantém o sabor, a textura e,
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em alguns casos, a cor do produto durante seu periodo de estocagem
(SAMARANAYAKA,; LI-CHAN, 2011). Ainda, antioxidantes reduzem a oxidagdo das
proteinas, bem como a sua intera¢do com grupos carbonil, responsaveis por alteracdes na
funcionalidade das mesmas (ELIAS et al., 2008).

Atualmente apresenta-se uma demanda por novas formas de manejo que possam
trazer resultados positivos nas condigdes metabolica e fisioldgicas dos animais durante o
ciclo produtivo refletindo em maiores indices de crescimento e sobrevivéncia. Diante
disto, a manipulacdo da dieta com a adicéo de aditivos que possam estimular a atividade
metabdlica em geral e também melhorar o status antioxidante dos animais sao de especial
interesse (YOUSEFI et al., 2019).

E grande o interesse sobre o potencial de substancias oriundas de plantas como
suplementos alimentares para organismos aquaticos. As fontes vegetais, em especial as
plantas, sdo ricas em substancias conhecidas como metabolitos secundarios que
desempenham diversas funcdes nos organismos vegetais como por exemplo a defesa e
protecdo da planta contra agentes agressores, atracdo de polinizadores, alelopatia dentre
outras. Assim, despertam grande interesse, ndo sO pelas atividades bioldgicas exercidas
nas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pelo imenso

potencial de atividade farmacoldgica que possuem (SIMOES et al., 2007).

Os compostos antioxidantes naturais séo isolados de diferentes partes de plantas
tais como sementes, frutas, folhas e raizes, sendo componentes naturalmente presentes
nos alimentos como flavonoides, precursores de lignanos, acidos fendlicos, terpenos,
tocoferdis e fosfolipideos. Os compostos fendlicos sdéo um dos maiores grupos de
componentes dietéticos que estdo associados com a inibicdo da oxidacdo em alimentos e
em sistemas bioldgicos, sendo substancias bioativas que ocorrem largamente em
alimentos de origem vegetal e muitos deles sdo boas fontes de antioxidantes naturais
(SCHIRCH; MANCINI-FILHO, 2000).
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2.4. Alecrim

Pertencente a familia Lamiaceae, o alecrim (Rosmarinus officinalis), também
conhecido como alecrim-da-horta, alecrim-de-jardim, alecrim-de-cheiro, alecrim-
rosmarinho, uma planta originaria do Sul da Europa e do Norte da Africa. Trata-se de um
arbusto de pequeno porte, ramificado, possui hastes lenhosas e sempre verde, folhas
pequenas, finas e de sabor picante (Figura 4) (MAY et al., 2010). E uma planta utilizada
para fins culinarios, medicinais e aromaticos, exalando forte aroma (MARTINS et al.,
1998).

Figura 4 - Alecrim (Rosmarinus officinalis). Fonte: http://perdido.co/2014/03/herbarium-
alecrim/

O alecrim tem sido amplamente utilizado pela industria alimenticia e farmacéutica
devido as suas propriedades aromaticas, antioxidante, antimicrobiana e antitumoral. A
atividade antioxidante do alecrim € atribuida a um grande numero de compostos
fendlicos, sendo os trés principais grupos encontrados na planta os diterpenos,
flavonoides e acidos fenolicos. Destes, 0 acido carnésico, o carnosol, os diterpenos e o
acido rosmarinico sdo os principais compostos antioxidantes presentes (CUVELIER et
al., 2000, DOOLAEGE et al.,, 2012; HAAK et al., 2009). Esse efeito se deve
principalmente a capacidade dos constituintes fendlicos de doar hidrogénio para os
radicais livres, formando radicais estaveis, e também em parte a capacidade de sequestrar
radicais superédxido (O2™) (ALMEIDA-DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000).
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Em estudo realizado por Schirch; Mancini-Filho (2000) foi avaliado a atividade
antioxidante de diferentes métodos de extracdo do alecrim em sistema in vitro p-
caroteno/acido linoléico sendo verificado que o extrato alcodlico apresentou melhor
atividade antioxidante em relacdo ao etéreo e ao aquoso comum, com média de 73,15%
de protegdo em 100% de oxidagdo do B-caroteno. Esses autores também demonstraram
que os compostos fenolicos da fracdo sollvel apresentaram um efeito antioxidante de
92,2% em uma concentracdo de 20 ulL/mL, sendo superior ao BHT, que com o mesmo
volume apresentou 60,2% de protecdo. Além disso, Del Bafio et al. (2003) verificaram
alta correlagdo (r?> > 0,96) entre fatores de protecio e a quantidade de diterpenos fendlicos
no extrato de alecrim em po, tanto em sistema aquoso como lipidico, especialmente
devido ao acido carnésico e o carnosol, sendo responsaveis pela alta atividade
antioxidante do extrato de alecrim.

Em termos de estudos in vivo, Aiura (2007) avaliou adicdo de 0,14% de extrato
de alecrim na racdo de Tilapias do Nilo e demonstrou que a adi¢cdo promoveu um menor
teor de lipideos (1,52%) nos filés em relagdo aos sem extrato (1,77%) e também melhorou
a protecao contra a oxidacdo. Além disso, a suplementacdo de tilapias com alecrim na
concentracdo de 1% aumentou o ganho de peso e a taxa de crescimento dos animais em
comparagdo com o grupo controle (HASSAN et al., 2018). J& os estudos de Yousefi et
al., (2019) com o po6 de folhas de alecrim na dieta em alevinos de carpa comum (Cyprinus
carpio) demonstrou um aumento de crescimento e da atividade das enzimas catalase e
superéxido dismutase apds o periodo de suplementacdo. No entanto, no mesmo
experimento ndo foram observadas alteragdes de composic¢ao corporal/ centesimal dos

animais.

3. METODOLOGIA
3.1.  Local, Instalacbes e qualidade de agua

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratérios da Universidade Federal da
Fronteira Sul - UFFS, campus Laranjeiras do Sul, PR. Os camardes de agua doce M.

rosenbergii utilizados durante a execugdo do presente trabalho foram provenientes da
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unidade amostral de carcinicultura de agua doce em estufa agricola da UFFS campus

Laranjeiras do Sul.

A fim de garantir a qualidade dos sistemas, foram utilizados sistemas fechados de
recirculagdo de agua, com biofiltros em fluxo continuo, utilizando bomba com capacidade
de vazdo média de 200 L/h.

Para a realizacéo do experimento foram utilizados dois sistemas de circulacdo. No
primeiro sistema, os biofiltros foram montados em caixas d dgua com capacidade para
150 L. No interior dos biofiltros foram inseridas pedras britadas e particulas/pedagos de
tubulaces de eletrodutos, cortados de maneira homogénea, com dimensdes de 2 cm. Os
biofiltros ainda contaram com aeracdo continua e aquecedor com termostato, visando a
manutencdo de boas taxas de oxigénio dissolvido (OD) e temperatura da 4gua constante.
Fizeram parte da estrutura do experimento 16 aquarios com capacidade para 50 L cada.
Neste primeiro sistema, os animais foram mantidos por 45 dias no laboratério de
Patologia como mostra a Figura 5 e posteriormente transferidos para o segundo sistema
montado de maneira idéntica ao primeiro s6 que utilizando caixas d’agua de 150 L na
estufa agricola do campus a fim de melhorar o crescimentos dos animais (Figura 6).
Diariamente foram registrados a temperatura e oxigénio dissolvido (OD), através de um
medidor devidamente calibrado sempre antes usar. Quinzenalmente foram mensurados
0s parametros de amonia, nitrato e nitrito atraves do kit INDOTEST Alfakit, com leitura

em 630 nm.

A alcalinidade da agua dos dois sistemas de cultivo foi determinada por titulacéo
acido base, usando o acido cloridrico 0,05M como titulante, carbonato de sddio 0,1M, e
o alaranjado de metila como indicador segundo metodologia do Standart of Methods for
the Examination of Water and Wasterwater (APHA,1995). Para a determinacdo da dureza
da agua dos mesmos sistemas de cultivo, foi utilizado o método de APHA (1995) com
uma solucdo padronizada de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 0,01M como
titulante, a solugdo tampdo hidréxido de aménio pH 10 e negro de eriocromo T como
indicador. O pH também foi determinado através do pHmetro devidamente calibrado
com as solugOes tampdes.
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Figura 5 - Sistema de cultivo montado no laboratério de Patologia no campus de Laranjeiras do
Sul na Universidade Federal da Fronteira Sul. Fonte: Registrado pela autora, 2019.

Figura 6 - Sistema de cultivo montado na estufa agricola no campus de Laranjeiras do Sul na
Universidade Federal da Fronteira Sul. Fonte: Registrado pela autora, 2019.

3.2.  Obtencéao do extrato de alecrim

Para o preparo do extrato de alecrim, foi adquirido o alecrim verde seco em pé da

empresa Flora Ervas Comercial LTDA (S&o José dos Pinhais/Parand). A partir do po seco
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do alecrim foi realizada extracdo por agitacdo magnética, por 12 a 15 horas, utilizando
como solvente etanol 70%, razéo planta:solvente de 1:10 (p/v). A solugéo extrativa obtida
foi filtrada através da bomba de vacuo com filtro de papel (200 mm), o solvente removido
em rota-evaporador a 35 °C, até obter o extrato seco seguindo a metodologia adaptada de
Gandra et al., (2013).

3.3.  Preparo e Caracterizagdo da ragao

Foi realizado a adicdo do extrato de alecrim atraves da incorporacao na racgao, nas
concentracdes de 2%, 5% e 15%. Para isso, a racdo comercial da marca Biobase com 40%
de proteina, para camardes na fase pré-juvenil, foi moida e o extrato em p6 foi adicionado.
Na sequéncia, a ragdo foi novamente peletizada e seca em estufa. A caracterizagdo da
racdo foi realizada através da analise de umidade, atividade de agua, cinzas, conteido de

proteina, contetdo de lipideos, carboidratos totais e teor de compostos fenolicos.

3.3.1. Umidade e Atividade de 4gua

Para estas analises as amostras de racdo TO (sem adicdo de extrato), T1 (2% de
extrato de alecrim), T2 (5% de extrato de alecrim) e T3 (15% de extrato de alecrim) foram
trituradas e posteriormente pesadas em triplicatas. A atividade de agua (aw) foi realizada
em triplicata para todos os tratamentos, sendo determinada segundo metodologia descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Para umidade foi utilizado o método baseado na
evaporacdo da agua presente no alimento de acordo com Association of Official
Analytical Chemists - AOAC (1995). Os cadinhos de porcelana foram previamente
deixados em estufa a 105 °C por 2 horas, apés esse periodo foram resfriados em
dessecador por 30 minutos. Apos, foi realizada a pesagem dos cadinhos que foram
manipulados com auxilio de pingas para evitar contato com as méos devido a passar
gordura e umidade para 0s mesmos. Apos serem pesados, foi adicionado a amostra aos
cadinhos, anotando-se o0 peso até a quarta casa decimal. As amostras foram secas em

estufa a 105 °C durante 24 horas, deixando esfriar em dessecador por 30 minutos e depois
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foi realizada a pesagem da amostra seca. Foram realizados os calculos para os teores de

umidade e os valores foram expressos em porcentagem (%).

3.3.2. Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo da matéria organica, de acordo
com AOAC (1995). Primeiramente os cadinhos de porcelana vazios foram colocados na
estufa a 105 °C durante 3 horas, para eliminacdo total da umidade, ap6s foram deixados
no dessecador por 30 minutos para posteriormente serem pesados. Foi adicionado em
cada cadinho 3 gramas de amostra de racdo triturada e levados para a mufla a 550 °C
durante 12 horas, apoés a retirada foram deixados no dessecador e depois pesados. Foram
realizados os calculos para os teores de cinzas e os valores foram expressos em

porcentagem (%).

3.3.3. Conteldo de Proteina

Foi utilizado o método de Micro Kjeldahl para determinar o nitrogénio total,
através da conversdo em proteina pelo fator de conversdo 6,25, que é utilizado para
alimentos em geral (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Inicialmente foi pesado 0,2 g
da amostra triturada de racéo e adicionada ao baldo de Kjeldahl com 1,5 g de mistura
catalitica de sulfato de cobre e sulfato de potassio (1:3) e 7 mL de acido sulfarico
concentrado, levando o baldo ao conjunto digestor, onde a temperatura foi lentamente
aumentada em intervalos de 50 °C a cada 15 min até 350 °C. A digestdo ficou completa
quando a solucédo ficou clara (verde claro) quase transparente (em torno de 4 horas).
Depois o tubo macro Kjeldahl foi conectado no conjunto de destilacdo, a temperatura do
destilador foi aumentada vagarosamente e também foi adicionado aos poucos a solucédo
de hidroxido de sodio a 40% até a solucgdo do tubo tornar-se escura (marrom “barro”). Na
saida do condensador foi deixado um erlenmeyer com 25 mL de solugédo de acido borico
(2%) com 3 gotas de indicador misto, onde foi coletado um volume de destilado de cerca

de 50 mL. Por fim, o Erlenmeyer com o destilado foi usado para a titulagdo com solugéo
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de HCI (0,1M) até a viragem, realizando o branco nas mesmas condi¢fes. A partir dos
valores da titulacdo foram realizados os calculos de proteina que foram expressos em

porcentagem (%).

3.3.4. Conteudo de Lipideos

O conteldo de lipideos foi determinado atraves da extracdo a frio com o método
de Bligh-Dyer (BLIGH DYER, 1959). Foram pesados 2 g de racdo triturada em um
béquer de 100 mL e adicionado 10 mL de cloroférmio e 10 mL de metanol deixando no
agitador rotativo por 30 minutos e em seguida foi adicionado mais 10 mL de cloroférmio
e 10 mL de solucdo de sulfato de sédio 1,5% e deixando agitar por mais 5 minutos.
Posteriormente deixou a solu¢do em repouso para separacdo das fases. Descartou-se a
camada superior e foi retirado 15 mL da camada inferior (cloroférmio) em um tubo de 30
mL adicionando-se em seguida 1 g de sulfato de sddio anidro, tampando e agitando para
remover tracos de agua. Posteriormente esta solucdo foi filtrada e transferido 5 mL para
um béquer de 50 mL previamente tarado, deixando na estufa a 80°C até evaporar 0
solvente (15-20 minutos) e por fim foi pesado em balanca analitica. Foram realizados os

calculos para concentracdo de lipideos e os valores expressos em porcentagem (%).

3.3.5. Conteldo de Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram calculados por diferenca dos demais componentes,

usando-se a formula: 100 — (proteina bruta + lipideos totais + umidade + cinzas).

3.3.6. Teor de Compostos Fenolicos

A determinacdo de compostos fenolicos totais das racdes foi realizada por meio
do método espectrofotométrico com reagente Folin-Ciocalteu, de acordo com Bucic-
Kojic et al. (2007) com modificacdes. Foi adicionado 5 mL de etanol a 1 g de ragéo,

agitado em vortex, centrifugado por 5 minutos a 3.000 rpm e repetido o0 processo uma
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vez. Apos, foi transferido 10 pL do sobrenadante para microplaca e adicionado 204 uL
de &gua destilada e 44 pL de reagente de Folin-Ciocalteau a 10%, incubado por 5 minutos,
e apos adicionado 22 pL de carbonato de sodio a 7,5%. A microplaca foi mantida em
repouso, na auséncia de luz por 2 horas e posteriormente realizada leitura em
comprimento de onda de 765 nm em espectrofotdmetro, descontando o valor do branco
de cada medida. Uma curva padréo foi elaborada com &cido gélico nas concentracfes de
0; 2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5 mg de EAG.mL™. Os resultados foram expressos em mg de
Equivalente de Acido Gaélico/g de racio (mg EAG.g") (KWIATKOWSKI et al., 2010).

3.4.  Teste de preliminar de aceitacéo

Para determinacdo das concentracdes do estudo in vivo foi realizado um teste de
aceitabilidade/palatabilidade das ragdes tendo como referéncia os trabalhos de Aiura
(2007) e Sant’Ana; Mancini-Filho (1999). Os camarfes foram distribuidos em seis
tanques, onde os grupos de tratamento foram: T1 com 0,25%, T2 - 0,5%, T3 - 2%, T4 -
5%, T5 - 10% e T6 com 15% de extrato de alecrim adicionado a racdo (p/p). A
alimentacdo dos animais considerou 10% da biomassa total (peso dos animais), divididas
em duas alimentacGes diarias, pela manha e pela tarde, durante cinco dias. Durante o0s
cinco dias do teste foi observado a procura dos animais pelo alimento e as sobras de racdo
em cada tanque. Apds o final do periodo de teste foi concluido que os grupos que
apresentaram a maior procura pelo alimento e consequentemente o maior consumo de
racdo foram o0s grupos com as maiores concentracfes de extrato de alecrim,
principalmente T4 (5%), T5 (10%) e T6 (15%). A partir deste resultado preliminar foram

determinadas as concentracdes para uso no estudo in vivo de suplementacéo.

3.5. Estudo invivo

O procedimento experimental foi realizado utilizando-se quatro tratamentos com
quatro repeticdes cada, dispostos de forma completamente aleatéria (DIC). Os animais
foram divididos em diferentes grupos, controle e tratados: o grupo controle (TO) recebeu

racdo sem adicdo de extrato; o grupo de tratamento 1 (T1) recebeu ragcdo balanceada
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suplementada com 2% de extrato de alecrim; o grupo de tratamento 2 (T2) recebeu ragédo
balanceada suplementada com 5% do extrato de alecrim; o grupo de tratamento 3 (T3)
recebeu racdo balanceada suplementada com 15% do extrato de alecrim. A ragéo foi
fornecida em quantidade de 10% em relacdo a biomassa total, dividida em duas
alimentagOes diarias, uma pela manha e outra na parte da tarde. Foi realizada a limpeza
dos aquérios e caixas d’agua por sifonagem pelo menos uma vez por dia, para retirada de
sobras de alimento e fezes. Inicialmente, os animais foram dispostos em tanques com
capacidade para 50 L sendo a densidade inicial de estocagem de 1,6 animais por litro (80
animais/tanque), totalizando 320 animais por tratamento. Apds 45 dias, 0s animais foram
transferidos para o segundo sistema de cultivo com caixas de 150 L. O periodo de
suplementacdo teve duracdo de 90 dias sendo que neste periodo foi realizado o

acompanhamento diario dos animais e da qualidade da 4gua do sistema.

Ao final do periodo de suplementacdo os animais foram coletados, anestesiados
em banho de gelo e eutanasiados por aprofundamento do estado anestésico em banho de
gelo para posterior remocao dos 6rgdos (hepatopéancreas e masculo), sendo armazenados

em ultrafreezer para avalia¢6es bioquimicas e bromatoldgicas.

3.6. Parametros zootécnicos

Foram realizadas biometrias, no inicio e ao final do ensaio, mensurando peso e
comprimento. Estes parametros foram determinados utilizando uma balanca digital de
elevada precisao e aquisi¢do de imagens, como mostrado na Figura 7, para medicdo do
comprimento no programa ImageJ. Diariamente, durante o periodo de suplementacao,
possiveis mortes foram contadas e os animais retirados dos aquarios. Posteriormente

foram calculados o crescimento total e sobrevivéncia dos animais.
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Figura 7 - Foto dos camarfes para medir o comprimento. Fonte: Registrado pela autora, 2019.

3.7.  Anélises Bioquimicas

As amostras de hepatopancreas foram homogeneizadas com auxilio de um
homogeneizador de tecidos em solucdo contendo PBS, pH 7,2 e centrifugadas a 5000 rpm
por 10 min, e os sobrenadantes separados para as determinagfes. Uma amostra de
hepatopéncreas foi utilizada para determinacdo de GSH, sendo que as amostras foram
homogeneizadas em solucdo de TCA 12%, centrifugadas e os sobrenadantes separados

para as determinagdes.

4.6.1. Contetido de Proteina

O contetdo de proteina foi determinado através do método de Bradford (1976),
utilizando albumina bovina como padréo e leitura da absorbancia a 595 nm. Os resultados

foram expressos em mg/mL.
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4.6.2. Atividade de Aminotransferases ou Transaminases

A atividade das aminotransferases nos sobrenadantes dos homogenatos foram
determinadas utilizando Kits colorimétricos da marca Gold Analisa, sendo um para
aspartatoamino-transferase (AST-TGO) e outro para a alanina-aminotransferase (ALT-
TGP) seguindo as recomendacdes do fabricante e adaptados os volumes para microplaca.

Os resultados foram expressos em U/L/mg proteina.

4.6.3. Glutationa redutase (GR)

A atividade da glutationa redutase (GR) foi determinada através da
metodologia de Carlberg e Mannervik (1985). Consiste na oxidacdo do NADPH com a
concomitante reducdo da glutationa oxidada (GSSG) e formacdo de glutationa reduzida
(GSH). Foi pipetado na microplaca 10 pL de amostra em triplicata e adicionado 200 pL
de meio de reacdo (Tampao Fosfato 0,1M pH 7 + NADPH 0,1 mM + DTPA 0,005M +
GSSG 0,1 mM e agua destilada). A leitura foi realizada ap6s homogeneizacdo da
microplaca durante 4 minutos com intervalos de 10 segundos a 340 nm. Os resultados

foram expressos em nmol/min/mg proteina.

4.6.4. Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente de acordo com
Habig, Pabst, Jacoby, (1974). A reacdo baseia-se na capacidade da GST em conjugar
GSH no substrato, formando complexo mensuravel em 340 nm, monitorada durante 3
minutos. A amostra foi adicionada ao meio de reacdo contendo 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) (substrato), GSH 0,1 M e tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0

em microplaca de 96 pocos. Os valores foram expressos em mM/min/mg de proteina.
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4.6.5. Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de glutationa reduzida foram medidos em sobrenadante de homogenato
de hepatopancreas, preparado em 10 volumes de acido tricloroacético 12%, seguido por
centrifugacdo a 5000 xg durante 5 minutos. Todas as analises foram realizadas em
duplicata, e mantidas em gelo durante todo o ensaio. Uma aliquota das amostras foi
acrescentada em tampao fosfato 0,2 M pH 8,0. Ap6s, DTNB 2,5 mM (5,5’-Ditiobis (&cido
2-nitrobenzoico) foi adicionado e a absorbancia foi medida em um comprimento de onda
de 412 nm (BEUTLER, DURON, KELLY, 1963). Os resultados foram expressos em
pmol/mL.

4.6.6. Peroxidacao de lipidios — TBARS/LPO

Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram medidos
no sobrenadante dos homogenatos de hepatopancreas. Para prepara¢do da amostra 0 meio
contendo aliquota de 0,33 mg/mL de proteina da amostra e &cido tricloroacético (TCA)
6,7% em volume final de 180 pL, foi agitado em vortex, deixado em banho de gelo por 5
minutos e centrifugado por 5 minutos al2000 rpm a 4 °C. Apds, 40 puL do sobrenadante
foi incubado com meio de reagdo contendo hidroxitoluenobutilado (BHT) 0,007 mg/mL
em etanol 95%, acido tiobarbitarico (TBA) 3,1 mg/mL em NaOH 0,3%, TCA 7,9% em
PBS, em volume total de 315 pL, durante 60 minutos a 60 °C. Posteriormente, o material
foi resfriado e a mensuracdo do cromoforo rosa foi realizada espectrofotometricamente a
535 nm. Os valores foram expressos em nmol MDA/mg proteina, a partir de curva de
calibragdo preparada com malondialdeido (MDA) nas mesmas condi¢des de analise
(FEDERICI et al., 2007).

4.6.7. Determinacédo de proteina carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilacédo foi determinado na amostra pelo

método descrito por Levine et al., (1994). Inicialmente foram adicionados 100 pL do
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sobrenadante dos homogenatos de hepatopancreas em 600 puL de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina) (0,01M) preparado em solucdo de HCI 2N, seguido de uma
incubacdo durante 1 hora a temperatura ambiente protegido da luz, com agitacao
continua. Apos, foi adicionado 600 L de acido tricloroacético (TCA) 28 % com agitacdo
seguido de banho de gelo durante 10 min, e centrifugacdo (5 min a 10.000 xg) e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado por trés vezes consecutivas
(centrifugacéo por 5 min a 10.000 xg), com 800 pL de etanol-acetato de etila (1:1 v/v).
Finalmente, o pellet foi ressuspendido com 500 pL de hidrocloreto de guanidina 6,0 M,
centrifugado a 9000 xg a 4 °C por 3 min e o sobrenadante transferido para microplaca de
96 pocos para leitura a 360 nm. A concentracdo de proteina carbonilada foi expressa em

nmol/mg proteina.

3.8.  Composicéo centesimal

As amostras de musculo foram retiradas do ultrafreezer para a homogeneizacéao
através de um homogeneizador de tecidos, sendo retiradas apenas para a pesagem
desejada e devolvidas ao ultrafreezer. Foram realizadas as andlises de teor de umidade,

cinzas, proteina e lipideos conforme descrito nos itens 3.3.1 a 3.3.4 da metodologia.

3.9.  Andlise estatistica

Os resultados foram descritos como médias e desvio padrdo. Foram realizados
testes estatisticos de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste de
Barttlet) das amostras. Em casos em que os valores apresentaram distribuicdo normal, 0s
grupos dos diferentes tratamentos foram avaliados por meio do teste ANOVA-fator Gnico
seguido de comparacdo de médias por teste de Tukey. Na auséncia de distribuicdo normal
ou homogeneidade de variancias das amostras, foi utilizado teste de Kruskal-Wallis,
posteriormente o teste de Dunn. Apenas para a analise de composicdo centesimal do
musculo foi utilizado o teste de Duncan. O nivel de significancia utilizado foi equivalente

a 0,05, utilizando programa estatistico (RStudio).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Qualidade da agua dos sistemas
Os resultados para qualidade da agua de todos os sistemas durante o periodo

experimental estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros da qualidade de agua do experimento.

VARIAVEIS MEDIA+DESVIO MAXIMO  MINIMO
PADRAO

Temperatura (°C) 26,1+11 30 24
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 6,5+0,5 8,4 5
pH 6,4+0,9 8,1 4.8

Ambnia (mg/L) 0,1+ 0,01 0,4 0,001
Nitrato (mg/L) 1,17 +0,3 1,61 0,7

Nitrito (mg/L) 0,05 + 0,03 0,17 0,02
Alcalinidade (mg de CaCQOas/L) 9,4+0,7 10,1 8,1
Dureza (mg de CaCQOs/L) 151+39 18,9 6,3

Como pode ser observado na tabela 1, os valores de temperatura e oxigénio
dissolvido (OD) mantiveram-se dentro da faixa de conforto para esta espécie, segundo
BOYD (2002) de 25 °C a 28 °C para a temperatura e 5 a 7 mg/L para OD. Outros
parametros de qualidade de agua, como pH, aménia, nitrito, nitrato, alcalinidade e dureza
se mantiveram dentro dos limites toleraveis para a espécie (BOELTER, 2010). A
qualidade de agua é crucial para o crescimento e ganho de peso dos camardes assim, 0
monitoramento continuo € importante para o desempenho da producdo (EMBRAPA,
2007).

4.2.  Caracterizacdo das racoes
Uma alimentacdo adequada durante a criacdo do camardo de &gua doce

proporciona um bom desenvolvimento durante todos os estagios de crescimento, assim a
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oferta de proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas e outros nutrientes, deve ser 0 mais
completo possivel (BARROS; VALENTI, 2003). Com base nisto, foram realizadas
analises de composigdo centesimal das ra¢des a fim de verificar se a adicdo das diferentes
concentracdes do extrato de alecrim influenciaria nos niveis de nutrientes necessarios aos

animais (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicao centesimal das racfes com as diferentes concentracGes de extrato
de alecrim.

TRATAMENTOS
VARIAVEIS TO T1 T2 T3

Umidade (%) 6,28 + 0,03 6,35 + 0,03 6,23 £ 0,08 6,40 £ 0,05

Atividade de &4gua 0,31+ 0,03 0,31 +0,02 0,31 +0,02 0,31+0,01
Cinzas (%) 10,62 £ 0,23 10,60 £ 0,14 10,50 £ 0,17 10,83+ 0,04
Proteinas (%) 40,01 £ 0,11 38,55 + 0,001 37,60 + 0,06 33,73+ 0,02
Lipideos (%) 9,94 +£0,16 10,85+ 0,19 10,93+ 0,21 10,96 £ 0,20
Carboidratos totais (%) 33,23+1,41 39,41 £ 6,94 34,64 £ 0,64 37,14 £ 0,22
Fenélicos (mg EAG.g?) 2,60 £ 1,95 16,55+ 2,70* 27,95+3,11* 30,82+ 2,29*

TO (sem adicao de extrato de alecrim), T1 (2% de adi¢do de extrato de alecrim), T2 (5% de adicdo
de extrato de alecrim) e T3 (15% de adi¢do de extrato de alecrim). Os valores sdo expressos em
médias + desvio padrédo. * estatisticamente diferente do controle (T0) pelo teste de Tukey ao nivel
de probabilidade (p<0,05).

As varidveis umidade, atividade de agua, cinzas, proteinas e lipideos nédo
apresentaram diferenca estatistica em relagdo as diferentes concentracfes de extrato de
alecrim indicando que ndo houve interferéncia na composi¢do nutricional da racao e
prejuizo da oferta dos nutrientes necessarios aos animais. Os valores de umidade
encontrados nas ra¢Ges variaram de 6,23 a 6,40%, estando dentro da faixa 6tima para esse
tipo de produto, que vai de 6 a 13%. Valores abaixo dessa faixa indicam secagem
excessiva, podendo causar um decréscimo na qualidade proteica da racdo (CUZON,
GUILLAUME, 1997) enquanto valores acima de 13% diminuem a vida de prateleira das
racdes, por facilitar o crescimento de microrganismos (BOELTER, 2010). Para atividade
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de 4gua a media das rages foi de 0,31. Celestino (2010) traz que alimentos com valores
menores que 0,4 apresentam moléculas de agua fortemente ligadas, assim o crescimento

de microrganismos e rea¢Bes quimicas e enzimaticas diminuem.

Em relacdo a quantidade de proteina, os valores se apresentaram entre 33,73 a
40,01%, estando dentro dos valores recomendados por Boelter (2010), onde para os
camardes apresentarem indices de crescimento satisfatorios as ragdes devem conter entre
25 e 60% de proteinas, variando com a fase de crescimento. O teor de lipideos variou de
9,94 a 10,96% estando proximo do recomendado por Akiyama, Dominy e Lawrence
(1991) onde a quantidade de lipidios na racdo deve ser de 6 a 7,5%, ndo devendo
ultrapassar 0s 10%, para ndo haver redugédo no crescimento e aumento de mortalidade nos
camardes. Também segundo Fitzsimmons (2001) a racdo deve apresentar no minimo 8%

de lipidios para um bom desenvolvimento dos animais.

Os valores de compostos fenolicos apresentaram um aumento proporcionalmente
ao aumento da porcentagem de extrato de alecrim, apresentando diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle. Este resultado ja era esperado pois € evidenciado na
literatura a presenca de compostos fendlicos no alecrim (CUVELIER et al., 2000,
DOOLAEGE et al., 2012; HAAK et al., 2009).

4.3.  Crescimento e sobrevivéncia dos animais
Buscando analisar o efeito da suplementacdo da racdo com extrato de alecrim
sobre o crescimento dos animais, foram mensurados alguns pardmetros zootécnicos.
Como pode ser observado na Tabela 3, a suplementacgéo da ragdo com extrato de alecrim
ndo influenciou os parametros zootécnicos nem a sobrevivéncia dos animais durante o

periodo experimental.
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Tabela 3 - Parametros zootécnicos de camarao tratados com suplementacéo da ragdo
em diferentes concentracdes de alecrim.

TO T1 T2 T3
TS 64+ 3,7 68+ 11,1 65+ 5,1 62+3,1

GP 0,30 £ 0,02 0,29 +0,01 0,27+ 0,07 0,20 + 0,06
PI 0,06+0,02  0,06+0,02 0,06 + 0,02 0,06 + 0,02
PF 0,36 + 0,02 0,35+ 0,01 0,33 0,07 0,26 + 0,06
Cl 05+001 = 05%0,01 0,5+0,01 0,5+0,01
CF 2,51+0,17 2,37+0,19 2,28 0,09 2,31 £0,30
GC 2,01+0,16 1,87 £0,19 1,78 £ 0,08 1,82 +0,29

Taxa de Sobrevivéncia em % (TS); Ganho de Peso em g (GP); Peso Inicial em g (PI); Peso Final
em g (PF), Comprimento Inicial em cm (CI); Comprimento Final em cm (CF); (GC) Ganho de
Comprimento em cm; TO (Controle, com 0% extrato de alecrim); T1 (Tratamento 1, com 2%
extrato de alecrim). T2 (Tratamento 2, com 5% extrato de alecrim); T3 (Tratamento 3, com 15 %
extrato de alecrim). Os valores sdo expressos como média + DP.

Estudos indicam que ha uma grande variacdo em termos de crescimento quando
adicionado alecrim as racfes de animais aquaticos, em especial peixes, ndo havendo
descricdo em crustaceos como o camardo. Este tipo de variacdo pode ser determinado
pela fonte do alecrim, pela espécie de peixe utilizado, idade, sexo e condicdes
experimentais como periodo de alimentagéo, temperatura, densidade de estocagem dentre
outros fatores (HASSAN et al., 2018; YILMAZ et al., 2012). Ao contrario do observado
neste trabalho com os camardes, dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de alecrim
(1 a 3%) promovem o ganho de peso e crescimento de peixes COmo a carpa comum e em
tilapia (HASSAN et al., 2018; YOUSEFI et al., 2019).

4.4, Anélises metabdlicas
Com base nos potenciais efeitos reguladores do metabolismo do alecrim e de seus
compostos isolados (ANDRADE et al., 2018), este estudo avaliou os efeitos metabdlicos
da suplementac&o de diferentes concentragdes de extrato de alecrim na ragdo em camaréo
M. rosenbergii sobre a atividade das aminotransferases, o perfil do sistema de defesa

antioxidante e dano oxidativo.

A enzima AST apresentou diferencga significativa (p<0,05) no tratamento T1 (2%

de extrato de alecrim) em comparacdo com o controle TO. J4 a ALT apresentou aumento
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significativo da atividade em todos os grupos alimentados com extrato de alecrim, em

relagdo ao controle (TO) conforme a Figura 8 A e B.

Figura 8 - (A) Atividade da enzima AST, (B) Atividade da enzima ALT no hepatopancreas de
camardo suplementados com diferentes concentracfes de extrato de alecrim.
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TO (sem adicao de extrato de alecrim), T1 (2% de adicéo de extrato de alecrim), T2 (5% de adicdo
de extrato de alecrim) e T3 (15% de adicdo de extrato de alecrim). Os valores sdo expressos em
médias + desvio padrao. * estatisticamente diferente do controle (T0) pelo teste de Kruskal-Wallis
ao nivel de probabilidade (p<0,05).
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No que se refere ao metabolismo de proteinas, 0s organismos nao possuem reserva
de proteina como existe para carboidratos e lipideos sendo que qualquer quantidade acima
das necessidades celulares sera metabolizada e eliminada. No entanto, nas células existe
0 que se chama de pool de aminoacidos, que consiste em um conjunto de aminoacidos
livres em estado de equilibrio dindmico, oriundos do processo denominado turnover
proteico (processo de renovacgdo proteica celular envolvendo a degradacéo e sintese de
proteinas da dieta ou corporais). Esse pool tem como objetivo basico satisfazer a demanda
de aminoacidos nas varias células e tecidos do organismo, sendo o figado o principal
orgdo responsavel por esse equilibrio (ANGELIS; TIRAPEGUI, 2007). O metabolismo
de aminoédcidos ocorre em praticamente todos os tecidos com destaque para figado e
masculo esquelético. O passo inicial do metabolismo dos aminoacidos envolve a
transferéncia do grupo amino da cadeia carbonada para um o-cetoacido aceptor, sendo
essa reacao de transaminacao catalisada pelas aminotransferases (ou transaminases). Esta
reacdo pode ser utilizada tanto para o processo de catabolismo quanto para a biossintese
de aminoéacidos (NELSON; COX, 2014).

A atuacdo dessas enzimas (AST e ALT) nos tecidos esta diretamente relacionada
a sintese e degradacdo de aminoacidos e consequentemente sua disponibilidade para a
sintese de proteinas. A disponibilidade de aminoécidos e proteinas é extremamente
importante durante o crescimento dos animais, pois 0 ganho de massa muscular é
diretamente proporcional ao aumento do conteddo de proteina presente no masculo
esquelético. Apesar da atividade das enzimas hepaticas AST e ALT sofrerem alteracdes
com a suplementacédo de extrato de alecrim, esse aumento da atividade parece ndo estar
relacionado ao ganho de peso e crescimento dos animais mas sim ao uso dos aminoécidos
como fonte de energia ou para sintese e armazenamento de lipideos ou carboidratos
(NELSON; COX, 2014) uma vez que ndo houve variacdo significativa dos parametros
zootécnicos durante o periodo experimental. Por outro lado, as concentragdes do extrato
de alecrim podem ter induzido uma condicdo de estresse aos animais, mobilizando a
liberacdo de cortisol e aumento da gliconeogénese hepéatica com o objetivo de fornecer
glicose para a corrente sanguinea e preparar 0 animal para resposta de defesa
(TAVARES-DIAS, et al., 2001; URBINATI, CARNEIRO, 2004; BARCELLOS et al.,
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2001). Desta forma o aumento de atividade das enzimas AST e ALT no hepatopancreas
poderia estar relacionada a uma tentativa de adaptacdo metabdlica frente ao extrato de
alecrim. Zoral et al., (2018) indicou que diferentes doses de extrato de alecrim
adicionadas a racao de carpas provocaram aumento de atividade de AST hepatica bem
como causaram alteracBGes histopatoldgicas no figado das carpas de forma dose-
dependente sugerindo que altas doses de extrato aquoso de alecrim nas dietas podem
apresentar efeitos de toxicidade aos animais.

E evidenciado que as condicBes de cultivo influenciam no equilibrio fisiologico
dos animais e qualquer condicéo que altere a sua homeostasia pode provocar um aumento
da producdo de espécies reativas que levam ao processo de estresse oxidativo celular
danificando membranas, proteinas e DNA e podem levar a morte das células
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A fim de avaliar se a suplementacdo com extrato
de alecrim na racdo influenciou no sistema de defesa antioxidante dos camardes, foram
avaliadas as atividades das enzimas glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase
(GST), o contetdo de glutationa reduzida (GSH), a peroxidacdo lipidica (LPO) e a
carbonilacédo de proteinas (PC).

As figuras 9, 10 e 11 apresentam os resultados referentes a GSH, GR e GST
respectivamente. Como pode ser observado nas figuras, os tratamentos com extrato de
alecrim promoveram uma reducdo dos niveis de GSH hepaticos, sendo que a diferenca
significativa foi observada para a concentracdo mais elevada de extrato (15%) em relacdo
ao grupo controle (Figura 9). Ainda, ocorreram aumentos significativos da atividade da
GR para os grupos T2 (5%) e T3 (15%) e também a atividade da GST apresentou aumento
significativo em relacdo ao grupo controle para todas as concentracdes de extrato de

alecrim testadas.
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Figura 9 - Concentracdo de Glutationa reduzida (GSH) em hepatopancreas de camardes
alimentados com diferentes concentragdes de extrato de alecrim.
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TO (sem adicdo de extrato de alecrim), T1 (2% de adicao de extrato de alecrim), T2 (5% de adigdo
de extrato de alecrim) e T3 (15% de adicdo de extrato de alecrim). Os valores sdo expressos em
médias + desvio padrdo. * estatisticamente diferente do controle (T0) pelo teste de Kruskal-Wallis

ao nivel de probabilidade (p<0,05).

Figura 10 - Atividade da enzima Glutationa redutase (GR) em hepatopancreas de camardes
alimentados com diferentes concentragdes de extrato de alecrim.
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de extrato de alecrim) e T3 (15% de adicédo de extrato de alecrim). Os valores sdo expressos em
médias + desvio padréo. * estatisticamente diferente do controle (T0) pelo teste de Kruskal-Wallis

ao nivel de probabilidade (p<0,05).
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Figura 11 - Atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) em hepatopancreas de
camardes alimentados com diferentes concentracGes de extrato de alecrim.
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de extrato de alecrim) e T3 (15% de adicdo de extrato de alecrim). Os valores sdo expressos em
médias + desvio padrdo. * estatisticamente diferente do controle (TO0) pelo teste de Kruskal-Wallis
ao nivel de probabilidade (p<0,05).

A glutationa (GSH) atua direta ou indiretamente em muitos processos biol6gicos
importantes, incluindo a protecdo celular contra a geragdo de espécies reativas. Durante
uma situagdo de estresse oxidativo, a GSH transfere elétrons ou liga-se diretamente as
espécies reativas neutralizando as mesmas e passando para o estado oxidado (GSSG)
(HALL, MALIA, 1986). Parte deste processo pode ser catalisado enzimaticamente pela
glutationa peroxidase (GPx). Para garantir a disponibilidade de GSH na célula, a acdo da
enzima glutationa redutase (GR) é extremamente importante. Ela atua no processo de
reducdo da GSSG, utilizando elétrons do NADPH regenerando a glutationa a sua forma
reduzida (GSH) (ROVER JUNIOR et al., 2001). Além do ciclo redox, a glutationa
também exerce papel importante na destoxificacdo de substancias quimicas pois participa
do processo de conjugacéo catalisado pela glutationa S-transferase formando substancias
de baixa toxidade (HUBER, et al., 2008). Assim essa conjuga¢do é importante, uma vez
gue esses compostos xenobidticos sdo potencialmente toxicos, podendo danificar
proteinas, lipideos e acidos nucleicos, provocando lesdo celular, mutacbes genéticas e
peroxidacao lipidica (BERTINI et al., 2003).
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Os resultados do presente estudo apresentaram uma reducdo na concentracao de
GSH em proporcdo ao aumento da concentragcdo de extrato na dieta dos camardes,
acompanhado de aumentos de atividade da GR e GST. Estes resultados sugerem que o
alecrim acelerou as reacdes de biotransformacéo hepatica via GST consumindo a GSH
disponivel. Ainda, o alecrim pode ter apresentado um efeito pré-oxidante
(EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016) ativando vias metabdlicas produtoras de
espécies reativas (induzindo uma condicdo de estresse oxidativo) e consumindo GSH
enguanto um aumento de atividade de GR foi observado na tentativa de reequilibrar os

niveis de GSH/GSSG e o status antioxidante da célula.

Os polifendis receberam atencdo especifica nas Ultimas décadas por causa de seu
papel em uma variedade de propriedades bioldgicas, incluindo antioxidante, quelacao de
metais, eliminacéo de radicais livres, modulacdo enzimatica e atividades anticancerigenas
(EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016). Porém varios relatos mostram que oS
antioxidantes fenolicos podem agir como pré-oxidantes sob certas condigdes, incluindo
altas concentrac@es de ions de metais de transicao, pH alcalino e a presenca de moléculas
de oxigénio (BLOKHINA et al., 2003). E assumido que essa atividade pro-oxidante pode
induzir peroxidac&o lipidica, dano ao DNA e apoptose em células normais (CAROCHO;
FERREIRA, 2013).

Para mensuracdo do dano oxidativo ocorrido nas células utilizam-se produtos
resultantes do processo de oxidacdo (PINER, UNER, 2013) mensurando-se o dano
oxidativo através da lipoperoxidacdo (LPO) e dos niveis de proteina carbonilada (PC). A
figura 12 apresenta os niveis de peroxidacao lipidica ap6s o periodo de suplementacédo
com extrato de alecrim na ragdo, sendo que foi observado um aumento significativo de
peroxidacdo no tratamento T3 (15% de extrato de alecrim). Em relacdo a concentragao
de proteina carbonilada, ndo foram observadas alteracdes significativas entre as diferentes

concentracdes do extrato utilizadas (Figura 13).
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Figura 12 — Niveis de Lipoperoxidacdo (LPO) em hepatopancreas dos camardes alimentados
com diferentes concentragcOes de extrato de alecrim.
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Figura 13 - Niveis de Proteina Carbonilada — PC em hepatopancreas dos camardes alimentados
com diferentes concentracfes de extrato de alecrim.
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médias + desvio padrao.
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A peroxidacao lipidica é um fendmeno que comec¢a normalmente com a extragédo
de um atomo de hidrogénio de uma cadeia poli-insaturada de um lipideo, por intermédio
da acdo de uma espécie reativa que abstrai elétrons das ligaces duplas formando espécies
radicalares que buscam elétrons dos lipideos vizinhos propagando a peroxidacéo ao longo
das membranas (HALLIWELL; GUTERIDGE, 2015). O aumento de peroxidagédo
lipidica observado no tratamento com maior concentragdo do extrato de alecrim indica
que esta planta ou algum de seus componentes especificos induziu um aumento de
producdo de espécies reativas alterando o estado redox das células e desencadeando
aumento no atague aos acidos graxos de membrana. Este efeito é corroborado pelos
resultados relativos a GSH e GR (Figura 9 e 10).

E comum que moléculas antioxidantes possam apresentar efeitos pro-oxidantes
em especial na presenca de metais, como por exemplo a vitamina C e compostos
fenolicos. Isso acontece quando estas moléculas se combinam com ions como ferro e
cobre reduzindo Fe®*" para Fe?* ou Cu®" para Cu®* e facilitam a ocorréncia de reagio de
Fenton/Haber-Weiss (DUARTE; LUNEC, 2005). O a-tocoferol também é conhecido por
ser um antioxidante Gtil e poderoso, mas em altas concentracdes ele também pode se
tornar um pré-oxidante, pois quando reage com um radical livre, torna-se um radical em
si, e se ndo houver &cido ascorbico suficiente para a sua regeneragdo 0 mesmo
permanecera nesse estado altamente reativo e promovera oxidagao de acidos graxos poli-
insaturados (CILLARD et al., 1980).

Segundo dados da literatura, o extrato de alecrim apresenta potencial atividade
como modulador metabdlico e agente antioxidante (ANDRADE et al., 2018). Nos
resultados deste trabalho foi possivel verificar que o uso do extrato de alecrim influenciou
no metabolismo de aminoacidos, provavelmente aumentando sua utilizacdo como fonte
de energia ou como fonte de precursores para sintese e armazenamento de lipideos ou
carboidratos. Além disso, concentracdes mais altas do extrato apresentaram efeitos pro-
oxidantes como evidenciado pelas modificagfes do sistema de defesa antioxidante e
marcador de dano oxidativo a membranas. Diante disto, é possivel que o extrato de

alecrim induza modificacdes metabolicas nas células que levem a um aumento na geragéo
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de espécies reativas e consequentemente a um desequilibrio do status antioxidante

podendo causar prejuizo ao funcionamento celular.

4.5, Analise centesimal da carne do camarao

A composicéo centesimal exprime basicamente a propor¢do dos nutrientes em um
alimento para poder obter o valor nutricional do mesmo e suas caracteristicas fisico-
quimicas. Como pode ser observado na Tabela 4, a suplementacdo da ragdo com as
diferentes concentragdes de extrato de alecrim ndo promoveu alteragdes significativas nos
parametros avaliados com excecdo do conteddo de lipideos. Este parametro apresentou
reducdo significativa em todos os grupos experimentais quando comparado ao grupo

controle.

Tabela 4 - Composicdo centesimal da carne dos camardes alimentados com diferentes
concentracdes de extrato de alecrim.

TRATAMENTOS
VARIAVEIS TO T1 T2 T3
Umidade (%) 8051+0,33  8048+062 80,87 £0,87 81,45 = 0,82
Cinzas (%) 1062+0,23  1060+0,14 10,50 +0,17 10,83 + 0,04
Proteinas (%) 16,88 + 1,07 169+091  1590+1,33 16,26 + 0,66
Lipideos (%) 1,99 + 0,51 128+0,31*  1,30+0,12* 1,57 +0,45*

TO (sem adicao de extrato de alecrim), T1 (2% de adi¢do de extrato de alecrim), T2 (5% de adicdo
de extrato de alecrim) e T3 (15% de adicdo de extrato de alecrim). Os valores sdo0 expressos em
médias + desvio padrao. * estatisticamente diferente do controle (TO) pelo teste de Ducan ao nivel
de probabilidade (p<0,05).

A composic¢do centesimal da carne do camardo é um dos grandes atrativos deste
produto ao mercado consumidor devido a ser boa fonte de proteinas e lipideos,
principalmente acidos graxos poli-insaturados além de vitaminas e minerais (MOREIRA
et al.,, 2001; FURUYA et al., 2006). No entanto, teores de umidade elevados e alta
atividade de agua e pH préximo da neutralidade da carne destes animais 0s tornam
altamente pereciveis. Devido a isso, podem ocorrer alteracbes bioquimicas como a

oxidacdo de lipideos, a acdo de enzimas autoliticas e a atividade metabolica de
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microrganismos presentes no pescado que resultam em mudancas de sabor, odor e maciez
do produto (SIVERTSVIK et al., 2002; FURLAN; TORRES, 2010). Diante disto, 0 uso
de aditivos, seja na dieta ou durante os procedimentos pos-despesca, que melhorem a
condicdo fisiologica dos animais tém grande potencial de aplicacao e papel importante na

qualidade do produto final.

Alguns estudos tém demonstrado que o uso de aditivos, como por exemplo
produtos naturais, na dieta de organismos aquaticos pode influenciar a composicao
corporal e desta forma o produto final ofertado ao consumidor (SANTOS et al., 2009). O
trabalho de Pinto et al. (2001) com aplicacdo de compostos fendlicos (principalmente
taninos) na dieta de peixes piaucus demonstrou um efeito de reducdo dose-dependente do
conteddo lipidico corporal ao final do periodo experimental. Além disso, também foi
observado uma reducdo do crescimento dos animais com 0 aumento das concentracdes
de taninos na dieta. Resultados semelhantes também foram observados por Aiura (2007)
com o uso do extrato de alecrim em tilapias onde, apds o periodo experimental, o teor de
lipidios dos filés foi alterado significativamente, sendo que 0s grupos que receberam

extrato de alecrim apresentaram menores teores lipidicos.

Como destacado na tabela 4, a adicdo do extrato de alecrim neste trabalho
promoveu reducdo do contetdo de lipideos totais, sem influenciar no contetdo de
proteinas ou outros parametros da composicao centesimal, resultado similar aos trabalhos
de Pinto et al. (2001) e Aiura (2007). Além disso, este resultado também esta
correlacionado as mudancas fisioldgicas observadas nos animais, como as alteracfes do
sistema de defesa antioxidante e aumento da peroxidacdo lipidica apds os tratamentos
com o extrato de alecrim indicando uma condicao de estresse oxidativo. O método de
determinacdo a frio Bligh & Dyer (1959) refere-se a extracdo e purificacdo de lipideos
totais. Assim, vale destacar que essa metodologia ndo detecta os produtos de peroxidacéo
lipidica (BRUM, et al., 2009). Desta forma, a reducdo do teor de lipideos observada nos
grupos experimentais pode estar relacionada ao maior grau de peroxidacdo ou ainda a
uma tentativa de adaptacédo e resposta metabolica do organismo a condicdo de estresse

oxidativo. Assim, diante dos resultados apresentados pode-se sugerir que o extrato de
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alecrim adicionado a racdo apresenta um potencial efeito pro-oxidante promovendo

alteracoes fisioldgicas significativas que refletiram na composicdo da carne do camaréo.

5. CONCLUSOES
Em relacdo aos resultados encontrados neste estudo pode-se concluir que:

O uso do extrato de alecrim na ragéo de camardes ndo atuou como indutor de crescimento

dos animais durante o periodo experimental.

O uso do extrato de alecrim na ragéo influenciou a atividade das enzimas do metabolismo
de aminoécidos, indicando um efeito regulador metabolico provavelmente direcionando
0 uso de aminoécidos como fonte de energia uma vez que nao foram observadas

alteracdes de ganho de peso e conteudo de proteina corporal.

A suplementagdo com alecrim promoveu alteracdes no sistema de defesa antioxidante,
indicando o estabelecimento de uma condicdo de estresse oxidativo com deplecdo de

GSH, aumento de peroxidacéo lipidica e atividade de GR e GST.

Em termos de composicao centesimal, 0 uso do extrato de alecrim promoveu redugéo do

conteudo total de lipideos da carne do camarao.

Os resultados encontrados apds a adi¢do de extrato de alecrim na dieta e o tratamento in
vivo indicam um potencial pré-oxidante do extrato de alecrim considerando as alteragdes
do sistema de defesa antioxidante e de composic¢do corporal observados. A partir do
exposto torna-se necessario mais estudos com diferentes doses/periodos de
suplementacdo em camardes para se determinar o real potencial antioxidante e/ou proé-

oxidante do alecrim.
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7. ANEXOS

LAUDO DE ANALISE
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Licenca Sanitéria n°1144/2016

PRODUTO: ALECRIM ROSMARINUS
SINONIMIAS: ALECRIM PORTUGUES
FAMILIA: LABIATAE i
PARTE UTILIZADA: FOLHAS

PAIS DE ORIGEM: MARROCOS

NOME ESPECIFICO: Rosmarinus officinalis
LOTE: ALEP637

FABRICAGAO:20/ 11/2017
VALIDADE: 20/11/2019
DESCONTAMINAGCAO/METODO: Fumigagdo

Aspectos Macroscépicos: Folhas inteiras sésseis, lineares, coriaceas,

margens levemente recurvadas, de
coloracdo verde acinzentado; gabras na face superior e coberta por

pélos estelares na face inferior.

Fisico-quimico

Cor: Esverdeado

Materiais estranhos: NAO ENCONTRADO
Odor: Caracteristico pH: N.R.
Sabor: levemente amargo Umidade: N.R.
Textura: CARACTERISTICO

Cinzas Totais: N.R.
Cinzas Insoluveis; N.R.

Peso da Amostra: 100 g

Ensaio realizado Resultados Metodologia
Auséncia de fragmentos de insetos
» Auséncia de larvas e parasitas
Microscopia Auséncia de pélos de roedores AOAC 950.86
Auséncia de sujidades em geral

Os resultados das andlises acima foram aprovados com base nas seguintes referéncias: British Herbal Pharmacopoeia 1996, pag. >
162; Metodologia interna e F. Brés. IV Ed, 1988,4.2.3.

Abreviaturas utilizadas: NR= ndo realizado; NA= ndo se aplica; ND= n3o detectado.

Podera ocorrer variagdo na cor/textura/odor do produto de lotes diferentes por se tratar de produto natural.

Nossas amostragens estdo de acordo com a normativa ABNT/NBR - Norma de amostragem - 5426.
Para garantir a qualidade e validade desse insumo, armazenar em local seco e arejado, evitando o calor e a umidade. Manter na
embalagem original.

Cléci?ﬁnni Filho /
Farmacéutico Industrial

CRF-9 n.3876

Rua Padre Humberto Robig, 339 - Fone: (41) 3385-7438 - Sao Sebastido - CEP 83075-477 - Sao José dos Pinhais - PR - Brasil - www.floraervas.com.br
IndUstria: Rua Ozério Strapasson, 180 - Bairro Maua - Colombo - PR
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