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RESUMO GERAL

Uma das areas de pesquisa que mais tem recebido aten¢do recentemente ¢ o uso de
substancias bioativas na nutri¢do da aquicultura. O acido lipdico (LA) tem sido sugerido
como um potencial candidato para modificar as respostas metabdlicas ¢ antioxidantes
desejéaveis para a produgdo animal. Embora os mecanismos exatos pelos quais o LA afeta o
metabolismo animal ndo sejam totalmente compreendidos, uma quantidade substancial de
dados sugere que este suplemento promove o metabolismo catabdlico e o status
antioxidante pela ativacdo de vias envolvidas na biogénese mitocondrial, B-oxidagdo e
assimilagdo da glicose circulante pela regulacdo redox da interac@o insulina-receptor de
insulina ¢ producdo de defesas antioxidantes. No entanto, para a aplicacdo do LA na
aquicultura, € necessario avaliar os efeitos deste composto em termos das particularidades
de produgdo e da diversidade de espécies cultivadas nesta atividade. Portanto, o objetivo
desta tese ¢ oferecer dados bibliograficos, bioquimicos, fisiologicos, zootécnicos ¢
estatisticos sobre a importancia do conhecimento biologico das espécies para a otimiza¢ao
de seu metabolismo produtivo. Na tese foi avaliado, principalmente, os efeitos do LA em
modelos animais relevantes para a aquicultura. Para isso, em principio, dentro de uma
visdo geral (Capitulo 1) foi teorizado sobre como os compostos nutricionais podem
interagir a partir de diversas abordagens bioquimicas para promover processos fisiologicos
que afetam caracteristicas fenotipicas favoraveis a producdo. Logo, diferentes
concentragdes de LA (0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 uM) foram testadas em nauplios de Artemia
sp. Os efeitos do LA sobre os niveis de proteina, triglicerideos, glicose ¢ lactato em
nauplios foram avaliados. Da mesma forma, foi medida a concentragdo de nitrogénio
amoniacal total (TAN) na agua. Para avaliar as alteracdes causadas pelo LA nas defesas
antioxidantes em paralelo com o metabolismo energético, a atividade do sistema de

transporte de elétrons (ETS) e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foram
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avaliadas. O tempo experimental determinado foi de 24 horas a partir da eclosdo das
artémias e amostras de animais e agua foram coletadas a cada 6 horas para avaliar os
efeitos tempo-dependentes do LA sobre as varidveis supracitadas. Dentro dos resultados,
verificou-se uma diminuicdo na producdo de TAN como efeito do LA, além disso,
observou-se a capacidade do LA de influenciar os niveis de proteina, glicose ¢ lactato. Os
resultados mostraram aumentos de ETS in vivo e in vitro, bem como diminuicdo da
produc@o de ROS (Capitulo 2). Observando o aumento da atividade da ETS causado pelo
LA, foi avaliado o aumento do contetido caldrico da dieta como um mecanismo para
compensar o gasto energético extra induzido pelo LA. Assim, no Capitulo 3, o acetato de
sodio (SA) foi avaliado como fonte adicional de energia e modulador metaboélico. Portanto,
artémias recém-eclodidas foram suplementadas com combinagdes de diferentes
concentragdes de LA (0, 0,05, 0,5 ¢ 5 uM) e SA (0, 2,4 ¢ 8 mM). A cada 6 h por 24 h,
artémias foram coletadas para avaliar o teor de proteina, triglicerideos e glicose, amostras
de agua também foram coletadas para avaliar a producdo de TAN em cada momento. A
suplementagdo causou diminui¢do no conteudo energético dos animais que receberam LA,
da mesma forma que os maiores niveis de energia foram observados nos animais tratados
com SA, mas os animais co-administrados com 0,05 uM de LA ¢ § mM de SA
apresentaram o maior teor de energia. Isso aponta para a efetiva conservagao de energia
com a suplementacdo de SA e a possibilidade de utilizar LA e SA de forma integrada
(Capitulo 3). Finalmente, as informacdes cientificas disponiveis foram coletadas para
determinar através de uma meta-analise os efeitos zootécnicos, bioquimicos e fisioldgicos
da suplementacdo de LA. Foi realizada uma busca sistematica da literatura cientifica
revisada por pares disponivel na base de dados Scopus. Foram selecionados artigos que
combinavam as caracteristicas de serem publicagdes originais em que o LA havia sido

testado como unico suplemento em organismos aquaticos. A partir da selegdo, foram
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extraidos os resultados dos pardmetros avaliados em cada trabalho. Foram realizadas
meta-analises, nas quais foram encontrados altos niveis de heterogeneidade (i*), que ndo
conseguiram ser explicados a partir de covariaveis estabelecidas. Por conta disso, os dados
foram avaliados quantitativamente a partir de modelos lineares generalizados nos quais
foram encontrados efeitos do LA sobre o desempenho zootécnico, com as vias metabodlicas
de producdo de energia sendo aparentemente ativadas pela intermediacdo da proteina
AMPK, que por sua vez parece promover o aumento da atividade de proteinas ligadas a

B-oxidacdo (Capitulo 4).

Palavras chaves: antioxidantes, metabolismo energético, revisdo sistematica, modulagao

metabdlica.

ABSTRACT

One of the research areas that has received the most attention recently is the use of
bioactive substances in aquaculture nutrition. Lipoic acid (LA) has been suggested as a
potential candidate for modifying the metabolic and antioxidant responses that are
undesirable for animal production. Although the exact mechanisms that affect animal
metabolism are not fully understood, a substantial amount of data suggests that this
supplement promotes catabolic metabolism and antioxidant status by activating pathways
involved in mitochondrial biogenesis, B-oxidation, and assimilation of circulating glucose
for redox regulation of insulin-insulin receptor interaction and production of antioxidant
defenses. However, for the application of LA in aquaculture, it is necessary to assess the
effects of this compost in terms of the particularities of production and the diversity of
species cultivated in this activity. Therefore, the objective of this thesis is to offer
bibliographical, biochemical, physiological, zootechnical and statistical data on the

importance of the biological knowledge of the species for the optimization of their
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productive metabolism. In the Thesis it was mainly evaluated the effects of LA in animal
models relevant to aquaculture. Initially, within an overview (Chapter 1), it was theorized
about how nutritional compounds can interact with various biochemical approaches to
promote physiological processes that affect phenotypic characteristics favoring production.
Then, different concentrations of LA (0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 uM) were tested in nauplii of
Artemia sp. The effects of LA on the levels of protein, triglycerides, glucose and lactate in
nauplii were validated. In the same way, it was measured the concentration of total
ammoniacal nitrogen (TAN) in water. To assess the alterations caused by antioxidant
defenses in parallel with energy metabolism, the activity of the electron transport system
(ETS) and the production of reactive oxygen species (ROS) were assessed. The
experimental time determined was 24 hours from the hatching of artemias and samples of
animals and water were collected every 6 hours to assess the time-dependent effects of LA
on the aforementioned variables. It was verified a decrease in the production of TAN as an
effect of LA, although it was observed the ability of LA to influence the levels of protein,
glucose, and lactate. The results show increases in ETS in vivo and in vitro, as well as a
decrease in the production of ROS (Chapter 2). Observing the increase in ETS activity
caused by LA, the increase in caloric content of the diet was considered as a mechanism to
compensate for the extra energy expenditure induced by LA. Thus, in Chapter 3, sodium
acetate (SA) was added as an additional source of energy and metabolic modulator.
Therefore, hatched brine shrimps were supplemented with combinations of different
concentrations of LA (0, 0.05, 0.5, and 5 uM) and SA (0, 2, 4, and 8 mM). Every 6 hours
for 24 hours, brine shrimp were collected to assess the levels of protein, triglycerides, and
glucose. Water samples are also collected to assess the production of TAN at all times. The
supplementation caused a decrease in energy content in animals that received LA and the

highest energy levels were observed in animals treated with SA. However, animals
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co-administered with 0.05 uM of LA and 8 mM of SA presented a higher theory of energy.
The results point to effective energy conservation with SA supplementation and the
possibility of using LA together with SA (Chapter 3). Finally, all the scientific information
available was collected to determine, through a meta-analysis, the zootechnical,
biochemical, and physiological effects of LA supplementation. A systematic search of the
peer-reviewed scientific literature available in the Scopus database was carried out. The
selected articles were original publications where LA had been tested as the only
supplement in aquatic organisms. From these papers, data on the parameters evaluated in
each study were extracted. The performed meta-analyses showed high levels of
heterogeneity (i*) that were not explained from the analyzed covariates. Because of the
lack of homogeneity, the data were quantitatively validated using generalized linear
models, that showed the influence of LA on zootechnical performance, with the metabolic
pathways of energy production being activated by the intermediation of the AMPK protein,
which in turn seems to promote or increase in the activity of proteins linked to B-oxidation

(Chapter 4).

Keywords: antioxidants, energy metabolism, systematic review, metabolic modulation.
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1. INTRODUCAO GERAL

No ambito da aquicultura tem sido visto um crescente interesse da utilizacdo de
suplementos e aditivos dietarios para a otimizacdo dos parametros produtivos dos
organismo cultivados, assim diversos tipos de compostos tém sido provados com diferentes
fins como probidticos, prebidticos, antimicrobianos, moduladores metabdlicos ¢
antioxidantes, dentre outros (Hoseinifar et al., 2018; Pannu et al., 2014; Sampels, 2013;
Talpur et al., 2014). Dentre os antioxidantes que mais relevincia tem ganhado dentro de
alguns segmentos da producdo pecuaria esta o acido lipoico (LA) (Lu et al., 2019; Park et
al., 2006; Sevgiler et al., 2011; Shi et al., 2017; Trattner et al., 2007; Yilmaz et al., 2002).
Este ¢ um metabolito comumente sintetizado pelo organismo a partir do acido graxo
octanoato, sua funcdo € servir como coenzima de algumas desidrogenases (piruvato
desidrogenase, e a-cetoglutarato desidrogenase) que participam ativamente em processos
catabolicos para a sintese de energia (Cakatay, 2006; Packer e Cadenas, 2011). A
administracdo exogena deste composto tem demonstrado diversos efeitos na bioquimica do
organismo (Gorgca et al., 2011). Em relacdo ao sistema antioxidante, existe evidéncia
sobre a capacidade deste composto de promover a sintese de defesas antioxidantes e, desta
forma, promovendo a diminui¢do do dano oxidativo por causas tanto enddégenas quanto
exogenas (Biewenga et al., 1997; Goraca et al., 2011). Este composto ¢ considerado um
potente antioxidante € possivel observar efeitos de sua suplementagao sobre o metabolismo
energético numa resposta analoga a insulina, promovendo a captagdo e metabolizacao
catabolica da glicose para a producdo de energia (Moini et al., 2002; Woo et al., 2005;
Yang et al., 2014).Da mesma forma tem se observado a capacidade do LA como promotor
da degradagdo de acidos graxos através da B-oxidacdo e estes dois efeitos em conjunto
podem explicar algumas observacdes realizadas sobre a preservagdo do teor de proteina e

aumento da eficiéncia proteica (Ding et al., 2022; Shi et al., 2018a; Xiong et al., 2022). Em
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aquicultura estes efeitos poderiam representar melhora consideravel no comportamento
zootecnico dos animais como assim indicam alguns estudos (Santos et al., 2016; Shi et al.,
2018b), no entanto ¢ comum observar diminui¢do da eficiéncia energética dos animais
suplementados com LA, representada pela diminuicdo dos teores lipidicos da carcaga
(Chen et al., 2019; Huang et al., 2019; Kiitter et al., 2014), o qual em diversos momentos
repercutem negativamente sobre variaveis zootécnicas como ganho de peso e peso final. E
importante ressaltar que se os efeitos do LA sobre o metabolismo energético limitam a
utilizagdo deste para fins produtivos, ¢ importante ter em conta que os efeitos antioxidantes
do LA garantem beneficios consideraveis tanto para a criagdo e comercializagdo do
produto carneo, como o aumento do tempo de prateleira e protecdo contra rancidez (Guo et

al., 2014; Khan et al., 2015).

Embora exista evidéncia sobre os efeitos negativos do LA na produtividade da criagdo, ¢
importante notar que existem trabalhos focados na reversao destes efeitos utilizando como
estratégia aumentar o contetido energético da dieta utilizando para isso a fragdo lipidica ¢
de carboidratos (Ding et al., 2022; Huang et al., 2019; Santos et al., 2016; Xu et al., 2019).
Pode-se hipotetizar que alguns compostos potencialmente poderiam realizar esta fungdo de
maneira eficiente e mais direta. O acetato de sodio (SA), por exemplo, ¢ uma molécula que
pode ser utilizado como fonte de energia bioquimicamente mais disponivel em comparacao
a moléculas mais complexas (Smith et al., 2013). O SA ¢ um composto de facil absor¢ao
intestinal e seu transporte provavelmente ocorra de maneira passiva através do epitélio
coldnico (Sivaprakasam et al., 2017). Fisiologicamente, para a utilizagdo deste composto
como substrato energético, a célula precisa ativar o acetato, ligando nele uma coenzima A
(CoA) em uma reagao ATP dependente, que gera como produto final acetil-CoA (Moffett
et al., 2020). Este por sua vez ¢ considerado como um substrato central para a producao de

energia. O SA pode ter varias vantagens comparativas a outros substratos energéticos
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como, por exemplo, ndo precisar de uma digestdo prévia para a sua absor¢do, por ser um
metabolito de convergéncia de vias metabolica para a geracdo de ATP e produtivamente
por ser um composto de baixo custo em comparagdo a outros nutrientes de importancia

bioenergética (Moffett et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Esta tese pretende aportar conhecimento sobre os efeitos fisiologicos € metabdlicos do LA
em organismos aquaticos utilizando diferentes abordagens que incluem revisao literaria,
experimentacdo com modelos animais e meta-analise. No Capitulo 1 sera revisado o marco
conceptual sobre a utilizagdo de suplementos, entre estes o0 LA e o SA, como ferramentas
para a otimizagdo da nutricdo e da produtividade dentro do contexto da aquicultura. A
Seguir o Capitulo 2 pretende aportar informagao sobre os efeitos do LA no metabolismo
energético e estado redox em nauplios de Artemia sp. utilizados como modelo animal para
a aquicultura. Especificamente foi avaliado se o LA poderia modificar de forma tempo e
dose dependente o perfil de composicao da Artemia sp. no estadio naupliar que ainda esta
provisionada de vitelo como principal fonte de nutrientes, ao tempo que estimula a
biogénese mitocondrial como resultado da promocdo do metabolismo catabdlico
(Valdecantos et al., 2019). Adicionalmente acredita-se que o LA devido as suas
carateristicas como promotor do sistema antioxidante pode chegar a estimular a produgéo
de defesas antioxidantes ao tempo de que diminui a produgdo neta de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Hagen et al., 1999). No Capitulo 3, novamente utilizando a Artemia sp.
como organismo modelo foi analisado o efeito do LA em co-administragio com o SA
como suplemento energético. Neste caso foram considerados os efeitos do LA e SA sobre
o conteudo caloérico dos animais para provar no caso do LA sua capacidade de aumentar as
taxas de depleg¢ao do contetido caldrico dos animais e a potencial reversao pelo SA quando
utilizado como fonte de energia adicional. E importante notar que tanto o LA como o SA

possuem o potencial de diminuir a utilizagdo da proteina como fonte de energia (Huggins,
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1969; Shi et al., 2018b; Zhang et al., 2020), esta hipdtese foi especificamente testada tanto
no Capitulo 2 quanto no Capitulo 3. Ja no Capitulo 4 foi coletada toda a literatura cientifica
produzida (até o momento da realizagdo da busca), sobre a utilizagdo do LA na aquicultura
e os seus efeitos sobre o desempenho produtivo dos animais, metabolismo ¢ estado redox,
com o fim de estabelecer consensos sobres as vantagens da utilizacdo do LA como
suplemento na producdo de organismos aquaticos. Assim, no Capitulo 4 foram aplicadas
técnicas de compilagdo sistematica de dados quantitativos para a andlise estatistica destes
(Forero et al., 2019; Kelley ¢ Kelley, 2019; Nordmann et al., 2012). Acredita-se que o LA
pode representar melhoras significativas no comportamento zootecnico dos animais a partir
da modulagdo metabodlica que este exerce, como assim sugere a pesquisa feita para outros

ramos da producdo pecudria (Sohaib et al., 2018).
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CAPITULO 1

Bioquimica e modulacido metabélica aplicada na aquicultura: Catabolismo e

anabolismo interligados pelo estado redox

Juan Rafael Buitrago Ramirez'; José Maria Monserrat'-

"Laboratério de Bioquimica Funcional de Organismos Aquaticos (BIFOA), Instituto de Oceanologia (10),
Universidade Federal de Rio Grande - FURG, Rio Grande, Brazil.

Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Universidade Federal de Rio Grande - FURG, Rio Grande, Brazil.

1. Metabolismo de organismos aquaticos

O meio aquatico apresenta diversas caracteristicas que induz os organismos que nele
habitam adaptagdes fisiologicas desenvolvidas com o objetivo de otimizar suas funcdes
vitais (Reed et al., 2015). Isto deu origem ao estabelecimento de um grande niimero de
nichos ecologicos e consequentemente de espécies (Connell and Orias, 1964; Mittelbach et
al., 1988). A maneira como a fisiologia de um organismo funciona esta em grande parte
ordenada pelas adaptagdes que permitem a este extrair matéria e energia do meio com a
finalidade de realizar o ciclo bioldgico basico de nascer, crescer, se reproduzir € morrer
(Staehr et al., 2012). No entanto,0 meio aquatico apresenta, em maior ou menor medida,
determinados desafios que cada individuo deve superar para a sobrevivéncia da espécie:
disponibilidade de oxigénio, luz, temperatura, salinidade e pH (Dunson and Travis, 2015;
Jackson et al., 2011; Nordahl et al., 2018; Schulte, 2007; Wenger et al., 2016; Zigman,

1982).
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Estes entre muitos fatores determinam a estrutura celular, tecidual e sistémica, cuja
organizacdo depende da assimilacdo e transformacfo bioldgica da energia e matéria
disponivel no meio (Heras et al., 2020; Hirata et al., 2003; Laiz-Carrion et al., 2002; Shi et
al., 2006; Soares et al., 2006). Esta dependéncia pode ser interpretada como necessidade
energética, o qual constitui a demanda energética minima para a realizagdo dos processos
fisiologicos compativeis com a vida em condigdes de retencdo ou ganho de energia iguais a
zero (Dietz et al., 2012). Mudan¢as na necessidade de manuten¢do provocadas por
interagdes entre o organismo ¢ fatores ambientais sdo evidéncias de como os processos

adaptativos que favorecem o sucesso de uma espécie (Boratynski et al., 2013).

A maneira como os organismos transformam a energia e matéria assimilada denomina-se
metabolismo, uma vez que qualquer processo fisioldgico depende de matéria e energia, o
metabolismo atua constantemente em resposta ao meio e a genética do individuo (Judge
and Dodd, 2020). Processos de estruturacdo ¢ organizacdo de componentes bioldgicos
dependem da sintese de moléculas constitutivas, disto encarga-se o metabolismo anabdlico,
no entanto, termodinamicamente, sua organizacdo e manutengao depende de investimentos
constantes de energia, que ¢ fornecida pela atividade do metabolismo catabolico onde se
transforma a matéria em energia biologicamente disponivel como o ATP (Judge ¢ Dodd,
2020). A integracdao do anabolismo e catabolismo compde o metabolismo como todo, onde
em sintese, ou anabolismo, agrupa todos os processos de transformagdo e complexagao de
moléculas para a obtengdo de estruturas associadas ao crescimento, desenvolvimento,
manutengdo e reproducdo. Ja o catabolismo agrupa os processos de transformacdo e

degradacdo de moléculas para a obtenc¢do de energia (Halver and Hardy, 2003).

Assim, os processos fisioldgicos podem ser definidos como a diferenca entre as taxas de
entrada de energia e as taxas em que ¢ utilizada para a ocorréncia do processo, por
conseguinte, a taxa de crescimento, por exemplo, poderia ser definido como a derivada
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dW/dt= HW/"-KW onde W representa o peso para o tempo ¢, HW, representa a taxa de
assimilagdo de energia ou anabolismo e em contrapartida KW, representaria a taxa de perda
de massa, que biologicamente interpreta-se como catabolismo, uma vez que tanto as taxas
de assimilagdo quanto as taxas de perda de massa sdo escalonaveis em fun¢@o ao peso ou a
superficie do animal, m e n representam a poténcia alométrica de incorporagdo e gasto de

energia, respetivamente (Essington et al., 2001).

A partir da derivada anterior, Von Bertalanffy deduziu seu modelo de crescimento W = W,
(1-exp™?)> para o qual se assumem 7 € m como constantes, onde o catabolismo cresce de
maneira proporcional ao peso do animal (n = 1) e m toma o valor de 2/3 (0,67) se baseando

na regra metabolica da superficie.

Desta forma, este modelo ndo descrimina de maneira explicita os valores de m e n, mas
simplifica de maneira eficiente a quantidade de fatores a serem levados em conta
(Essington et al., 2001; Lee et al., 2020). Embora o modelo de Von Bertalafty consiga em
geral descrever adequadamente o crescimento dos peixes ¢ importante ter em conta que
dentro da aquicultura os parametros m e n ndo sdo tdo facilmente consideraveis como
constantes, isto quer dizer que, a robustez do modelo depende da pouca variacdo das
condi¢des ambientais no meio natural, onde, praticamente, a assimilagdo do alimento e a
perda de massa por catabolismo ndo chegam a se alterar por fatores diferentes a
sazonalidade ou a contaminacdo (Essington et al., 2001; Lee et al., 2020; Lester et al.,
2004). Ja em sistemas produtivos onde o consumo e assimilacdo dependem da qualidade
do alimento, e o catabolismo pode ser influenciado por fatores proprios do confinamento,
assim como pela dieta, existe um desafio maior para a determinag¢do do potencial de
crescimento de uma espécie (Li et al., 2022; Nobre et al., 2019). Dados, m e n como fatores
variaveis, no contexto da aquicultura criam-se tanto desafios, quanto possiveis
oportunidades para a otimizacdo da atividade. A exploragdo de estratégias que levem a
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maior assimilacdo de nutrientes (otimizagdo do anabolismo) ou a diminui¢cdo do
catabolismo por unidade de massa optida deveria ser alvo de pesquisa dentro da area
aquicola, o que em termos matematicos se definiria a obtengdo de n <m <1 (Essington et

al., 2001; Lee et al., 2020; Li et al., 2022; Nobre et al., 2019).

Em animais aquaticos assim como terrestres os principais substratos usados no anabolismo
e catabolismo sdo, aminoacidos, acidos graxos e carboidratos (Halver and Hardy, 2003). A
participacdo destas moléculas dentro do metabolismo pode variar em fun¢do do nicho
ecologico e a ligacdo deste com os habitos alimentares da espécie; animais consumidores
primarios se alimentam principalmente de organismos fotossintéticos (produtores
primarios) que ocorrem no ecossistema natural, estes animais normalmente sdo
considerados como herbivoros, espécies animais que consomem outros animais como
principal fonte de alimento sdo considerados carnivoros, assim animais que incluem dentro
de sua dieta produtores primdarios, consumidores primarios e/ou predadores sdo
classificados como onivoros (Yodzis, 2001). No entanto essa classificagdo desestimula a
grande diversidade de nichos que podem ser agrupados dentro destes trés habitos
alimentares, ¢ por esse motivo que ja a seis décadas foi criado um dos conceitos mais
resilientes dentro da ecologia, como ¢ o nivel trofico (Trites, 2019). Esse conceito distribui
os tipos de espécies dentro de uma piramide de quatro niveis. Na base da pirdmide se
localiza o nivel 1, o qual agrupa a totalidade de organismos fotossintéticos, no nivel 2
encontram-se 0s consumidores primarios, no terceiro nivel temos organismos predadores,
cujo habito alimentar também pode incluir produtores primarios, ¢ por fim teriamos o
quarto nivel de predadores estritos de outros animais (Trites, 2019; Yodzis, 2001). Gragas a
transformagao que o nivel trofico faz dos habitos alimentares a categorias numéricas, foi
desenvolvido um sistema que modela satisfatoriamente o consumo de alimento de um

organismo através de dados de contetido estomacal, isdtopos estaveis ou modelos troficos
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de um ecossistema. Com isso, neste sistema se transforma a variavel categérica habito
alimentar para uma variavel numérica continua, onde calcula-se o quanto aporta cada nivel
trofico a dieta de uma espécie e a posiciona dentro de um lugar da pirdmide trofica. Por
exemplo, um animal que 50% de sua dieta depende de organismos fotossintéticos (nivel
1) e 50% de animais consumidores primarios (nivel 2) possui um nivel trofico de 2,5

segundo a equacao:

TL= 1+ 2 (P, *» TL) / 2P;, onde a TL representa o nivel trofico, P; representa a proporgao
do i-ésimo alimento consumido de TL; que representa o nivel trofico do i-ésimo item

consumido (Trites, 2019).

Os animais posicionados entre os niveis 2,0 ¢ 2,19 podem ser considerados como
organismos herbivoros, de 2,80 para cima os animais sdo carnivoros e 0s que apresentam

niveis entre 2,2 ¢ 2,79 sdo catalogados como onivoros (Froese and Pauly, 2000).

2. Substratos energeticos

Existe uma grande correlagdo entre o TL ¢ a maneira como o organismo distribui os
nutrientes entre o catabolismo e o anabolismo, ja que isto depende da disponibilidade
desses na dieta (Birkett and Lange, 2001). Em consequéncia, os animais aquaticos em geral
apresentam a tendéncia de utilizar os aminoacidos como fonte de energia. Existem
evidéncias de enzimas que participam na oxidacdo de aminoacidos e apresentam K, até 10
vezes mais baixos do que enzimas homologas provenientes de espécies ndo aquaticas.
Entre os aminoacidos metabolicamente mais ativos estdo a alanina, o aspartato, a leucina,
isoleucina, prolina , glutamina,valina, entre outros, os quais aportam entre um 80 ¢ 90% do
ATP necessario (Halver and Hardy, 2003; Jia et al., 2017; Nuche-Pascual et al., 2021).
Essa priorizagdo das reagdes catabodlicas sobre as anabodlicas em aminoacidos, parece ser

uma estratégia adaptativa gerada pela baixa disponibilidade de outros possiveis substratos
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energéticos como carboidratos no meio aquatico. Chama a atengdo que dentro da evolugao
da vida, o surgimento das reacOes cataliticas de aminoacidos (desaminagdes,
transaminacdes e descarboxilagdes) foi anterior a apari¢do do ciclo de Krebs, inclusive
para aspartato, glutamina, lisina, leucina, alanina, valina, isoleucina, prolina e arginina a
apari¢ao das vias catabdlicas ocorreu de maneira simultinea as vias de sintese (Cunchillos
and Lecointre, 2003). Nao ¢ uma surpresa que estes aminoacidos sejam também, com
excegdo da lisina, os mais utilizados pelos organismos aquaticos para a produgdo de
energia. Isso aponta para o fato de que as vias anabdlicas para estes aminodcidos
aparecerem para manter sua disponibilidade como substratos energéticos (Cunchillos e

Lecointre, 2003).

Outro dos substratos energéticos utilizados pelos animais aquaticos sdo lipidios, um dos
grupos de macromoléculas mais abundantes dentro do corpo junto a proteina, alids em
algumas espécies o contetido de lipidico pode ultrapassar ao de proteina fixada no corpo
(Tocher, 2003). Os lipidios sdo macromoléculas soluveis em substancias ndo polares e que
apresentam, em geral, um comportamento bastante hidrofobico (Parrish, 1999). Estes
agrupam uma grande diversidade de compostos como acidos graxos, lipidios polares
dentro dos quais estdo os fosfolipidios, como os fosfogliceridios ou os esfingolipidios,
compostos por sua vez, de dois acidos graxos esterificados a uma molécula de glicerol que
adicionalmente possui um grupo polar de fosfato também esterificado (Parrish, 1999;
Tocher, 2003). Esses, juntamente com os esterois, sdo os principais compostos lipidicos
estruturais da membrana celular, ademais, os esterdis sdo compostos apolares de
hidrocarburo tetraciclico, que ndao possuem acidos graxos na sua estrutura (Parrish, 1999).
Ja os lipidios neutros sdo compostos por acidos graxos esterificados a um alcool como o
glicerol, onde sua principal fun¢do ¢ servir como reserva energética em animais. Ja4 em

espécies aquaticas encontram-se representados principalmente por triglicerideos ¢ em
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menor medida por ceras ésteres que pincipalmente estdo presentes em organismos
zooplanctonicos como copépodos (Cavallo e Peck, 2020; Napolitano, 1999). Por fim,
também existem os glicolipidios, que em fun¢do a sua polaridade podem ser classificado
como polares, no entanto sua polaridade obedece a presenca de um ou mais agucares
dentro da sua estrutura, esses podem ser encontrados em bactérias, plantas e animais

(Tocher, 2003).

Essas macromoléculas também podem ser catalogadas em funcdo aos tipos de acidos
graxos que os compoem. Esta classificacdo depende do tamanho do acido graxo em fungao
a quantidade de carbonos que possui (e.g. C =18), a quantidade de insaturacdes ou ligacdes
etilénicas que possui (e.g. 18:3n) ¢ aa posicao dessas insaturagdes dentro da estrutura (e.g.
18:3n-3) Em muitos casos os dcidos graxos recebem nomes que geralmente estdo
relacionados com o nome em inglés da matéria da qual foram isolados por primeira vez,
como o o-linolénico (18:3n-3) isolado de 6leo de sementes de linhaca (Tocher, 2003).
Outra maneira comum de nomear os acidos graxos ¢ mediante uma nomenclatura
greco-latina que referencia o numero de carbonos e de insaturagdes que possui, por
exemplo os acidos octadecatriendico (18:3n-3), eicosapentaenodico (EPA; 20:5n-3) ou
docosaexaendico (DHA; 22:6n-3). Acidos graxos com duas ou mais insatura¢des recebem
o nome de acidos graxo poli-insaturados (PUFA), adicionalmente ¢ comum encontrar o
termo de acidos graxos altamente insaturados, o qual faz referéncia a acidos graxos com
mais de 20 carbonos e mais de 3 insatura¢des dentro da sua estrutura (Gladyshev et al.,

2009; Guschina e Harwood, 2009).

Em ambientes marinhos os lipidios sdo geralmente transferidos dos niveis troficos mais
baixos para os niveis mais altos como consequéncia da predacdo, isto implica que a maior
parte dos lipidios no ambiente marinho vém da atividade lipogénica dos produtores
primarios (fitoplancton) ou do zooplancton. Isto ndo significa que o lipidio consumido
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pelos nivel tréficos mais altos ndo sofre modificagdes, pelo contrario, o predador apresenta
enzimas de elongacdo e dessaturacdo de acidos graxos para adequar estes as necessidades
fisioloégicas que surgem do desenvolvimento, crescimento ¢ mudangas ambientais, no
entanto, no geral os peixes marinhos, por exemplo, apresentam baixa ou nenhuma
capacidade lipogénica (Iverson, 2009). Esta situagdo muda bastante em ambientes de agua
doce, devido a baixa disponibilidade de presas ricas em lipidio. eEm animais deste
ambiente, o tecido adiposo e o figado possuem a capacidade de sintetizar lipidio a partir da
glicose ou de aminoacidos como a alanina. Os crustaceos, por outro lado, possuem perfis
metabdlicos variados, apresentando uma capacidade de sintese de lipidio a partir de
diversos substratos como acidos graxos de cadeia curta como o acetato. Grandes diferencas
entre espécies sdo observadas também quanto ao catabolismo lipidico dos animais. A
artémia, por exemplo, apesar de possuir quantidades consideraveis de DHA, realizdo
rapidamente a catabolizacdo, diferentemente de muitas outras espécies zooplantonicas que
tendem a preservar os niveis de DHA por muito mais tempo, um dos motivos para isso
acontecer € a temperatura ambiental & que as espécies t€ém se adaptado. Organismos
adaptados a temperaturas frias ou temperadas tendem a preservar os niveis de DHA por
mais tempo, ja que este em baixas temperaturas, mantém sua fluidez permitindo o
funcionamento da membrana celular, no entanto animais de regides mais quentes possuem
uma alta atividade catabdlica do DHA, ja que por exemplo, no caso da artémia, a
importancia fisiologica do DHA ocorre durante a criptobiose e reativagdo metabdlica. Ja
dentro da ontogenia larval, os 4cidos graxos que geralmente sdo preservados sdo acidos
graxos saturados que possuem maior estabilidade as altas temperaturas nas que este

organismo ocorre (Olsen, 1999).

Substratos, como a glicose, em peixes nao sao ativamente oxidados quando comparadas

com as taxas de oxidacdo em mamiferos ¢ aves, as quais tendem a se manter altas com
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dietas de variado teor de carboidratos, isto aponta a que as diferengas no metabolismo
glicolitico de espécies aquaticas estd ligado mais as suas caracteristicas como animais
ectotérmicos e a disponibilidade destes nutrientes dentro da dieta (Polakof et al., 2012).
Para crustaceos, a capacidade de oxidagdo da glicose ¢ bastante limitada, no entanto tem
sido observado que diante a ac¢do de estressores ambientais ocorre a liberagdo de
sinalizadores endocrinos, como o hormonio hiperglicEémico de crustaceos, que promove a
fosfordlise do glicogénio para a produgdo de glicose no hepatopancreas e musculo (Wang
et al., 2016). A ocorréncia deste mecanismo em situagdes de estresse evidencia a
participacdo da glicose como um substrato energético diante do aumento na demanda
energética (Wang et al., 2016). Em contrapartida, a liberacdo a glicose a partir do
glicogénio pode ser inibida como efeito de peptideos similares a insulina, como o fator
insulinico de crescimento. Além disso, ¢ importante ressaltar o fato dos organismos
aquaticos nao tolerarem bem a ingesta de carboidratos simples, devido a sua rapida

absorcdo e aos problemas que acarreta seu alto indice glicémico (Li et al., 2021a).

3. Producio de energia a partir dos substratos energéticos

Sendo os organismos vivos sistemas organizados e abertos, ¢ necessaria a constru¢io de
estruturas que isolem o sistema, mantenham sua organizagdo e possuam a capacidade de
replicar tanto seus componentes quanto o sistema inteiro (Lucas e Watson, 2002). Todo o
processo anterior depende de matéria e energia que quando transformada, permite o
funcionamento ¢ substitui¢do de componentes necessarios para este fim (Houlihan, 1991;
Lucas e Watson, 2002). E essencial dentro do sistema vivo a existéncia de elementos que

contenham a informacgdo necessaria para a sintese e ressintese da maquinaria enzimatica
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deste, para isso dentro dos sistemas vivos implementou-se a conformagdo de
macromoléculas compostas de nucleotideos cuja especifica organizagdo em forma de DNA
possui a informagdo para a sintese de proteinas (Morange, 2009). Os fins e tipos de
proteinas sdo tdo diversos quanto a complexidade do sistema vivo, além disso sua
concentragdo depende da fungdo a realizar, da intensidade com a que essa deve ser
realizada e velocidade a que cada proteina funciona (Jaenisch e Bird, 2003; Vogel e
Marcotte, 2012). A sintese proteica € um dos processos que mais demandam energia dentro
da célula, devido a isto a célula possui diversas vias de produgdo de energia, sobressaindo
dentre todas, a fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) (Carter e Houlihan, 2001). Essa acontece
na membrana interna da mitocéndria & qual é acoplada um complexo enzimatico chamado
sistema transportador de elétrons (ETS) que tem por fungdo a oxidag¢do de nucleotideos
reduzidos (NADH e FADH,) (Cowan, 2004). Os produtos resultantes dessa oxidagdo sdo
protons e elétrons, que quando distribuidos em lados opostos da membrana, criam um
potencial eletroquimico que por sua vez ¢ transformado em forca motriz mediante a
proteina F\F, a qual permite a passagem de protons de um lado da membrana para o outro.
A mobilizagdo dos prétons transfere a energia motriz necessaria para a proteina
ATP-sintase acoplar o nucleotideco ADP & um grupo fosfato, dando como resultado a
sintese de uma molécula de ATP (Cowan, 2004; Gnaiger, 2020). Assim a OXPHOS
depende da producdo de nucleotideos reduzidos, os quais sdo formados a partir da
molécula acetil-CoA integrada como substrato ao ciclo de Krebs, onde através da
descarboxilagdo ¢ oxidagdo de compostos intermediarios do ciclo ocorre a reducdo de

NAD+ e FAD, assim como a produgdo de CO, e ATP (Cowan, 2004; Gnaiger, 2020).

O acetil-CoA provém do catabolismo de diferentes substratos como a glicose, aminoécidos
e acidos graxos, que quando fornecidos na dieta sdo metabolizados em vias como a

glicolise, B oxidacdo e o catabolismo de aminoacidos ramificados (Cowan, 2004;
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Pietrocola et al., 2015). Em rela¢do a glicolise, a formacgdo do acetil CoA depende do
piruvato formado nesta, que quando ingressa na mitocondria através da acdo dos
carregadores mitocOndriais de piruvato (MCP), ¢ descarboxilada pelo complexo
enzimatico piruvato desidrogenase (PDC), composto pelas subunidades cataliticas piruvato
desidrogenase, diidrolipoamida S acetitransferase e  diidrolipoamida desidrogenase
(também chamadas como piruvato desidrogenase; PDH), que transformam o piruvato em
acetil CoA. O PDC também possui as subunidades reguladoras, piruvato desidrogenase
kinase (PDK) a qual fosforilando a PDH, a regula negativamente ¢ a subunidade piruvato
desidrogenase fosfatase (PDP) que possui a capacidade de desfosforar a PDH de volta
(Patel et al., 2014; Wenes et al., 2022). Estas duas subunidades reguladores sdo sensores do
status energético da célula se ativando pelo aumento relativo do acetil CoA, NADH e ATP
(alto status energético), no caso da PDK ou pelo aumento relativo do CoA, NAD'" ¢ ADP
(baixo status energético) que ativam alostericamente a PDP (Patel et al., 2014; Wenes et

al., 2022).

Em relagcdo a B-oxidacdo, a produgdo de acetil CoA ocorre como produto final onde um
acido graxo ¢ ativado no citosol, mediante a adigdo de uma CoA por alguma das enzimas
da familia das acil-CoA sintetase, em uma reacdo ATP dependente. A ativag@o dos acidos
graxos (formagdo do acil CoA) permite que a proteina da membrana mitocondrial externa,
a carnitina palmitoiltransferase (CPT1), ligue uma carnitina no acil CoA ao mesmo tempo
que ¢ despojado da CoA, permitindo a passagem deste até a membrana interna da
mitocondria através do antiportador carregador de soluto 20 (SLC25A20), em troca de uma
carnitina livre. Finalmente com a acdo da proteina carnitina palmitoiltransferase 2 (CPT2),
a acilcarnitina € separada e ativada de novo pela CoA formando-se de novo uma carnitina

livie ¢ um acil CoA, o qual ¢ finalmente exportado para a matriz mitocondrial, este
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processo ¢ nomeado injecdo de carnitina. A partir deste ponto o acil CoA é B-oxidado,

gerando NADH e acetil CoA (Cowan, 2004; Houten e Wanders, 2010).

E possivel ocorrer a geragdo de acetil CoA a partir do catabolismo de aminoécidos
ramificados (leucina, isoleucina e valina). Os aminoacidos precisam passar por um
processo de desaminagdo catalisado pela enzima transaminase de aminoacidos ramificados
(BCAT1), em seguida sao transformados em a cetoacidos ramificados, este processo ocorre
a nivel citosolico, no entanto a descarboxilagao dos o cetoacidos ¢ realizada na mitocondria
pela enzima desidrogenase de cetoacidos ramificados e entdo ocorre a passagem através
da membrana mitocondrial com o auxilio da injecdo de carnitina usando a CPT1 ¢ CPT2
(Ahmad et al.,, 2021; Neinast et al., 2019). Os produtos da descarboxilacdo dos a
cetoacidos sao NADH, o acetil CoA junto com outros tipos de acil CoA (Ahmad et al.,
2021; Neinast et al., 2019). Uma via alternativa para a obtengao de acetil CoA pode ocorrer
no figado a partir do etanol, o qual ¢ transformado em acetaldeido pela enzima alcool
desidrogenase IB, gracas a propriedade do acetaldeido que pode se difundir livremente na
mitocondria. Uma vez queo acetaldeido entra na mitocondria, € transformado em acetato,
em uma reagao catalisada pela enzima aldeido desidrogenase da familia 2, desta maneira o
acetato acaba sendo transformado em acetil CoA mediante a enzima acil CoA sintetase, da

familia ativadora de 4cidos graxos de cadeia curta (ACSS1) (Cowan, 2004).

Como foi observado a maior parte das substratos energéticos quando catabolizadas sdo
transformadas em acetil CoA e NADH, existem alguns aminodcidos que promovem o
funcionamento do ciclo de Krebs, sua fungdo é servir para a sintese de intermediarios do
ciclo. E o caso do aspartato, o qual quando desaminado pela enzima aspartato transaminase
(AST), ¢ transformado em oxaloacetato no ciclo de Krebs, o qual quando acoplado ao
acetil CoA da lugar a formagdo de citrato em uma reagdo catalisada pela enzima citrato
sintase, concomitantemente, o dacido glutdmico conjugado ao piruvato pode ser
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transformado em  « cetoglutarato pela acdo da enzima alanina aminotransferase
(ALT).Estas reagdes sdo chamadas de anaplerdticas (Cowan, 2004), que apesar de nao
renderem diretamente em ATP, sdo essenciais para manter as concentragdes de compostos
intermediarios do ciclo de Krebs, que por sua vez permitem a descarboxilagcdo do acetil
CoA e a redugdo de NAD" e FAD (Wright ¢ Fhyn, 2001). Uma das particularidades da
enzimas ALT € a sua capacidade de desaminar a alanina dando lugar a formacdo de acido
glutamico e piruvato, que como ja foi mencionado, ¢ transformado em acetil CoA pelo
PDC (Ballantyne, 2001). No figado de peixes a formagao de piruvato por desaminacdo da
alanina é 10 vezes maior do que pela glicose e 5 vezes maior do que pelo lactato,
convertendo a alanina em um dos mais importantes substrato energéticos para esses

organismos (Ballantyne, 2001).

O processo de desaminagdo de aminoacidos requer compostos receptores da amonia gerada
ja que esta, apesar de ser util em algumas circunstincias para a sintese de outros
aminoacidos como por exemplo a glutamina, os excessos de amonia devem ser excretados
na agua, para isso OS organismos aqudticos possuem um sistema de enzimas
transdesaminadoras sobre o qual é suportado o metabolismo do nitrogénio (Li et al., 2020).
Retomando o caso da enzima ALT, ¢ possivel ver que o grupo amina ¢ transferido da
alanina para o a cetoglutarato que ¢ transformado em écido glutamico, este aminoacido
possui uma grande importancia ja que pode ser precursor do neurotransmissor acido
aminobutirico y (GABA) ou da glutationa, o principal antioxidante ndo protéico das
c¢lulas. Ademais, o acido glutamico também funciona como uma receptor de grupos
amino, centralizando em grande parte o processo de desaminac¢do e producdo de amodnia
nele, desta forma a enzima glutamato desidrogenase, desamina oxidativamente o acido
glutamico transformando-o em o cetoglutarato e liberando NH,"  para a matriz

mitocondrial, a pesar de que a nivel citosdlico também ocorre a formagdo de NH," a partir
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de outros aminoacidos, este processo é o mais importante dentro do metabolismo do

nitrogénio (Li et al., 2020; Wright e Fhyn, 2001).

Outros compostos que também contribuem & formacao de amdnia sdo os nucleotideos. Em
organismos aquaticos tem sido observado que a representacao dos nucleotideos no total de
NH," produzida ¢ bastante limitada, isto pode se dever ao fato destes ndo participarem
diretamente como substratos energéticos (Ballantyne, 2001). Apesar disso, os nucleotideos
possuem importantes fungdes, auxiliam na producdo e transferéncia de energia, servem
como reguladores da atividade enzimatica, por exemplo como transdutores de sinais de
tipo hormonal (Agafontsev et al., 2019; Nakamura et al., 2012; Rudolph, 1994) e podem
atuar como coenzimas de uma grande variedade de proteinas (Li ¢ Gatlin, 2006; Rudolph,
1994). Um dos exemplos mais relevantes dentro dos nucleotideos ¢ o ATP, este atua como
carregador e doador de energia em reagdes bioquimicas energeticamente ndo favoraveis,
aportando a energia contida nas ligacOes fosfato altamente energéticas que possui
(Rudolph, 1994). Além disso, pode atuar como doador de grupos fosfato, por exemplo em
processos de regulagdo proteica (Bonora et al., 2012; Rudolph, 1994). Adicionalmente, tem
se observado que, extracelularmente, o ATP também possui a capacidade de atuar como
um sinalizador em processos relacionados ao sistema nervoso e¢ imune (Dou et al., 2018;

Gordon, 1986).

Os nucleotideos em processos anabolicos também podem se associar a sacarideos ou
acidos graxos como precursores para a sintese de glicogénio ou lipidio, respectivamente
(Gyamfi et al., 2019; Katz, 2022). Alias, nucleotideos com estrutura ciclica como o cAMP
e 0 cGMP atuam como segundos mensageiros ligados a sinalizacdo enddcrina, da mesma
maneira, uma de suas funcdes mais importantes ¢ servir de precursores de acidos nucleicos

a partir dos quais é formado o material genético de um organismo (Plaxton, 2004).
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Embora os nucleotideos sejam essenciais para a produgdo de DNA e RNA, o que
determina a funcgdo destas macromoléculas ¢ a sua organizacgdo. A partir desta organizagao,
a nivel molecular, ¢ extraida a informacdo dentro do processo de transcrigdo de um gene
(fragmento de DNA que contém a informag@o necessaria para a sintese de uma ou mais
proteinas) mediante a sintese RNA mensageiro (mRNA), que tem como fun¢do levar a
informacdo codificada no gene para componentes de tradu¢do como sdo os ribossomos
cuja fungdo € transformar a informacdo contida no mRNA para proteina. Uma vez que a
expressdo de proteinas ¢ um processo de grande gasto energético, a sintese proteica ¢é
amplamente regulada em funcdo a demanda metabdlica da célula ou organismo
(Pérez-Ortin et al., 2019). Grande parte da expressdo génica na célula depende da maneira
como esta se diferenciou. A diferenciagdo faz referéncia a maneira como uma célula se
transforma (os genes que expressa) fenotipicamente para realizar uma funcao dentro de um
tecido (Mohn e Schiibeler, 2009). E devido a essa diferenciagio que o midcito de um
individuo apesar de possuir o mesmo material genético de um adipocito, realizam funcdes
diferentes, assim a diferenciagdo destas provoca fenotipos diferentes ou proteinas
diferentes que cada grupo celular possui como consequéncia de diversos perfis de
sinaliza¢do para a repressdo ou ativacdo de genes (Mohn e Schiibeler, 2009). Esse tipo de
sinalizacdo chamado de metilacdo faz referéncia a ligacdo de um grupo metil em
determinadas regidoes do DNA, o qual evita a expressdo do gene metilado, da mesma
maneira, as histonas que sdo proteinas que ajudam a compactacdo da cromatina podem ser
metiladas, isto cria associa¢cdes mais ajustadas entre o DNA e a histona cvitando a
expressao dos topologicamente vinculados a histona, este tipo de sinalizagdo muda por
completo o fendtipo da célula, o qual pode ser herdado mitoticamente, facilitando a

formac@o de tecidos (Carter ¢ Zhao, 2021).
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Outra importante regulagdo na expressdo de genes é a acetilagdo, esta é a adi¢cdo de um
grupo acetila nas histonas, o qua provoca mudangas na associagdo DNA-histona, as quais
acabam favorecendo a expressdo dos genes topologicamente relacionados com a histona
acetilada (Pietrocola et al., 2015). Este processo ¢ dependente da agdo de enzimas
acetiltranferases, as quais ligam os grupos acetilo as histonas e cuja atividade parcialmente
depende da redugdo relativa das concentragdes de NAD" e do aumento das concentragdes
de acetil CoA (Bradshaw, 2021; Nativio et al., 2020). Assim como a ativagdo e expressao
de genes é necessaria para manter a fungdo metabdlica da célula, silenciar a expressdo por
motivos energéticos e adaptativos € necessario para permitir a ativa¢do de vias metabdlicas
alternativas ou antagonicas (Plaxton, 2004). Dentre os processos de regulacdo negativa da
expressdo génica estd a propria desacetilacao de histonas, um processo regulado por
enzimas desacetilases. Um exemplo de desacetilases ¢ a familia de deacetilases NAD"
dependentes (SIRT) (Alamdari et al., 2013). Estas sdo enzimas com a capacidade de
desacetilar uma grande quantidade proteinas em diferentes compartimentos da célula, no
nucleo, como ja mencionado, onde podem exercer sua fun¢do sobre as histonas, assim
como no citosol e na mitocondria sobre outros tipos de proteina. Por ser as sirtuinas
enzimas que regulam a funcdo de outras proteinas, ¢ importante ressaltar o fato destes

receberem, por sua vez, uma regulagdo alostérica positiva pela NAD™ (Li e Kazgan, 2011).

Esta carateristica outorga as SIRT a capacidade de funcionar como sensores do status
energético da célula, explicando sua especial relevancia na fungao mitocondrial (Sauve et
al., 2006). Em humanos, tem sido observado que a atividade de desacetilagdo da SIRT1
(sirtuina nuclear), serve como ativadora da proteina PGC-1a, estreitamente envolvida com
a ativagdo positiva de vias para a producdo de energia, como a B-oxidacdo (Sauve et al.,

2006).
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Outras proteinas como a TORC2, por exemplo, podem ser reguladas negativamente pela
SIRT1, inibindo em consequéncia processos relacionados com a gliconeogénese
(Nogueiras et al., 2012). Essa € uma importante evidéncia dos efeitos de promogao que as
sirtuinas, ou pelo menos a SIRT1, exerce sobre o metabolismo energético (Nogueiras et
al., 2012; Sauve et al., 2006). Segundo a logica da ligagdo entre SIRT1 e o metabolismo
energético devido a relagdo da sirtuina com o estado redox do NAD+, parece possivel
pensar que as sirtuinas também podem se vincular ao metabolismo redox e a capacidade
antioxidante da célula (Tao et al., 2014). Como exemplo disso, em camundongos
desprovidos da sirtuina SIRT3, observou-se diminui¢do dos beneficios da restricdo calorica
sobre o estresse oxidativo, com um respectivo aumento na produgdo de ROS, e animais
que expressavam de maneira adequada a SIRT3 apresentaram diminui¢do na producao de
ROS mediada possivelmente pela MnSOD, como sugere a diminui¢do da acetilagdo da
MnSOD com a expressdo da SIRT3 (Tao et al., 2014). Na aquicultura, a atividade ¢
expressdo das sirtuinas precisa ser bastante explorada, no entanto, existe literatura
disponivel sobre estas desacetilases em animais aquaticos (Chen et al., 2022; Nie et al.,
2020; Simo-Mirabet et al., 2017; Vasquez ¢ Tomanek, 2019). E importante ressaltar que
essas proteinas podem ocupar uma fungao central, tanto no metabolismo energético quanto
no status redox, apontando a possibilidade de uma estreita ligacdo entre estes dois

parametros fisiologicos (Singh et al., 2018).

Em sintese, quando as quantidades de nutrientes e de energia sdo altos, ocorre uma
producdo de NADH e de acetil CoA em quantidades fisiologicamente adequadas, assim
com uma disponibilidade de acetil CoA, pode ocorrer um aumento da atividade de
acetilagdo de histonas entre outras proteinas levando ao aumento das taxas de sintese
proteica (Alamdari et al., 2013). Além disso, esses momentos precedem episodios de baixa

disponibilidade de energia pela intensidade na sintese proteica, diante disso, os niveis
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relativos de NADH deveriam diminuir para suprir a demanda energética da sintese e a
concentragdo crescente de NAD+ deveria promover a atividade das sirtuinas, diminuindo a
intensidade da expressdo génica, passando a um estado onde o metabolismo catabdlico ¢
priorizado para a produ¢do de energia (Alamdari et al., 2013; Sauve et al., 2006). Esse
processo claramente representa um mecanismo de controle entre a sintese anabdlica e o
catabolismo de biomoléculas, onde as concentragcdes de NADH e acetil CoA funcionam
como sinalizadores moleculares redirecionando o metabolismo para determinadas vias

metabdlicas (Shi e Tu, 2015).

4. Integracio do Catabolismo e o0 anabolismo a partir do estado redox

Se a estes mecanismos de modulagdo e controle metabdlico adicionarmos o fato das
concentragcdes de NADH serem alteradas pelo status redox da célula e/ou organismo, temos
que um aumento na concentragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da consequente
oxidagdo do NADH pode promover desacetilagio de proteinas, através da ativagdo das
sirtuinas que termina na diminuicdo da sintese proteica (Xiao et al., 2018). Devido ao
aumento na concentragdo de NAD+, pode-se¢ aumentar a relagdo entre ADP+AMP/ATP,
com isso ¢ possivel esperar a subsequente ativagdo da proteina AMPK, como sensor do

status energético da célula (Hardie et al., 2012).

A oxidagdo de NADH, neste caso pelas ROS, pode levar a uma diminui¢do dos substratos
da OXPHOS, Ilevando a uma redesignagdo das vias metabolicas para a producdo de
energia, que ao mesmo tempo leva a producdo de ROS (Vinogradov e Grivennikova,
2016). Isso ocorre porque uma das fontes de ROS mais importantes dentro da célula ¢

precisamente a mitocondria, onde os mecanismos para a producdo de energia
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inexoravelmente também implicam a produgdo de ROS (Liemburg-Apers et al., 2015). No
entanto, como ja foi relatado, a atividade das sirtuinas ocorre com a ativagao da expressao
de proteinas antioxidantes como a MnSOD, da mesma maneira, a ativagio da AMPK
permite a fosforilacdo de fatores de transcricdo como a Nrf2, a qual na sua migragdo para
o nucleo celular promove a expressdo de proteinas relacionadas a defesa antioxidante, entre
estas a MnSOD, tioredoxinas ou a GCL a qual participa como a principal enzima para a
sintese de glutationa (Joo et al., 2016; Zimmermann et al., 2015). Desta maneira, a ativagéo
das defesas antioxidantes permite a homeostasia metabolica controlando o possivel dano
oxidativo que o ROS pode causar sobre as biomoléculas celulares (Vomhof-Dekrey e

Picklo, 2012).

Como observavamos, o catabolismo de aminoacidos ramificados como a leucina ¢ um
processo importante para a sintese de energia, em especial para animais aquaticos (Ahmad
et al., 2021). No entanto, aumentos na concentragdo de leucina ja foram relacionados com
a ativagdo de proteinas como a alvo mecanistico da rapamicina (mTOR), a qual também ¢
regulada positivamente por sinaliza¢do endocrina promotora do crescimento. Desta forma,
hormonios como o fator insulinico de crescimento (IGF) servem como ativadores da via
de sinalizagdo da mTOR a qual funciona como promotor do anabolismo célula, isso
acontece através da mediacdo feita pelas proteinas fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) a qual
¢ ativada pela sinalizacdo transmembrana da IGF, onde a ligacdo desta aos respectivos
receptores promove a fosforilacdo da PI3K, que por sua vez fosforila a proteina cinase B
(Akt) a qual acaba ativando a mTOR (Cho et al., 2009; Nie et al., 2018). Uma das
particularidades desta via de sinalizagdo ¢ que proteinas como as proteinas 1 ¢ 2 de
esclerose tuberosa (TSC1 e TSC2), que atuam como inibidores da mTOR, sdo ativadas
pela AMP-cinase (AMPK) a qual é um complexo enzimatico cuja fun¢do é monitorar os

niveis de energia da célula para em momentos de deficiéncia energética (altos niveis

44



relativos da AMP) ativar vias para a produ¢do de energia. Da mesma maneira, a AMPK
também pode ser inibida pela ativacdo da Akt o qual deriva em ciclos de ativacdo e
desativagdo da mTOR e da AMPK como ciclos de regulagdo metabolica e homeostasia
(Feng et al., 2007). Incrementos na concentragdo de aminoacidos como a arginina ¢ a
leucina sdo fatores para a inibigdo da TSC1 e TSC2, isso favorece a ativacdo da mTOR e
consequentemente a sintese de proteina e o crescimento (Yoshizawa, 2004). O
conhecimento sobre a mecanica metabolica e a maneira como esta ¢ regulada, pode trazer
importantes informacdes para a formulacdo de dietas que compreendam o fornecimento de
nutrientes e aditivos que modulam a resposta metabolica e consequentemente zootécnica
de um animal (Yoshizawa, 2004). Por exemplo, no caso da regulacdo positiva que sofrem
as vias anabolicas quando as concentragdes de aminoacidos, como a leucina e a arginina,
sdo altas podem indicar que esses aminoacidos sdo metabolicamente limitantes para a
sintese proteica, assim, sendo estes substratos energéticos intensamente utilizados por
animais aquaticos, seu uso para vias anabdlicas deveria ocorrer se as suas concentragdes se
mantiverem suficientemente altas para a ativagdo da mTOR, apds o preenchimento das

necessidades energéticas (Yoshizawa, 2004).

5. Metabolismo e aquicultura

Assim como a leucina e a arginina podem participar como moduladores da expressao
diferencial de vias metabodlicas, aminoacidos, como o triptofano, tém demonstrado efeitos
positivos quando suplementados na dieta da espécie Sparus aurata, na qual observou-se,
no figado, um aumento na expressao de proteinas relacionadas ao sistema imune e
resisténcia contra processos infecciosos, sugerindo a suplementagdo do triptofano como
uma possivel alternativa para a promocao da fun¢do imune (Cerqueira et al., 2020). Alguns
trabalhos apontam a capacidade do triptofano de provocar alteragdes no comportamento
dos animais, é o caso da espécie de ciclideo Cichlasoma dimerus, na que a suplementagio
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com triptofano diminuiu a agressividade dos individuos, principalmente nos que
apresentaram uma maior atividade serotoninérgica (Morandini et al., 2019). Esses
resultados condizem com o encontrado para Oncorhynchus mykiss, cuja suplementacdo
com triptofano, além de promover o desempenho zootécnico, também provocou
diminui¢do dos niveis de cortisol e glicose, ambos biomarcadores de estresse, a0 mesmo
tempo que aumentou as concentragcdes do hormonio triiodotironina (T;) no plasma,
sugerindo o uso do triptofano como promotor do metabolismo energético, devido sua
funcdo como precursor para a sintese da T; (Hoseini et al., 2020). Segundo o trabalho
anterior, a suplementagdo com aminoacidos pode trazer efeitos relevantes para a produgéo
aquicola, no entanto ¢ necessario explorar se a preservagdo dos aminoacidos, mediante a
inibicdo do seu catabolismo, pode gerar efeitos similares a suplementagdo sem um

investimento econémico adicional na formulacédo da dieta.

Em gatos e caninos tém sido observado que a inclusdo de matérias-primas fermentaveis na
dieta, como a goma guar e/ou polpa de beterraba, podem aumentar a producao intestinal de
acidos graxos de cadeia curta, como o acido propionico (Verbrugghe et al., 2012), que ¢
utilizado como substrato para a gliconeogénese através de reagdes anapleroticas do ciclo de
Krebs, no qual entra no nivel do succinil CoA para a sintese de oxalacetato como precursor
da glicose (Verbrugghe et al., 2012). Nesses animais foi observado que o acido propionico,
gerado pela fermentagdo intestinal da fibra, diminui a utilizagdo de aminoacidos como
substratos gliconeogénicos (Verbrugghe et al., 2012; Wambacq et al., 2016), que em
animais estritamente carnivoros como os gatos traz informagdes interessantes sobre como a
utilizacdo de nutrientes pode mudar em fun¢do a fragdes das dietas ¢ as matérias-primas

cujo aporte nutricional é geralmente desestimado (Verbrugghe et al., 2012).

Por outro lado, a glicolise ou a promog¢ao desta em animais aquaticos representa outro
desafio. Apesar de ser importante diminuir a utilizagcdo da proteina como fonte de energia
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através da promog¢do do catabolismo lipidico. A utilizagdo metabolica da glicose como
fonte de energia planteia vantagens comparativas claramente a utilizacdo da proteina, mas
também a utilizagdo do lipidio, devido a que a glicose circulante provém principalmente de
carboidratos mais complexos encontrados na dieta, que provém de matérias primas
geralmente menos onerosas quando comparadas com fontes de lipidio como 6leo de peixes
e farinha de peixe, como fonte de proteina que sdo economicamente mais custosas e de
oferta pouco sustentavel no tempo (Li et al., 2021b, 2021a; Wang et al., 2016). Como ja
mencionado, a capacidade dos peixes e crustaceos para a oxidagdo da glicose ¢ baixa, no
entanto, existem alternativas farmacologicas para a modulagdo da tolerancia patoldgica a
insulina que apresentam potenciais alternativas para a promocdo da glicolise em
organismos de interesse aquicola. A transducdo da sinalizacdo insulinica ¢ mediada pela
ligacdo desta no respectivo receptor (receptor insulinico; IR). Interessantemente, em
espécies filogencticamente afastadas, tém sido visto que a atividade destes receptores sobre
modulagdes de tipo redox onde ja foi observado que o incremento da concentracdo de ROS
pode regular negativamente a fun¢do dos IR (Garant et al., 1999; Renteria et al., 2008).
Esta depende da autofosforilacdo de residuos de tirosina da B-cadeia do IR. Compostos
tidicos beneficiam a autofosforilagdo da IR diminuindo a tolerdncia a insulina (Droge,

2005; Garant et al., 1999).

Em células ovarica de hamster e células hepaticas de rato que expressam o IR selvagem de
humano, foi evidenciado que a suplementagao do meio com o antioxidante N-acetilcisteina
(NAC), o qual possui um grupo tiol dentro da sua estrutura, protege os residuos de cisteina
dos IR da oxidacgdo (Garant et al., 1999). Um dos mecanismos de regulacdo da sinalizacio
insulinica provém do efeito promotor da producdo de H,O, que esta provoca, pela ativagao
da NAD(P)H oxidase. Ja foi observado que as modificacdes redox, que sofrem os residuos

de cisteéna no IR, regulam os efeitos da sinalizagdo insulinica, e¢ diminuem a
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autofosforilagdo das B-cadeias. Desta forma, tanto a NAC quanto outros compostos tidicos
como a GSH, possuem a capacidade de manter a transduc@o do sinal insulinico por mais

tempo (Droge, 2005; Garant et al., 1999).

Este padrio de regulacdo redox sobre residuos de cisteina a partir de compostos
pro-oxidantes ¢ bastante comum dentro da bioquimica celular (Barford, 2004). Por
conseguinte, a célula possui a capacidade de sintetizar ou obter do meio, compostos
antioxidante ou pro-antioxidantes (pro-oxidantes sub-toxicos) que contenham o possivel
dano ou feedback positivo anormal ocasionado pelos ROS sobre o metabolismo redox.
Nesse processo podem ser ativadas vias para a sintese de compostos antioxidantes como a
do cixo de Keap1-Nrf2-ARE, este eixo ¢ amplamente controlado pelas mudancas do status
redox na célula, compostos como o H,0O, e o NO t€m provado sua capacidade de oxidar
residuos de cisteina da proteina Keapl (Bolisetty e Jaimes, 2013). Uma vez que essa
proteina atua como sequestrante da Nrf2, evitando sua migracdo para o nucleo e funcao
como fator de transcri¢do, a oxidagdo dos residuos de cisteina da Keapl provoca alteragoes
conformacionais na sua estrutura que permitem a liberagao da Nrf2 para o nucleo celular
(Bolisetty e Jaimes, 2013). O papel da Nrf2 € promover a expressao de genes necessarios
para o controle de compostos pro-oxidantes, os quais compdem o sistema antioxidante da
célula, assim a migra¢dao da Nrf2 ao nucleo permite a ligagdo desta no promotor génico de
elementos de resposta antioxidante (ARE). Acredita-se que a partir desse processo sdo
regulados positivamente ao redor de 200 genes de importancia antioxidante (Hayes e

Dinkova-Kostova, 2014).

Como observou-se, o metabolismo ¢ amplamente regulado por mecanismos e reagdes de
oxido-reducao nas que muitas vezes as ROS ocupam um papel central (Sies e Jones, 2020).
As ROS sdo moléculas derivadas do oxigénio molecular, formadas a partir de reacdes de
oxido-reducao (H,O,, hidroperoxidos, oxigénio molecular singleto, ozonio, acido
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hipobromoso e acido hipocloroso) ou de excitacdo eletronica. O fato de algumas possuirem
um elétron desemparelhado as converte em espécies radicaladas (radical anion superoxido,
radical hidroxil, radical peroxil e radical alcoxil) (Lushchak e Storey, 2021). A geragdo de
ROS pela atividade metabolica ocorre, por exemplo na mitocondria tanto na matriz
mitocondrial, pela atividade de enzimas como o PDC e a cetoglutarato desidrogenase, e na
membrana interna pela coenzima Q citocromo c¢ reducatase. Entre esses processos, €
produzido ao redor do 90% do ROS mitocondrial, em concentragdes fisiologicamente
favoraveis ou de ecustresse oxidativo, nestas condicoes as ROS promovem os processos de
prolifera¢do celular, migracdo celular e angiogénese, aumentos ocasionais podem ativar
vias adaptativas ao estrese e a via do Nrf2, no entanto um incremento excessivo do ROS o
de distresse oxidativo, leva a respostas inflamatorias, fibrogénese, crescimento tumoral,
inibigdo do crescimento ¢ morte celular, devido a isto a producdo de ROS ¢é controlada

mediante a sintese de compostos antioxidantes (Sies e Jones, 2020).

Um antioxidante ¢ qualquer composto que em determinadas concentragdes consiga evitar a
oxidagdo de outra molécula, estes podem atuar diretamente removendo compostos
pro-oxidantes, inibindo a produ¢do de pro-oxidantes, e/ou indiretamente promovendo a
producdo de antioxidantes endogenos (Sun et al., 2018). Dentre os compostos
antioxidantes exdgenos encontramos o tocoferol, o acido ascoérbico e carotenoides, assim
como compostos fenolicos que tém demostrado serem uteis, ndo s6 para a remogao de
compostos pro-oxidantes, mas também para a promogao do sistema antioxidante (Bora et
al., 2022; Croft, 2016; Forman et al., 2014; Lovell, 2000; Mutalipassi et al., 2021;

Smirnoff, 2018; Stahl e Sies, 2003).

O tocoferol, ou vitamina E, é considerado como um nutriente essencial dentro da dieta, este

apresenta diferentes formas estruturais chamadas como alfa, beta, gamma e delta. Devido
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as suas carateristicas lipofilicas é principalmente estocado nas membranas celulares e

tecido adiposo na forma alfa, protegendo acidos graxos do dano oxidativo.

No entanto seus efeitos parecem ir além da simples remoc¢do de pro-oxidantes. Uma das
principais evidéncias sobre isto sdo as diferencas entre a atividade antioxidante das
diferentes formas de tocoferol quando testadas in vifro ou in vivo (Bora et al., 2022). Onde,
in vitro a maior atividade ¢ apresentada pela forma delfa seguido da beta, gamma ¢ alfa, no
entanto in vivo a alfa, por apresentar uma maior biodisponibilidade e presenca nos tecidos,
também apresenta a maior atividade antioxidante, seguida das formas beta, gamma e delta
(Bora et al., 2022; Traber, 2010). E importante ressaltar o fato de que os tocoferdis,
diferentes ao alfa, podem ser metabolizados ativamente mediante proteinas da familia da
Citocromo p450 (Traber, 2010). Isto demonstra que em sistemas vivos a agdo dos
antioxidantes pode ser regulada de maneira ativa pelos diferentes componentes do sistema

biolégico ou compostos exdgenos.

No caso do acido ascérbico ou vitamina C, como nutriente essencial dentro da dieta, possui
uma grande importancia para a fisiologia do organismo. Apesar do acido ascorbico ser um
nutriente essencial para teledsteos, crustaceos e moluscos, em geral as espécies de
elasmobranquios e alguns peixes 0sseos ndo teledsteos podem sintetiza-lo nas quantidades
necessarias (Lovell, 2000). Como antioxidante, o acido ascorbico é um efetivo removedor
de compostos pro-oxidantes, ajudando principalmente no controle de véarios radicais
pré-oxidantes, mesmo com sua baixa reatividade ao H,O, (Lovell, 2000; Smirnoff, 2018).
Gragas a sua possibilidade de reagdo com tocoferois radicalizados, participa ativamente na
regeneragdo do tocoferol oxidado agindo indiretamente como protetor da membrana

celular (Smirnoff, 2018).
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Outro grupo de compostos, aos quais atribui-se funcdes antioxidantes, sdo os carotendides,
0s quais também possuem uma fungdo importante na remog¢ao de substancias pro-oxidantes
como a o radical peroxil (ROO*) e o oxigénio molecular singleto (‘O,), onde devido as
pequenas mudangas no estado energético dos carotenoides, estes permanecem praticamente
intactos e podem remover de maneira reiterada a producdo de 'O,. Em relagdo ao ROOs,
devido a natureza lipofilica dos carotenoides, possuem uma importante funcdo na protecao

da membrana celular contra a peroxidagao lipidica (Stahl e Sies, 2003).

Enquanto aos polifenois, estes agrupam uma grande diversidade divididas entre
flavonoides, acidos fendlicos, ligninas e estilbenos, estes ocorrem de maneira ampla em
organismos vegetais como metabdlitos secundarios contribuindo com varias fungdes entres
as que estdo a protegdo contra estressores tanto bidticos como abidticos (Ahmadifar et al.,
2021; Kennedy, 2014). Devido a sua estrutura quimica, os polifendis sdo compostos por
uma grande capacidade para remover compostos radicalizados, deslocando elétrons
desemparelhados provenientes de compostos eletrofilicos para dentro da sua estrutura
(Croft, 2016). No entanto, a funcdo destes compostos como removedores diretos de ROS
tem sido questionada devido as baixas concentracdes destes dentro da dieta e a sua
capacidade de promover a expressdo de mecanismos protetivos contra compostos toxicos.
Segundo isso, ¢ possivel pensar que sua fun¢do antioxidante esta ligada a sinalizacdo e
ativacdo de mecanismos protetivos endogenos. Em contraste, ja foi observado que muitos
dos compostos fenodlicos, que atuam como removedores de compostos pro-oxidante in
vitro, in vivo produzem a ativagdo de respostas tipicas de fase Il para a metabolizagao de
xenobidticos, isto acompanhado por um incremento na acumulag¢do da Nrf2 no nucleo e a
consequente ativagao da expressdo de gene relacionado a resposta antioxidante celular
(Croft, 2016; Forman et al., 2014). Muitos dos polifenodis, dos quais espera-se uma

capacidade de contengdo ¢ remog¢do de ROS, no nivel celular sdo transformados em
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quinonas eletrofilicas, as quais reagem rapidamente com compostos nucleofilicos,
explicando a ativagdo de enzimas da fase Il observadas com o ingresso de polifenois no
organismo, ao tempo que perturbagdes na concentracdo de compostos nucleofilicos, como
a glutationa ou a propria geracdo de substancias eletrofilicas, deveriam favorecer a ativacao
da via da Nrf2 e da resposta antioxidante celular (Croft, 2016; Forman et al., 2014; Lund,
2021). Contudo, como as concentragcdes nas que o polifendis podem causar efeitos
deletérios sao superiores as que normalmente poderia ser consumidas e absorvidas da
dieta, seu efeito acaba sendo subtoxico ¢ hormeticamente benéfico como promotor de

diversas fungdes fisiologicas redox-dependentes (Forman et al., 2014).

Além disso, o consumo de polifendis também tem mostrado beneficios como moduladores
da microbiota intestinal atuando como prebidticos e inibindo o crescimento de bactérias
patogenas (Ahmadifar et al., 2021). Por outro lado, os polifendis também tém demonstrado
atividade antibacteriana, no caso dos flavonoides, e antifiingica e antiviral, por exemplo em
taninos (Daglia, 2012). A nivel enddcrino alguns flavondides apresentam a capacidade de
se ligar a receptores de estrogenos, atuando como sinalizadores positivos ou inibindo a

fungdo de esterdides, por competigdo pelo sitio de ligacao (Ahmadifar et al., 2021).

Na aquicultura, apesar de que o uso de antioxidantes como suplementos dietéticos ainda é
incipiente, no caso do a tocoferol, por conta de existir uma demanda nutricional deste
composto, tem sido observado um amplo nimero de fungdes fisiologicas e produtivas que
sdo auxiliadas por este composto. A reducdo da peroxidacdo lipidica é uma das suas
fungdes mais notaveis, principalmente em animais aclimatados a baixas temperaturas, nas
que devido ao aumento no conteudo de PUFAs nas membranas celulares, pode ocorrer um
aumento do dano oxidativo nestas (El-Sayed e Izquierdo, 2022; Mourente et al., 2007).
Este efeito pode estar relacionado com resultados observados com a suplementacdo com
tocoferol, os quais evidenciam melhoras no crescimento, no sistema imune, capacidade
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antioxidante e fecundidade, entre outros (El-Sayed e Izquierdo, 2022; Li et al., 2014; Zhao
et al., 2018). Além disso,também tem sido observada a diminuicao na expressdao da AST e
ALT, o qual pode estar relacionado com o aumento na eficiéncia proteica, observados por

exemplo no peixe hibrido Channa argus x Channa maculata (Zhao et al., 2018).

Quanto ao acido ascorbico, assim como o tocoferol, existe requerimento nutricional por
este composto, o qual encontra-se envolvido em diversas fungdes participando ativamente
na espermatogénese, manuten¢do da imunidade inata, metabolismo do coldgeno e,
interessantemente, na captacdo de iodeto pelos tecidos tiroidianos, pois a deficiéncia em
acido ascorbico pode causar sérios problemas de hipotireoidismo (Lovell, 2000). A nivel
produtivo, o papel fisiologico desse composto se traduz em aumentos no crescimento,
maturacdo sexual, fecundidade, nimero de leucocitos e resisténcia a patdégenos (Lovell,

2000).

Por outro lado, compostos como carotenoides, apesar de ndo serem nutrientes essenciais
para todos os organismos de interesse produtivo, no caso do caroteniode astaxantina, além
de ser considerado como nutriente essencial para alguns crustdceos (Torrissen e
Christiansen, 1995) tem apresentado outras vantagens diante sua suplementagdo,
principalmente contra o dano oxidativo em lipidios, em espécies como de salmonideos e
crustaceos, como o Litopennaeus vanamei, apesar das taxas de absorgdo de astaxantina sao
baixas (12%) sua estabilidade nos tecidos favorece e otimiza o efeito da sua suplementacgéo
(Bjerkeng, 2008). Interessantemente, o uso de carotenoides na aquicultura comegou como
uma alternativa para acentuar a coloragdo em animais ornamentais, assim como da carne
em salmonideos (Bjerkeng, 2008; de Carvalho e Caramujo, 2017). Além disso, tem sido
observado que a sua suplementagdo,principalmente nos primeiros estagios de vida, pode

promover o desenvolvimento e sobrevivéncia dos animais, justificando o enriquecimento
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do alimento vivo com este composto, a fim de potencializar o desempenho dos animais em

fases larvais (Bjerkeng, 2008; Torrissen e Christiansen, 1995).

A respeito dos polifendis, um dos compostos que mais sobressaem dentro deste grupo ¢ a
quercetina, um flavonodide testado em varias espécies aquicolas e que demonstrou
promover respostas benéficas no crescimento, conversao alimentar, capacidade
antioxidante, contetido de aminoacidos em carne, diminuicdo de triglicerideos em plasma,
diminuicdo na peroxidagdo lipidica, atividade das enzimas digestivas e sistema imune
(Ahmadifar et al., 2021; Tastan e Salem, 2021). Um dos exemplos do potencial das
isoflavonas como regulador da resposta endocrina pode ser evidenciado nos efeitos da
genisteina (possivelmente como modulador de vias de sinalizacdo de estrogenos), onde em
machos da espécie Oncorhynchus mykiss foi observada um pequeno, porém constante,
aumento na sintese de vitelogenina, uma diminuigdo na concentracdo de testosterona,
acelerado desenvolvimento testicular junto com & uma diminui¢do da concentragdo
espermatica no momento da desova. Ja em fémeas, houve também um aumento da sintese
de vitelogenina e diminuigdo dos niveis de testosterona, assim como da oogénese

(Ahmadifar et al., 2021).

6. Acido lipoico e Acetado como moduladores do catabolismo e o anabolismo

Outro antioxidante testado frequentemente em diversas espécies € o acido lipdico (LA) (da
Silva Martins et al., 2014; Giustina et al., 2020; Huang et al., 2019; Jiménez-Lamana ¢
Slaveykova, 2016; Kiitter et al., 2013). Quimicamente é um organossulfurado, possuindo
ou uma ponte dissulfeto no seu estado oxidado ou dois grupos tiol dentro da sua estrutura,
quando reduzido na forma de acido diidrolipoico (DHLA) (Salehi et al., 2019). O LA
possui um centro quiral do qual derivam-se dois isdmeros oticos R e S-acido lipoico,

embora o isomero S-LA nao esteja presente na natureza (Salehi et al., 2019). O LA esta
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presente de maneira ubiqua na natureza sendo sintetizado por bactérias, fungos, plantas e
animais (Salehi et al., 2019). Bioquimicamente, esse composto participa no ciclo de Krebs
como coenzima da PDC na unidade protéica PDH e da a cetoglutarato desidrogenase,
ambas com uma grande importincia na produgdo de energia (Usacheva et al., 2022).
Apesar da sintese do LA ser feita a partir da cisteina e de dcidos graxos, a maior parte dele
provém da dieta (Usacheva et al., 2022). Como antioxidante, atua como removedor de
ROS quando se encontra na forma DHLA, que possui também a op¢éo de regenerar outros
antioxidantes da sua forma oxidada, como o acido ascorbico ¢ o tocoferol (Packer et al.,
1995). Existe abundante evidéncia do LA como modulador da sintese de proteinas de
importancia na producdo de energia e funcdo antioxidante, isto pode estar relacionado a
duas possiveis caracteristicas, a capacidade do DHLA de reduzir grupos tidicos de
proteinas em regides que sofrem regulagdo redox, da mesma maneira quando
suplementado o LA, este rapidamente pode ser reduzido para DHLA através a oxidagdo do
NADH na célula, o que pode provocar diminui¢gdes temporais da capacidade redutora da
célula, predispondo-a para a ativacdo de vias relacionadas a sintese de defesas
antioxidantes em paralelo a vias para a producdo de energia devido a importancia do

NADH em ambos processos (Yang et al., 2014b).

O LA seguindo o anterior, realiza uma regulagdo positiva do sistema antioxidante agindo
como pro-oxidante durante sua reducdo intracelular, o qual condiz com a evidéncia
existente que vincula a suplementagdo com LA e a ativacdo e liberagao da Nrf2 para o
nucleo (Pilar Valdecantos et al., 2015; Yang et al., 2014b). Adicionalmente, a0 mesmo
tempo em que o LA reduz as concentragdes relativas de NADH (Haramaki et al., 1997)
num processo homologo ao estresse oxidativo, também sdo ativadas vias envolvidas na
producdo de energia possivelmente pela ativagdo de sirtunas como a SIRT1 diante do

incremento de NAD', que por sua vez promove a ativacio de AMPK cinases como a
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LKBI1, a qual é alvo de desacetilacdo da SIRT1 (Ruderman et al., 2010). Desta maneira
ocorre, mediado pela ativacio da AMPK, a inibicdo da gluconeogénese, lipogénese e
sintese proteica enquanto sdo reguladas positivamente vias destinadas a oxidacdo de
substratos energéticos (Hardie et al., 2012). Paradoxalmente, o LA quando suplementado
tem demostrado diminuir a utilizagdo de aminoacidos, por exemplo ramificados, como
fonte de energia, isso estaria apontando a uma possivel capacidade do LA para diminuir a
necessidade proteica dos animais através do aumento na eficiéncia proteica (Shi et al.,
2018). Neste ponto ¢ importante reiterar o papel dos aminoacidos ramificados ndo s6 como
substratos energéticos, mas também como ativadores da via da Mtor, uma vez que a
suplementagdo com LA, além de representar uma promocgao do catabolismo oxidativo (Nie
et al.,, 2018), poderia chegar a promover a ativagdo da mTOR com a preservagdo de
aminoacidos ramificados, isso deveria acontecer em determinadas concentragdes de LA
nas que a regulagdo positiva da AMPK ndo se torna um fator de inibi¢do do anabolismo

(Lv et al., 2014; Shi et al., 2018).

Uma vez que ¢ fundamental, dentro da aquicultura, diminuir as taxas de producao de
energia a partir dos aminoacidos, existe também a preocupagdao de que uma excessiva
utilizacdo do lipidio, como fonte de energia, pode ir em detrimento do rendimento
alimentar dos animais. (Ding et al., 2022a; Wang et al., 2010). Isto somado ao fato do
lipidio ser proveniente das mesmas matérias-primas de origem animal extraidas do meio
aquatico natural que a proteina (Olsen, 2011). No entanto, retomando a evidéncia sobre a
regulacdo redox que sofrem os tidis dos receptores insulinicos, ¢ possivel assumir que o
LA ou o DHLA podem promover, em organismo aquaticos, a utiliza¢do de glicose como
fonte de energia (Yang et al., 2014a). Acerca disso, existe evidéncia experimental que
sugere fortemente que o LA pode estimular a captacao da glicose circulante promovendo a

glicolise (Moini et al.,, 2002). No camardo Macrobrachium nipponese, por exemplo,
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observou-se com a suplementacdo com LA uma regulagdo positiva da atividade das
enzimas hexokinase, fosfofructokinase e PDH, todas vinculadas a glicolise (Ding et al.,
2022b; Xiong et al., 2022). Embora nio tenham sido encontradas diferengas no ganho de
peso dos animais na concentragdo de 700 mg Kg' de LA, houve um incremento
significativo da sobrevivéncia quando comparados com os animais que ndo receberam LA,
no entanto na concentragdo de 1400 mg Kg' de LA esta diferenga desapareceu uma vez
que o ganho de peso diminuiu significativamente (Ding et al., 2022b). Por outro lado, no
peixe Cyprinus carpio foi observado que a adicdo de LA em dietas com altos teores de
glicose promoveu o ganho de peso, diminuindo os efeitos negativos da alimenta¢do com
dietas com um indice glicémico alto (Santos et al., 2016). Existem varios trabalhos sobre o
uso do LA a nivel experimental na aquicultura, no entanto a utilizagdo e difusdo do LA
como aditivo em ragdes para organismo aquatico, depende do consenso sobre seu efeito na
fisiologia produtiva do animal, para isto a utilizacdo de ferramentas estatisticas que
permitam uma andlise quantitativa da informacéo cientifica disponivel pode ser uma opgao
que permita o estabelecimento de estratégias e objetivos para a suplementagdo com LA
(Kelley e Kelley, 2019). Em contraste com os resultados obtidos com animais aquaticos,
em humanos tém se chegado a alguns consensos sobre os efeitos do LA na fisiologia ¢
saude das pessoas. Para isso foram utilizadas abordagens meta-analiticas onde € compilada
a informacao disponivel sobre o efeito de um composto ou fdrmaco em varidveis resposta
de interesse nutricional e clinico (Kelley e Kelley, 2019; MAK et al., 2010). A utilizaggo
deste tipo de ferramentas na produgdo animal ainda ¢ incipiente, devido a complexidade ¢
diversidade dos sistemas trabalhados, no entanto, pranteiam possibilidades metodologicas
claras para o fortalecimento da aquicultura e da nutricdo de organismo aquaticos como

praticas de precisao (Tey e Brindal, 2022).
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A nutri¢do de precisdo, segundo Zhang et al. (2020), faz referéncia a todas as estratégias
que permitam suprir as necessidades nutricionais de uma espécie de maneira 6tima, tendo
em conta o ambiente e ontogenia do animal, para isto a nutri¢do deve ser avaliada como
um conjunto de fatores que abrangem, o manejo alimentar, o metabolismo (bioquimica e
bioenergeticamente), qualidade do produto (e.g. carne) e infraestrutura de criacdo e
suporte. A proposta de utilizar suplementos nutricionais dentro da aquicultura pretende
abordar os desafios que apresenta otimizar o manejo alimentar e metabdlico dos animais
com fins produtivos (Zhang et al., 2020). No caso especifico do LA, este surge como
possibilidade para diminuir o requerimento protéico dos animais a partir do controle
metabolico da dieta, no entanto, apesar do LA poder promover a utilizagdo de glicose
como fonte de energia, em varios trabalhos, tém se apresentado a diminuicao dos teores de
lipidio na carcaca, prejudicando o desempenho produtivo dos animais (Huang et al., 2019;
Kiitter et al., 2012; Shi et al., 2018). Embora isso possa estar relacionado a dose ¢ a espécie
utilizada, como apontam os resultados obtidos por Kiitter et al. (2012), € possivel pensar
que uma suplementacdo ou reconfiguracdo da dieta para o aumento do aporte energético,
somado a diminui¢do do catabolismo proteico, poderia se potencializar o efeito do LA
como interagente com a dieta fornecida. Com base nisto, tem se testado estratégias
nutricionais como o aumento do conteudo de lipidio e carboidrato na dieta (Ding et al.,
2022b; Li et al., 2012; Shi et al., 2017, 2018; Xu et al., 2018), no entanto estas tentativas
tém sido, em alguns casos, pouco produtivas, uma vez que a inclusdo ndo representou uma
diferenga significativa sobre o desempenho ou foi em detrimento deste (Ding et al., 2022b;
Huang et al., 2019).As causas desses resultados podem ser variadas, como a dose de LA, a
espécie trabalhada e a composicdo da dieta (Medeiros et al., 2017; Terjesen et al., 2004).
Medeiros et al. (2017), por exemplo, pode estar aportando evidéncia sobre as possiveis

interagdes do LA com a composi¢do da dieta, no trabalho utilizando a espécie Piaractus
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mesopotamicus alimentada com diferentes fontes de lipidio: 6leo de soja (SBO), 6leo de
linhaga (LO) e uma mistura de partes iguais de 6leo de sésamo (SSO) e LO. Os autores ndo
evidenciaram um efeito do LA sobre o ganho de peso, focando na estocagem de lipidio,
apesar de que nao foram encontrados efeitos significativos do tipo de 6leo e do LA sobre o
contetido lipidico. Quando calculado o componente de intera¢do entre LA e o tipo de dleo,
foi encontrado um efeito estatisticamente significativo deste. Os animais alimentados com
a dieta SSO+LO apresentaram aumento do contetudo lipidico quando suplementados com
LA em comparacgao ao grupo que recebeu LO sem a presenca de LA dentro da dieta, isso
sugere que o efeito fisioldogico do LA pode estar regulado pela composi¢do da dieta

consumida.

Mesmo que o aumento do lipidio e o carboidrato na dieta sdo alternativas razoaveis para
potenciar o efeito do LA, diminuindo a utilizagdo da proteina como fonte de energia, ¢
possivel pensar em outros compostos. O acetato, por exemplo, ¢ um acido graxo de cadeia
curta que ¢ suscetivel a ser utilizado como fonte de energia. Apos sua ativagdo para a
formacdo de acetil CoA, em uma reagao ATP dependente catalisada por enzimas da familia
das Acil CoA sintetase (Hernandez et al., 2019; Schug et al., 2016), pode entrar na
mitocondria participando como substrato no ciclo Krebs para a formacdo de energia.
Ademais, como sugere o trabalho de Huggins (1969), pode ser utilizado em reagdes
anapleroticas, onde a suplementagdo de individuos adultos de Artemia salina. com "“C
acetato mostrou a presenga de radioatividade em compostos como como citrato, succinato
¢ malato, todos intermediarios do ciclo de Krebs, indicando que de maneira direta ou
indireta o acetato pode ser utilizado de maneira diversa pelo organismo (Huggins, 1969).
Além disso, por ter se apresentado como precursor do citrato ¢ malato poderia chegar a
promover a sintese de lipidio como foi achado no cladocero, Daphnia magna e no

copépodo Cyclops strenus, onde a adi¢do de acetato 1-'*C na agua de criagdo, mostrou nos
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animais coletados, radioatividade distribuida por varios metabdlitos lipidicos incluindo
fosfolipidios, monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos, acidos graxos livre e colesterol
(Farkas et al., 1981). Interessantemente, o acetato radioativo também aportou carbono para
a sintese de alanina, acido glutdmico, glutamina ¢ prolina em Artemia sp. indicando que
este, também pode servir de substrato para a sintese de aminoacidos (Huggins, 1969),
mesmo que esses resultados ndo sejam diretamente transponiveis a vertebrados ou a outros
tipos de crustaceos como camardes, ¢ possivel pensar que alguns destes processos podem
acontecer de maneira analoga nestes organismos. Alguns trabalhos com acetato como
suplemento nutricional apresentam, no caso do Danio rerio, melhoras no desempenho
zootécnico aumentando o ganho de peso e o contetdo caldrico da carcaga dos animais com
eficiéncias alimentares equiparaveis ao controle (Zhang et al., 2020). Por outro lado, em
Litopennaeus vanamei, tem se observado que o acetato de sodio pode, pelo menos,
promover a taxa especifica de crescimento quando comparado com animais ndo
suplementados (Silva et al., 2016). No entanto, o trabalho de Silva et al. (2016) apresenta
um panorama ainda mais prometedor sobre a utilizacdo de outros sais organicos como
fumarato, succinato, butirato, ¢ propionato de s6dio os quais promoveram em L. vannamei
melhora no peso final dos animais, taxa especifica de crescimento ¢ conversdo alimentar,
inclusive acima do que o acetato de sodio conseguiu. Mesmo que neste trabalho
pressupde-se os efeitos observados como a consequéncia de incrementos da enzimatica
digestiva e fungdo intestinal, também ¢ importante reconhecer o possivel papel que esses

compostos possam ter como substratos ¢ moduladores do metabolismo energético.

LA e acetato juntos, experimentalmente podem aportar evidéncias sobre os efeitos da
promocdo simultdnea de vias antagonicas, as quais sdo reguladas de maneira ciclica por
ritmos biolégicos enddgenos ou exogenos (Ramanathan et al., 2018). Sob este conceito,

uma estratégia para a aquicultura deveria estar focada no aumento da amplitude do periodo
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do ritmo biologico sem modificar sua frequéncia entendida, neste caso, como o numero de
periodos. Assumindo que vias de sinalizagdo, como a de AMPK, cuja ativacao ocorre em
situagdes de baixa disponibilidade de energia, ou de mTOR a qual é promovida por um
status energético alto, ¢ claro que seus perfis de ativacdo deveriam ter uma grande
ingeréncia sobre o comportamento produtivo de um animal. A promoc¢do de maneira
simultanea ou de maneira separada e em sincronia com os ciclos biologicos do animal
poderiam incrementar as respostas de cada via sem fugir de situagdes de homeostase

(Figura 1) (Alam et al., 2020; Inoki et al., 2012).
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Figura 1. Modulag¢des dos ciclos bioldgicos pelo acido lipoico (LA) e o acetato através das
vias de sinalizagdo da AMPK e mTOR e amplificacdo dos ciclos biologicos. Dependendo
do ciclo biolégico a célula, 6rgao tecido ou organismo prioriza as fun¢des de produgdo de
energia ou de sintese proteica. Estimulos gerados com o LA deveriam amplificar vias para
a producdo de energia, para depois biologicamente derivar em processos de sintese
amplificados pelo acetato. Estes mecanismos dependem de diversos fatores como a
composi¢do nutricional da dieta, concentragdes de acetato e LA fornecido e a capacidade
destes de influir nas concentragdes de metabolitos/mensageiros como sao o acetil CoA e o

NADH.

Mecanisticamente nesta combinacdo, teriamos ao LA promovendo a producdo de energia
através da AMPK, apdés o aumento das concentracdes relativas de NAD+,
concomitantemente a ativagdo das sirtuinas (Yang et al., 2014b), enquanto isso o acetato
deveria ser transformado em acetil CoA, neste ponto é possivel assumir que indireta e
diretamente os dois processos estdo promovendo a ativagdo da AMPK (Maruta et al.,
2016). No entanto, o aumento do acetil CoA deveria acabar inibindo o catabolismo de
macromoléculas de modo que com os aumentos de NADH, a partir de acetil CoA no ciclo
de Krebs, deveriam causar uma regulagdo negativa sobre as sirtuinas, permitindo o
aumento da atividade das acetiltransferases (Shi e Tu, 2015), que por sua vez se articularia
a via da mTOR cuja ativagdo € dependente, principalmente, da transdu¢édo da sinalizagio
endocrina de hormonio de crescimento. Além disso, pode ocorrer também por uma alta
disponibilidade de aminoacidos ramificados provenientes da dieta (Matsumura et al.,
2005), os quais sdo preservados pela acdo do LA como a partir da regulacdo positiva do
catabolismo B oxidativo e glicolitico (Huang et al., 2020) e pela agdo do acetato através do

aumento das concentragdes relativas de acetil CoA (Acetil CoA/CoA) (Shi e Tu, 2015).
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Desta forma, a ativagdo da mTOR finalmente deveria promover o crescimento € o
desempenho produtivo (Moriasa et al., 2022). Outra possivel situacdo é o acetato ser uma
fonte de energia efetiva, ¢ também um composto de facil absor¢do (Fleming et al., 1991)
pelo qual a diferenca entre a energia bruta ¢ digestivel deste composto poderia ser
desconsiderada, isto implicaria um aumento da energia digestivel total da dieta e da
eficiéncia energética dos animais em situagdes em que o acetato € utilizado como

substituto de outras fontes de energia (Bakke et al., 2010; Schrama et al., 2018).

A integracdo do LA e o acetato ¢ s6 um exemplo do que poderiam chegar a ser
formulagdes de pre-mixes meta-nutricionais que amoldem o metabolismo do animal e o
programem epigeneticamente para a producao. Por exemplo, compostos adicionais como a
betaina ou a colina, podem ser utilizadas como preservadoras da metionina na sua funcgéo
de doar grupos metilo, assim a suplementacdo da colina, por exemplo, pode beneficiar a
sinalizacdo epigenética do organismo, diminuir a necessidade nutricional por metionina ao
mesmo tempo que ¢ beneficiada a sintese de metabolitos dependentes de grupos metilo,
como a creatinina e a carnitina (Eklund et al., 2005; Khosravi et al., 2015; Marin-Garcia e

Llobat, 2021).

Talvez a maior importancia da combinagdo do acetato e o LA, entre outras possiveis
opgdes, € o potencial que estes apresentam para aumentar a taxa de incorporacdo de
biomassa, m (da equacdo dWt/dt= HWt™-KWt") no caso do acetato, limitando as taxas de
derivacdo de nutrientes provenientes da dieta para sua transformagdo em acetil CoA ao
mesmo tempo que este permite a acetilagdo de histonas (expressdo génica) (Shi e Tu, 2015)
e sintese proteica. Enquanto o LA, além dos efeitos observados sobre o metabolismo
energético, segundo a evidéncia de sua capacidade protetiva contra o dano oxidativo,
poderia levar a diminui¢do de m por mecanismos como a diminui¢do da ubiquitinagdo e

degradagdo proteasomal de proteina oxidadas ao mesmo tempo que regula negativamente
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processos relacionados com a inflamagdo, isto significaria um menor investimento de
energia na ressintese de proteinas degradadas (Keller, 2006) permitindo a utilizagdo de
aminoacidos disponiveis para a sintese proteica, proliferagdo celular e crescimento

(Marchingo e Cantrell, 2022).

Experimentalmente, dentro do que conhecemos, ndo existem trabalhos que tenham testado
a integracdo destes compostos, no entanto, para esse tipo de experimento & preciso,
primeiramente, desenvolver estratégias metodologicas que diminuam as possiveis fontes de
erro experimental por fatores como a propria interagdo destes compostos com a dieta,
como ja foi mencionado no caso do LA. Uma possivel alternativa, pode ser a utilizagdo de
sujeitos experimentais em fases nas que ainda contam com o vitelo como principal fonte de
nutrientes. Usando como sujeitos experimentais embrides de Danio rerio, observou-se que
a suplementagdo com LA promove a taxa de eclosdo, proliferacao celular pds-eclosao
somado a um incremento do hormonio de crescimento fibroblastico, também se achou um
incremento da atividade da SOD (Francis et al., 2012). Apesar disso ndo houve diferencas
no consumo de vitelo (avaliado como a relacdo entre a area do saco vitelino e o
comprimento do animal) entre os tratamentos, o qual segundo os resultados obtidos pode
indicar um uso mais eficiente dos nutrientes disponiveis (Francis et al., 2012), onde o LA
deve estar ou diminuindo o investimento energético para limitar a acdo pré-oxidante de
produtos gerados pelo metabolismo acelerado, ou redistribuindo os nutrientes limitando a
utilizacao de proteina como fonte de energia e permitindo o redirecionamento desta para o
crescimento. Mais evidéncias sdo necessarias para estabelecer como o LA pode atuar em
condi¢des nas que ¢ possivel assumir uma disponibilidade de nutrientes ajustados ao

requerimento da espécie.

Apesar do Danio rerio ser um animal amplamente utilizado como modelo na aquicultura,
existem grandes diferengas entre o metabolismo de teledsteos e outros animais, como 0s
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crustaceos, pelo qual uma avaliacdo mais detalhada sobre o efeito do LA em animais
aquaticos durante a fase vitelinica € necessaria para estabelecer protocolos e métodos de

suplementag@o de meta-nutrientes em dietas para animais aquaticos.
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CAPITULO 2

Efeito do acido lipéico sobre a utilizacdo de nutrientes vitelinos, metabolismo

energético e balanco redox através do tempo em Artemia sp.
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Resumo

O 4cido lipdico (LA) ¢ uma coenzima mitocondrial e modulador metabolico que,
dependendo da concentragdo e tempo de exposi¢do, pode se comportar como um agente
antioxidante ou pro-oxidante, além de isso o LA possui uma comprovada capacidade de
modular o metabolismo promovendo a oxidag@o de lipidio e glicose para a producdo de
energia. Para avaliar o efeito do LA no metabolismo energético e balanco redox através do
tempo utilizou-se como modelo animal nduplios de Artemia sp., explorando o fato de estes
animais terem acesso direto a nutrientes estocados como reservas vitelinas cujo modo e
taxas de utilizagdo poderiam mudar em fungdo a modulagdo metabolica provocada pelo
LA. As concentracdes deste antioxidante administradas na agua foram 0.05; 0.1; 0,5; 1.0;
5.0; e 10.0 uM, assim foram avaliadas possiveis diferencas na concentragcdo de proteina,

triglicerideos, glicose, lactato nas amostras de artémia ¢ de nitrogénio amoniacal total
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(TAN) na agua de cultivo. Foi também avaliado o efeito destas concentragdes de LA sobre
a capacidade (in vitro) e atividade (in vivo) do sistema transportador de elétrons (ETS) e
capacidade antioxidante e produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos tempos 6,
12, 18 ¢ 24 h pods-eclosdo. Houve diminuicdo nas concentragdes de glicose dos animais
tratados com LA e foi verificada uma queda na produgdo de amoénia no tratamento com
0.5 uM de LA. Tanto a capacidade do ETS quanto a atividade foram reguladas
positivamente com a adi¢do do LA com os efeitos mais significativos nas concentragdes
5.0 ¢ 10.0 uM no caso da capacidade do ETS para os tempos de 12 e 24h, ja para
atividade todos aos tratamentos aos que foi adicionado LA apresentaram os maiores
valores as 24 h, periodo no qual a produ¢do de ROS diminuiu significativamente para o
tratamento com 10.0 uM. O LA apresentou grande capacidade de modular o metabolismo
da artémia de forma tempo-dependente, exibindo consistente regulacdo positiva do
metabolismo energético do animal aunada a diminui¢do na produgdo de ROS e menor

excrecdo de compostos nitrogenados na agua.

Palavras-chave: antioxidantes, aquicultura, metabolismo energético, suplementos

nutricionais, compostos nitrogenados.

1. Introducao

A maneira como os animais transformam a matéria e a energia administrada na dieta pode
variar amplamente em fungdo as caracteristicas genotipicas e ambientais
(Cristobal-Azkarate et al., 2016; Koyama et al., 2020; Seibel e Drazen, 2007), porém em
geral, os animais de ambientes aquaticos dependem prioritariamente da proteina como

fonte de energia.
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Assim a utilizacdo desta para a ressintese de proteina e crescimento depende
consideravelmente da necessidade energetica (Li et al., 2020). Consequentemente o lipidio

e o carboidrato fornecidos na dieta ocupam papel secundario como substratos energéticos.

Estima-se que aproximadamente o 80% do ATP necessario ¢ sintetizado a partir do
catabolismo de aminoacidos em peixes (Jia et al., 2017; Li et al., 2021). A pesar do lipidio
ocupar um papel importante como substrato energético, seu o uso ocorre principalmente
em periodos pré prandiais especialmente quando estes sdo prolongados (Navarro e

Gutiérrez, 1995).

Para carboidrato existe um consenso enquanto a que o aporte deste para a sintese de ATP
em organismos aquaticos ¢ baixo, embora a utilizacdo deste também se incrementa em
periodos de jejum prolongado, em muitas espécies ¢ observada principalmente que
mobilizacdo do lipidio ¢ mais significativa para a producdo de energia (Navarro e
Gutiérrez, 1995; Wang et al., 2016). Isto pode se dever a baixa disponibilidade de
carboidratos digestiveis no meio aquatico natural ou ao metabolismo ectotérmico que
estes animais possuem (Polakof et al., 2012). No contexto da aquicultura existe o interesse
de minimizar a utilizacdo da proteina como fonte de energia ja que esta provem de
matérias primas na dieta com consideravel custo econdmico, por ser ingredientes
frequentemente extraidos do ambiente natural (Hua et al., 2019). Assim a otimizagdo do
uso dos aminodcidos provenientes da proteina para processos anabdlicos vinculados ao
desenvolvimento e crescimento mediante diversas estratégias como a suplementacdo com
compostos capazes de modular metabolismo € uma alternativa a ser explorada na procura
de uma atividade aquicola mais sustentavel (Mohseni et al., 2008; Ozorio et al., 2001; Shi

etal., 2018a).
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O uso de suplementos alimentares dentro da aquicultura vem tendo cada vez mais
acolhida para a melhora de parametros fisioldégicos que influenciam no rendimento
produtivo incluir (Carbone e Faggio, 2016; Encarnagdo, 2016; Fuchs et al., 2015;

Hoseinifar et al., 2018; Kiitter et al., 2012; Xu et al., 2021).

Isto cobra ainda maior importancia dentro das novas tendéncias como sdo a regulagdo
nutricional de precis@o, sob principios como a otimiza¢do na alimentagao ¢ a ciclagem da
matéria organica gerada para a diminuicdo na emissao de poluentes incluidos (Zhang et
al., 2020). A regulagdo nutricional de precisdo requer a otimiza¢ao da alimentagdo, do
produto, do suporte técnico e tecnologico para o gerenciamento de dejetos e do
metabolismo (Zhang et al., 2020). Assim os suplementos nutricionais entendidos como
moduladores metabolicos poderiam se transformar em uma ferramenta para acoplar a
fisiologia com as demandas zootécnicas que recaem sobre uma espécie de interesse

produtivo (Lu et al., 2019; Panserat et al., 2009; Walsh et al., 2021).

Existem compostos com comprovada capacidade de modular de maneira significativa o
metabolismo energético de espécies aquaticas (Huang et al., 2020; Mohseni et al., 2008;
Panserat et al., 2009). Dentre os compostos com potencial para este fim estd o acido
lipdico (LA), um conhecido antioxidante de provados beneficios a nivel fisiologico ja que,
além de ter a capacidade de conter ou diminuir o impacto de eventos pro-oxidantes,
modula o metabolismo do organismo priorizando vias metabdlicas para a biogénese
mitocondrial, mobiliza¢do de substratos energéticos ¢ produc@o de energia (Maczurek et
al., 2008; Sohaib et al., 2018). Tem se observado que a mobilizacdo de reservas
energéticas provocadas pelo LA leva a diminuicdo na oxidagdo da proteina para a
producdo de energia, através da regulacdo positiva da glicdlise e da B-oxidacdo (Ding et
al., 2022; Shi et al., 2018; Xu et al., 2019). No contexto da aquicultura, isto posicionaria
ao LA como um promotor da eficiéncia proteica e um potencial suplemento para a
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diminui¢do da necessidade proteica dos organismos cultivados (Ding et al., 2022; Shi et

al., 2018).

Mesmo existindo evidéncias do LA promover a eficiéncia proteica de animais tanto
aquaticos quanto terrestres, os resultados obtidos por Terjesen et al. (2004) divergem
desta ideia, o qual pode estar apontando a possiveis interacdes do LA com o metabolismo
da espécie e/ou com a dieta administrada para esta, (Castro et al., 2013; Huang et al.,
2019, 2020) possiveis efeitos de uma dieta ndo ajustada as necessidades do animal poderia
provocar resultados pouco conclusivos sobre a maneira como o LA funciona no nivel
metabolico. No entanto, uma possivel estratégia a nivel experimental para evitar a
possibilidade de ruido sobre a avaliacdo do efeito metabdlico do LA poderia ser a
utilizacdo de modelos animais em fases nas quais estes dependam das reservas vitelinas,
sobre as quais € possivel assumir, se ajustam as necessidades dos animais pelo menos para

aquele estadio de desenvolvimento (Tong et al., 2017; Vazquez et al., 1994).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as mudangas metabolicas na utilizagdo de
nutrientes em nauplios de Artemia sp. recém eclodidos quando tratados com LA e o efeito
deste composto sobre o balango redox dos animais. A escolha de nauplios de Artemia sp.
como modelo animal obedece ao fato deste animal depender das reservas vitelinas, o qual
possibilita a oferta do LA dentro de um contexto nutricional onde os requerimentos da

espécie sdo atendidos.
2. Materiais e Métodos
2.1.Artemia sp.

Os cistos de A4. salina foram incubadas para eclosao em cones de imhoff em uma relagao
de 1 g de cistos L' a 28 °C de temperatura, salinidade 28 g L', aeragdo ¢ luz constante.

Apods 24h de incubacdo os nauplios recém eclodidos foram coletados em um unico
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beaquer do qual foram tomadas duas aliquotas de 1 mL para diluir cada uma em 99 mL de
agua de mar, destas suspensoes diluidas foi tomado 1 mL com pipeta de vidro e contou-se
a quantidade de organismos em duplicata. Foi feita uma média das contagens de cada
beaquer de 100 mL e das médias obtidas a partir destes, o valor resultante foi multiplicado
por 100 para conhecer a quantidade de artemias mL"' do beaquer de coleta, assim a
densidade de artemia foi ajustada a 250 . mL™" trocando o 100% da agua do beaquer de
coleta por 4gua tratada com hipoclorito de sddio 15% (concentragdo final 0,015%) e

declorada com tiossulfato de sddio.

2.2.Padronizacio do protocolo da atividade in vivo do sistema transportador de

elétrons (ETS)

Este protocolo baseou-se parcialmente no protocolo de Reid et al. (2018) com Danio
rerio. O procedimento usa a resazurina como fluoroforo, a qual quando reduzida pelas
proteinas mitocondrias pertencentes ao ETS € transformada em resorufina, uma substancia
fluorescente (excitagdo: 530 nm; emissdo: 590 nm). A variacdo de fluorescéncia por
minuto foi considerada um indicador de atividade do ETS. Para padronizar o protocolo em
artemia, foi testada a influéncia da concentragdo de resazurina (0.005, 0.0075, 0.010 mg
mL™" de concentragdo final) e a densidade de animais (60, 120, 240 nauplios de 4. salina
mL™") nas leituras de fluorescéncia mediante um delineamento fatorial completo com trés
réplicas por tratamento. As leituras foram feitas em placas brancas de 96 pocas a 28 °C
durante uma hora com uma frequéncia de leitura de 2 min utilizando o espectrofluorimetro

Synergy™ HT - BioTek.

Adicionalmente para avaliar a sensibilidade do protocolo a mudancas na atividade da ETS
foi testado o efeito do cianeto de potassio (KCN), um inibidor do complexo IV do ETS,

sobre a leitura da cinética da fluorescéncia, para isso foram utilizadas as concentragdes
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finais de 50, 100, 150 e 200 ug L' de KCN. Imediatamente ap6s a adi¢do do KCN a
nauplios dispostos nas pogas de placas brancas de 96 pogas (240 nauplios mL™") foi
adicionada a resazurina (0.01 mg mL™") a 9 pogas de cada concentragdo de KCN e a 9
pocas as quais receberam unicamente agua destilada como veiculo do KCN.
Adicionalmente usou-se diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA) na concentragio final
de 8.3 uM (Rodrigues et al., 2021), lida nos comprimentos 485 nm,, e 520 nm,,,, em 9
pocas adicionais expostas as diferentes concentracdes de KCN ou agua destilada para
verificar a produgdo de ROS como marcador adicional da atividade mitocondrial com o
fim de verificar o efeito do KCN sobre a mitocondria a partir de um método padronizado.
E importante enfatizar que os nauplios mantiveram-se vivos apos as medigdes de ETS e

ROS, inclusive ap6s a exposi¢do ao KCN.

Para estimar a capacidade in vivo da mitocondria de reduzir a resazurina, foi extraida a
fracao mitocondrial da A. salina. Esta analise foi desenvolvida para determinar
quantitativamente a contribuicdo da fracdo mitocondrial da artemia na atividade
performada in vivo. Para isto, fracdes mitocondriais foram isoladas em triplicata de trés
amostras de artemia, incubadas de separadamente sob as mesmas condi¢des ja
mencionadas, adicionalmente fracdes na mitocondriais foram recuperadas para avaliar sua

contribui¢ao na fluorescéncia observada nos espécimes de artemia viva.
2.3.Isolacio da fracao mitocondrial

Duas g de nauplios de Artemia sp. recém eclodidos, foram gentilmente homogeneizados
usando um homogeneizador de Teflon em 16 mL de tampao 1 (0.125 M sacarose, 0.375 M
sorbitol, | mM EGTA, 150 mM KCI, 0.5% albumina de soro bovino livre de acidos graxos
e 20 mM HEPES KOH, pH 7.5) esfriado em gelo. A seguir, o homogenato foi centrifugado

por 10 s a 3026 x g ¢ 4°C. O sobrenadante foi recuperado e centrifugado de novo por 15
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min a 17409 x g e 4°C. Depois de se descartar o sobrenadante resultante da anterior
centrifugacdo o pellet foi resuspendido em 32 ml do tampao 2 (0.125 M sacarose, 0.375 M
sorbitol, 0.025 mM EGTA, 150 mM KCl, 0.5% albumina de soro bovino livre de acidos
graxos ¢ 20 mM HEPES KOH, pH 7.5) para uma nova centrifuga¢do a 1082 x g, 4°C por 5
min. Apés esta centrifugagdo, o sobrenadante foi recuperado e centrifugado por 15 min a
17409 x g e 4°C. O pellet gerado (fracdo mitocondrial) foi resuspendido em 300 ul do

tampao 2 (Rodriguez-Armenta et al., 2018).
2.4.Medicao da capacidade redutora da mitocondria de Artemia sp.

De uma aliquota da fracdo mitocondrial determinou-se a concentragdo de proteina
mediante o0 método de Biureto. A seguir, em placas brancas de 96 pogas, o0 meio de reacao
(5 mM succinato de sodio, 0.125 M sacarose, 0.065 M KCI, 0.002 M K,HPO,¢ 0.01 M
KOH-HEPES, pH 7.5) mais agua destilada ou adenosina difosfato (ADP; concentracdo
final de 103 uM), ou ADP 103 uM + KCN (concentracdo final de 103 uM) e resazurina na
concentragao final de 32.5 uM) foram adicionados na sequéncia. Finalmente o tampao 2
foi adicionado como branco da analise; fragdo 1 (pellet resultante da primeira
centrifugacdo); fracdo 2 (fracdes descartadas das subsequentes centrifugagoes); e a fragao
mitocondrial, todas estas na concentragio final de 1 mg de proteina mL™'. A capacidade de
reducdo da resazurina da mitocondria foi medida pela fluorescéncia gerada (530 nm de
excitagdo ¢ 590 nm de emissdo) lida por 10 min a 28°C como leituras a cada 1 min
(Gonzalez-Durruthy et al., 2016; Gray et al., 2019; Rodriguez-Armenta et al., 2018). Os
dados de fluorescéncia foram multiplicados pela quantidade de proteina presente em cada

uma das fracgoes de acordo com as expressoes:
mT,,;, = My X prot,,.g" de artémia

mTy = my x proty.g™! de artémia
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mTy = mp, X protp.g™ de artémia
Onde:

mT,;, mTy; e mT;, representam as inclinagdes da fracdo mitocondrial, fracao 1 e da fragao
2, respetivamente pelo total da quantidade de proteina presente em cada fragdo por 1 g de
artémia. Por sua vez, m,;, my, € Mp, representam a inclinagdo em unidades de
fluorescéncia obtida da fracdo mitocondrial, a fragdo 1 e a fragdo 2, expostas a succinato +
ADP. Multiplicando os valores de m,,;, my ¢ my pela quantidade de proteina em uma
grama de artémia (prot,.g"' de artémia, proty.g, de artémia e protp.g”' de artémia,

respetivamente), foram estimados os valores de mT,;, mT; e mTy,.

Com base nos valores obtido de mT,;, mTy, and mTy, foi calculada a participagdo
percentual de cada uma das fra¢des na taxa de redugo da resazurina. Adicionalmente, as
diferencas estatisticas entre as inclinagdes da fluorescéncia em fungdo do tempo para cada

substrato (succinato, succinato+ADP e succinato+ADP+KCN) para cada fragao avaliada.
2.5. Exposicio in vivo da Artemia sp. ao acido lipoico (LA)

Para avaliar o efeito do LA sobre os nauplios de artémia foram feitos dois experimentos.
No primeiro foi realizada a exposi¢do dos animais ao LA para avaliar as mudangas sobre o
consumo das reservas de nutrientes do vitelo, e sobre a capacidade antioxidante e do ETS
durante 24 h pos-eclos@o. Este tempo foi determinado segundo Paffenhofer (1967), que
sinala o tempo de 30 h pds-eclosdo como o momento onde a Artemia sp. consumiu a maior
parte do seu vitelo, se tornado dependente da alimentagdo exdgena. Ja no segundo
experimento avaliou-se a influéncia do LA na atividade do ETS in vivo e produgao de ROS
para verificar as observagoes feitas in vitro (experimento 1) nos parametros de capacidade

do ETS e capacidade antioxidante.
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2.6.Experimento 1

Em 8 placas de 24 pocas foram estocados 2 mL de artémia (24 h apds-reidratacdo dos
cistos) por po¢a em uma densidade de 250 nauplios mL™', 6 placas foram tratadas com as
concentragdes finais de 0.05; 0.1; 0.5; 1.0; 5.0; e 10.0 uM de LA, uma das placas foi
utilizada como tratamento controle do veiculo do LA, tratada s6 com dimetil sulfoxido
(DMSO) na concentrag¢do final de 0.005 %. A placa restante foi deixada como controle
experimental ao qual s6 foi adicionada agua destilada. A cada 6 h durante 24 h foram
coletados os nauplios de trés pogas de cada tratamento, filtrados com telas de 60 um de
poro, depositados em microtubos de 2 ml previamente pesados, rapidamente submersos em
nitrogénio liquido ¢ armazenados a -80 °C para analises posteriores. Em paralelo, a agua
resultante de cada poca foi utilizada para dosar a concentragdo de nitrogénio amoniacal

total (TAN) pelo método de fenol-hipoclorito (Helder e De Vries, 1979).

Para a quantificagdo de TAN usou-se uma curva de calibragdo com cloreto de amonia feita
de maneira posterior a analise das amostras de agua, devido a interferéncias encontradas do
DMSO sobre a reagdo, este teve que ser adicionado a curva padrio na concentragdo

utilizada para o experimento.
2.7.Experimento 2

Estocaram-se em 4 placas de 96 pogas, nauplios de A. salina 24 h apds-reidratacdo dos
cistos, na densidade de 250 nduplios mL™', 12 pocas por placa foram expostas a 0.05; 0.1;
0.5; 1.0; 5.0; ¢ 10.0 uM de acido lipdico ou ao veiculo do LA, o dimetil sulfoxido
(DMSO) na concentrag¢do final de 0,005 %. Em cada caso s6 20 uL de cada solugdo
foram adicionados nas pocas, evitando uma dilui¢do extrema da salinidade da agua (o
fator de diluicdo foi do 1%). Adicionalmente contou-se com um controle de pogas nao

tratadas para avaliar o efeito do DMSO nos animais. Como a taxa metabdlica dos nauplios
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de artémia se mantém baixa nos temos 6 e 12 h, a atividade da ETS s6 foi avaliada nos
tempos 18 e 24 h do tempo experimental. Para isso foram adicionados nas placas os
fluoroforos resazurina e H,DCF-DA, 6 pocas para cada fluoréforo e para cada
concentragdo de LA ou para os controles. A fluorescéncia de cada fluoroforo foi lida a
cada 2 min nos comprimentos ja mencionados durante 3 h para obter as variagdes de

fluorescéncia delineado para medir ROS em rotiferos (Rodrigues et al. 2021).

2.8.Analises bioquimicas

2.8.1.Processamento das amostras

Os microtubos com amostras foram pesados e foi descontado o peso do microtubo para
conhecer o peso da amostra coletados, as amostras foram diluidas 5 vezes com o buffer
para determinagdo da capacidade do ETS (0,09 M Na,HPO,, 0,09 M KHPO,, 0,45 mg/ml
polivinilpirrolidona, 22,5 uM de MgSO, e 0.16% de Triton X-100) (Gopalan et al., 1996;
Owens e King, 1975) e sonicadas a 40 KHz com tip de 3 mm de didmetro em pulsos de 30
s durante 3 min mantendo permanentemente as amostras em gelo. Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 2500 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante obtido foi armazenado em microtubos de 500 pL e mantido a -80°C para

posteriores analises.

2.8.2.Determinacio da concentracio de proteinas

Para a analise de proteina foi utilizado o Kit da Bioclin para proteinas totais. Assim,
tomaram-se 7.5 pL do sobrenadante das amostras, do tampao de homogeneizagdo (branco)
ou uma solug¢do de 40 mg albumina mL"' (padrdo proteico) foram adicionados mais 375

pL do reagente de Biureto (Sanchez Rojas e Cano Pavon, 2005) em microtubos de 1.5 ml.
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A seguir as solu¢bes resultantes foram homogeneizadas com o auxilio do vortex e
incubadas durante 10 min. Em seguida, foram transpassadas a microplacas de 96 pogas
transparentes de fundo chato usando duas pogas por amostra, branco e padrio. As

absorbancias foram lidas a 550 nm em espectrofluorimetro.

As concentragdes de proteina das amostras foram calculadas em funcdo a absorbancia
obtida da solu¢do padrao de proteina. Os resultados de proteina foram expressos em mg

g’ de artemia.

2.8.3.Determinacio da concentraciio de glicose

A dosagem foi feita utilizando o kit monorreagente da Bioclin (RS, Brazil) segundo as
indicagdes do fabricante, utilizaram-se os homogeneizados das amostras de artémia, o
tampao de homogeneizacdo como branco da analise e uma solucio padrao de glicose na
concentragdo de 1 mg mL"'. O procedimento foi realizado em placas transparente de 96
pocos sendo que, apos a adigdo do monorreagente para glicose e aliquotas das amostras
em duplicata, as placas foram incubadas a 37 °C por 10 min e lidas a 505 nm. As
concentragdes de glicose das amostras foram calculadas em fungdo a absorbancia obtida
da solugdo padrio de glicose. Os resultados de glicose foram expressos em mg g de

artemia.

2.8.4.Determinaciio da concentracio de lactato

Foi feito com o auxilio do kit comercial para lactato (Bioclin, RS, Brazil) baseado na
producdo de NADH apos a reagdo de lactato e NAD™ para gerar piruvato + NADH
catalisada pela enzima lactato desidrogenase. A producdo de NADH foi aferida
fluorometricamente para cada amostra em duplicata nos comprimentos 340 nm,, ¢ 440

nm,, (Ince et al., 1992). Usou-se uma solu¢do padrio de lactato de 0.3 mg mL"' da qual
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foram feitas 6 dilui¢des seriadas até a concentra¢do de 0.004 mg mL™"' com a qual foi
construida uma curva de calibracdo. As concentragdes de lactato das amostras foram
aferidas 5 min apds adigdo da enzima lactato desidrogenase ¢ a solugdo de NAD' e
calculou-se em func¢do a fluorescéncia obtida da curva de calibracdo de lactato. As leituras
foram feitas em placas brancas de 96 pogas, cada amostra replicada trés vezes. Os

resultados de lactato foram expressos em mg g™ de artémia.

2.8.5.Determinacio da concentracio de triglicerideos

A andlise foi feita com os homogeneizados de artémia iniciais ndo diluidos para isto,
usando o kit comercial monorreagente da Bioclin (RS, Brazil). Brevemente, a analise foi
feita em placas de 96 pocas transparentes, as amostras, o branco e padrao de triglicerideos
(1 mg ml'") foram analisados por duplicado e agregados depois da adigdo do
monorreagente nas pogas das placas. A seguir as placas foram incubadas a 37 °C durante
5 min e a absorbancia foi contabilizada no comprimento de 500 nm. As concentragdes de
triglicerideos das amostras foram calculadas em funcdo a absorbancia obtida da solucdo
padrio de triglicerideos. Os resultados foram expressos em mg de triglicerideos g de

artémia.

2.8.6.Determinacao da capacidade do sistema transportador de elétrons (ETS)

Aliquotas das amostras homogeneizadas foram levadas até uma concentragdo de 0.5 mg
mL". Em placas transparentes de 96 pogas, de cada dilui¢do tomaram-se 6.25 uL x 2
pocas de cada amostra (ou de buffer de homogeneizagdo como branco) e adicionou-se
91.65 pL de buffer de reacdo (0,1 M Na,HPO,, 0,1 M KHPO,, 0,275 mg/ml
polivinilpirrolidona, 15 pM de MgSO,), 27.8 uL  de cloreto de tetrazolio

2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil ~ (Sigma-Aldrich) a 3 mg mL' por ultimo,
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adicionaram-se 6.25 pL de uma solugdo de NADH/NADPH (30/2.2 mM respetivamente)
diluidas em buffer tris(hidroximetil)aminometano ao 0.01%. As placas foram lidas durante

30 min a 490 nm e 28°C de temperatura (Owens e King, 1975).
A capacidade da ETS foi calculada como:
ETS atividade (mg O, min™ g proteina) = (m/p) *0,06

Onde: m ¢ a inclinagdo da cinética em unidades de absorbancia por minuto, p € ¢ a
quantidade de proteina em gramas da aliquota de amostra usada para a reacdo e 0,06 ¢ o
fator de conversdao para mg de O,. Os resultados da atividade do ETS foram expressos em

mg O, min" g! proteina.

2.8.7.Determinaciio da capacidade antioxidante total

Com as amostras ajustadas para a concentragdo de 0.5 mg de proteina mL™! foi feita a
analise de capacidade antioxidante contra o radical peroxil. Os resultados foram expressos
como a area relativa das curvas de fluorescéncia gerada através do tempo pela oxidagdo de
H,DCF-DA (Sigma-Aldrich) em presenga da amostra quando era adicionada ou ndo a
solucdo do gerador do radical peroxil, diidrocloreto de 2,2-azobis-2-metilpropionamidina
(ABAP; Sigma-Aldrich). Nesta andlise, quanto maior a area relativa obtida, menor a

capacidade antioxidante da amostra e vice-versa (Amado et al., 2009).
2.9.Analises estatisticas

Apdés a comprovacdo dos pressupostos de normalidade homoscedasticidade e
independéncia das variaveis foi feita uma ANOVA de duas vias (tempo e concentracdo de
LA) e Bonferroni como teste pos-hoc para comparagdo das médias de cada tratamento. No
caso do controle experimental sem veiculo calculou-se para cada varidvel resposta

avaliada uma média tnica agrupando todos os tempos de coleta, assim estes dados nao
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entraram dentro das compara¢des entre tratamentos. As inclinagdes da capacidade
redutora da mitocondria isolada da 4. salina foram comparadas através de uma ANOVA e
prova de contrastes de Bonferroni apds a verificagdo da normalidade e homogeneidade de
variancias (Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente). Por fim, foi feita uma andlise de
componentes principais (PCA) com as médias de cada grupo experimental para cada

tempo, escalando as variaveis utilizadas com média 0 e desvio padrao 1.

3.Resultados

3.1.Padronizacdo do protocolo da atividade in vivo do sistema transportador de

elétrons (ETS)

Houve um efeito significativo da densidade dos animais sobre os incrementos de unidades
de fluorescéncia por min, no entanto, a concentragdo de resazurina como observa-se na

Figura 1a ndo teve um efeito significativo (p>0,05).

A exposicdo ao KCN promoveu uma resposta dependente no caso da determinacdo do
ETS utilizando resazurina (Figura 1b; p<0.050) enquanto para a producdo de ROS nao

houve diferengas entre as concentragcdes de KCN (Figura 1c; p>0.05).
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Figura 1. (a). Incremento de fluorescéncia por minuto usando diferentes densidades de
nauplios de Artemia sp. e diferentes concentragdes de resazurina. Os dados sdo expressos
como média + erro padrao (n = 3). (b) Efeito do KCN na atividade do sistema de
transporte de elétrons (ETS) e (c) na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Em (b) e (c) os dados sdo expressos como média + erro padrdo (n =9). Em todos os casos,

letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos.

3.2. Medic¢dao da capacidade redutora da mitocondria da Artemia sp.

Todas as fracgdes foram capazes de reduzir a resazurina. No entanto, as taxas de redugdo
encontradas para a fracdo mitocondrial foram em média cerca de cinco vezes maiores as
encontradas nas outras fra¢des. Percentualmente a fracdo mitocondrial exposta ao
succinato+ADP representou o 80,29 + 12.43% do total da inclinagdo de reducdo da
resazurina, seguido da fragdo 2 (14,90 = 0,5%) ¢ a fragdo 1 (4,80 + 0.8%) (Figura 2a). Para
a fracdo mitocondrial, foram encontradas diferencas significativas entre as inclinagdes de
fluorescéncia por minuto dependendo do tipo de substrato, onde a fragdo mitocondrial
exposta a succinato+ADP apresentou as maiores taxas de reducdo da resazurina, seguido
da tratada s6 com succinato. As amostras expostas a succinato+ADP+KCN apresentaram

as menores taxas de crescimento da fluorescéncia (Figura 2b).
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Figura 2. (a) Inclinacdes das leituras em unidades relativas fluorescéncia (RFU) ao longo
do tempo (min) estimadas para as fragdes 1, 2 e a fragdo mitocondrial exposta ao
succinato+ADP. Os valores percentuais = SD indicam a contribui¢do de cada fragdo para o
incremento liquido de fluorescéncia por min e por mg de proteinas em 1 g de Artemia sp.
Letras diferentes indicam diferencas entre as inclinacdes das diferentes fragdes (p<0,05).

(b) Resposta da fracdo mitocondrial aos diferentes substratos. Os valores = SD indicam as
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inclinagdes médias do incremento de fluorescéncia por mg de proteinas em 1 g de Artemia
sp. para cada substrato avaliado. As faixas coloridas representam os intervalos de
confianga (95% ) calculados para cada substrato. Letras diferentes representam diferencas

significativas entre as médias percentuais de inclinagéo (p<0,05).

3.3.Experimento 1

3.3.1.Concentracio de proteina

Os resultados sdo expostos na Figura 2. Para o tempo 6 h s6 o tratamento com 10 pM
apresentou diferencas com o tratamento SCtrl (controle com DMSO) sendo as amostras
deste ultimo as que maiores teores de proteina apresentaram. No tempo 12h todos os
grupos administrados com LA apresentaram valores de proteina inferiores ao SCtrl, no
entanto para o tempo 18 h o tratamento com 0,5 uM de LA apresento valores proteina
superiores aos do SCtrl, os quais contrastam com os valores obtidos pelo tratamento com
0,05 uM que foram inferiores aos do SCtrl. Finalmente para as 24 h ndo foram

encontradas diferencas entre nenhum dos tratamentos.

3.3.2.Nitrogénio amoniacal total (TAN)

Nos tempos 18 ¢ 24 h houve diminui¢do na concentra¢do de TAN na agua do tratamento

com 0,5 uM de LA quando comparado contra o SCtrl (Figura 3).
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Figura 3. Niveis de proteina (a) nos nauplios de Artemia sp. e concentragao de nitrogénio
amoniacal total (TAN) (b) na agua ao longo do tempo (h). A linha pontilhada vermelha
representa a média geral dos animais de controle. Os dados s@o expressos como média +
erro padrao (n = 3). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os
tratamentos. SCtrl: controle de solvente.

3.3.3.Concentracio de glicose

Os resultados para glicose sdo apresentados na Figura 4. Para o tempo de 6 h o tratamento
com 10 uM apresentou valores de glicose significativamente menores aos do SCtrl, assim
para o tempo de 12 h o tratamento com 5 pM de LA reportou os vales mais baixos de
glicose. Para o tempo de 18 h todos os grupos que receberam LA apresentaram valores de
glicose inferiores aos encontrados no SCtrl, ja para o tempo de 24 h s6 os tratamentos com

0,5, 1 e 5 uM de LA apresentaram diferencias quando comparados contra o SCtrl.

3.3.4.Concentracio de lactato

A concentragdo do lactato apresentou diferencas entre tratamentos, assim para o tempo de

6 h, os valores mais baixos de lactato foram apresentados pelos tratamentos com 0,05 e

113



0,1 uM de LA, para o tempo de 12 h houve um aumento do lactato nos tratamentos 1 e 10
UM quando comparados com o SCtrl. No tempo de 18 h em geral os valores de lactato dos
tratamentos com LA foram inferiores aos apresentados pelo SCtrl, exceto nos tratamentos
com 0,5 ¢ 5 uM de LA. Finalmente no tempo de 24 h o tratamento 0,05 uM de LA

apresentou valores de lactato acima dos valores apresentados pelo SCtrl (Figura 4).

3.3.5.Conteudo de triglicerideos

O contetdo de triglicerideos diminuiu no tempo de 6 h nos grupos tratados com as

maiores concentragdes de LA (1,5 e 10 uM de LA) (Figura 4).
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Figura 4. Niveis de glicose (a), lactato (b) e triglicerideos (c) ao longo do tempo (h). A
linha pontilhada vermelha representa a média geral dos animais de controle. Os dados sdo
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expressos como média + erro padrdo (n = 3). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos. SCtrl: controle de solvente.

3.3.6.Capacidade da ETS

Houve diferencas entre os grupos tratados com LA e o grupo SCtrl em todos os tempos
exceto no tempo de 18 h. No tempo de 6 h encontrou-se uma menor capacidade do ETS
nos tratamentos 0,05 e 0,1 uM. Ja apds 12 h, a capacidade do ETS dos grupos com 1, 5 ¢
10 uM de LA foi superior a encontrada no SCtrl. Para o tempo de 24 h observou-se de
novo uma capacidade do ETS superior nos tratamentos 5 ¢ 10 uM de LA quando

comparados com SCtrl (Figura 4a).

3.3.7.Capacidade antioxidante total

No geral o LA teve um efeito de diminuir a capacidade antioxidante (ACAP), s6 para o
tratamento de 10 uM no tempo de 24 h foi observado um aumento da capacidade

antioxidante, apenas quando comparado com os tratamentos 1 ¢ 5 uM (Figura 5).
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Figura 5. Atividade ETS (a) e capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)
(b) ao longo do tempo (h). A linha pontilhada vermelha representa a média geral dos
animais de controle. Os dados sdo expressos como média + erro padrao (n = 3). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos. SCtrl: controle de
solvente.

3.3.8.Analise de PCA

As quatro primeiras componentes da PCA explicaram um 83.61% da variancia da matriz
de dados (PC1 41,19%, PC2 21,37%, PC3 12,75%, PC4 8,29%). Foram achadas
correlagdes positivas entre o PC1 e o teor de proteina, lactato e triglicerideos, dentre
outros. Para a PC2 existem duas variaveis correlacionadas forte e negativamente com esta,
-0.85% concentragdo de LA e a capacidade do ETS -0,86%, a qual também apresenta
correlagdes positivas, consideraveis com as variaveis proteina e glicose com 42 e 41% de
correlagdo respetivamente. A PC3 apresentou as maiores correlagdes com os pardmetros
TAN (75%), glicose (-44%) e lactato (-52%). PC4 apresentou as maiores correlagdes com
os parametros glicose (-37%), triglicerideos (44%) e ACAP (-48%). Proteina
correlacionou-se positivamente lactato e triglicerideos 53 e 70% respetivamente, e
negativamente com o tempo (77%). Triglicerideos correlacionou-se negativamente com
tempo (-76%) e glicose (-31%) e positivamente com lactato (45%). A capacidade da ETS
apresentou uma correlagdo positiva com as concentragdes de LA (62%) e lactato (40%) e
negativa com glicose (-45%). No caso de ACAP houve correlagdes negativas com tempo
(-62%) e glicose (-38%) e positivas com proteina (57%), TAN (40%), lactato (48%) e

triglicerideos (34%)).
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Figura 6. Resultados do PCA. (a) A matriz de correlacdo foi transformada em uma escala
de cores. (b) A contribuicdo de cada variavel para a porcentagem de variancia explicada
pelos componentes principais PC1 (eixo X) e PC2 (eixo Y).

3.4.Experimento 2

Os fatores concentracdo de LA e o tempo experimental apresentaram influéncia sobre os
parametros de atividade da ETS e producdo de ROS, sendo também registrada uma
interagdo significativa (p<0,05) entre a os tratamentos com LA e tempo de exposi¢ao para
a variavel atividade da ETS. No concernente a esta variavel para o tempo 18 h ndo foram
detectadas diferencias (p>0,05) entre os tratamentos, ja para no tempo 24 h todos os
tratamentos com LA apresentaram atividade da ETS maiores (p<0,05) ao SCtrl, sem
diferengas entre eles. Para a producdo de ROS no tempo 18 h ndo foi possivel observar
diferengas entre os grupos experimentais, mas apos 24 h houve uma diminui¢cdo na
producdo de ROS no tratamento com 10 pM quando comparados com o tratamento de

SCtrl (p<0.05) (Figura 7).
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Figura 7. Atividade do sistema de transporte de elétrons in vivo (a) e concentragdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (b) em 18 e 24 h. A linha pontilhada vermelha
representa a média geral dos animais de controle. Os dados s@o expressos como média +
erro padrdo (n = 3). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05) entre os
tratamentos. SCtrl: controle de solvente.

4.Discussao

Os resultados de padroniza¢do do protocolo de resazurina para uma analise de cinética da
atividade do ETS, apontam a que este protocolo pode ser usado para avaliar o a fun¢do do
ETS de nauplios de art€émia. Em animais entre as 24 e 36 h pos-hidratagdo dos cistos, as
leituras de cinética apresentaram coeficientes de determinacdo abaixo de 40%, devido a
isto ndo se recomenda o uso do protocolo neste periodo de vida, fato que deveria estar
associado a baixa taxa metabolica dos animais nesta fase. J4 a partir das 40 h
pos-hidratagdo foram observadas leituras com coeficientes de determinagdo acima do 90%,

que foi o tempo selecionado para efetuar as medi¢oes de ETS. A densidade de animais
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apresentou, como era de se esperar, um efeito significativo sobre a cinética, apontando a
que a apari¢ao da fluorescéncia ¢ dependente da atividade metabolica dos animais contidos
dentro da poga. No entanto as concentragdes de resazurina testadas ndo afetaram
significativamente fluorescéncia gerada, se optando por utilizar uma concentragao final de
0,05 mg mL™" de resazurina, que é 4 vezes inferior daquela utilizada por Reid et al. (2018)
para Danio rerio, uma concentragdo que nao produziu efeitos toxicos nesta espécie tanto
para fase larval quanto para fase adulta. Desta forma, pode-se supor que a concentragdo de
resazurina utilizada permite uma estimacao confiavel do metabolismo do organismo, sem
introduzir artefatos de técnica. A anélise realizada apds a isolacdo da fraccao mitocondrial
da A. salina confirmou este ponto, devido a comparacdo da contribui¢do porcentual de a
cada uma das fragcdes mostrou uma alta participagdo da mitocondria na redugdo neta da
resazurina. Este resultado indica a factibilidade do uso do metodo de quantificacao da
atividade mitocondrial in vivo em A. salina, pelo menos para as primeira hora de vida
como ja foi descrito para a espécie D. rerio (Reid et al., 2018). Em relacdo a fragdo
mitocondrial, os resultados indicam uma efeito significativo dos substratos na reducgao da
resazurina. Comparando os resultados obtidos com o que geralmente ¢ esperado da
atividade respiratoria da mitocondria, ¢ possivel explicar os efeitos de cada substrato na
reducdo da resazurina. Neste caso, o succinato por ser um substrato do ETS o qual ingressa
pelo complexo II para ser oxidado como doador de elétrons, causa um incremento na
atividadeda mitocondria. Quando isso ocorre em auséncia de ADP, o consumo de oxigénio
mesmo existente acaba sendo baixo (estado 4 da resiracao mitocondrial), que deveria
derivar em um leve aumento da capacidade redutora da mitocondria como foi observado
(Figura 2b). Portanto, os resultados obtidos sdo consistentes com a mecanica bioenergética
da mitocondria, sugerindo a resazurina como uma ferramenta confiavel para a medicao in

vivo da atividade mitocondrial.
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No referente aos valores de proteina observados no experimento 1, as maiores mudangas
foram observadas ao longo do tempo de exposi¢do, apresentando-se uma diminui¢do
paulatina nos seus valores. O LA influenciou nos valores deste parametro embora em
menor propor¢ao do que o tempo, isto pode se explicar pelo fato dos animais estarem em
jejum, situacdo onde a proteina disponivel é susceptivel de ser utilizada como fonte de
energia, reduzida a aminoacidos para a ressintese de proteina ou para producdo de
osmolitos como a taurina a qual ¢ sintetizada a partir da metionina (Evjemo et al., 2001;
Helland et al., 2000; Tanaka, 1993). Tendo em conta que os padrdes de concentracdao de
proteina dos grupos tratados com LA mudaram nos diferentes tempos de exposi¢ao
quando comparados com o SCtrl (Figura 3a), € possivel pensar em interagdes entre a fase
de desenvolvimento da artémia e o LA como modulador metabélico. E sabido que a maior
parte da massa contida nas plaquetas vitelinas estd em forma de lipoproteina (Warner et
al., 1972), esta precisa ser degradada em aminodcidos os quais vao a servir como unidades
formadoras de novas proteinas proprias do nduplio (Warner et al., 1972), este processo ¢
catalisado na fase naupliar principalmente por tiol proteases como a cathepsin B-like thiol
protease (Warner et al., 1995). Existe evidéncia sobre a regulagdo redox que podem sofrer
as catepsinas B. Em catepsinas B purificadas de bovino foi observado que moléculas com
grupos tiol como a glutationa reduzida (GSH), podem elevar a atividade proteolitica
destas (Lockwood, 2002). No caso do LA reduzido (acido dihidrolipoico ou DHLA) foi
observado que concentragdes entre 1-10 uM podem elevar a atividade proteolitica em até
um 80% da maxima atividade da enzima em solu¢do com 2 mM de GSH (Lockwood,
2002). Por sua vez , o LA apresentou capacidade inibitéria sobre atividade da enzima
(Lockwood, 2002). Tendo em conta o potencial de redu¢do do LA de -0.29 V comparado
com o da cisteina (propria da catepsina B) de -0.22 V, seria termodinamicamente inviavel

um cfeito oxidante do LA sobre este aminoacido. Consequentemente deveria se explorar a
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possibilidade do LA atuar como ligando em sitios de regulagdo desta enzima (Chitranshi
et al., 2021). Também ¢é importante ressaltar que o LA agindo como pro-oxidante,
normalmente ¢ reduzido a nivel celular, isto implicaria uma diminuicdo momentanea da
capacidade antioxidante do organismo prejudicando a atividade da cathepsin B-like
protease. Num seguinte periodo, um possivel aumento da capacidade antioxidante da
célula pela ativacdo indireta da expressao dos “antioxidant response elements” (ARE) pelo
LA oxidado poderia favorecer posteriormente a degradacdo da proteina das plaquetas
vitelinas para a sintese proteica dos nauplios (Espinosa-Diez et al., 2015). Isto explicaria
as ondulacdes da concentragdo da proteina dentro dos grupos tratados com LA, ao tempo

que explica no tratamento SCtrl a queda constante nos teores de proteina até as 24h.

Enquanto a concentragdo de TAN na agua, a diminui¢ao observada no tratamento com 0,5
pM de LA pode estar indicando uma diminui¢do na deaminacdo de aminoacidos para a
utilizacdo de estes como fonte de energia, possivelmente permitindo uma maior eficiéncia
na utilizacdo da proteina do vitelo para o desenvolvimento da artémia. Esta hipotese
poderia explicar o fato da concentragdo de 0.5 pM de LA ter apresentado
significativamente as menores concentragdes de TAN na agua junto com as maiores
concentragdes de proteina no tempo 18 h. Em experiéncias com outras espécies tem sido
observado que o LA regula negativamente a expressdo de proteinas relacionadas com o
metabolismo oxidativo de aminoacidos. Em individuos da carpa Ctenopharyngodon
idellus foi observada uma diminuicdo da expressao das enzimas aspartato
aminotransferase ¢ alanina aminotransferase quando suplementados com inclusdes de 600
¢ 1200 mg de LA Kg™' na dieta (Shi et al., 2018). Ambas proteinas participam ativamente
no catabolismo dos aminoacidos € podem ser usadas como marcadores da intensidade
deste processo (Jiang et al., 2015; Shi et al., 2018). No contexto da aquicultura, menores

taxas de utilizagdo da proteina como substrato energético promovem o ganho de massa
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proteica no animal e podem repercutir consideravelmente na diminui¢do do requerimento
de proteina da dieta (Hua et al., 2019). Por outro lado, uma menor producdo de amonia
influencia na diminui¢do de efluentes ricos em compostos nitrogenados provenientes da

aquicultura promovendo a sustentabilidade da atividade (Herbeck et al., 2021).

No caso dos triglicerideos ndo foi possivel observar um efeito consideravel do LA em
comparag¢do no SCtrl no decorrer do tempo experimental. Ao longo do experimento, as
concentracgdes de triglicerideos parecem ter apresentado um comportamento bifasico com
um pico na concentracdo de triglicerideos no tratamento com 0,5 uM de LA e valores
baixos nas concentragdes de LA mais altas (1, 5 ¢ 10 pM). Em artemia, a maior parte da
fraccdo lipidica estd armazenada em forma de lipidios neutros (80%), sendo que os
triglicerideos representam ao redor do 70% (Navarro et al., 1993). A utilizacdo dos
triglicerideos esta dividida entre a sintese de lipideos estruturais e o fornecimento de
acidos graxos livres para a producdo de energia principalmente (Evjemo et al., 2001).
Embora estes resultados nao apresentem um efeito significativo do LA sobre a
concentracdo de triglicerideos, a diferenca de outros trabalhos existentes (Ruderman et al.,
2010; Shi et al., 2018), em outras espécies de animais aquaticos inclusive em crustaceos
tem se visto respostas similares as aqui encontradas. No caranguejo Eriocheris sinensis,
por exemplo, existem dois trabalhos que apontam que o LA ndo tem um efeito

significativo sobre os teores de lipidio nesta espécie (Xu et al., 2019, 2018).

No caso da glicose, em geral houve um incremento gradativo nos niveis de glicose até o
tempo 18 h, e a partir do tempo 24 h foi observada uma queda em geral dos niveis deste
substrato energético. Este comportamento pode ser explicado tendo em conta as
quantidades de trehalose que se encontram nos cistos de artemia. A trehalose ¢ um
dissacarideo composto de mondémeros de glicose e encontra-se armazenada em grandes
concentragdes dentro do cisto, atuando como protetor celular durante a fase de criptobiose
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(Clegg, 1965). No entanto quando o organismo retorna a se desenvolver apds reidratagao,
a trehalose comeca a ser hidrolisada pela enzima trehalase e transformada em glicose a
qual atuaria como substrato energético para suprir a atividade metabodlica acelerada
durante o desenvolvimento (Boulton e Huggins, 1977; Vallejo, 1989). E importante
ressaltar o fato da glicose apresentar uma correlagdo negativa com as variaveis proteina e
triglicerideos segundo os resultados obtidos pela PCA (Figura 6), ja que enquanto os
niveis de proteina e triglicerideos diminuiram, as concentragdes de glicose aumentaram,
pelo menos até o tempo 18 h. Isto poderia estar indicando que em condigdes fisiologicas
normais ocorre uma maior participa¢do da proteina e os triglicerideos como substratos do
metabolismo energético, o qual explica a pronunciada diminuicdo dos teores destes
durante o experimento, tendo em conta que para o tempo 24 h os teores de glicose apenas
come¢am a diminuir de maneira significativa, ¢ possivel pensar que a partir deste
momento a glicose comega a ocupar um lugar de maior importidncia como substrato
energético. A parte disto, ¢ particularmente interessante observar que durante o
experimento sempre houve grupos tratados com LA com concentracdes de glicose
inferiores as apresentadas pelo grupo SCtrl, isto corrobora a importancia do LA como
promotor do metabolismo de carboidratos (Huang et al., 2020; Sohaib et al., 2018). Estes
resultados parecem entrar em concorddncia com o obtido para espécie Macrobrachium
nipponense na qual foi visto que a suplementagdo com LA (700 e 1400 mg Kg™' de ragio)
provoca o aumento na expressdo de enzimas da glicolise, ciclo de Krebs ¢ fosforilagdo
oxidativa (Ding et al., 2022). Com esta mesma espécie foi encontrado, utilizando niveis de
suplementagdo com LA de 1000 a 5000 mg Kg™' de ragdo, um comportamento bifésico das
expressdes das enzimas hexokinase, fosfofructokinase e a piruvato kinase, com a maior

expressdo nas concentragdes intermedidrias de LA ¢ o mesmo foi também observado na
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expressdo do isocitrato desidrogenase apontando a um efeito de tipo hormético induzido

pelo LA (Xiong et al., 2022).

No referente ao lactato chama a aten¢do a grande correlagdo deste parametro com a
capacidade do ETS. E possivel pensar que o LA sob determinadas condigdes e
concentragdes pode incrementar a atividade do metabolismo energético acima da
capacidade respiratdria, onde este aumento poderia se compensar com a ativagdo de vias
metabolicas como glicolise anaerdbia (Sokolova et al., 2012). De qualquer maneira, isto
deve ser explorado em futuros trabalhos devido a auséncia de dados prévios que indiquem
que o LA tenha incrementado as concentracdes de lactato inclusive considerando
trabalhos efetuados em outros crustaceos (Ding et al.,, 2022; Xiong et al., 2022).
Evidéncias sobre um aumento na atividade metabolica causada pelo LA foram
encontradas nos resultados da capacidade do ETS, em geral durante o experimento este
parametro aumentou em funcdo a concentragdo do LA, isto se verifica com os resultados
obtidos pela PCA (Figura 6b) onde observa-se uma alta correlagdo positiva entre a
capacidade do ETS e a inclusdo de LA no meio. Os mecanismos pelos quais isto acontece
ainda devem ser esclarecidos, no entanto, existe evidencia da participacdo dos
nucleotideos reduzidos NADH ¢ NADPH na reduc¢do do LA, esta reducdo pode ser
catalisada por diversas proteinas como tioredoxina reductase, lipoamida desidrogenase, ¢
a subunidade E3 da a-cetoglutarato desidrogenase (Ambrus et al., 2009). Este processo
poderia implicar uma diminui¢do na relagdo citoplasmatica e mitocondrial de
NAD(P)H/NAD(P)', sobre estas condigdes as concentragdes de ADP ¢ AMP mitocondrial
deveriam se incrementar, favorecendo a consequente ativagdo de proteinas como a
AMPK que promove o metabolismo catabolico de macromoléculas orginicas para a
liberacdo de substratos energéticos como glicose ou acidos graxos com o intuito de

restituir os niveis de ATP (Chen et al., 2012; Ruderman et al., 2010; Srivastava, 2016).
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Um efeito observado apds a suplementacdo com LA é o aumento da expressdo da SIRT1
(Huang et al., 2020), esta é uma desacetilase dependente de NAD", e que possui também a
capacidade de aumentar a atividade de fatores de transcricdo como o peroxisome
proliferation-activated receptor gamma (PPARY) que atua como agonista na biogénese
mitocondrial, o que poderia ter consequéncias em termos de aumentar a capacidade do

ETS (Corona e Duchen, 2016).

No presente trabalho ndo foi observado um efeito consistente do LA sobre a capacidade
antioxidante, diferente do encontrado em varios modelos animais. No entanto observou-se
em funcdo ao LA uma resposta ambivalente de estados de menor e de maior capacidade
antioxidante através do tempo experimental. Estados de menor capacidade antioxidante
foram evidenciados nos tempos 6 e 18 h e outros de maior capacidade antioxidante para os
tempos 12 e 24 h, embora neste Gltimo tempo isto tenha acontecido s6 na concentracao 10
uM de LA (Figura 5). Estas respostas diferenciadas estariam refletindo o duplo papel do
LA como pro-oxidante e antioxidante que explicaria a gradativa diminui¢do da capacidade
antioxidante observada no tempo 6 h conforme aumentava a concentragdo de LA, para os
tempos posteriores ¢ importante considerar que os incrementos evidenciados no ETS
promovidos pela adicdo do LA ao meio poderiam ter influenciado os resultados
apresentados na capacidade antioxidante dos animais. Assim, a interpreta¢do destes
resultados pode estar fortemente ligada aos efeitos do LA como promotor do metabolismo
energético, onde um aumento da fosforilagdo oxidativa pode provocar o incremento da
producao de ROS (Hou et al., 2021) que em principio deveriam ser interceptadas como
mecanismo de protegdo pelas defesas antioxidantes (Zheng et al., 2016). E claro que a
demanda por antioxidantes enddgenos em situacdes de elevada produg¢do de ROS pode
derivar em diminuigdes da capacidade antioxidante (Bolzan et al., 2021). Adicionalmente,

isto explica o porqué para um aumento metabolico ocorrer de maneira fisiologicamente
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sustentavel devem ser ativadas em conjunto vias metabdlicas para a produgdo de
antioxidantes ativamente consumidos (Corona e Duchen, 2016; Hinchy et al., 2018;
Palmeira et al., 2019), esta ideia se suportada nas evidencias sobre a intima relagéo entre a
ativacdo da AMPK ¢ a expressdo de genes antioxidantes, onde as modificagdes
pOs-transcricionais que esta proteina realiza sobre o Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) provoca a migragdo deste para o nucleo onde age como ligando nos ARE

para ativar sua expressao (Joo et al., 2016).

Sao necessarios mais estudos de como o LA pode agir em animais que se encontram em
uma fase de desenvolvimento acelerado e com uma disponibilidade de nutrientes limitada
como ¢ o vitelo. O LA produz nos animais mudangas metabolicas (resultados de glicose ¢
do ETS) que implicam um uso mais acelerado das reservas energéticas as quais podem
interagir (ou antagonizar) com as demandas fisiologicas normais nesta fase de vida. Nesta
situacdo o organismo poderia se ver forcado a priorizar fungdes fisiologicas de maneira
diferente a como aconteceria em organismos de desenvolvimento menos acelerado e/ou

com uma ingesta constante de nutrientes.

Sintetizando as respostas obtidas na analise de PCA (Figura 6), segundo a alta correlagao
do PCI com tempo ¢ possivel determinar que este fator foi o que mais contribuiu com a
variabilidade observada dentro dos dados, onde em geral apresentou-se a diminui¢do das
concentragdes de nutrientes conforme decorria o experimento. A correlacdo observada
entre o tratamento com LA e o PC2 ¢ evidéncia do papel que o LA teve sobre a
variabilidade dos dados. Julgando pela alta correlagdo entre as concentragdes de LA e a
capacidade do ETS ¢ possivel inferir que a variabilidade gerada foi através de modulagdes
no metabolismo energético mais do que do sistema antioxidantes o qual correlacionou-se
principalmente com o tempo. Por fim € necessario ressaltar que a correlacdo negativa
entre a variavel glicose e as concentragdes de LA pode ser um indicio da influéncia que o
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LA tem como promotor do catabolismo da glicose possivelmente através da regulacdo

positiva da atividade energética mitocondrial.

Em concordancia com os dados obtidos in vitro da capacidade do ETS, in vivo foi possivel
evidenciar um efeito significativo do LA sobre o metabolismo oxidativo no tempo 24 h.
Neste tempo também ha uma queda gradativa da produgdo de ROS com a adigdo de LA
(apesar de existir diferencias so entre os tratamentos SCtrl e 10 pM). Enquanto o LA, este
aparentemente ndo promoveu a capacidade antioxidante, mas paradoxalmente parece ter
tido um efeito consideravel sobre a produgao de ROS, isto parece contraintuitivo pela alta
atividade do ETS, baixa capacidade antioxidante, sem embargo tendo em conta que a
produgdo de ROS nio chega a ser superior a do SCtrl , é possivel pensar que a causa da
diminui¢do da capacidade antioxidante nos animais tratados com LA seja consequéncia da
diminui¢do da producdo de ROS como efeito do LA como, o qual seria uma resposta
adaptativa para o organismo. Adicionalmente, ¢ possivel pensar de maneira paralela que o
aumento observado na atividade do ETS diretamente tenha influenciado a diminuigdo da

capacidade antioxidante para a contencdo do ROS produto da respiragdo mitocondrial.

Em conclusdo o uso do LA como aditivo na agua de nauplios de art€émia conseguiu
promover o metabolismo energético dos animais a partir do incremento do uso da glicose
principalmente e diminuindo a producdo de ROS. Integrando os resultados apresentados
nos teores de proteina e a producao de TAN ¢ possivel pensar em uma diminui¢do da
oxidacdo de aminoacidos para a producdo de energia, aspectos que deveriam ser alvos de

pesquisa em futuros trabalhos.
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CAPITULO 3

Efeito combinado do acido lipoico e o acetato de s6dio no metabolismo, balanco redox

e utilizacdo de reservas vitelinas de nauplios de Artemia sp.

Juan Rafael Buitrago Ramirez', Robson Matheus Marreiro Gomes ', Alan Araujo', Thiago

Obiedo Garcia?, José Maria Monserrat'~

'Laboratorio de bioquimica e fisiologia de organismos aquaticos, Instituto de Oceanologia, Universidade
Federal de Rio Grande, Rio Grande, Brazil.

Laboratorio de espécies ativas de oxigénio, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Rio
Grande, Rio Grande, Brazil.

Resumo

O éacido lipoico (LA) tem sido um antioxidante de comprovados beneficios em diferentes
espécies de interesse produtivo. No entanto, existem evidéncias sobre o efeito do LA como
repressor do crescimento e consequentemente do desempenho zootécnico. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da co-administragdo do LA e o acido graxo de
cadeia curta, acetato de sodio (SA) como fonte adicional de energia sobre a utiliza¢do dos
nutrientes vitelinos em nduplios de Artemia sp. Para isso foi delineado um experimento
fatorial com quatro niveis de LA (0,0; 0,05; 0,5; ¢ 5 uM) e quatro niveis de SA (0,0; 2,0;
4,0; e 8,0 mM). Ao longo de 24 h, com amostragens a cada 6 h, foram avaliados a
concentragdo de nitrogénio amoniacal total (TAN) na agua e na artémia, a concentracdo de
proteina, triglicerideos, glicose e a capacidade antioxidante (ACAP) nas artémias. Também
foram registradas a atividade do sistema transportador de elétrons (ETS) e producgido de
espécies reativas de oxigénio in vivo. Tanto o LA quanto o SA conseguiram diminuir a
produg@o de TAN. O LA provocou diminui¢des significativas do teor de glicose no tempo
18 h nas concentracdes de 0,5 e 5 uM, por outro lado o SA partir do tempo 12 h preservou
os valores de proteina de maneira dose-dependente. Em relacao a ACAP o LA apresentou

efeitos ambivalentes sobre este parametro, tendo promovido no tempo 6 h uma maior
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ACAP, mas em 24 h promoveu um estado mais pro-oxidante nos metanauplios. Enquanto a
atividade do ETS, observou-se aumentos no tempo de 6 h como efeito do SA e LA
administrados de maneira isolada, no entanto a co-administracdo LA e SA revelou um
possivel antagonismo que provocou uma diminui¢do da atividade do ETS por agdo do LA.
Ja para ROS encontrou-se uma diminuigdo das taxas de produgdo com a administragdo do
LA a qual foi mais notdria nas concentragdes de LA dentro dos niveis de 0 e 2 mM de SA
a partir do tempo 18 h. Por fim, o conteido final de energia mostrou um cenario de
preservacdo das reservas energéticas dos nauplios de artémia com a adi¢do do SA. Como
esperado, o LA teve um efeito negativo sobre os conteudos de energia dos animais, no
entanto o tratamento com o maior contetido de energia foi o que recebeu 0,05 uM de LA e

8,0 mM de SA, sugerindo a possibilidade de utilizar estes compostos de forma conjunta.

Palavras-chave: suplementos nutricionais; reservas energéticas; antioxidantes; transporte

de elétrons; capacidade antioxidante

1. Introducao

Cada vez € mais comum na aquicultura a utilizacdo de aditivos na dieta que promovam no
animal a expressdo de vias metabolicas compativeis com a produgdo e a sanidade animal
(Encarnagdo, 2016). Substincias como antioxidantes, prebidticos, probidticos,
acidificantes, enzimas exdgenas, dentre outras, estdo se tornando em alternativas de
provada eficacia para o desenvolvimento da aquicultura (Carbone e Faggio, 2016; Fuchs et
al., 2015; Hoseinifar et al., 2018; Kiitter et al., 2012; Ledn et al., 2018; Xu et al., 2021;
Zheng et al., 2020). Dentro das praticas de adi¢do de compostos na dieta deve ser sempre
considerado o potencial que estes possuem de modular a bioquimica e fisiologia do animal,

assim o conhecimento disto pode repercutir enormemente na elaborag¢ao de estratégias de
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nutricdo de precisdo, ndo sé para o fornecimento de compostos de maneira isolada, mas
para a sua integracdo em forma de pacotes tecnoldgicos “meta-nutricionais” que integrados
a dieta potencializem o seu aproveitamento e/ou diminuam os possiveis efeitos

anti-nutricionais que esta possua (Fiore et al., 2016; Romano et al., 2015).

Um dos compostos que mais tem chamado a aten¢do na nutri¢do animal, pelos seus efeitos
como antioxidante ¢ modulador metabolico ¢ o acido lipdico (LA) o qual pode ser
sintetizado pelo organismo e atua como coenzima para o funcionamento de desidrogenases
mitocondriais, motivo pelo qual manifesta uma grande ingeréncia sobre o metabolismo
energético da célula (Goraca et al., 2011; Sohaib et al., 2018). O LA age como antioxidante
através da ativacdo de vias de sinalizagdo para producdo de compostos antioxidantes
endogenos. No contexto da aquicultura o LA tem demostrado agir de maneira eficaz como
antioxidante, no entanto, € comum observar diminuigdes no ganho de peso dos animais
tratados com ele (Kiitter et al., 2012; Liu et al., 2018; Shi et al., 2018), devido a capacidade
do LA de promover a producdo de energia e biogénese mitocondrial em detrimento da
estocagem de lipidios (Ide, 2018; Schiller Vestergren et al., 2011; Shi et al., 2018). Devido
a isso, tem sido testadas estratégias paliativas mediante a implementagao de dietas com alto
teor energético através do incremento nas inclusdes de carboidratos ou lipidios fornecido
na dieta (Huang et al., 2020; Santos et al., 2016). Por outro lado, existem alternativas a
estes substratos energéticos que podem agir econdmica e produtivamente de maneira

satisfatoria.

Um exemplo notavel dentro deste contexto € o acetato, este é classificado como um acido
graxo de cadeia curta, comumente sintetizado a partir do catabolismo da glicose ou da
glutamina em forma de acetil-CoA. Esta por sua vez serve como substrato para a produ¢ao
de ATP e nucleotideos reduzidos (NADH e FADH,) dentro do ciclo de Krebs. O acetato
também ¢ um precursor para a sintese de lipidios, no entanto neste processo precisa-se da
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sua ativacdo a partir de acetil-CoA sintetases as quais acoplam o acetato a coenzima A em
uma reacdo dependente de ATP. A importancia do acetil-CoA ndo se limita a servir de
substrato para a sintese de lipidio ou producdo de energia, em Artemia sp. ja foi observado
mediante a utilizacdo de acetato de sddio (SA) 2-"“C na 4gua, que o carbono proprio do
acetato de pode derivar para a sintese de aminoacidos como alanina, acido aspartico, acido
glutdmico, glutamina e prolina (Huggins, 1969). Observacdes similares tem sido reportadas
para outros crustaceos como a Daphnia magna e Cyclops strenus as quais possuem uma
marcada capacidade para o aproveitamento do SA como nutriente dissolvido na agua
(Farkas et al., 1981). Em concordancia com o anterior, resultados benéficos no nivel
zootécnico t€m sido apresentados em espécies como Litopenaeus vannamei, Danio rerio e
Portunus pelagicus quando suplementadas com SA, dentre os quais sobressai o aumento
da taxa especifica de crescimento dos animais (Silva et al., 2016; Sukor et al., 2016; Zhang
et al.,, 2020). Além dos efeitos zootecnicos do SA, tém sido observados efeitos desde
composto sobre o catabolismo de lipidios, no que pode atuar em funcdo & concentragdo
como regulador negativo da acil CoA sintetase a qual ¢ inibida em situagdes de altas

concentragdes de acetil CoA (Gao et al., 2016; Shi e Tu, 2015; Smith et al., 2013).

Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementac@o integrada do LA e
SA no metabolismo na utilizacdo das reservas vitelinas de nauplios de Arfemia sp. como
modelo experimental, visando diminuir a utilizacdo do vitelo como fonte de energia,
através da administragdo do SA, em situagdes nas que o metabolismo catabolico do animal

pode se encontrar ativado devido ao tratamento com LA.
2.Materiais e métodos

2.1.Animais
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Foi incubada 1 g L' de cistos de artemia em 4 cones imhoff a salinidade de 35 e 28 °C
durante 24 h em fotoperiodo constante, depois coletaram-se os nauplios em um béquer do
qual tomou-se 1 mL para resuspender em 99 mL de 4gua de mar. Desta nova suspensao foi
extraido 1 mL mediante uma pipeta de vidro na qual contou-se a quantidade de nduplios
extraidos, desta maneira foi determinada a densidade de artemias dentro do béquer de
coleta, a seguir os nauplios de artemia foram resupendidos em agua filtrada a 0,22 pm e
autoclavada, na densidade de 2500 artemias mL™. A seguir, 200 ul da agua com artemias
foram distribuidas em placas transparentes de 24 pocas, se adicionando na sequéncia 1,8

mL de agua filtrada e autoclavada.
2.2.Exposicio ao LA e ao acetato de sodio

Utilizaram-se trés concentragdes de LA (0,05; 0,5; ¢ 5 uM) (Francis et al, 2012) e trés
concentragdes de SA (2; 4; e 8 mM) (Huggins, 1969) adicionalmente usou-se como grupo
controle agua destilada filtrada a 0,22 pm, aplicando como delineamento um fatorial
completo. A cada 6 h foram coletadas 3 pocas de cada tratamento durante 24 h. Os animais
foram filtrados e congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C
para analises posteriores. Amostras de agua de cada poga foram coletadas em microtubos

de 1,5 mL para dosagem da concentragdo de nitrogénio amoniacal total (TAN).
2.3. Medicao de nitrogénio amonical total (TAN)

Para a dosagem de TAN aplicou-se o protocolo de Helder e De Vries (1979), a reagao foi
levada a cabo em microtubos de 1,5 ml os quais incubaram-se durante 3 h a 25 °C, 150 puL
por triplicado foram extraidos de cada microtubo e transferidos a placas transparentes de
96 pocas para ser lida a absorbancia a 640 nm em espectrofluorimetro Synergy™ HT -
BioTek, adicionalmente foi feita uma curva de calibragao utilizando NH,CI com a qual

calculou-se a concentragdo de TAN (mg L') nas amostras de agua.
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2.4.Atividade do sistema transportador de elétrons (ETS) e producio de espécies

reativas de oxigénio (ROS)

Cistos de artémia foram incubados durante 24 h em cone imhoff, como j4 descrito, depois
disto a artémia ja eclodida foi filtrada e resuspendida em &agua de mar filtrada e
autoclavada, estocada em 8 placas brancas de 96 pocas numa densidade de 250 animais
mL", incubadas a 28 °C, e tratadas com as concentra¢des de LA ¢ SA ja mencionadas na
sec¢ao 2.2., cada tratamento foi replicado 6 vezes em cada placa. Para a medi¢dao da
atividade do ETS foi utilizado o reagente resazurina (Sigma-Aldrich) que quando reduzido
em resorufina pela atividade mitocondrial do ETS pode ser medida por fluorescéncia
(comprimentos de 590 e 530 nm para excitagdo ¢ emissdo, respetivamente) no
espectrofluorimetro Synergy™ HT - BioTek. A cada 6 horas durante 24 h adicionou-se em
duas placas 0,5 mg mL™" de resazurina em trés réplicas de cada tratamento de cada placa,
segundo o protocolo de Reid et al. (2018) para Danio rerio ¢ 83 uM de 2 ,7
-Dichlorofluorescin diacetate (H,DCF-DA; Sigma-Aldrich) nas trés réplicas restantes de
cada placa (Rodrigues et al., 2021). A adi¢do da resazurina ¢ H,DCF-DA nas duas placas
analisadas para cada tempo de coleta teve um lapso de diferenca de 30 min suficiente para
fazer a leitura da placa com H,DCF-DA apo6s 30 min de leitura da placa na que foi
adicionada a resazurina. As leituras foram feitas com o auxilio do espectrofluorimetro
Synergy™ HT - BioTek (excitation: 485 nm; emission: 520 nm). Para cada poca
calculou-se a velocidade linear do crescimento da fluorescéncia expressa em unidades de

fluorescéncia/min (FU)/min)
2.5.Processamento de amostras

As amostras armazenadas a -80°C foram descongeladas, pesadas e diluidas 10 vezes

utilizando em tampdo de homogeneizacdo (0,09 M Na,HPO,, 0,09 M KHPO,, 0,45 mg
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mL™" polyvinylpyrrolidone, 22,5 uM de MgSO, e 0,16% de Triton X-100), logo foram
homogenizadas por sonicacdo a 40 KHz com tip de 3 mm de didmetro, aplicando pulsos de
30 s durante 3 min e mantendo permanentemente as amostras em gelo. Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 2500 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante obtido foi armazenado em microtubos de 500 pL para a aplicacdo das

analises bioquimicas.
2.6.Andlises bioquimicas

2.6.1.Proteina

A dosagem de proteina foi realizada aplicando o protocolo de Biureto descrito em Sanchez
Rojas e Cano Pavon (2005). Duas aliquotas de cada amostra foram depositadas em
microtubos de 1,5 mL as quais adicionou-se o reagente de Biureto, como branco da analise
foi utilizado o tampao de homogeneizagdo e como padrdo utilizou-se uma solucio de
albumina sérica bovina de 40 mg de proteina mL" aos quais também foi adicionado o
reagente de Biureto. Ap6s uma incubagdo de 10 min as solugdes foram distribuidas em
microplacas de 96 pocas, utilizando duas pogas por microtubo e lidas em
espectroflurimetro no comprimento de 550 nm. A concentragdo de proteina foi calculada
em fungdo a absorbancia obtida pela solu¢do padrio de proteina (40 mg mL™), os dados de

proteina foram expressos em mg g de amostra.

2.6.2.Triglicerideos

A analise foi feita usando o kit comercial monorreagente da Bioclin (RS, Brazil).
Brevemente, a analise foi feita em placas de 96 pocas transparentes com fundo chato, cada
amostra, a quantidade equivalente de tampao (branco) ou de padrao de triglicerideo (1 mg

mL™") foram agregados em duplicata nas pogas, ap0s ter sido adicionado o monorreagente
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para triglicerideos nas pogas das placas, as placas foram incubadas a 37 °C durantes 5 min
e a absorbancia foi registrada no comprimento de 500 nm. As concentragdes de
triglicerideos das amostras foram calculadas em fungdo da absorbéncia obtida da solugdo

padrdo de triglicerideos, os dados resultantes foram expressos em mg g de amostra.

2.6.3.Glicose

Para quantificar a concentragdo de glicose foi utilizando o kit monorreagente da Bioclin
(RS, Brazil) segundo as indicagdes do fabricante, utilizaram-se os homogeneizados das
amostras de artémia, o tampao de homogeneizagdo como branco da analise ¢ uma solugio
padrdo de glicose na concentragdo de 1 mg mL™. O procedimento foi realizado em placas
transparente de 96 pogos. Apds a adigdo do monorreagente para glicose as placas foram
incubadas a 37 °C por 10 min e lidas a 505 nm, as concentragdes de glicose das amostras
foram calculadas em fung¢fo a absorbancia obtida da solugdo padrdo de glicose ¢ os dados

foram expressos em mg g de amostra.

2.6.4.Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

Foi efetuado segundo o protocolo de Amado et al. (2009), os homogeneizados de artémia
foram ajustados para a concentragio de 2 mg de proteina mL™'. Os resultados foram
expressos como a area relativa das curvas de fluorescéncia gerada durante o tempo de
analise (1 h) pela oxidagdo de H,DCF-DA (Sigma-Aldrich) na presenga da amostra diluida,
quando era adicionada ou ndo a solugdo geradora do radical peroxil,
2,2-azobis-2-metilpropionamidina diidrocloreto (ABAP; Sigma-Aldrich). Nesta analise,

quanto maior a area relativa obtida, menor a capacidade antioxidante da amostra.

2.6.5.Relacdes entre nutrientes avaliados
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Para avaliar a forma como artémia utilizou os nutrientes do vitelo em funcdo dos
tratamentos, parametros para descrever o comportamento dos teores de nutrientes, produtos
da oxidagdo catabolica e equivalentes energéticos dos nutrientes foram estabelecidos com
base nos valores médios das varidveis medidas. As variaveis proteina, triglicerideos e
glicose foram transformadas em seus equivalentes energéticos (Eq. 1-3) (Bureau et al.,
2003; Jobling, 1983). O contetdo energético foi calculado a cada ponto de tempo somando

a quantidade de energia proveniente de proteinas, lipidios e glicose presentes nos tecidos

(Eq. 4).
Equivalente energetico da proteina (EEP) = proteina ., mg.g-1* 5,65 cal g"' (Equagéo 1)

Equivalente energetico de triglicerideos (EET) = triglicerideos e,  mg.g"'*9,45 cal g’

(Equagdo 2)

Equivalente energetico glicose (EEG) = glicose i, mg.g"*4,1 cal g (Equagdo 3)
Contetdo energético = EEP + EET + EEG (Equagao 4)

2.7.Anélises estatisticas

Os dados foram analisados por uma ANOVA de duas vias para cada tempo considerando o
LA e o SA como fatores de variagdo, apds a comprovacdo dos pressupostos de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk), homoscedasticidade (teste de Levene) e
independéncia (teste de Durbin-Watson). Todos os contrastes entre tratamentos foram

feitos utilizando o teste pos-hoc de Tukey.
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3.Resultados

3.1.Concentracéio de nitrogénio amoniacal total (TAN)

Para o tempo 6 h foi observado um aumento na concentragdo de TAN, onde a maior
concentragdo foi apresentada pelo tratamento com 4,0 mM de SA, seguido do tratamento
com 8,0 mM de SA. Nos tratamentos com 0 mM de SA a producdo de TAN foi maior
quando adicionado o LA (Fig. 1, 6 h). Também nas 6 h de exposi¢@o, com a adigdo de 2,0
mM de SA os valores do TAN diminuiram de maneira significativa nos tratamentos com
LA. Entretanto os valores de TAN ndo mudaram de maneira significativa do tratamento
com 0 uM de LA e 0 mM de SA e para o tratamento com 0 uM de LA e 2,0 mM de SA.
Com a adi¢do de 4,0 mM de SA, a quantidade de TAN produzida aumentou acima da
apresentada pelos organismos tratados com a mesma concentragdo de SA e a adicao de LA.
Este fendmeno pode ser observado também apds 6 h, para os organismos tratados com 8,0
mM de SA, sem embargo neste caso o tratamento com 5 uM de LA para esta concentragdo
de SA apresentou uma produgdo equiparavel a dos organismos somente tratados com SA
(Fig. 1, 6 h). Para o tempo de 12 h foi observada uma diminuic¢do da producdo de TAN em
funcdo a concentracdo de SA, adicionalmente o SA em combina¢do com o LA promoveu
ainda mais a diminui¢do da amoénia produzida (p<0,05) (Fig. 1, 12 h). Apesar de que no
tempo 18 h o efeito do SA sobre a concentragdo de TAN ¢ similar ao observado no tempo
12 h (Fig. 1, 18 h), o LA ndo apresentou um efeito aditivo na diminui¢do deste pardmetro
pelo qual os tratamentos com LA ndo apresentaram diferencias com o tratado com mesma
concentragdo de SA e sem LA. No tempo de 24 h ainda € percebida a diminuigdo do TAN
em funcdo ao SA, no entretanto a combinagdo de 4,0 mM de SA com 0,5 uM de LA
provocou um incremento na concentragdo de TAN quando comparada ao tratamento que

recebeu a mesma concentragcdo de SA sem a adicdo de LA no meio (Fig. 1, 24h).
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Figura 1. Concentracdo de total ammoniacal nitrogen (TAN) na agua para cada hora de
coleta. As barras representam a média da concentragdo de TAN + SE (n=3) de cada
tratamento. O eixo x apresenta as concentragdes utilizadas de acetato de sodio (SA) em
mM e barras de diferente cor representam as concentragdes usadas de acido lipoico (LA)
em pM. Letras mintsculas diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) entre
tratamentos com LA dentro da mesma concentragdo de SA ¢ letras maiusculas diferentes
indicam diferencas significativas entre tratamentos com SA dentro da mesma concentragdo
de LA (p<0,05).

3.2.Conteudo de proteina total

Apés 6 h de exposicdo foi verificado um aumento da quantidade de proteina nos
tratamentos em fun¢do da concentragdo de LA qundo o SA nao era suplementado. Os
tratamento que sO receberam SA ndo apresentaram diferencas entre eles. Entretanto, a
combinacdo entre LA e SA aumentou (p<0.05) os niveis de proteina em funcdo das
concentragdes destes dois compostos (Fig. 2, 6 h), embora isto, na concentracao de 8,0 mM

de SA foi possivel observar uma diminui¢do das concentragdes de proteina no tratamento
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com 0,05 uM de LA. Ja o tratamento com 5,00 uM de LA e 8,0 mM de SA manteve
valores similares apresentados pelos grupos com a mesma concentracdo de LA e as
concentragdes de 2,0 e 4,0 mM de SA. Para o tratamento com 0,5 uM de LA ¢ 8,0 mM de
SA foi observado um incremento nos valores de proteina em relagao ao tratamento com 0,5
uM de LA e 4,0 mM de SA. Para o tempo 12 h houve um incremento da proteina tanto
pelas concentracdes de LA quanto pelas de SA, adicionalmente € possivel observar um
efeito sinérgico destes dos compostos o qual pode se corroborar com a significancia da
interacdo entre o LA e o SA (Fig. 2, 12 h). Ja no tempo 18 h na concentragdo de 8,0 mM de
SA foi observado que os tratamentos com 0,50 e 5,00 uM de LA apresentaram valores
inferiores aos apresentados pelo tratamento sem LA (p<0.05). Adicionalmente, os valores
de proteina dos tratamentos com 0,05 uM de LA aumentaram em fungdo das concentragdes
de SA até a concentragdo de 4,0 mM de SA (p<0.05) (Fig 2, 18 h). No tempo 24 h, os
valores de proteina se mantiveram crescentes com a concentragdo de SA, junto com 0,05
uM de LA. No entanto os tratamentos com 5,00 uM de LA e 4,0 mM de SA e com 0,50 e
5,00 uM LA quando combinados com 8 mM de SA foram inferiores a os seus equivalestes

de SA sem a adi¢do de LA (Fig 2, 24 h).

151



6h 12h LA p<0.0001

LA ped.0001
SA p=0 0001
3 SA  p<0.001 2 :
100 LASGA 0<0.01 100 LATSA pe0 0001
8
~ 801 e | i e
5 syl O o %
2 g0 DAB 60 A bA 1 £
B
E Ba 08 Y 1 bAB “i.“ AR o “ Woag, | By
hA ah 4
< as G L ]
T 404 I ah 40{% 1
- ah ah
0
e
o 204 20+

LA p<0.001
18h ;:mgtég 24h SA p=0.0001
100+ LA’DSA peno 100+ s
@8 0pMof LA
- 807 80+ 0.05 pM of LA
=]
2 god g 60 @8 0.5 pM of LA
E asp %8 a]E i 1 i 313
= - a4 aAaﬁE EIY:? w I s i - - 5 puM of LA
‘D Jakan ] a T 1 bAB B ez}
§ & a BB aAE-A EAE:‘ E_A & Ea'A bA
o 204 20-

SA (mM) SA (mh)

Figura 2. Concentragdo de proteina em tecidos de Artemia sp.. As barras representam os
valores médios = SE (n=3) de cada tratamento. O eixo x apresenta as concentragdes
utilizadas de acetato de sodio (SA) em mM e barras de diferente cor representam as
concentragdes usadas de acido lipdico (LA) em pM. Letras minusculas diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05) entre tratamentos com LA dentro da mesma
concentracdo de SA e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre
tratamentos com SA dentro da mesma concentracio de LA (p<0,05).

3.3.Contetdo de triglicerideos

A concentracdo de triglicerideos em funcdo ao SA apresentou no tempo 6 h
comportamento crescente similar ao observado para proteina. Na concentragdo de 4,0 mM
de SA foi possivel observar diminui¢do nos teores de triglicerideos nos tratamentos com
0,05 ¢ 5,00 uM de LA em relagdo ao tratamento com 4,0 mM de SA que nao recebeu LA.
Para a concentra¢dao de 8,0 mM de SA foi observada uma diminui¢ao na concentragao de
triglicerideos no tratamento com 5,00 uM de LA, sendo o valor de triglicerideos baixo

encontrado neste tempo (Fig. 3, 6 h). Para o tempo de 12 h, considerando o efeito isolado
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do LA, houve aumento na concentracdo de 0,5 uM, adicionalmente a interagdo entre LA e
SA provocou aumento nas quantidades de triglicerideos o qual se faz mais expressivo na
concentragao de 8,0 mM de SA (Fig. 3, 12 h). No tempo 18 h, nenhum dos tratamentos
apresentaram um efeito significativo (p>0.05; Fig. 3, 18 h). Por fim no tempo 24 h apesar
do SA ndo ter apresentado um efeito significativo (p>0.05), ¢ importante salientar que com
0,05 uM de LA os valores de triglicerideos foram superiores quando adicionado o SA

(p<0.05; Fig. 3, 24 h).
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Figura 3. Concentracao de triglicerideos em tecidos de Artemia sp. As barras representam
os valores médios = SE (n=3) de cada tratamento. O eixo x apresenta as concentragdes
utilizadas de acetato de sodio (SA) em mM ¢ barras de diferente cor representam as
concentragdes usadas de acido lipdico (LA) em pM. Letras minasculas diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05) entre tratamentos com LA dentro da mesma
concentracdo de SA e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre
tratamentos com SA dentro da mesma concentragdo de LA (p<0,05).
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3.4.Conteudo de glicose

O conteudo de glicose para o tempo 6 h comportou-se de maneira crescente em fungéo as
concentracdes de SA e de LA, os quais parecem ter apresentado efeito sinérgico quando
administrados em conjunto tendo em conta que nas concentra¢des com 4,0 ¢ 8,0 uM de SA
houve crescimento significativo dos teores de glicose com a adi¢do de 5,00 uM de LA
(Fig. 4, 6 h). Para o tempo 12 h ndo foram encontradas diferencas entre grupos com e sem
LA, adicionalmente a o SA ndo apresentou efeito significativo sobre os valores de glicose
(Fig. 4, 12 h). Ja no tempo 18 h, enquanto o SA nas concentragoes de 2,0 ¢ 4,0 mM
pareceu incrementar as concentragdes de glicose na auséncia de LA, adicionalmente o LA
provocou diminui¢do na concentragdo deste parametro. No entanto, na concentragdo mais
alta de SA foi observado aumento da concentracdo de glicose no tratamento com 5,00 puM
de LA quando comparado com os demais grupos tratados com 5,00 uM de LA e os
diferentes niveis de SA (Fig. 4, 18h). No caso do tempo 24 h na concentragdo com 2,0 mM
de SA foi possivel observar uma diminui¢io nas concentragdes de glicose nos tratamentos
com 0,50 e 5,00 uM de LA, embora este efeito seja revertido no tratamento com 5,00 uM

de LA na concentracdo de com 8§ mM de SA (Fig. 4, 24 h).
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Figura 4. Concentracdo de glicose em tecidos de Artemia sp. As barras representam os
valores médios =+ SE (n=3) de cada tratamento. O eixo x apresenta as concentracdes
utilizadas de acetato de s6dio (SA) em mM ¢ barras de diferente cor representam as
concentragdes usadas de acido lipoico (LA) em uM. Letras minusculas diferentes indicam
diferengas significativas (p<0.05) entre tratamentos com LA dentro da mesma
concentragdo de SA e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre
tratamentos com SA dentro da mesma concentracdo de LA (p<0,05).

3.5.Capacidade antioxidante (ACAP)

Para o tempo 6 h, o controle e todos os tratamentos com 0 pM de LA apresentaram os
niveis de ACAP mais baixos (alta area relativa) com excecao do tratamento com 2,0 mM
de SA ¢ 0,5 uM de LA que ndo apresentou diferengas com o tratamento de 2,0 mM de SA,
sem a adigdo de LA (Fig. 5, 6 h). Para o tempo de 12 h, o LA causou diminui¢do da
capacidade antioxidante para diferentes niveis de SA (Figura 5, 12 h) exceto na
concentragdo de 4,0 mM de SA. Em termos gerais a diminuicdo da ACAP em fungéo ao
LA continua para o tempo 18 h com excepgdo dos tratamentos com 8,0 mM de SA (Fig. 5,

18 h). Finalmente no tempo 24 h ¢ possivel observar uma diminui¢do notéria da ACAP
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para os organismos tratados com 5,00 uM de LA nas concentra¢des de 0 ¢ 2 mM de SA.
Da mesma forma, na concentracdo com 8,0 mM de SA foi possivel observar uma

diminui¢do do ACAP no tratamento com 0,50 uM de LA (Fig. 5, 24 h).
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Figura 5. Capacidade antioxidante (ACAP) dos tecidos de Artemia sp. As barras
representam os valores médios = SE (n=3) de cada tratamento. O eixo x apresenta as
concentragdes utilizadas de acetato de sodio (SA) em mM e barras de diferente cor
representam as concentragdes usadas de acido lipoico (LA) em puM. Letras mintsculas
diferentes indicam diferencgas significativas (p<0.05) entre tratamentos com LA dentro da
mesma concentracdo de SA e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas
entre tratamentos com SA dentro da mesma concentragao de LA (p<0,05).

3.6.Atividade do ETS

No tempo de 6 h, houve aumento da atividade do ETS tanto pelo LA quanto pelo SA de
forma dose dependente quanto estes compostos foram administrados isoladamente. No

entanto quando co-administrados, o LA causou diminui¢ao da atividade do ETS, salvo na
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concentragdo de 0,50 uM de LA que apresentou atividade superior & do tratamento com 0
pM de LA na concentragdo de 2,0 mM de SA (Fig. 6, 6 h). No tempo de 12 h, o SA sem
adi¢do de LA, promoveu a atividade do ETS em concentragdes menores que 8,0 mM de
SA (Fig. 6, 12 h). A administrag@o isolada de LA também aumentou o ETS. Dentro dos
tratamentos com LA e SA, ndo foram encontradas diferengas quando administrado o SA na
concentragdo de 2,0 mM. No entanto, com 4,0 mM de SA foi possivel observar atividades
mais baixas do ETS nas concentragcdes com 0,05 ¢ 0,50 uM de LA quando comparadas
com o tratamento sem LA, o qual ao mesmo tempo apresentou valores de ETS inferiores
aos do tratamento com 5,00 uM de LA. Finalmente dentro dos tratamentos com 8,0 mM de
SA, os valores de atividade do ETS equipararam-se entre os tratamentos com 0 e 0,05 pM
de LA sendo estes inferiores aos obtidos pelos tratamentos com 0,5 e 5 uM de LA (Fig. 6,
12h). No tempo 18 h houve diminui¢do da atividade do ETS em funcdo da concentracdo de
SA, alidas este efeito parece ser parcialmente revertido pelo LA, ao menos até a
concentragdo com 2,0 mM de SA onde ndo se apresentaram diferencas entre os diferentes
niveis de LA com e sem adi¢do do SA (Fig. 6, 18 h). Ja no tempo 24 h, a adi¢ao de 0,05
uM de LA aumentou a atividade do ETS acima do valor apresentados pelo tratamento com
0 uM de LA ¢ 0 mM de SA (Fig. 6, 24 h). Nos tratamentos com 2,0 ¢ 4,0 mM de SA ndo
houve diferencas entre os niveis de LA, sendo que nos tratamentos com 8,0 mM de SA, a
atividade do ETS do tratamento com 0,05 uM de LA voltou apresentar valores superiores

aos do tratamento que ndo recebeu LA (Fig. 6, 24 h).
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Figura 6. Atividade do electron transport system (ETS) in vivo em Artemia sp. As barras
representam os valores médios = SE (n=3) de cada tratamento. O eixo x apresenta as
concentragdes utilizadas de acetato de sodio (SA) em mM e barras de diferente cor
representam as concentragdes usadas de acido lipdico (LA) em puM. Letras minusculas
diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) entre tratamentos com LA dentro da
mesma concentracdo de SA e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas
entre tratamentos com SA dentro da mesma concentragdo de LA (p<0,05).

3.7.Producio de ROS

Para o tempo 6 h foi possivel observar diminui¢ao na produgdo de ROS nas concentragdes
de 0,05 na auséncia de SA (p<0.05; Fig. 7, 6 h). O tratamento com 0,5 uM de LA induziu
menores valores de ROS dos que receberam SA nas concentragdes de 2 e 4 mM (Fig. 7, 6
h). Para o tempo 12 h a producdo de ROS diminuiu em fungdo ao LA e SA em
determinadas concentragdes, sendo os tratamentos com 0 mM de SA e com 0,5 ¢ 5 uM de
LA os que apresentaram valores de ROS significativamente menores (p<0,05; Fig. 7, 12
h). O mesmo foi observado no tratamento com 2 mM de SA e com 5 pM de LA (Fig. 7, 12

h). Para o tempo 18 h 0 LA diminuiu os valores de ROS na auséncia de SA (p<0.05; Fig. 7,
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18 h). Com 2 mM de SA foi registrado menor valor de ROS quando co-administrado com

LA nas trés concentragdes (p<0.05; Fig. 7, 18 h). Com 4 mM de SA foi registrado menor

valor de ROS quando co-administrado com 0,05 uM de LA e com 8 mM de SA a queda de

ROS foi observada quando co-administrado com 0,5 uM de LA (Fig. 7, 18 h). Finalmente

no tempo 24 h houve efeitos significativos do LA na auséncia de SA, apresentando queda

na concentracdo de ROS (Fig. 7, 24 h). Com 2 mM de SA, foi também registrada queda

ROS nas concentragdes de 0,50 ¢ 5,00 uM de LA. Com 4 mM de SA a queda foi

observada quando co-administrado com 0,50 uM de LA e com 8 mM de SA ndo foram

registradas diferengas significativas (p>0.05) na auséncia ou na presenga de LA (Fig. 7, 24

h).
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concentragdes utilizadas de acetato de sodio (SA) em mM e barras de diferente cor
representam as concentragdes usadas de acido lipoico (LA) em pM. Letras minusculas
diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) entre tratamentos com LA dentro da
mesma concentragdo de SA e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas
entre tratamentos com SA dentro da mesma concentragdo de LA (p<0,05).

3.8. Conteudo de energia

Em relacdo ao conteudo energético, nas amostras de art€mias foi observado que, nas 6 h,
os valores de energia foram preservados nos tratamentos administrados com LA e SA de
maneira independente ou sob co-administragdo, contrastando com o tratamento controle, o
qual apresentou os menores contetidos de energia. Os tratamentos suplementados s6 com
LA em geral apresentaram valores de energia inferiores comparado aos tratamentos
suplementados s6 com SA (exceto o tratamento com a concentragdo de 2 mM de SA) ou
com a combinagdo LA e SA, sendo o tratamento com 0,05 uM de LA ¢ 4 mM de SA o que
apresentou os maiores valores de energia estimada. Para o tempo 12 h todos os tratamentos
demonstraram valores de energia acima do controle e do tratamento com 0,05 uM de LA,
os maiores conteiidos de energia foram observados nos tratamentos com 0,5 pM de LA e 8
mM de SA e com 5 uM de LA e 8 mM de SA. No tempo 18 h o tratamento com o menor
contetido energético estimado, foi o suplementado com 0,05 uM de LA, seguido dos
tratamentos com 5 pM de LA e 8 mM de SA, 0,5 de LA e 8 mM de SA e o controle. Para o
tempo 24 h os tratamentos com o menor conteido de energia foram os tratados com 0,05
uM de LA e 2 mM de SA, junto com os tratamentos que receberam s6 LA nas
concentragdes de 0,5 ¢ 5 uM, todas estas foram inferiores ao tratamento controle. Neste
tempo o tratamento com maior conteudo energético foi a combinagdo entre 0,05 uM de LA
e 8 mM de SA seguido do tratamento com s6 8 mM de SA e dos tratamentos com 0,5 uM

de LAe4 mMde SAe0,5 uM de LA e 2 mM de SA (Fig. 8).
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Figura 8. Heatmap do conteudo caldrico estimado a partir das concentracdes de proteina
triglicerideos e glicose. A quantidade calérica cada tratamento, em cada tempo foi
calculada a partir da somatoria dos teores médios de proteina, triglicerideos e glicose em
mg g de amostra e transformados para calorias, segundo os valores tedricos de 5,65 cal

g 9,45 cal g'e 4,10 cal g' respetivamente.

4. Discussao

As respostas bioquimicas medidas variaram ao longo do tempo experimental e pode-se
hipotetizar que fatores como a ontogenia do animal e a disponibilidade de nutrientes
vitelinos possam ter sido determinantes neste comportamento. O LA e o SA preservaram
os teores de proteina através da regulagdo negativa da oxidacdo proteica como sugerem 0s
resultados observados em TAN, pois a amonia € um indicador do catabolismo proteico
para a produgdo de energia. Nas primeiras 6 h, a producdo de amdnia parece se incrementar
com a adi¢do de SA na auséncia de LA (Fig 1, 6 h). Tendo em conta que o SA ¢ uma fonte
de energia metabolicamente disponivel para a artemia (Huggins, 1969), chama a atengao
que pelo menos para este tempo o SA ndo tenha provocado uma diminui¢do do TAN

dissolvido, mas isto pode estar relacionado @ maneira como o SA ¢ metabolizado apds seu
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ingresso no organismo. Para o SA ser utilizado como substrato este primeiro deve passar
por um processo de ativacdo onde adiciona-se neste uma coenzima A, dando como
resultado a sintese de uma molécula de acetil-CoA, este processo ¢ catalisado por enzimas
acil-CoA sintetases em uma reagdo ATP dependente (Jaworski et al., 2016). Desta forma ¢é
possivel assumir a ideia de que o SA pode causar um incremento na demanda energética do
organismo induzindo um aumento da oxidagdo da proteina para gerar o ATP necessario
para a produgdo de acetil-CoA (Smith et al., 2007). Uma evidéncia que apoia esta ideia, é o
incremento da atividade do ETS em fun¢do da concentracdo do SA observada nas 6 h com
2,0 e 8,0 mM de SA na auséncia de LA (Fig. 6, 6 h). Ao mesmo tempo foi observado uma
regulacdo negativa pelo LA ndo s6 com a diminuicdo da atividade do ETS (vejanas 6 ha
resposta nas concentragdes de 4,0 ¢ 8,0 mM de SA na presenca de 5 uM de LA) mas com
diminui¢do na producdo de TAN (significativo na concentragdo de 4,0 mM de SA para
todas as concentragdes de LA). Uma alternativa para este efeito antagdnico seria um desvio
metabolico no animal para a utilizagdo de substratos energéticos alternativos a proteina,
sobre o que existe evidéncia que aponta a capacidade do LA em processos mediados pela
inducdo da quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) de promover a utilizagado
de acidos graxos (Woo et al., 2005) ou da glicose disponivel para a sintese de energia

(Ding et al., 2022; Packer e Cadenas, 2011; Xiong et al., 2022).

Também deve ser considerado que o LA pode agir nos primeiros momentos a sua
administracdo como depressor metabdlico devido a ativa reducdo que este sofre quando
ingressa no animal, isto devido a que a reducdo deste para acido diidrolipoico (DLA),
depende da oxidagdo de nucleotideos reduzidos como NADH e NADPH (Haramaki et al.,
1997; Jones et al., 2002). Como o metabolismo energético aerdbio depende destes como
carregadores de elétrons e protons para a formagdo do gradiente eletroquimico pelo qual é

sintetizado o ATP na fosforilagdo oxidativa (Nolfi-Donegan et al., 2020) ¢ possivel assumir
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que a diminui¢@0 na concentracdo destes nucleotideos deveria limitar a atividade de sintese
de ATP nos primeiros momentos ap6s administragdo do LA. Isto também explicaria o fato
do SA e LA atuarem de maneira antagonica, um como estimulador da atividade do ETS
com o aumento da demanda energética ¢ o outro como repressor desta, reduzindo a

atividade do ETS e, em consequéncia, a oxidac¢do da proteina.

No tempo 12 h ¢ possivel observar uma queda na produgdo de TAN como efeito tanto do
LA quanto do SA além de uma sinergia entre estes (Fig. 1, 12 h), indicando claramente
uma modificacdo no perfil metabolico dos animais (Yang et al., 2002). Um possivel efeito
sinérgico entre estes compostos pode estar apontando a utilizacdo do SA em forma de
acetil-CoA como fonte de energia potenciado pelo LA como promotor do metabolismo
energético. Esta ideia pode se sustentar tendo em conta a atividade do ETS onde os
incrementos deste parametro seguem a concentragao de SA, sendo principalmente elevado
para a combinagdo de 4 mM de SA e 0,50 uM de LA nas 12 h de experimento (Fig. 6, 12
h). Um dos principais indicios do uso do acetato como fonte de energia ¢ o incremento do
metabolismo aerobio ja que o acetato apresenta um quociente respiratorio (RQ = CO,
climinado’ Q2 consumido) Dastante baixo (0,4) segundo o trabalho de Romero-Kutzner et al. (2015),
e comparado com outros substratos energéticos como a glicose com um RQ de 1, a
proteina com um RQ de 0,95 e o lipidio de 0,71 (Wang et al., 2021). Isto implica que o SA
pode incrementar consideravelmente o consumo de O, e consequentemente a atividade do

ETS (Romero-Kutzner et al., 2015).

Se bem para os tempos 18 e 24 h ndo existem grandes mudangas sobre as relagdes entre SA
e LA com TAN, chama a aten¢do que o comportamento do ETS em fungdo ao SA tenha
praticamente se invertido até o ponto do ETS diminuir em fun¢do das concentracdes de
SA. Isto é particularmente visivel nas 18 h tanto os organismos apenas expostos ao SA e
também naqueles expostos nas diferentes concentragdes de SA na presenga de 5,00 uM de
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LA (Fig. 6, 18 h). 4 priori poderia estar relacionado ao incremento do acetil-CoA como
substrato energético, cujo RQ ¢é superior ao do acetato (Patel et al., 2022). Caso estes
resultados indiquem a utilizagdo do SA/Acetil CoA como fonte de energia, ndo seria
inusual os teores dos substratos energéticos avaliados se manterem iguais ou acima dos
observados no tratamento com 0 mM de SA e 0 uM de LA. Uma das implica¢des deste
efeito pode ser observada na producdo de ROS dos tratamentos com SA, a qual mostrou
taxas inferiores as apresentadas pelo controle. No tempo de 18 h a produgdo de ROS de
todas as concentracdes de SA, na auséncia de LA, foi inferior a apresentada pelo controle
(Fig 7, 18 h). Nas 24 h, na concentragdo de 8,0 mM de SA, na auséncia de LA, também
apresentou valores inferiores e significativamente diferentes do controle. No caso do LA,
foi possivel observar um efeito em geral antioxidante como modulador da produgao de
ROS, no entanto este ocorreu em dependéncia do tempo, da concentracdo de LA ¢ da
interagdo com o SA, assim pode se observar que a partir do tempo 6 h, houve uma
diminuicdo significativa e dose dependente do ROS em fun¢do ao LA. Importante ressaltar
que para este tempo também apresentou-se um aumento da ACAP dos organismos tratados
com o LA, isto poderia estar indicando uma intervengdo direta das defesas antioxidantes
endogenas na contencdo de um possivel desafio pré-oxidante, fendmeno que aporta
evidéncia respeito do papel do LA como promotor das defesas antioxidantes nos
organismos. Por conseguinte, também ¢ importante mencionar que a ativagao e producdo
de defesas antioxidantes endogenas a partir da suplementagdo com LA pode estar
apontando ao seu papel como pro-oxidante e/ou sinalizador redox (Cakatay, 2006). Em
relacdo com o anterior, ¢ importante ter em conta que se o LA diminuiu significativamente
a producdo de ROS, também foi possivel observar que pelo menos para o tempo 6 h ocorre
um incremento dos valores de ROS na concentragdo de 5 uM até se equiparar com o

tratamento controle, o que de novo coincidiria com a hipdtese do efeito pro-oxidante e
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estimulador da a sintese de defesas antioxidantes como confirmam os resultados obtidos da
ACAP (Fig. 5 6 h). Para as 12 h, a diminui¢@o observada da produ¢@o de ROS de maneira
dose-dependente ao LA nas concentragdes de 0 e 2 mM de SA parece se reverter com o
aumento da concentragdo de SA, sugerindo de novo uma intera¢do antagonica entre estes
compostos o qual se bem parcialmente poderia ser atribuido a um aumento da atividade do
ETS, isto s6 ¢ valido para as concentragdes com 5 uM de LA na concentragdo de 4mM do
SA e nas concentragdes de 0,5 ¢ 5 uM de LA junto a concentragdo de 8 mM de SA.
Devido que os outros tratamentos dentro das concentragdes de 4 ¢ 8 mM apresentaram
atividades do ETS iguais ou menores as do controle (Fig.6 12 h) existe a possibilidade de
que a produg¢do de ROS esteja exercendo uma regulagdo negativa sobre o metabolismo
energético (Zhao et al., 2019). Como se de uma transi¢do se tratasse, chama a atengdo
como os organismos segundo o ACAP passam de um estado mais reduzido no tempo de 6
h para um estado mais pré-oxidante, nos tempos 18 ¢ 24 h, apesar disso enquanto ao ROS
continuou-se observando um marcado efeito do LA sobre a produgdo de ROS, onde no
tempo 24 h, embora os organismos apresentem uma diminuicdo do ACAP em fung¢do ao
LA, a producdo de ROS continua sendo regulada negativamente pelo LA nas
concentragdes de 0, 2 ¢ 4 mas no caso desta ultima sé até o tratamento com 0,5 uM de LA.
Isto vinculado & diminui¢do da ACAP poderia apontar o LA estar atuando como promotor
das defesas antioxidantes controlando a producdo de ROS de maneira indireta e em fungéo

a concentracdo (Petersen Shay et al., 2008).

No que diz respeito dos teores de proteina, foi observado em 6 h que, com a adi¢do de LA,
os niveis de proteina tinham se incrementado o que estaria indicando a capacidade do LA
de desviar o metabolismo energético para a oxidagdao substratos alternativos a proteina
como a glicose (Moini et al., 2002; Yang et al., 2014). Esta hipdtese poderia estar sendo

apoiada pelo comportamento da atividade do ETS (Fig. 6, 6 h), onde a adi¢cdo do LA (5 uM
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de LA) co-administrado com SA (4,0 ou 8,0 mM) provocou uma diminuicdo deste
parametro, possivelmente em uma relagdo antagonica entre o efeito do LA o efeito gerado
pelo SA. Integrando estes resultados com os resultados obtidos para a atividade do ETS ¢
possivel pensar que a diminuigdo da atividade quando integrados o SA ¢ o LA obedece a
um desvio do tipo de substrato energético utilizado, onde supondo uma estimula¢do a
utilizacdo da glicose como fonte de energia diante a administracdo do LA e ao RQ que esta
possui em comparagdo ao RQ da proteina, ¢ compreensivel uma diminui¢do da atividade
do ETS sendo o catabolismo da glicose menos dependente da atividade da fosforilagdo
oxidativa do que a proteina como observa-se no trabalho de Patel et al. (2022). J& no tempo
de 12 h os valores de proteina dos organismos tratados com LA e com SA foram maiores
aos observados no tratamento sem a adigdo destes compostos (Fig. 6 12 h), o que explica
novamente os resultados observados para TAN que sugerem uma diminuicdo nas taxas de

oxida¢do da proteina (Fig 1, 12 h) (Ip ¢ Chew, 2010).

Nos tempos 18 e¢ 24 h, os valores de proteina com LA, na auséncia de SA, foram
marcadamente semelhantes em relacdo ao controle (Fig. 2, 18 h e 24 h). No entanto, nas 18
h, os organismos tratados apenas com 8,0 mM de SA apresentaram valores de proteina
significativamente superiores ao grupo controle, apontando a possibilidade de o SA estar
sendo utilizado como substrato energético gerando um sparing-effect na proteina. No caso
da atividade do ETS, apesar desta ter sido regulada negativamente pelo SA nas 18 h, o LA
atuou de forma antagoénica, deixando em evidéncia a sua importancia como promotor da
atividade do ETS e da biogénese mitocondrial como reportado em diferentes estudos

(Fernandez-Galilea et al., 2015; Packer e Cadenas, 2011; Woo et al., 2005).

E interessante observar a capacidade do LA para preservar os niveis de proteina, mas
dentro dos resultados deste trabalho fica o questionamento do porqué nos tempos 18 ¢ 24 h
houve diminuigdo dos teores de proteina em algumas combinagdes de LA e SA, sendo as
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combinagdes de LA com 8 mM de SA as que apresentaram uma queda na concentragdo da
proteina dependente da dose do LA. Uma explicagdo seria que a intensa atividade do ETS
nos tempos de 6 e 12 h tenha provocado esta situagdo, ja que algumas evidéncias
contemplam em determinados casos a possibilidade de um aumento da oxidagdo da
proteina por efeito do LA. Terjesen et al. (2004) encontrou em pacu (Piaractus
mesopotamicus), apos 8 semanas de suplementagdo com LA, uma clara diminuicdo da
relagdo arginina/ornitina assim como da relagdo aminoacidos livres/ornitina o que sugere
um aumento do catabolismo da proteina. Esta evidéncia poderia ser considerada para
explicar o observado por Park et al. (2006), onde animais suplementados na dieta com LA
apresentaram uma baixa eficiéncia proteica. Nestes dois trabalho citados acima ¢
importantes mencionar que as dietas fornecidas foram as mesmas onde os teores de
proteina (aprox. 50%) foram maiores ao que atualmente ¢ recomendado para a espécie
pacu (aprox. 26% de proteina bruta) (Abimorad e Carneiro, 2007; De Almeida Bicudo et
al., 2009), fazendo que a proteina fosse o substrato energético mais abundante dentro da
dieta. Nos baseando nestes resultados e no fato do teor de triglicerideos ter diminuido em
mais de um 50% ao apresentado para o tempo 6 h, ¢ possivel pensar que a proteina possa

ter sido o substrato energético mais abundante nesse tempo acabou sendo oxidada.

Considerando as respostas dos triglicerideos, é possivel observar que para o tempo de 6 h
existem diferengas entre o contetido de triglicerideos dos tratamentos apenas com SA dos
que foram co-administrados com LA, os quais apresentam valores inferiores (Fig. 3, 6 h).
Este efeito pode se interpretar como uma possivel ativacdo das vias relacionadas com a
geragdo de energia a partir da indugdo da p-oxidagdo pelo LA, o que tem sido reportado
para varias espécies animais incluindo organismos aquaticos (Chen et al., 2019; Huang et
al., 2020; Shi et al., 2018). Adicionalmente existem evidéncias que apontam a possivel

capacidade do SA de limitar a hidrélise de lipidios e promover a sintese de acidos graxos
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(Gao et al., 2016; Moffett et al., 2020; Shi e Tu, 2015). Em adipdcitos maduros de
camundongo da linhagem 3T3-L1 usando um agonista da fosforilagdo da lipase
hormdnio-sensivel (isoproterenol) foi possivel observar um aumento significativo dos
niveis de acidos graxos livres ndo esterificados (NEFA), mas quando adicionava-se SA no
meio de cultura ocorria uma diminuicao significativa dos niveis dos NEFAs e de glicerol
livre (Aberdein et al., 2014). Este efeito também foi observado em zebrafish (Danio rerio),
onde a suplementagdo com 0,15% de SA na dieta aumentou o ganho de energia e de
lipidios, acarretando um aumento da eficiéncia de conversdao de energia (Zhang et al.,
2020). Da mesma forma também tem sido comprovada a incorporacdo do acetato em
lipidios e fosfolipidios em carpas adaptadas a diferentes temperaturas (5 e 22 °C), sendo
verificado que na temperatura mais baixa permitiu uma intensa incorporacdo do acetato
("*C) em 4acidos graxos de cadeia longa em lipidios ¢ fosfolipidios de maneira indistinta
(Farkas e Csenger, 1976). As situagdes anteriores estariam apontando a capacidade
tempo-dependente do SA de inibir a utilizagdo dos lipidios como fonte de energia e, ainda,
de ingressar como substrato dentro das vias de sintese. O trabalho de Smith et al. (2007),
que aparte de ter demonstrado em humanos, em concordancia com este trabalho, que o SA
aumenta o gasto energético, confirma que este gasto pode ser rapidamente suprido pela
oxidacdo do SA (possivelmente ja transformado em acetil CoA) como fonte de energia .
Desta maneira o trabalho de Akanji et al. (1989) calcula que esta substituicao pode chegar
até 40% do gasto energético apds o tratamento com SA em humanos, o qual ocorre como

ja foi mencionado em paralelo a diminui¢ao dos teores plasmaticos de glicerol ¢ de NEFA.

A partir do tempo 12 h os valores de triglicerideos dos tratamentos com SA e LA
incrementam-se em comparacdo aos tratados s6 com SA, este fendmeno se faz
especialmente notavel no tempo de 24 h (Fig. 3 24 h) onde os valores de triglicerideos nos

tratamentos com SA ¢ LA nas concentragdes de 0,05 ¢ 0,5 uM de LA possuem valores
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acima dos encontrados nos tratamento sem LA nas concentra¢des de 2 ¢ 4 mM de SA.
Aliés, os tratamentos com LA e sem a adi¢do de SA ndo apresentam diferengas com o
tratamento controle (Fig. 3 24 h). Supondo a utilizacdo do SA como fonte de energia ¢ a
derivacdo metabolica para o catabolismo da glicose, ¢ possivel pensar que a integracdo
destes compostos levou a uma preservacdo dos niveis de triglicerideos o qual poderia
apresentar de manifesto uma justificativa para a utilizagdo integrada destes compostos na
artémia como estratégia para a preservagdo da sua qualidade nutricional, mas também em
outras espécies caso os cfeitos observados aqui sejam extrapolaveis. O LA por si s6 ja
apresenta a capacidade de aumentar a eficiéncia energética do animal como foi observado
no trabalho de Zhang et al. (2020), ao tempo que trabalhos como o de Ding et al. (2022)
demonstram como o LA promove a atividade de proteinas relacionadas com o catabolismo
da glicose no camardo Macrobrachium nipponense. Desta maneira os resultados
observados seriam s6 um reflexo da substitui¢ao do lipidio como fonte de energia a partir

do SA e a glicose juntas.

No referente aos contetidos de glicose, foi possivel observar um crescimento nos teores
desta durante o experimento ou pelo menos até o tempo 18 h, o que provavelmente possa
se dever a geragdo de glicose a partir da trehalose (Crowe, 2008; Huggins e Boulton, 1970;
Smith et al., 2013), a qual ¢ estocada durante a criptobiose da artémia para a protec¢ao das
proteinas de possiveis danos gerados pela dessecagdao (Viner e Clegg, 2001). No entanto
com o inicio do metabolismo em funcdo a reidratacao dos cistos (entre outras condigdes
ambientais), a trehalose comeca a ser intensamente hidrolisada para a glicose a qual acaba
derivando ao metabolismo energéticos como substrato (Crowe, 2008; Hand ¢ Gnaiger,

1988).

Foi possivel observar mudangas importantes nos teores de glicose em funcdo ao LA, onde
no tempo 18 h houve clara diminui¢do que se deu de maneira dose-dependente ao LA, este
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efeito ¢ ainda mais notavel quando se considera que as concentragdes de glicose nos
tratamentos de 2 e 4 mM de SA sem a adi¢do de LA apresentam concentragdes de glicose
acima das apresentadas pelo tratamento sem adigdo de SA e LA (Fig. 4, 18 h). O efeito do
LA sobre a diminuicdo dos teores de glicose também foi observado no tempo 24 h; onde
simultaneamente também foi observada uma diminui¢do dos teores de glicose em fungao
ao SA (Fig. 4 24 h), no entanto, dentro da interag@o entre o LA e o SA ocorreu que embora
na menor concentragdo de SA tenha-se apresentado uma diminuigdo dos teores de glicose
em fun¢do a concentracdo de LA, conforme a concentragdo de SA aumenta os tratamentos
com LA comegam a apresentar incrementos da concentrag¢do de glicose, que descrevem um
comportamento bifasico em fun¢do ao SA. Neste caso o catabolismo do SA poderia
estar-se sobrepondo a utilizag@o da glicose e fungdo a concentragdo de LA. Isto poderia ser
catalogado como um efeito sinérgico da co-administracdo LA e SA, no intuito de preservar
o conteudo energético do animal. Apesar das observagdes feitas sobre a diminui¢do do
contetido de glicose nos grupos tratados com LA e SA nos tempos 18 e 24 h, os niveis de
atividade do ETS foram inferiores aos observados nos tratamentos que nao receberam SA
(Fig. 6, 18 h e 24 h). Uma explicagdo plausivel para a diminui¢do do ETS junto com a
diminui¢do das concentrag¢des de glicose pode ser o alto RQ da glicose. Em fungao a isto, a
producdo de CO, por unidade de oxigénio consumido faz da glicose um substrato mais
eficiente do que a proteina, a qual precisaria de maior quantidade de oxigénio para sua
descarboxilagdo, o qual condiz com os dados apresentados sobre os teores de proteina ¢ a
produgdo de TAN nos grupos ndo tratados com SA. Assim, a atividade do ETS pode ser
um reflexo de uma maior utilizacdo de proteina como fonte de energia em auséncia do
aporte energético do SA (acetil-CoA). Se bem o RQ ¢ principalmente aplicado para
animais terrestres, ¢ possivel encontrar experiéncias dentro da literatura cientifica enfocada

na aquicultura (Wang et al., 2021) que demonstram a possibilidade de utilizar este
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argumento no contexto da nutrigdo de precisdo. Em juvenis Clarias gariepinus
suplementados com carnitina foi possivel observar o aumento do catabolismo de lipidios
de maneira dose-dependente, estes dados que foram corroborados a partir da diminuicao
dos teores de lipidio na carcaca ¢ no aumento plasmatico das concentragdes de NEFAs, em
consequéncia estes efeitos tiveram uma alta correlagdo com a diminui¢do do RQ e de TAN

em funcdo as concentragdes de carnitina (Ozoério et al., 2001).

Observando o contetido energético total estimado da artémia, os grupos tratados
exclusivamente com SA achou-se conteudos finais de energia maiores aos do controle e em
funcao a concentracdo de SA. Este comportamento se mantém quando adicionado o LA, no
entanto os valores energéticos tendem a diminuir com o aumento das concentragdes de LA,
sendo as concentragdes com 5 uM de LA as que apresentaram os conteidos mais baixos de
energia, sendo isto possivelmente um reflexo da regulacdo positiva do LA sobre o
catabolismo e gasto energético (Fernandez-Galilea et al., 2015) (Figura 8). Apesar disso, o
tratamento que obteve o maior contetido de energia foi precisamente a combinagao entre a
menor concentragdo de LA testada, 0,05 uM quando co-administrada com a maior
concentracdo de SA, 8 mM (Fig. 8). Este possivel efeito sinérgico pode estar se
relacionando a um efeito protetivo do LA como antioxidante contra uma excessiva
producdo de ROS derivado do metabolismo no catabdlico (Mailloux et al., 2013), que por
sua vez permitiu um uso mais eficiente dos aportes energéticos provenientes do SA (Smith
et al.,, 2016). Estes resultados sdo comparaveis aos encontrados em frangos de corte
(Arshad et al.,, 2013) nos que o LA suplementado na dieta dos animais prejudicou
significativamente o crescimento em compara¢do com o resto de tratamentos, no entanto
quando o LA foi suplementado junto com 6leo de germe de trigo houve um incremento
significativo no crescimento dos frangos, acima tanto dos animais tratados tanto com LA

quanto dos animais do grupo controle ndo suplementado. Neste caso € possivel pensar que
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a suplementacdo de uma fonte adicional de energia pode compensar o gasto energético

adicional que representa a administracdo de LA na dieta (Wang et al., 2010).

Respeito a capacidade antioxidante contra peroxi-radicais (ACAP), para o tempo de 6 h
houve uma promog¢do do sistema antioxidante nos animais tratados com LA tanto nos
tratamentos com e sem SA. Paradoxalmente dentro dos tempos posteriores foi observada
uma diminui¢@o progressiva do ACAP, onde a partir do tempo 12 h os organismos tratados
com 0,05 ¢ 5 uM de LA sem a adi¢cdo de SA apresentam uma ACAP inferior a encontrada
no controle. Quando adicionado o SA na concentragdo de 2 mM o ACAP dos animais
tratados com LA aumenta, no entanto a maior concentragdo de LA provocou um estado
mais pro-oxidante em relacdo ao observado nos organismos tratados com esta mesma
concentracdo, mas sem a adicdo de SA. Nas concentragcdes posteriores de SA os possiveis
efeitos pro-oxidantes do LA foram revertidos até o ponto de ndo apresentar diferencas com
o tratamento que recebeu a mesma concentragdo de SA sem a adigdo de LA ao meio, isto
com a exce¢do do tratamento com 0,5 uM de LA ¢ 8 mM de SA que apresentou valores de
ACAP inferiores aos de seu equivalente de SA ndo tratado com LA (Fig. 5 12 h). No
tempo 18 h salvo o tratamento com 2 mM de SA e 0,5 uM de LA, as diferencas estatisticas
encontradas apontam a um efeito pro-oxidante do LA, o qual acaba se acentuando no
tempo 24 h onde pelo menos para os tratamentos com 0 ¢ 2 de SA o ACAP diminui em
fun¢do a concentracdo de LA, esse efeito parece se reverter nas concentragoes de 4 e 8 mM
com a excepg¢do do tratamento com 0,5 uM de LA e 8 mM de SA. Essa reversao pode estar
indicando uma possivel capacidade do SA em promover o sistema antioxidante dos
animais, porém, dada a auséncia de diferencas entre os tratamentos que receberam apenas
SA e o controle, esse efeito parece ser resultado da interacao entre LA e SA . Contrastando
esses resultados com os obtidos na produ¢do de ROS, curiosamente, a resposta

dose-dependente de LA e a diminui¢do de ACAP no tempo de 24 h nos tratamentos com 0
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e 2 mM de SA foi acompanhada por uma diminui¢do na produgdo de ROS nos tratamentos
com LA o que pode ser reflexo da contengdo de ROS em detrimento do sistema
antioxidante ou da diminuigdo da sintese de defesas antioxidantes devido a diminuigédo do
feedback positivo gerado pelas concentragdes de ROS. Da mesma forma, vale ressaltar que
no tempo de 24 h, o tratamento com 0,5 uM de LA e¢ 8 mM de SA, tendo apresentado
valores de ACAP inferiores aos apresentados pelos demais grupos tratados com LA,
também apresentou os maiores niveis de ROS , fornecendo evidéncias da interligag@o

desses parametros.

Alguns trabalhos apontam a a¢do das ROS como sinalizadores para a sintese de defesas
antioxidantes ¢ existem varios possiveis mecanismos pelos que isto pode acontecer. E o
caso do efeito da sinalizagdo do hormdnio de crescimento (GH) que quando ligado a seu
respectivo receptor de membrana promove a producao de ROS (H,0O,) ao tempo que
indiretamente ¢ capaz de ativar vias para a sintese de defesas antioxidantes (Cho et al.,
2009; Kwon et al., 2004; Ray et al., 2012). Tendo em vista a queda dos teores de ROS
como efeito a exposicdo ao LA, é possivel pensar na diminui¢do ponderada da ACAP
como mecanismo de compensagdo, algo que por sua vez acaba sendo energeticamente

desejavel.

Segundo a literatura disponivel, em aquicultura a suplementacdo com altas concentracdes
de LA pode ir em detrimento da estocagem de lipidio e do peso final dos animais (Chen et
al., 2019; Huang et al., 2020; Kiitter et al., 2012; Terjesen et al., 2004). Isto foi corroborado
por este trabalho, no entanto o SA demonstrou a capacidade para preservar os niveis de
substratos energéticos, atuando provavelmente como um substrato energético mesmo, o
qual que em determinadas concentracdes pode agir sinergicamente com o LA para a
preservacdo de nutrientes envolvendo possivelmente a regulacdo do metabolismo
energético e sistema antioxidante.
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Resumo

Foi efetuada uma revisdo para compilar os efeitos zootécnicos e fisiologicos da
administracdo do antioxidante 4cido lipdico (LA), focada em varidveis relevantes para a
produgdo aquicola de diversas espécies (crustaceos, peixes ¢ moluscos) através de uma
revisdo sistematica da literatura disponivel at¢ o momento, selecionando os artigos que
atenderam a critérios previamente definidos. Para a andlise quantitativa dos dados
estabeleceram-se modelos lineares generalizados (GLM) para determinar variaveis
significativamente influenciadas pela suplementagdo ou administracio de LA.
Adicionalmente, foram utilizadas ferramentas de bioinformatica para definir padrdes
comportamentais das varidveis moleculares encontradas na revisdo. Nas respostas
zootécnicas, o LA afetou o comportamento produtivo dos animais, tanto em variaveis
relacionadas ao crescimento, quanto em variaveis inerentes ao aproveitamento do alimento.
Da mesma maneira comprovou-se influéncia do LA em vias metabolicas relacionadas a
producdo de energia, onde a via de sinalizagdo da AMPK parece ser uma pega fundamental

nessas respostas que, por sua vez, estdo associadas as respostas antioxidantes dos animais.
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1. Introduciao

A aquicultura tem sido ao longo dos anos uma das atividades pecuarias de maior
crescimento, ao tempo que a pesca como competéncia direta perde importancia no mercado
de produtos carneos de origem aquatica. Grande parte desse desenvolvimento tem sido
atribuido a redugdo progressiva dos estoques globais de peixes que forga a industria a criar
estratégias mais sustentaveis, enquanto que aquicultura propde solugdes eficientes para
problemas como abastecimento irregular de produto, no caso da pesca, e uso extensivo da
terra, comumente observado em atividades dedicadas a oferta produtos proteicos

substitutos (Luo et al., 2018).

Por isso, o desenho de pacotes tecnologicos para a produgdo de espécies aquaticas € um
desafio constante que requer a aplicagdo de conhecimentos interdisciplinares variados,
buscando em diferentes flancos explorar e aumentar o potencial genético das espécies
cultivadas ou com prospecgao para ser. Desta forma, o uso de compostos bioativos vem
surgindo como alternativa para melhorar o desempenho produtivo, ao mesmo tempo que
garante o bem-estar do animal como fator intrinseco a qualidade do produto. Dentro do
grupo de compostos bioativos utilizados na aquicultura destacam-se polifenois, terpenos, 3
glucanos, carotenoides, etc., os quais tém mostrado beneficios no sistema imunoldgico,
equilibrio de redox, microbiota intestinal e mudangas na modulacio metabdlica

(Leyva-Lopez et al., 2020; Patil et al., 2009).

Dentro dos compostos bioativos, o acido lipdico (LA) tem sido avaliado hd muito tempo

como um suplemento alimentar na produg@o pecudria. E uma molécula composta de 8
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carbonos, portadora de dois grupos de tiol em seu estado reduzido (acido dihidrolipoico)
ou um anel ditional quando ¢ oxidado (Figura 1). Este ¢ sintetizado em baixas
concentragdes nas células como um metabolito derivado da sintese do 4cido graxo

octanoico.

Figura 1. Estrutura do acido lipdico (a.) e dihidrolipdico (b.). Ligagdes de carbono em
cinza, enxofre em amarelo e vermelho para atomos de oxigénio no terminal de acido
carboxilico. Area delimitada por linha pontiaguda indicada, anel ditiolano (a.) e dois
grupos tiol (b.). Fonte da imagem DRUGBANK (go.drugbank.com).

Fisiologicamente age como uma coenzima uma ligada a subunidade E2 de piruvato e
a-cetoglutarate desidrogenase, participando ativamente da descarboxilacdo oxidativa de
substratos energéticos nas mitocondrias (Goraca et al., 2011). O LA tem sido utilizado
como um suplemento em func¢do de suas excelentes capacidades como antioxidante, que
sao frequentemente associadas a propriedades antimutagénicas, anticancer,
anti-inflamatorias (como inibidor de sinalizagdo de citocinas como TNF-a) e promotores
da fun¢@o mitocondrial (Liu et al., 2018). Adicionalmente possui a capacidade de quelar
metais livres como ferro, cobre, manganés e zinco, facilitando assim sua excregdo

(Biewenga et al., 1997; Goraca et al., 2011).

O LA também tem sido capaz de diminuir a tolerancia a insulina em modelos animais de

diabetes mellitus, bem como em humanos diabéticos, aumentando mediante mecanismos
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ndo muito bem definidos a utilizagdo da glicose circulante. Quanto a pr oblemas de
obesidade, devido a capacidade de LA de promover a atividade B-oxidativa, tanto em
modelos animais quanto em humanos, tem se observado efeitos anorexigenos e de
emagrecimento, com a diminui¢do das concentragdes sanguineas de lipoproteinas de baixa
densidade e colesterol (Goraca et al., 2011; Mahmoudinezhad and Farhangi, 2021). Esta
evidéncia sugere a possibilidade de usar LA como um poderoso modulador do
metabolismo energético, em principio como ativador da via de sinalizagdo AMP-cinase
(AMPK), envolvida na regulagdo positiva de vias catabdlicas e inibidor da sinalizacdo
hipotalamica da AMPK (Golbidi et al., 2011; Kim et al., 2004; Koh et al., 2011; Lopez,

2018).

A capacidade antioxidante e seu efeito na producao de energia dos organismos sdo motivos
para o LA ser usado como suplemento dietético na produgdo animal. Em aves foram
observados efeitos como melhor conversdo de ragdo, aumento da eficiéncia proteica,
melhoria na qualidade da carne promovendo a estabilidade da fracdo lipidica da carcassa,
principalmente quando suplementado com a-tocopherol, provavelmente devido a sua agdo
conjunta na contencdo da peroxidagdo lipidica (Mahmoudinezhad e Farhangi, 2021;
Parveen et al., 2013; Shahid, 2013). No entanto, sua suplementacdo pode causar redugoes
consideraveis no ganho de peso. Nao obstante, tem sido visto que a associagdo de LA com
fontes adicionais de energia, como o d6leo de germe de trigo, que também possui um alto
teor de a-tocopherol, pode reverter a possivel perda de peso gerada pelo LA, promovendo
o desempenho zootécnico em frangos de corte, juntamente com os efeitos benéficos ja
mencionados sobre o sistema antioxidante ¢ a qualidade da carne (Arshad et al., 2013;

Sohaib et al., 2018).

Em organismos aquaticos ha algumas evidéncias experimentais da implementacdo de LA
como suplemento produtivo, beneficios claramente associados como a melhoria da
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capacidade antioxidante do animal e com consequentes melhoras na qualidade da carne.
Este efeitos podem ser uma justificativa suficiente para a utilizar o LA, levando em conta o
grande nimero de varidveis ambientais que podem influenciar no estado oxidativo dos
animais (como temperatura, pH, concentragdo de compostos nitrogenados na agua, entre
outros), que afetam o investimento energético que os organismos fazem para sua
manutengdo (metabolismo padrdo) em detrimento do crescimento ou pelo menos da
quantidade de energia investida neste (Kim et al., 2017; Robles-Romo et al., 2016). O fato
de LA ter as caracteristicas de um modulador antioxidante ¢ metabdlico para a producdo de
energia, promoveu as pesquisas sobre os efeitos deste em escala experimental, focada na
melhoria de fatores inerentes a atividade produtiva, como comportamento zootécnico,
saude e defesa imunoldgica, estimulacdo das defesas antioxidantes e contengdo das
espécies reativas de oxigénio, preservagdo do material reprodutivo durante o tempo de
conservagdo ¢ melhoria da qualidade nutricional dos produtos de aquicultura destinados ao
consumo humano (Bou et al., 2017; Huang et al., 2019; inanan e Kanyilmaz, 2020; Liu et
al., 2018; Lu et al., 2019). No entanto, apesar da literatura cientifica existente sobre a
suplementagdo com LA, ainda ndo ha consenso ou pelo menos robustez nas informacgdes
sobre como este modifica, se for assim, o comportamento zootécnico dos animais (taxa
especifica de crescimento, conversdo alimentar, rendimento da carcassa). Esta revisdo tem
como objetivo compilar informagdes sobre LA na aquicultura e ajudar a esclarecer seus

efeitos como promotor zootécnico.

Para isso, coletaram-se artigos de revisdo por pares sobre a aplicacdo de LA em espécies
aquaticas. Analisaram-se quantitativamente os dados através do uso de modelos lineares
generalizados (GLM) como ferramenta estatistica e por fim, as respostas geradas pelos

GLM foram integradas com o auxilio de métodos bioinformaticos.
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2.Materiais e Métodos

O banco de dados Scopus foi utilizado para aplicagdo da cadeia de busca: "lipoic acid" OR
"Alpha-lipoic acid" OR "thioic acid" OR "a-lipoic acid" OR "dihydrolipoic acid" AND
aquaculture OR aquatic OR fish OR crustacea OR mollusk OR bivalve OR
mariculture OR shrimp OR haliotidae OR salmon OR tilapia OR carp OR
echinodermata OR aquarium OR tank OR "Recirculating aquaculture system" OR
aquafeed OR marine OR haliotis OR oyster. O projeto de revisdo foi publicado na
plataforma ResearchGate
(https://www.researchgate.net/project/Supplementation-effect-of-the-perfect-antioxidant-a-
lipoic-acid-in-oxidative-stress-and-zootechnical-behavior-of-livestock-animals-Protocol-fo
r-a-systematic-review-and-meta-analysis/update/5c901466¢fe4a7299496d30d).

Obtiveram-se 101 artigos que contém algumas dessas palavras, dentro do titulo, resumo ou
palavras-chave. Os artigos encontrados foram compilados em um arquivo ".bib" e o
software JabRef® foi utilizado como gerenciador de referéncias para efetuar o descarte de

artigos duplicados (Figura 2).

Os critérios de exclusdo utilizados para esta revisdo foram: trabalho aplicado em espécies
ndo aquaticas, administracdo de acido lipoico a células, linhas celulares ou o6rgdos,
independentemente da espécie de origem, uso de acido lipdico em combinagdo com outra
substancia tanto em concentragdes fisiologicamente benéficas ou quanto potencialmente
toxicas e artigos cujos individuos experimentais que foram expostos a fatores bioticos e/ou

abidticos patogénicos (Figura 2).
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Figura 2. Processo de busca de artigos para a a revisdo sistematica e meta-analise

Para a realizagdo da analise quantitativa dos artigos selecionados, foi realizada uma
compilacdo sistematica de umas variaveis avaliadas, numero de sujeitos experimentais
(Material suplementar 1). Enquanto as medias de cada variavel, estas foram normalizadas
utilizando a relacdo entre a média de grupos experimentais tratados com acido lipdico e os
controles nao tratados, assim mesmo desvios padrao de cada grupo foram normalizados
pela sua respetiva media. A extragcdo dos dados foi realizada a partir dos dados disponiveis

no texto, tabela e graficos. Para estes ultimos, o software WebPlotDigitizer foi usado como

190




Apds a normalizagdo das médias, foi efetuada uma inspegdo exploratéria dos dados
disponiveis para cada variavel, a heterogeneidade foi verificada pelos testes de Cochran
(Q) e Higgins (/*) (Han et al., 2012; Liu et al., 2020). Foram realizadas analises de
meta-regressdo nas variaveis resposta avaliadas em 3 artigos ou mais dentro da base de
artigos selecionados, isto com o intuito de explicar estatisticamente a heterogeneidade dos
dados. Utilizaram-se as covariaveis: a duracdo do experimento, a dose aplicada, o nivel
troéfico da espécie (variavel continua, quantitativa do habito alimentar da espécie) de
acordo com a plataforma FishBase (https://fishbase.in), e a literatura cientifica disponivel.
Da mesma forma, o peso final dos animais foi normalizado pelo peso assintdtico da
espécie, disponivel na plataforma FishBase (ou na literatura cientifica publicada) este valor
foi utilizado como indicador do desenvolvimento doz individuos experimentais respeito ao
crescimento maximo da espécie. Para trabalhos em que o peso final ndo foi relatado ou
nenhum dado foi encontrado sobre o peso assintotico da espécie, foram construidas curvas
de crescimento usando o modelo de Von Bertalaffy modificado para o peso (Springborn et
al., 1994) a partir de dados publicados (Tabela 1). Alguns modelos geraram pesos
assintoticos muito acima do valor reportado para a espécie, nestes casos o modelo de
crescimento so foi utilizado para estimar os pesos finais experimentais quando nao haviam
sido reportados, € o valor maximo de peso relatado na literatura foi utilizado para
relativizar o peso experimental final dos animais estudados. Também utilizaram-se os
preditores categdricos: habito alimentar do animal (carnivoro, onivoro e herbivoro), o
orgdo analisado (para variaveis resposta pertencentes ao grupo de biomarcadores
moleculares como proteinas e metabolitos), o tipo de espécie (infraclasse Teleostei, subfilo

Crustacea ou filo Mollusca) e o ambiente natural do animal (limnico ou marinho).
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Tabela 1. Modelo de Von Bertalanfty utilizado nas espécies consideradas no estudo. Parametros do modelo de
crescimento onde W, € o peso assintotico da espécie, k € a relag@o de indice entre peso Weotempot, ebéa
relagdo alométrica entre peso e comprimento. R? é o coeficiente de determinagdo dos modelos.

* = valor assintético calculado no modelo/peso maximo encontrado para a espécie.

Taxonomic

classification W oo K b R’
Teleostei Corydoras paleatus 5.39] 0.001720 3.27] 0.98
Teleostei Ctenopharyngodon idellus 21058.97 | 0.200000 2.95] 0.99
Teleostei Cyprinus carpio 27452.741 0.200001 2.89( 0.99
Teleostei Danio rerio 1.54| 0.016059 2921 0.99
Crustacea Eriocheir sinensis* 388.633/180.00| 0.001955] 20.59( 0.96
Mollusca Haliotis discus hannai 47.32 ] 0.000334 2991 0.98
Teleostei Jenynsia multidentata 33.69/14 [ 0.000583 3.18] 0.99
Crustacea Litopenaeus vannamei® 88.88/33.00] 0.001812 2.03( 0.99
Teleostei Oreochromis niloticus 8464.07 | 0.457041 2.63| 0.99
Teleostei Piaractus mesopotamicus® 15908.40/20000 | 0.004792 2.54] 0.99
Teleostei Trachinotus marginatus 15| 0.000705 2.81] 0.99

Uma vez definidas as covaridveis e preditores categoricos, procedeu-se com a

meta-regressao para cada um das variaveis resposta (Figure 3; Material suplementar 2).

i Meta-regressdo Agrupamento de
Extragdo de dados Meta-andlise
je R -> analise -> covariaveis .> variaveis. Projeto de
selecionadas heterogeneidade DG SlElpaigicacd
preditores grupo

-Varidveis zootécnicas
-Analise proximal
-Expressao proteica
-Metabolitos
-Status Redox

-Teste de

Normalizagdo de

Cochran (Q]
dados Q

-Teste de
Higgins(12)

® = = = =2 = =
*
" Detecgiode yrRE R racs
Escala " heterogeneida *e « Persisténcia da . Carac::::z.a;:
uniforme " deemtodasas * « heterogeneidade o ° :u:"l e
" variaveis . . P ados.
. . P

Figura 3. Fluxograma de processamento de dados. Workflow do pré-processamento e processamento de
dados a partir de ferramentas de meta-analise até a formulagdo do GLM. Os retangulos indicam as etapas de
analise de dados, as formas ovais mostram o processamento dos dados em cada etapa de analise e as setas
representam os resultados das etapas. Onde as setas escuras sdo as saidas reais ¢ a fonte de resultados para
este trabalho.

Com a finalidade de estabelecer relagdes quantitativas sobre os possiveis efeitos do LA no
nivel fisioldgico e bioquimicos, foram estabelecidos GLM, agrupando as variaveis obtidas
em: parametros zootécnicos, expressao genética e proteica, concentracdo de metabolitos,

estado antioxidante, analise proximal de animais e indices fisiologicos e viscero-somaticos.
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Para cada grupo de variaveis, foram formulados dois tipos de modelos de regressdo gama
escalar assumindo deferentes distribuicdes com skewness positivo e funcao de ligagdo
logaritmica para a deteccdo de respostas nao lineares a dose de LA (Modelo 1 e Modelo

2).

Modelo 1. Trés niveles hierarquicos (GLM1).

Yijk: uta iXijkl + IBj(i) + €

Onde o Yijie representa os valores relativizados gerados a partir das médias dos tratamento
com LA e controles, i-th variavel resposta (variaveis zootécnicas; @) pela covariavel X que
representa a dose de acido lipdico € aninhado na j-th dieta () dos animais e com uma

distribuigdo estatistica do temo de erro & @jk (Tabela 2).

Modelo 2. Quatro niveis hierarquicos (GLM?2).

Y= p 4 0 X + By Yy €
Onde o Y, representa os valores relativizados gerados a partir das médias dos tratamento
com LA e controles, i-th varidvel resposta (proteina ou metabdlito; a) pela covariavel X

(dose de acido lipbico, aninhado no j-th 6rgdo (B) avaliado, aninhado na k-th dieta (y) dos

animais e com uma distribui¢do estatistica do temo de erro & jk), (Tabela 2).

Tabela 2 Estrutura de modelos hierarquicos para os diferentes grupos de resultados Niveis
superiores aninham niveis inferiores de cima para o abaixo do diagrama, para trés niveis: Dose
(dieta (variavel resposta)) referente ao GLM1 e para quatro niveis ou GLM2: Dose (dieta (6rgio
(variavel resposta))) referente ao modelo 2.
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Hierarchical Hierarchical

Model 3 Lipoic acid dose (numerical predictor) — Model 4 Lipoic acid dose (numerical predictor)
levels levels
Diet Diet
Carnivore Carnivore
Omnivore Omnivore
Herbivore Herbivore
Outcome or dependent factor Organ
Body gain Liver or Hepatopancreas
Specific growth ratio Muscle, and others

Food intake, and others

Outcome or dependent factor
GSH
GPx
MDA
CPT1A, and others

Com a modelagem dos dados, foram gerados coeficientes (pardmetros do modelo) para
cada variavel resposta (Tabela 2). As proteinas cujos coeficientes apresentaram
significancia estatistica foram selecionadas e catalogadas como proteinas expressas
diferencialmente e anotadas de acordo com o processo bioldgico, componente celular e
funcdo molecular dentro da plataforma Database for Annotation. Visualization and
Integrated Discovery (DAVID) com a qual realizou-se analise Functional Annotation
Clustering (Lian et al., 2014). Também determinou-se usando DAVID as vias metabolicas
significativamente expressas para cada orgdo ou tecido (musculo, figado ou
hepatopancreas, branquia, rim anterior, pele e baco). Foram calculados os p valores por
Bonferroni, Benjamini e false discovery ratio (FDR) (Lian et al., 2014; Sabetian e Shamsir,
2016), no entanto neste trabalho s6 foram consideradas as vias metabolicas que
apresentaram p valor < 0.05 para Bonferroni . Por fim, proteinas com coeficientes
significativos determinados pelo GLM2 foram utilizadas para a analise de interagdo

proteina-proteina (PPI) com a ferramenta do Functional Enrichment Analysis da STRING
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integrada ao software Cytoscape 3.8.2. Assim estudaram-se as interagdes metabodlicas entre

o grupo selecionado de proteinas para o figado e musculo (Lian et al., 2014; Sabetian e

Shamsir, 2016).

3.Resultados e discussao

3.1.Acido lipbico na aquicultura

Até o dia 16 de agosto de 2020, foram encontrados 101 artigos. Os trabalhos selecionados

levando em conta os critérios de exclusdo (Figura 2) contém dados de 11 espécies

diferentes, incluindo teledsteos (8 espécies), crustaceos (2 espécies) ¢ moluscos (1

espécie), conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 Compilado de referéncias. Espécies aquaticas em artigos selecionados para esta revisao, com
autores, DOI e ano de publicacao.

Espécie Autor DOI Ano
Corydoras paleatus Monserrat et al 10.1016/j.cbpc.2008.06.011 | 2008
Ctenopharyngodon idellus | Liu et al 10.1016/j.151.2018.06.057 | 2018
Shi et al 10.1017/S000711451800226X | 2018

Ciprinus carpio Amado et al 10.1016/j.cbpc.2011.04.007 | 2011
Enamorado et al 10.1016/j.cbpa.2015.05.023 | 2015

Longaray et al 10.1016/j.cbpa.2013.02.004 | 2013

Danio Rerio Francis et al 10.1111/.1365-2109.2011.02889.x | 2011
Huang et al 10.1007/s10695-020-00795-8 | 2019

Luetal 10.1016/j.cbpa.2019.06.009 | 2019

Eriocheir sinensis Xu 10.1016/j.aquaculture.2017.09.036 | 2017
Haliotis discus hannai Zhang 10.1111/.1365-2109.2010.02592.x | 2010
Jenynsia multidentata Monserrat et al 10.1016/j.pestbp.2013.10.009 | 2014
Litopenaeus vannamei Da Silva Martins 10.1080/10236244.2014.940702 | 2014
Da Silva Martins 10.1111/anu.12663 | 2018

Lobato et al 10.1016/j.cbpa.2013.03.015 | 2013

Lobato et al 10.1016/j.aquaculture.2018.08.020 | 2018

Lobato et al 10.1111/are.13838 | 2018

Oreochromis niloticus Luetal 10.1016/5.£51.2018.12.023 | 2019
Piaractus mesopotamicus de Medeiros et al 10.20950/1678-2305.2017.74.84 | 2017
Park et al 10.1007/s10695-006-9110-9 | 2006

Terjesen et al 10.1093/jn/134.11.2930 | 2004

Trattner 10.1016/j.aquaculture.2007.09.025 | 2007

Trachinotus marginatus Kutter et al 10.1016/j.aquaculture.2012.09.010 | 2012
Kutter et al 10.1111/j2i.12137 2013
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As variaveis resposta mais avaliadas dentro dos artigos selecionados foram GST (n= 14),
MDA (n= 13), body weight (n=10), total antioxidante capacity (n=9). Todas as variaveis
resposta encontradas apresentaram altos valores de heterogeneidade apos a realizagdo das
meta-regressdes (Material suplementar). Devido a isso a analise quantitativa dos dados foi
feita através de GLMs. E importante ressaltar que os resultados gerados pelos GLMs sdo
apresentados como apenas presuntivos, as respostas que estes apontam devem ser

contrastadas em futuros trabalhos.

As doses utilizadas de acido lipdico variaram de 10 a 60 mgkg™! utilizando a via de
administracdo intraperitoneal. Quando LA foi suplementado na dieta, foram encontradas
doses entre 68 a 3600 mg.kg™' e apenas em um caso foi adicionada LA diretamente na dgua
com concentragdes que variavam de 1238 a 2475 mg. L. A varidvel dose de LA
apresentou efeito significativo dentro dos modelos estabelecidos para as variaveis resposta
zootécnicas (Tabela 4; Figura 4) e para aqueles agrupados dentro da expressdo de genes e
proteinas (Tabela 5-6). Para o estado antioxidante ndo houve efeito perceptivel de LA
dentro dos dados disponiveis, exceto nos parametros de pontes de proteina-tiol e dissulfeto,
mas esses dados vém de apenas um trabalho (Enamorado et al., 2015), as variaveis:
capacidade antioxidante total e produgdo de ROS nado foram significativamente alteradas
por LA. No modelo gerado a partir de dados metabolicos foram encontrados efeitos

significativos atribuiveis ao LA (Tabela 6).
3.2.GLM1 variaveis zootécnicas

Foi possivel detectar possiveis efeitos do LA em funcfo da dose, embora com certas
divergéncias aparentemente determinadas pelo habito alimentar dos animais (Tabela 4).

Para animais carnivoros e herbivoros a LA teve um efeito negativo (determinado no GLM1
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pela apresentacdo de coeficientes negativos; -f) para os parametros peso corporal e ganho
de peso (Tabela 3; Figura 4). Quanto as espécies de habitos onivoros, so se tem dados do
crustaceo Litopenaeus vanamei, o qual apresentou um 3 positivo, embora sem significdncia
estatistica. Concluindo segundo os resultados gerais existe um possivel efeito negativo de
LA para os parametros de peso corporal e o ganho de peso, pelo menos para as 7 espécies
entre carnivoros e herbivoros, (Teleostei: Ctenopharyngodon idellus. Piaractus
mesopotamicus. Ciprinus carpio. Piaractus mesopotamicus. Trachinotus marginatus e
mollusca Haliotis discus hannai) que foram analisadas. Em concorddncia com os
resultados de peso corporal, a SGR apresentou - em carnivoros, herbivoros e onivoros, no
entanto, apenas para carnivoros foi estatisticamente significante. Além disso, este
parametro incluiu dados do carnivoro crustaceo Eriocheir sinensis (Tabela 4; Figura 4). Os
resultados observados sugerem possiveis efeitos negativos da LA no desempenho
zootécnico. Mais na frente algumas hipoteses serdo levantadas para explicar como
possiveis modificagdes na atividade de vias catabolicas podem causar a diminui¢do dos
teores de lipidio no corpo do animal prejudicando os parametros relacionados ao

crescimento e conversao alimentar.
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Tabela 4 Resultados GLM1 parametros Zootécnicos . Os resultados do modelo para cada comportamento
alimentar aninhado pelo parAmetro avaliado, B sdo o modelo de coeficientes com seu erro padrdo SE. y” sio
valores chi?, calculados com o teste de Wald. Sig. sdo valores p dos coeficientes.

* Coeficientes significativos (p<0,05)

Parimetro Dieta B SE . Sig.
Peso corporal | Carnivoro -4.E-04 4.E-05 | 100.10 0.000*
Peso corporal | Herbivoro -6.E-05 2.E-05 | 10.66 0.001*
Peso corporal | Onivoro 2.E-03 1.E-03 | 2.27 0.132
FCR Carnivoro 2.E-04 4.E-05 | 30.58 0.000*
FCR Herbivoro -2.E-05 3.E-05 | 0.50 0.482
FER Herbivoro -9.E-05 5.E-05 | 2.94 0.087
Ingestio de Carnivoro -4.E-04 4.E-05 | 63.48 0.000*
alimentos

Ingestao de Herbivoro -8.E-05 3.E-05 | 5.68 0.017*
alimentos

PER Carnivoro -3.E-04 4 E-05 | 56.11 0.000*
PER Herbivoro 1.E-04 3.E-05 | 14.11 0.000*
SGR Carnivoro -5.E-04 4.E-05 | 12198 0.000*
SGR Herbivoro -5.E-05 3.E-05 | 2.68 0.102
SGR Onivoro -2.E-03 1.E-03 | 3.05 0.081
Sobrevivéncia | Carnivoro -1.E-04 4.E-05 | 7.56 0.006*
Sobrevivéncia | Herbivoro -2.E-05 2.E-05 | 1.58 0.208
Sobrevivéncia | Onivoro -1.E-03 1.E-03 | 0.83 0.362
Ganho de Carnivoro -1.E-04 7.E-05 | 3.16 0.075
peso

Ganho de Herbivoro -3.E-05 2.E-05 222 0.137
peso
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A Ingestdo de alimentos (Tabela 4; Figura 4) apresentou tendéncia decrescente com a

adicdo de LA para carnivoros e herbivoros. A razdo de conversdo alimentar (FCR)

apresentou divergéncias dependendo da dieta. Para os carnivoros foi encontrada uma

declividade positiva com a adicdo de LA, ja em herbivoros o coeficiente obtido foi

negativo. As diferencas na razdo de eficiéncia proteica (PER) também sdo perceptiveis,

tendo um aumento no uso de proteina no grupo de espécies herbivoras ao contrario dos

carnivoros que apresentaram uma diminui¢cdo em sua eficiéncia (Figura 4). Em relago a

sobrevivéncia, os carnivoros apresentaram um coeficiente significativamente negativo.
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Figura 4. Representagdes graficas para o GLM1 zootécnico. a Resposta dos parametros avaliados (peso
corporal, ganho de peso, taxa especifica de crescimento, consumo de alimento, fator de conversdo alimentar,
taxa de eficiéncia proteica, sobrevivéncia) de forma dependente da dose para as variaveis zootécnicas e de
habito. b médias dos coeficientes gerados para cada parametro avaliado, a linha vermelha pontilhada
representa o controle sobre a origem cartesiana. ¢ Valores relativizados pela médias dos controles versus
valores prognosticados pelo modelo para cada pardmetro. O retdngulo na zona de grafico superior contém o
modelo de equacdo linear e seu coeficiente de determinagio.

3.3.GLM2 Proteinas

Dieta e o oOrgdo foram encontrados como varidveis moduladoras da resposta a
administracdo de LA em fung¢do da dose. Para o modelo proteico, também foi levado em
conta como preditor categdrico a maneira como foi quantificada a proteina (se as respostas
vieram de andlises de expressdo genética, de expressdo proteica ou de atividade
enzimatica). No entanto, na auséncia de efeitos significativos desse fator, foi descartado do
modelo. Assim, o modelo foi definido levando em conta o efeito da dose de LA, em
animais com dietas diferentes, em cada 6rgdo que aninharam as proteinas avaliadas como
ja descrito (GLM2; Tabela 2). Das 49 proteinas levadas em considerag@o, 30 apresentaram
coeficientes significativos (Tabela 5). Apesar da diversidade de proteinas, grande parte
delas esta relacionada a producdo de energia e sintese de acidos graxos e outras ao estado
antioxidante. A Tabela 5 apresenta as proteinas que obtiveram coeficientes significativos
para GLM2. Além disso, as vias metabdlicas obtidas pelo Functional Annotation
Clustering em figado e musculo pertencentes a proteinas que apresentaram coeficientes

significativos de acordo com os resultados do GLM2 sdo apresentadas nas Tabelas 6 ¢ 7.
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Tabela 5 Coeficientes significativos do GLM2 de proteinas. O resultado do modelo 2 em cada 6rgdo
aninhado pelo comportamento alimentar e a0 mesmo tempo, aninhado pelo parametro avaliado, B sdo os
coeficientes do modelo com o respectivo erro padrao SE. y° sdo valores chi* calculados com o teste de Wald.
Sig. sdo valores p dos coeficientes.

Orgio ID de Nome Dieta B SEM | ¢ Sig
Genes
Musculo ACACA | Acetyl CoA carboxylase Carnivoro | -1,E-0 | 2,E-0 15,8 | 0,00
314 710
ANPEP aminopeptidase n Carnivoro 1,LE-0 | 2,E-0 13,3 | 0,00
314 310
CPTIA Carnitine palmitoyltransferase 1 Carnivoro 1LE-0 | 2,E-0 13,3 | 0,00
3[4 8(0
CPT1A Carnitine palmitoyltransferase 1 Herbivoro 1,E-0 | 2,E-0 924 | 0,00
3(4 2
DGAT2 Diacylglycerol acyltransferase 2 Carnivoro | -1,E-0 | 2,E-0 | 5,23 [ 0,02
3[4 2
GCK Glucokinase Carnivoro 1,E-0 | 2,E-0 16,7 | 0,00
314 6(0
LIPE Hormone-sensitive lipase Carnivoro 1,E-0 | 2,E-0 | 22,2 | 0,00
314 1[0
LPL Lipoprotein lipase Herbivoro 4E-0 | 2,E-0 | 4,95 | 0,02
414 6
MTOR Mechanistic target of rapamycin Herbivoro 7.E-0 | 2,E-0 17,2 | 0,00
414 410
PNPLA2 | Adipose triglyceride lipase Carnivoro LLE-0 | 2,E-0 | 10,8 | 0,00
3[4 8|1
PNPLA2 | Adipose triglyceride lipase Herbivoro | 0.E+0 [ 1,E-0 | 8,61 | 0,00
0]4 3
SGLT1 Sodium-dependent glucose co-transporter 1 Carnivoro 4,E-0 | 2,E-0 3,97 | 0,04
414 6
SLC15A | peptide transporter 1 Carnivoro | 9.E-0 | 2,E-0 | 14,9 | 0,00
1 414 1{0
Figado ANPEP aminopeptidase n Carnivoro 2,E-0 | 2,E-0 51,6 | 0,00
314 2{0
ATP5H ATP synthase mitochondrial F1 complex alpha Carnivoro 1,E-0 | 2,E-0 5,13 1 0,02
subunit 314 3
COX5A cytochrome c oxidase subunit Vab hepatocyte Carnivoro 1LE-0 | 2,E-0 | 7,52 | 0,00
314 6
CPTIA Carnitine palmitoyltransferase 1 Herbivoro 1,LE-0 | 2,E-0 11,1 | 0,00
314 911
CPTIA Carnitine palmitoyltransferase 1 Carnivoro 1LE-O | 2,E-0 | 4,98 | 0,02
314 6
G6PC Glucose-6-phosphatase Carnivoro 2,E-0 | 2,E-0 | 60,7 | 0,00
3(4 0]0
GCLC Glutamate Cysteine Ligase Carnivoro 1,E-0 | 3,E-0 10,6 | 0,00
213 81
GLUDI1 Glutamate dehydrogenase Herbivoro | -1,E-0 | 2,E-0 14,5 | 0,00
3[4 210
GPX3 Glutathione peroxidase 1 Carnivoro | -1,E-0 | 4,E-0 5,33 1 0,02
314 1
GSTA1 Glutathione S-transferase Al Onivoro -2,E-0 | 6.E-0 15,7 | 0,00
314 910
GSTA1 Glutathione S-transferase Al Carnivoro 2,E-0 | 7.E-0 6,25 | 0,01
415 2
LIPE Hormone-sensitive lipase Carnivoro 1,E-0 | 2,E-0 | 28,3 | 0,00
3[4 210
LPL Lipoprotein lipase Herbivoro | 6.E-0 [ 2,E-0 | 12,7 | 0,00
414 510
LPL Lipoprotein lipase Carnivoro 8,E-0 | 2,E-0 13,2 | 0,00
414 410
MTIM Metallothionein 1M Onivoro 8,E-0 | 3,E-0 5,53 1 0,01
3(3 9
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MTOR Mechanistic target of rapamycin Carnivoro | 6.E-0 | 2,E-0 | 6,79 [ 0,00
PCK1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase Carnivoro 2,E—?)r ;,E-O 76,8 3,00
PFKL Phosphofructokinase Carnivoro 5 ,E-(3) ;,E-O 4,1 ; 8,04
PNPLA2 | Adipose triglyceride lipase Herbivoro O.E+g AI‘,E-O 6,45 (1),01
PNPLA2 | Adipose triglyceride lipase Carnivoro l,E-g g,E-O 9,02 (l),OO
UQCR2 Ubiquinol—cytochrome ¢ reductase core protein | Carnivoro l,E-(3) g,E-O 19,0 3,00
SLC5A1 ISlodium-dependent glucose co-transporter 1 Carnivoro 2,E-?) ‘21,E-0 72,; 8,00
SIRT1 SIRT1 hepatocyte Carnivoro 6,E-(3) ‘21,E-0 7,82 8,00
SLCI5A | peptide transporter 1 Carnivoro l,E-i)r g,E-O 27,9 3,00
1 314 410
SODI1 SODCuZn Carnivoro 1,LE-0 | 4,E-0 12,9 | 0,00
314 310
TFAM Mitochondrial transcription factor A Carnivoro 7.E-0 | 2,E-0 | 9,70 | 0,00
Cérebro GCLC Glutamate Cysteine Ligase Carnivoro 9.E-3 ;‘,E-O 9,59 3,00
Branquia | GSTAI Glutathione S-transferase Al Carnivoro -7,E-?) ;.E-O 57,6 3,00
Visceral PNPLA2 | Adipose triglyceride lipase Herbivoro l,E-g T,E-O 54,3 8,00
Todo SOD2 Superoxide dismutase Mn Carnivoro 3,E-(:; g.E-O 10,2 8,00
415 0]1
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3.4.AMPK principal intermediario no efeito de LA?

As vias expressas significativamente estdo intimamente relacionadas com a regulacdo do
estado energético e da produgao energética da célula ou tecido, onde a via de sinalizacao da
AMPK (Tabela 6 e 7) parece ocupar um papel preponderante dentro da resposta fisiologica
e bioquimica ao LA. A via de sinalizacdo AMPK ¢ responsavel pela homeostase energética
da célula, sua funcdo ¢ priorizar o metabolismo catabdlico, para restaurar o equilibrio
energético dos compostos de adenilato. Devido a isto os principais efetores da AMPK sdo
o AMP ou o aumento da relacio ADP:ATP, isto leva a ativacdo de vias metabdlicas
relacionadas com a oxidagdo de estruturas carbonadas para a produgdo de energia.
Espera-se que apds a ativagdo da AMPK, estd fosforile (ative) proteinas promotoras do
catabolismo de acidos graxos, hexoses ou aminoacidos (Hardie et al., 2012). No entanto, o

mecanismo pelo qual LA promove a atividade AMPK ainda ¢ incerto.

Tabela 6 Clusters de anotagdes funcionais no musculo. Cluster de vias metabolicas integradas pelas proteinas
que apresentaram coeficientes significativos segundo o GLM (Tabela 4). Cada cluster representa vias
metabolicas funcionalmente relacionadas segundo a plataforma DAVID, o enrchiment score de cada cluster
representa a relevancia do cluster dentro do listado de genes aportado. Bonferroni, Benjamini ¢ FDR sdo p
valores ajustados, para este trabalho foi usado s6 Bonferroni como critério de significancia. Not Clustered sdo

as vias significativamente expressas ndo relacionadas com outras vias.

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 3.7819
Category Term Bonferro | Benjami | FDR

ni ni
GOTERM_MF _DIRE [ GO:0004806~triglyceride lipase 0.0023 0.0023 0.0023
CT activity
GOTERM_BP_DIREC | GO:0019433~triglyceride catabolic 0.0182 0.0182 0.0181
T process
Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 1.3132
Category Term Bonferro | Benjami | FDR

ni ni
KEGG_PATHWAY hsa04910:Insulin signaling pathway 0.0275 0.0139 0.0136
Not Clustered
Category Term Bonferro | Benjami | FDR
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ni ni
KEGG_PATHWAY hsa04152:AMPK signaling pathway 0.0197 0.0139 0.0137
GOTERM_CC_DIRE GO:0005811~lipid particle 0.0242 0.0245 0.0245
CT

Tabela 7 Agrupamento de anotagdes funcionais do figado. Cluster de vias metabolicas integradas pelas
proteinas que apresentaram coeficientes significativos segundo o GLM (Tabela 4). Cada cluster representa
vias metabolicas funcionalmente relacionadas segundo a plataforma DAVID, o enrichment score de cada
cluster representa a relevancia do cluster dentro do listado de genes aportado. Bonferroni, Benjamini e FDR
sdo p valores ajustados, para este trabalho foi usado s6 Bonferroni como critério de significancia. Not

Clustered sdo as vias significativamente expressas nao relacionadas com outras vias.

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 3.1262

Category Term Bonferron | Benjamin FDR
i i
KEGG_PATHWAY hsa04152:AMPK signaling pathway 0.0015 0.0015 0.0013

Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 3.1205

Category Term Bonferron | Benjamin FDR
i i

GOTERM_MF_DIRE | GO:0004806~triglyceride lipase 0.0222 0.0224 0.0224

CT activity

Not Clustered

Category Term Bonferron | Benjamin FDR
i i

KEGG_PATHWAY hsa00480:Glutathione metabolism 0.0273 0.0138 0.0122

Um possivel mecanismo de ativagdo da AMPK pelo LA pode ser através do aumento da
concentragdo de NAD" ¢ da relagdo NAD/NADH na redug¢ao do LA para DLA dentro da
célula, esta redug¢do pode ser conduzida por enzimas como a lipoamida desidrogenase ou
pelo sistema tioredoxina/ tioredoxina redutase (Chen et al., 2012). O aumento da relagao
NAD/NADH ou da concentragao intracelular de NAD' sdo potentes sinais para a ativagao

de vias relacionadas com a producdo de energia como a glicolise, o ciclo de Krebs ¢ a
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oxidac¢do de acidos graxos (Srivastava, 2016). Este fendmeno pode estar mediado pela
SIRT1 (Sirtuin 1; proteina desacetilase de histonas dependente de NAD™) proteina
significativamente up-regulated segundo GLM2, a qual usa o NAD" como co-substrato.
Assim um aumento na concentragdo de NAD" levaria um aumento da atividade desta
desacetilase, que além de funcionar de maneira similar a AMPK como sensor energético
também possui a capacidade de desacetilar a proteina liver kinase B1 (LKB1) ativando-a,
estd a0 mesmo tempo € capaz de fosforilar e ativar a AMPK dentro da célula (Figura 5)
(Chen et al., 2012; Shackelford ¢ Shaw, 2009). Interessantemente, isto representaria um
processo de acople entre o balanco redox e a bioenergética celular, a0 mesmo tempo que
estabelece uma estreita relacdo entre a atividade da SIRT1 e a AMPK. O que na
aquicultura, ampliaria as opg¢des sobre o desenvolvimento de possiveis estratégias
nutricionais para promogao da energia disponivel para a producao, a partir de modulac¢des

do balanc¢o redox.

- m"@@

Figura 5 Ativacao de SIRT1/LBK1/AMPK por LA. A ativagdo da AMPK pela redugao do LA altera o equilibrio redox do
NADH que promove a atividade de desacetilagdo da SIRT1 em alvos moleculares como LKB1 que pode fosforilar/ativar
a AMPK. Tanto a SIRT1 quanto a AMPK séo vias de sinalizagdo de produgédo de energia (Chen et al., 2012; Ruderman et
al., 2010; Shackelford e Shaw, 2009).

3.5.Producio de energia e suplementacio de LA

No presente trabalho observou-se que o LA pode ativar vias catabolicas para a producgdo de

energia, especialmente a oxidagdo de 4cidos graxos. No caso do musculo (Figura 6a;
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Tabela 6) vemos que pode haver um aumento na expressao de proteinas pertencentes a vias
que promovem [-oxidacdo, € possivel observar também uma consideravel up-regulation de
proteinas envolvidas na oxida¢do de carboidratos (Figura 6), no entanto estas proteinas ndo
se vincularam com nenhuma das vias metabolicas significativamente expressas no
Fuctional Annotation Clustering em musculo e figado (Tabela 6-7). Dentre as proteinas
up-regulated do metabolismo de lipidios, estdo a Patatin Like Phospholipase Domain
Containing 2 (PNPLA2), que catalisa o passo inicial na hidrdlise de triglicerideos desta
reacdo resultam moléculas de diacilglicerol que a sua vez sdo hidrolisados pela enzima A
lipase E, Hormone Sensitive Type (LIPE) que também foi up-regulated segundo os
resultados do GLM2. Igualmente a Carnitine Palmitoyltransferase 1A (CPT1A) liga a
carnitina aos acidos graxos de cadeia longa (provenientes em parte da hidrolise de
triglicerideos) para que possam atravessar a membrana interna da mitocondria onde
aconteceria o processo da f-oxidacdo (Atlas de Proteina Humana disponivel a partir de

http://www.proteinatlas.org; Uhlén et al., 2015). Das vias significativamente expressas em

tecidos hepaticos (Tabela 7), a expressdo da via triglyceride lipase activity, representada
entre outras proteinas pela Lipoprotein lipase (LPL) pode ser observada dentro do cluster
2, em concordancia com a atividade metabolica observada no musculo. Esta enzima
participa da hidrélise de triglicerideos para a formagao de glicerol e acidos graxos livres.
Consequente a up-regulation das proteinas de lipolises, as proteinas Diacylglycerol
O-Acyltransferase 2 (DGAT2) e Acetyl-CoA Carboxylase Alpha (ACACA) relacionadas

com a sintese de acidos graxos parecem ser down-regulated segundo o GLM2 (Tabela 5).

Destaca-se que as proteinas diretamente relacionadas com o metabolismo da glicose ndo
foram reguladas em musculo a exce¢dao da Glucokinase (GCK) a qual estaria indicando
uma um aumento do ingresso e retencdo da glicose dentro das células musculares (Atlas de

Proteina Humana disponivel a partir de http.//www.proteinatlas.org; Uhlén et al., 2015), no
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entanto este fenomeno ndo implica necessariamente a utilizagdo da glicose como fonte de
energia. No figado, houve uma up-regulation da Glucose 6 phophatase que hidrolisa a
glucose 6 fosfato para produzir um grupo fosfato e uma glicose que desligada do grupo
fosfato consegue viajar fora da célula hepatica para ouros tecidos , assim a
Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1 (PCKI1) que participa de processos de
gliconeogénese foi de igual maneira up-regulated, mas isto ndo ¢ estritamente evidéncia de
um aumento na utilizagdo de glicose para a producdo de energia (Atlas de Proteina

Humana disponivel a partir de http://www.proteinatlas.org; Uhlén et al., 2015). Ja a

Phosphofructokinase (PFKL) também regulada positivamente pelo LA (Figura 6), cuja
funcdo ¢ a transformacdo da B-D-frutose 6-fosfato em B-D-frutose 1.6-bisfosfato pode ser
catalogada como uma enzima ligada a utilizagdo da glicose como fonte de energia, mas
usar este resultado para argumentar que o LA promove vias metabdlicas para a oxidagdo da
glicose em organismos aquaticos se faz especialmente dificil tendo em conta que dentro
dessa revisdo ndo foram observadas modificagdes na expressdo da Piruvato Kinase L/R
(PKLR), responsavel pela transfosforilacdo do fosfoenolpiruvato em piruvato (Atlas de

Proteina Humana disponivel a partir de http://www.proteinatlas.org; Uhlén et al., 2015). Os

dados referentes ao metabolismo de glicose em animais aquaticos suplementados com LA
sdo bastante limitados em comparacdo a informagdo disponivel acerca do efeito do LA no
metabolismo de lipidios, no entanto explorar os efeitos do LA sobre a o metabolismo da
glicose e em geral de carboidratos pode derivar no desenvolvimento de estratégias
nutricionais que integrem sinergicamente o LA com outros compostos ou nutrientes
veiculados através a dieta com o intuito de melhorar o comportamento produtivo da
espécie trabalhada (Santos et al., 2016). Se ha evidéncia sobre o aumento da utilizacdo de
substratos energéticos para a producdo de energia, dentre desta revisdo ndo foram obtidos

dados que vinculem a utiliza¢do de substratos energéticos com o aumento da carga
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energética do adenilato (aumento de ATP), apesar disso, foi encontrado em figado uma
up-regulation (Figura 6) de Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase core protein Il (UQCR2)
proteina do complexo III da cadeia transportadora de elétrons, a Cytochrome c oxidase
subunit Vab hepatocyte (COXS5A) proteina do complexo IV ¢ a proteina ATP synthase
mitochondrial F1 complex alpha subunit (ATP5H) parte da F1F0 ATPase também
chamada de complexo V (Atlas de Proteina Humana disponivel a partir de

http://www.proteinatlas.org; Uhlén et al., 2015). As trés sdo proteinas que participam na

fosforilagdo de ADP para a producdo de ATP a partir da oxidacdo de nucleotideos
reduzidos doadores de prétons. A up-regulation destas proteinas sugere um aumento na
producdo de ATP como efeito do LA, no entanto, as evidéncias em organismos aquaticos

sdo escassas.

O mecanismo pelo qual o LA promove a expressdo de vias metabodlicas vinculadas a
producgdo de energia pode estar relacionado com a via de sinalizagdo SIRT1/LBK1/AMPK,
ja descrita anteriormente, adicionalmente o aumento nas concentra¢des de NAD™ que
deveria em um primer momento produzir uma diminui¢do na atividade da cadeia
transportadora de elétrons acompanhada do aumento das relacdes AMP:ATP ¢ ADP:ATP,
isto como ja foi mencionado sdo estados que promovem a ativagdo da AMPK junto com
fatores para a biogénese mitocondrial ou up-regulation de proteinas mitocondriais (Hardie

etal., 2012).
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Figura 6 Andlise de interagdo proteina-proteina em musculo e figado. Os mapas representam o
protein-protein interaction (PPI) das proteinas de expressdo diferencial determinadas pelos coeficientes
GLM. a. representar a expressao de diferentes proteinas musculares. b. representa a expressdo de diferentes
proteinas hepaticas. Proteinas down-regulated s@o indicadas em vermelho e as up-regulated em verde. Siglas

Tabela 5.

3.6.Dieta e a interacido com LA

Quanto a capacidade do LA de modular o uso de substratos para a producao de energia, as
evidéncias apresentadas parecem ser contraditorias para modelos animais. No trabalho
realizado com a espécie Piaractus mesopotamicus foi encontrada uma diminui¢do na
concentracdo de aminoacidos livres no plasma, juntamente com um aumento nas
concentragdes de ornitina com suplementagdo de LA. A baixa propor¢do de arginina:
ornitina indica, em principio, um aumento na atividade do ciclo de ornitina e possivelmente
um aumento da oxidagdo de aminoacidos como substrato energético (Terjesen et al.,
2004). Apesar disso os resultados obtidos dentro o GLM2 ¢ o Functional Annotation
Clustering (Tabela 5, 6 ¢ 7) sugerem que o LA promove o uso de acidos graxos como
principal fonte de energia, em contraposi¢do aos resultados de Terjesen et al. (2004). Em
concordancia como os resultados obtidos nesta revisdo, na espécie Ctenopharyngodon
idellus (Shi et al., 2018), foi observada a diminuicdo na quantidade de lipideo
intraperitoneal junto com o aumento na eficiéncia proteica em animais suplementados com
LA. Parece importante ressaltar que tanto P. mesopotamicus quanto C. idellus sdo espécies
com habitos alimentares semelhantes (herbivoros) e consideradas no FishBase dentro do
nivel trofico 2.0. No entanto, os niveis de proteina e lipidios nas dietas oferecidas para

estas espécies foram consideravelmente diferentes. Para P. mesopotamicus foi de
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aproximadamente 50 e 8%, enquanto para C. idellus foi de 33% e 5%. Adicionalmente,
Park et al. (2006) utilizando a mesma dieta e espécie (P. mesopotamicus) de Terjesen et al.
(2004), obtiveram diferengas numéricas no PER sem detectar diferengas estatisticas. Nesta
revisdo, os dados foram reanalisados por um teste t utilizando: a média, desvio padrdo e n
experimental dos grupos com e sem LA. Dessa forma, detectaram-se diferencas
significativas com um p < 0,0001, sendo os animais suplementados com LA os que
obtiveram a pior eficiéncia proteica. As evidéncias existentes sobre o requerimento
proteico desta espécie mostram que a inclusdo de 38% (j& considerado nivel supra 6timo)
apresenta reducdes significativas na eficiéncia e produtividade da proteina (Bicudo et al.,
2010). Os autores sugerem como causa o aumento do uso da proteina como fonte de
energia (Bicudo et al., 2010). Isso significaria que para os niveis de proteina na dieta
usados nos trabalhos de Terjesen et al. (2004) e Park et al. (2006), ja era de se esperar uma
baixa eficiéncia protéica para sintese de tecido ou crescimento. Ainda assim o fato do LA
ter acentuado esta situacdo ¢ bastante interessante ¢ contrasta com muitas das evidéncias
existentes sobre o efeito deste composto (Kiitter et al., 2012; Shi et al., 2018; Xu et al.,

2018).

Portanto, ¢ possivel pensar que o "sparing effect" gerado pelo LA relatados para proteinas
¢ um fenémeno dependente dos tipos de substratos energéticos disponiveis na dieta. A
favor dessa ideia, Xu et al. (2019), em Tilapia (Oreochromis niloticus) alimentada com
dietas ricas em lipidios (12%) mostraram que o LA de maneira dose dependente aumenta a
concentracdo de proteina corporal, um efeito que foi acompanhado pela diminui¢do do
lipidio corporal. A tilapia GIFT, bem como as espécies P. mesopotamicus e C. Idellus. ¢ um
animal herbivoro e com o mesmo nivel trofico (2.0) de acordo com FishBase, razdo pela
qual, igual a C. idellus, a quantidade de proteina oferecida na dieta esta dentro de 30% de

inclusdo. No entanto, a tilapia GIFT zootecnicamente, foi superior ao controle nado
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suplementado com LA, enquanto para C. idellus (Shi et al., 2018), ndo foram encontradas
diferengas significativas, talvez implicando que a resposta a tilapia GIFT é um produto
sinérgico da suplementagdo com LA e alto teor lipidico (ou energético) para a especie, na
dieta. Isso pode ter permitido ao animal investir mais energia para o crescimento,
proveniente do aumento da atividade catabdlica devido ao efeito de LA (Hagen et al.,
1999; Huang et al., 2020). No entanto o trabalho de Santos et al. (2016) usando a espécie
Cyprinus carpio alimentada com dietas com altos contetidos de energia mostra que apesar
de existir a possibilidade de um “sparing effect” da proteina por sinergismos entre a
quantidade de energia fornecida e a suplementacdo com LA isto ndo promove
necessariamente um melhor desempenho, ja que apesar dos altos contetidos de energia na
dieta, zootecnicamente estes animais se comportam pior do que o controle ndo
suplementado com LA. Contudo a espécie C. carpio a diferencia da P. mesopotamicus, da
C. idellus e da tilapia GIFT ¢ um animal onivoro com um nivel tréfico de 3.1. No referente
ao sparing effect da proteina, o GLM2 de proteinas fornece informagdes adicionais onde
observou-se uma down-regulation significativa da proteina Glutamate dehydrogenase 1
(GLUD1), que catalisa a transformag@o do glutamato em o-cetoglutarato um importante
intermediario do ciclo de Krebs. O glutamato por sua parte ¢ um aminoacido intermediario
em processos de deaminacdo de diversos aminoacidos dentro do processo para a oxidagdo
destes (Ip e Chew, 2010). Uma down-regulation da GLUT1 apontaria a uma diminuig¢@o na
oxidacdo de aminoacidos o qual poderia derivar em uma maior eficiéncia da utilizagdo da

proteina para a sintese de tecido e crescimento (Ip and Chew, 2010; Latimer et al., 2019).

Como explicado acima, parece necessario aprofundar-se em como a composi¢ao da dieta
pode modificar a resposta dos animais a suplementagdo com LA. Possivelmente o estudo
dessas dinamicas revele alguns potenciais usos de LA dentro da producio e no processo

resolva as discrepancias sobre seu efeito do LA a nivel fisiologico e zootécnico. No

211



entanto, dentro da aquicultura qualquer composto que induza um sparing effect de
proteinas, envolve aplicacbes em dareas inerentes a sustentabilidade da atividade, em
relacdo a redugdo de efluentes ricos em compostos nitrogenados e & pressdo de pesca para a
obtencdo da proteina utilizada em alimentos balanceados (Hua et al., 2019; Luo et al.,

2018).

3.7.Efeito de LA no GSH

GSH ¢ um tripeptideo (y-glutamyl-cysteinyl-glicina) e thiol ndo-proteico predominante em
células e fluidos. Funcionalmente tem uma grande ingeréncia no equilibrio celular redox,
sua baixa capacidade de oxido-reducdo lhe confere uma alta atividade como uma molécula
de doador de hidrogénio e protetor antioxidante da fungdo enzimatica e integridade
proteica do citoesqueleto (Jones, 2002; Wu et al., 2004). Quando a GSH doa seus protons ¢
transformada em GSSG, fazendo da relagdo entre as concentragdes dessas moléculas um
indicador consideravelmente informativo do estado redox da célula ou organismo (Wu et

al., 2004).

Dentro dos resultados do GLM2 de proteinas foi detectado um aumento da regulagdo do
GCLC, isso explicaria consistentemente o aumento do GSH (Tabela 8; Figura 7),
indicando que grande parte do efeito de LA como antioxidante poderia estar em sua
capacidade de ativar caminhos de sinalizacdo para a sintese de moléculas antioxidantes
endogenas. A expressdo GCLC ¢é promovida por fatores de transcrigdo, como o Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) que promove a expressdo dos antioxidants
response elements (ARE) (Zhang et al., 2017). Nrf2 esta ligado a proteina Kelch Like ECH
Associated Protein 1 (Keapl), no entanto sua fung¢do depende da dissocia¢do deste
complexo, isso normalmente acontece na presenga de substincias eletrofilicas ou

pro-oxidantes que modificam os residuos de cisteina de Keapl inativando-a e causando a
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liberagdo de Nrf2 (Lehman-McKeeman, 2013). A liberacdo do Nrf2 também pode ser
promovida por fosforilagdo de seu residuo de serina-40 (Joo et al., 2016).
Paradigmaticamente, a AMPK entre outras quinases tem a capacidade de fosforilar a Nrf2
esperando-se entdo, que uma maior atividade de AMPK deva favorecer o acimulo de Nrf2

no nicleo com uma consequente transcri¢cdo de genes como o que codifica a GCLC (Joo et

al., 2016).

Existem varios fatores que podem modular as concentragdes de GSH e sua relagdo com a
concentracdo de GSSG. NADPH e a Glutathione reductase (GR), sdo moléculas que,
juntas, t€m a capacidade de retornar o GSSG ao seu estado reduzido (Espinosa-Diez et al.,
2015). O estado oxidado do GSH deve-se, em parte, a agdo de enzimas antioxidantes que a
utilizam como substrato doador de hidrogénio. Enzimas da familia GPx sdo exemplos
disso (Ming et al., 2019; Shao et al., 2014). Os resultados obtidos neste trabalho indicam
que proteinas da familia GPx (GPX3) foram reguladas negativamente, apontando a
capacidade do LA de favorecer um estado mais reduzido ao nivel tecidual, pelo menos para
musculo e figado (Tabela 5; Figura 6). O GSH também desempenha um papel importante
nos processos de desintoxica¢do, ajudando a enzima GST a excretar compostos
xenobiodticos. Neste caso, o GSH liga-se de maneira ndo reversivel a xenobidticos ou

toxinas endogenas (Gongalves-Soares et al., 2012; Wu et al., 2004).
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Tabela 8. Resultados GLM2 metabdlitos. O modelo resulta em cada 6rgdo aninhado pelo
comportamento alimentar e, ao mesmo tempo, aninhado pelo parametro avaliado, p sdo o modelo
de coeficientes com seu erro padrdo SE. y* sdo valores chi* calculados com o teste de Wald. Sig,
contém os valores p dos coeficientes < 0.05.

Paramet . Orga 2 .
er Diet n B SE X Sig.
Omnivo . -8.E-0 | 4E-0 | 5E+0 [ 0.02
As re Gill 3 3 0 7
Carnivor . -7.E-0 | 4E-0 [ 4E+0 | 0.04
Carbonyl o Liver 3 3 0 9
Free iron Sarnlvor Liver 2 E-02 4.E-g 3 .E+(1) 0.08
GSH Carnivor Brain 7 E-03 3.E-0 | 5.E+0 [ 0.02
e 3 0 5
GSH Carnivor Liver LE-03 6.E-0 | 5.E+0 [ 0.02
e 4 0 5
GSH Herbivo Liver 3 E-04 7.E-0 | 2.E+0 | 0.00
re 5 1 0
GSH Omnivo Liver 8.E-03 3.E-0 | 9.E+0 | 0.00
re 3 0 3
GSH Carnivor | Muscl 2 E-03 6.E-0 | 8.E+0 | 0.00
e e 4 0 5
Lactate Omnivo | Muscl 1 E-02 4E-0 | 9.E+0 | 0.00
re e 3 0 3
Carnivor . -2.E-0| L.LE-O | S.E+0 | 0.03
MDA . Gill 4 4 0 >
Omnivo . -1.E-0 | 6.E-O0 [ 5S.E+0 | 0.02
MDA e Gill 3 4 0 2
MDA Carnivor | Muscl | -1.E-0 [ 2.E-0 | 1.LE+0 | 0.00
e e 3 4 1 0
MDA Omnivo | Muscl | -6.E-0 [ 2.E-0 | 7.E+0 | 0.01
re e 3 3 0 0

Considerando que a expressdo e a atividade da proteina GST foi down-regulated no figado
de onivoros e branquia de carnivoros de acordo com o modelo GLM?2 (Tabela 5) ¢é possivel
pensar que a diminui¢do na producdo de toxinas como MDA (Tabela 8; Figura 7), atenua a

necessidade da expressdo e atividade da GST (Jones, 2002; Kog et al., 2002).

3.8.Promocio da atividade SOD

Quanto ao comportamento de outras proteinas com funcao antioxidante, esta a Superoxide
dismutase 2 (SOD2) ou MnSOD (Tabela 5). proteina mitocondrial esta envolvida
principalmente na desmutacdo de O, ~ produzido pela atividade da fosforilacdo oxidativa,

a up-regulation evidenciada neste trabalho pode indicar um aumento no potencial
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metabolico das mitocondrias com a adi¢do de LA. Existem evidéncias que a expressdo da
SIRT3, também pode aumentar a atividade de MnSOD devido & desacetilacdo do gene
sod2, diante a evidéncia da ativacdo SIRT3 segundo o GLM2, expressdo da MnSOD ¢
como minimo um efeito ja esperado para esta revisdo (Valdecantos et al., 2019; Xu et al.,

2020).

Sobre a up-regulation da (Tabela 5; Figura 6) Superoxide dismutase 1 (SODI1) ou
Cu/ZnSOD, ha evidéncias de que a sua expressdao pode ser promovida pela expressao de
peroxisome proliferator responsive elements (PPRE) que codificam para a sintese do fator
de transcricdo ELK1 capaz de se vincular a upstream region do gene sod!, promovendo
sua expressdo. PPRE, por sua vez, ¢ ativado pela sinalizagdo de peroxisome proliferator
activated receptors (PPAR) intimamente relacionados a atividade da AMPK e a B-oxidagao
de acidos graxos. Devido a regulagdao do metabolismo lipidico identificado no figado, ¢
possivel pensar que a expressdo de Cu/ZnSOD neste caso € apenas um reflexo da atividade
catalitica dos lipidios, conforme indicado pelos clusters 1 e 2 do Functional Annotation
Clustering (Tabela 6-7) (Latruffe e Vamecq, 1997; Miao e St. Clair, 2009; Wang et al.,

2010).
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Carbonyl Carnivore Hepatic

MDA Omnivore Muscle Free iron Carnivore Hepatic

2,E-02

MDA Carnivore Muscle GSH Carnivore Brain

MDA Omnivore Gill GSH Carnivore Hepatic

MDA Carnivore Gill GSH Herbivore Hepatic

Lactate Omnivore Muscle GSH Omnivore Hepatic ® p parameter

GSH Carnivore Muscle

Figura 7 Metabolitos do modelo GLM. Este grafico representa a resposta da concentragao de
metabdlitos teciduais ao tratamento de LA. Coeficientes GLM, coloridos em vermelho. Os
numeros negros representam a escala do grafico.

3.9.Peroxidacao lipidica o potencial de LA

O malondialdeido (MDA) avaliado em muitos dos artigos selecionados (Material
Suplementar 1). E um aldeido gerado a partir de radicais lipidicos, o qual liga-se ao 4cido
tiobarbitirico resultando em wum pigmento rosa que pode ser quantificado
colorimetricamente (Halliwell et al., 1993). Este marcador de dano oxidativo lipidico teve
uma aparente queda em funcdo da suplementacdo com LA em branquias e musculo, tanto
para espécies carnivoras quanto onivoras (Tabela 8; Figura 7). Para espécies herbivoras,
embora existam dados disponiveis do hepatopancreas do molusco Haliotis discus hannai

as diferengas obtidas ndo foram significativas.
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Dentro do contexto produtivo, a peroxidacdo lipidica no musculo representa uma
diminui¢do na qualidade da nutri¢do do filé pela desnaturacdo dos PUFAs, que geralmente
¢ acompanhada por uma degradagdo das caracteristicas organolépticas do filé, causando
mau gosto, mau cheiro, altera¢cdes na textura, entre outras, levando a uma diminuic¢do do
tempo maximo de prateleira, em detrimento da economica do setor (Ali et al., 2019), por
conseguinte a utilizagdo do LA como suplemento na dieta deveria se apresentar como uma
alternativa para a preservagdo da qualidade de produtos carneos provenientes da

aquicultura.

3.10.Antioxidantes na producao de carne

Diante os possiveis efeitos dos processos oxidativos, tem sido testadas estratégias
alimentares a nivel experimental para evitar danos oxidativos teciduais especificamente em
musculos ou na oxidagdo que ocorre em qualquer das fases transitorias para a formacao de
carne (post-mortem ou apoptose, rigor mortis e tenderizagdo) nas que ocorre uma alta
formacdo ROS (Kjersgard et al., 2006). Na indutstria avicola e principalmente no
laboratério, tem sido testada a inclusdo de antioxidantes sintéticos e naturais na dieta dos
animais, visando reduzir os efeitos negativos dos ROS e metabolitos derivados, sobre o
bem-estar animal e a qualidade da carne. Antioxidantes como a-tocoferol, butylated
hydroxyanisole, butylated hydroxytoluene e selénio oferecidos na dieta t€ém se mostrado
capazes de conter ou pelo menos retardar a peroxidacdo lipidica interceptando radicais
livres acumulados ou gerados em varios tecidos corporais in vivo € post-mortem (Concarr
et al., 2021; Salami et al., 2015; Surai, 2019; Surak et al., 1977). Igualmente o LA tem sido
usado de maneira recorrente isolado ou em combina¢do com outros antioxidantes.
El-Senousey et al. (2013) relata que a inclusdo de LA na dieta em frangos de corte,

aumentou o pH post-mortem da carne, bem como diminuiu a perda de umidade. Isso
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apontando fortemente a uma melhora na estabilidade da proteina e suas caracteristicas
hidrofilicas. No entanto, apesar de ndo ter apresentado melhoras na maciez da carne, foi
evidenciado uma diminui¢do na concentragdo de coldgeno tecidual o qual se relaciona
diretamente com este parametro, fornecendo a matriz extracelular de rigidez e estabilidade

(Weston et al., 2002).

LA em combinagdo com outros antioxidantes, por exemplo, associado com a-tocopherol
além de realizar sua funcdo antioxidante também ¢ capaz de restaurar a-tocopherol
oxidado, permitindo-lhes agir em conjunto, principalmente para a protecio do PUFA
presente em membranas celulares e subcelulares (Khan et al., 2015; Parveen et al., 2013;

Salami et al., 2015).
3.11.Antioxidantes na producio de aquicultura

O uso de antioxidantes como método de degradacdo oxidativa preventiva de produtos a
carne ndo se limita apenas a industria avicola. Na aquicultura essa pratica tem especial
importancia devido ao alto teor de acidos graxos poliinsaturados (PUFA) que estdo
presentes na carne de peixe. Por causa disso, o uso de uma grande variedade de
antioxidantes de varias fontes tem sido uma pratica cada vez mais difundida, muitas vezes
recorrendo a fontes naturais, como ervas ricas em polifenois, como antocianinas (Jomeh et
al., 2021). E comum o uso de aditivos antioxidantes na dieta principalmente a-tocopherol,
devido a sua eficacia comprovada na estabiliza¢do e manutengdo da qualidade do peixe por
mais tempo (Suarez-Jiménez et al., 2016). O é4cido ascorbico também ¢ um composto
amplamente utilizado (Francis et al., 2012; Park et al., 2006; B. F. Terjesen et al., 2004),
embora sua eficacia pareca ser menor a do a-tocopherol, provavelmente, por ser este

ultimo mais efetivo na diminui¢do da peroxidacao lipidica e producdo de MDA.
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Além disso, assim como em aves também na aquicultura ha experiéncias com o uso de LA
em conjunto com outros antioxidantes. O LA em conjunto com o acido ascorbico parece
uma opcdo viavel, onde o LA em seu estado reduzido (acido dihidrolipoico) cria as
condi¢des necessarias para a ciclagem do acido ascorbico, quando este encontra-se no seu
estado radiculado por agdo de compostos pro-oxidantes. Experiéncias com LA e acido
ascorbico corroboram que esse fendmeno pode preservar parcialmente os niveis de acido
ascorbico ao nivel do tecido na espécie P. mesopotamicus, quando uma dieta desprovida
deste composto ¢ fornecida (Park et al., 2006; Terjesen et al., 2004). Assim ¢ possivel
concluir que o uso de compostos bioativos, no caso antioxidantes como o LA apresentam

resultados positivos na conservagdo da satide animal e na qualidade dos produtos carneos.

4.Conclusdes e consideracoes finais

Os efeitos fisioldgicos do LA aparentam transcender as potenciais melhorias na qualidade
do produto e preservagdo deste por mais tempo, apesar disso, a parcializa¢ao da aquicultura
e da pecudria em geral, para a prevaléncia de resultados zootécnicos sobre outros tipos de
resultados pode ser uma barreira dificil de superar para o uso de LA como aditivo. Como ja
evidenciado neste trabalho, LA pode ter um impacto indesejado no desenvolvimento e
crescimento dos animais, aspecto que para um produtor se traduz em prejuizo a viabilidade
econdmica de seu empreendimento. No entanto, as desvantagens apresentadas por LA,
parecem ser mais devido a uma perturbacdo da homeostase energética, onde uma excessiva
regulacdo dos processos catabdlicos apresenta-se em detrimento da estocagem de reservas
lipidicas. Essas reservas energéticas, que constituem também o peso vivo dos animais,
diminuem significativamente em detrimento dos parametros relacionados ao crescimento e
ganho de massa corporal. Em sintese, o problema de LA ndo esta diretamente ligado a

diminui¢do do crescimento dos animais, mas a diminuic¢do do teor lipidico no corpo. Xu et
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al. (2019), como ja mencionado, mostrou como dietas com alto teor lipidico podem
compensar os efeitos anoréxigénicos de LA com efeitos positivos sobre o crescimento
(peso corporal ¢ SGR) em tilapia GIFT. Mais evidéncias precisam ser geradas sobre como
LA interage com a genética e o ambiente produtivo dos animais. De acordo com os dados
disponiveis, ndo € possivel fazer uma generalizacdo realista sobre o efeito zootécnico de
LA em animais aquaticos, uma vez que sob certos fatores inerentes a espécie, linhagem e
dieta, LA se comporta de forma diferente. O trabalho de Xu et al. (2018) € um bom
exemplo de como LA pode produzir respostas discrepantes em funcao a varios fatores que
atuam como covariaveis dentro das respostas fisiologicas e zootécnicas procuradas.
Utilizando duas inclusdes lipidicas, uma do 7% (normal para a espécie) e outra e 13%
(alta inclusdo) e utilizando duas concentragdes de LA (700 e 1400 mg Kg™') na dieta,
constataram que o caranguejo Eriocheir sinensis apresentou maiores valores de SGR em
funcdo da concentra¢do de LA e independente do teor de inclusdo lipidica na dieta. Devido
a que nenhuma das variaveis levadas em conta para esta revisdo conseguiu explicar esse
fendmeno estatisticamente, ¢ possivel que os resultados deste trabalho sejam o reflexo de
algumas particularidades da espécie, que interagem positivamente com a adi¢do de LA. Da
mesma forma no peixe Osphronemus goramy foi encontrado um aumento da SGR em
todas as concentragdes utilizadas de LA na dieta (300, 600, e 900 mg Kg™), estimando-se
uma suplementagdo Otima para promover a SGR de 550 mg Kg' (Samuki et al., 2021).
Este ¢ um fendmeno que deve ser explorado para futuras pesquisas tendo em conta o fato
que dentro dessa revisdo a proteina mechanistic target of rapamycin (mTOR) foi
up-regulated em musculo e figado (Tabela 5). A expressdo desta proteina, vincula-se
estritamente com o anabolismo e crescimento, sendo um indicio ndo sutil de possiveis
beneficios do LA no crescimento, provavelmente, em determinados contextos ambientais

ou genéticos (Huang et al., 2020; Shi et al., 2018).
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Considerando a ideia de que a resposta a suplementa¢do com LA pode ser melhorada com
o aumento do aporte energético na dieta, € importante explorar o efeito de outros substratos
energéticos além de acidos graxos. Fontes de energia comparativamente mais baratas do
que o lipideo, como corpos cetonicos (acetoacetato ¢ B-hidroxibutirato) ou acetato podem
ser uma alternativa viavel suplementados junto com o LA, estes sdo produtos derivados da
B-oxidacdo de lipidios, sdo principalmente produzidos em figado e rim, de onde saem
transportados pelo sangue para serem oxidados em outros tecidos, contudo, quando o
balanco energético da célula o tecido ¢ favoravel estes compostos podem participar
ativamente como substratos em processos lipogénicos (Holtenius e Holtenius, 1996;
Moffett et al., 2020). Em sintese os corpos cetdnicos e o acetato podem suprir a demanda
por substratos energéticos para a sintese de ATP ao tempo que amorticam a perda de
reservas lipidicas seja por um potencial sparing effect do lipideo ou pela sintese de novo
deste. Dentro da informacdo consultada ndo se encontraram referéncias sobre o uso de
corpos cetdnicos em organismos aquaticos ou em outro animais, no entanto, em individuos
da espécie Danio rerio alimentados com dietas suplementadas com 0,15% de acetato de
sodio observou-se melhoras no ganho de peso, consumo de alimento, deposi¢ao de gordura
e eficiéncia energética, assim como a atividade da enzima amilase (Zhang et al., 2020).
Adicionalmente o aumento no consumo de alimento viu-se explicado pela ativacdo de
genes orexigenos em cérebro, sugerindo um controle do apetite através do sistema nervoso
parassintético (Zhang et al., 2020). Diante da possibilidade de usar o LA como
antioxidante e promotor da qualidade do produto carneo ofertado, é recomendavel testar a
possibilidade de adicionar fontes de energia a baixo custo (ou que apresentem um
custo/beneficio baixo) para melhor a resposta zootécnica dos animais em sinergismo com

os beneficios provados do LA.
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4. DISCUSSAO GERAL DA TESE

Segundo o observado no primeiro Capitulo é possivel fazer uma ligagdo teoricamente
factivel entre o catabolismo e a anabolismo a partir de mudangas gerais ou localizadas do
status redox, onde a promogdo do sistema antioxidante parece uma peca importante ndo so6

para a contencdo de possiveis situacdes pro-oxidantes, mas para desempenhar uma funcao
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de regulacdo (feed-back negativo) da sinaliza¢do pro-oxidante para a alterndncia entre
processos anabolicos e catabdlicos. Isto porque como foi mencionado estes processos
promovem a geragcdo de ROS de diversas maneiras, como mensageiros para modulagdo de
respostas bioquimicas agénicas ou antagonicas. Sao diversos os exemplos onde a producao
de ROS possui uma fungdo fundamental na homeostase dos individuos, segundo isso a
manipulagdo nutracéutica do status redox deveria ser fortemente considerada para adaptar a
fisiologia dos organismos aquaticos para a producdo. Ao parecer nos Capitulos 2 e 3 sdo
um exemplo de como metabolismo de um animal pode ser modulado dentro de situacdes
que ndo afastam-se da homeostase, mas dentro desta compostos exdgenos atuam como
sinais bioquimicas para a restricdo ou promoc¢do de processos, o LA que por sua vez a
partir de reagdes pro-oxidantes pode levar ao animal a incremento da taxas catabolicas,
onde a utilizagdo da glicose circulante como substrato energético poderia se ver
incrementada. Ja no caso do acetato de sodio (SA; Capitulo 3), ¢ de se prever que além de
servir como fonte de energia, diminua a utilizacdo de outros substratos energéticos

mediante diversos tipos de regulag@o alostérica direta ou indireta

Dentro dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel observar a capacidade que tem o
acido lipéico (LA) como modulador do metabolismo energético, sdo fortes as evidéncias
apresentadas aqui, que indicam que ou bem o LA pode aumentar a capacidade do sistema
transportador de elétrons ou a quantidade de mitocondrial nos tecidos. Como foi observado
no Capitulo 2 este incremento da capacidade e atividade metabdlica podem ocorrer em
paralelo com uma diminui¢cdo da produgdo na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) o qual pode estar indicando um aumento da eficiéncia energética dos animais. isto
porque a demanda metabolica que exerce o controle de uma possivel sobre produgao de
ROS pode ser determinante dentro da fisiologia produtiva do animal. Esta diminui¢do da

producdo de ROS poderia estar vinculada como encontrou-se com o aumento da utilizagéo

249



da glicose como substrato energético (verificado neste trabalho nos Capitulos 2 e 3) devido
a que a producdo de energia a partir de esta comeca (glicolise) sem a intermediacdo da
fosforilagdo oxidativa que ¢ a fonte principal de ROS dentro da célula (o qual explica o RQ

de 1, veja-se Capitulo 3).

Tendo em conta que a glicdlise ¢ um processo nao so para a descarboxilagdo e producao de
acetil CoA, mas também para a producdo de ATP ¢ possivel assumir que ¢ um processo
mais eficiente para a produ¢ao de energia por unidade de ROS gerado, no entanto existe a
possibilidade diante um aumento da glicolise de ocorrer uma diminui¢do da sinalizagao
para a sintese de defesas antioxidantes como podem estar sugerindo os resultados de
diminui¢do do ACAP com a suplementagdo com LA observada no Capitulo 2. No entanto,
isto poderia chegar a ser revertido pelo LA em determinadas doses, como apontam os
resultados encontrados no Capitulo 2 com a adi¢ao do LA na concentraciao de 10 uM as 24

h de exposicdo da artemia.

Enquanto aos efeitos do LA como promotor da preservador da proteina a partir da
utilizacdo de outros substratos energéticos, este trabalho traz informagdo que apesar de
corroborar fortemente este efeito, também o relativizam a possivel em fungdo a
disponibilidade de outros substratos energéticos, ja a que a pesar do LA apresentar em
determinadas concentracdes, valores de proteina acima dos valores de proteina encontrados
no controle e nos animais tratados com acetato de s6dio (SA) nos tempos 6 ¢ 12 h
(Capitulo 3), estes valores acabam caindo até niveis equiparaveis aos do controle como

observou-se no Capitulo 2 e 3.

Tendo em conta que o LA e o SA apresentaram um comportamento potencialmente
sinérgico para a preservacdo da energia contida nos animais ¢ necessario explorar os

fatores bioquimicos que levaram a este efeito, se bem pode se apontar que a diminuigdo da
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produgdo de ROS provocada pelo LA permitiu uma melhor utiliza¢do da energia fornecida
pelo SA ¢ importante verificar que a preservacdo da energia ndo tenha acontecido em
detrimento do desenvolvimento dos animais, mais do que no aumento da eficiéncia
energética, assim ¢ necessario verificar mediante andlises ontogénicas o efeito destes

compostos de maneira separada e em co-administragdo no desenvolvimento do animal.

Considerando o fato de ter utilizado animais dependentes do vitelo, o qual pode se
interpretar como andlogo a uma dieta ajustada aos requerimentos nutricionais do animal, é
possivel assumir que o SA e/ ou a combinagdo entre SA e LA podem ser suplementados
como moduladores do metabolismo animal ¢ do requerimento nutricional. Caso a
preservacgdo da proteina seja um efeito sem consequéncias negativas sobre o crescimento, €
razoavel pensar que estes compostos implementados na dieta de outras espécies aquaticas
poderiam levar & diminui¢do do requerimento protéico com uma potencial reducdo da
utilizacdo de matérias primas de origem animal e da pesca. Além disso, deveriam ser
testadas a possibilidade da diminui¢do da inclusdo de o6leo procedente de organismos
aquaticos, diante os resultados observados neste trabalho sobre a regulagdo positiva da

utilizacao da glicose com a suplementacdo com LA.

A informacdo disponivel sobre os efeitos do LA em organismos aquaticos compilada para
o Capitulo 4 em grande parte corrobora os resultados obtidos no Capitulos 2 e 3, no
entanto revela possiveis efeitos do habito alimentar na resposta a suplementacdo com LA, ¢
o caso da taxa de eficiéncia protéica (PER) dos animais, ja que embora os resultados
obtidos neste trabalho usando a artémia como modelo sugerem que o LA poderia contribuir
positivamente a PER, o Capitulo 4 apresenta evidéncia que sugere a influéncia e interacao
do habito alimentar com o LA sobre a PER, onde mesmo animais com habito alimentar
herbivoro apresentem um incremento da PER, em animais carnivoros foi encontrado o
efeito oposto. Somado a isto a taxa especifica de crescimento em carnivoros foi
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influenciada negativamente com a adi¢do do LA sugerindo fortemente uma maior
sensibilidade de espécies carnivoras a suplementagcdo com LA, isto de novo contrasta com
os resultados obtidos em organismos onivoros nos que embora ndo tenha se apresentado
um efeito significativo do LA sobre o peso corporal dos animais diferente dos organismos
herbivoros e carnivoros o coeficiente deste grupo é positivo sinalizando um potencial
efeito positivo do LA no desempenho destes animais. Isto deveria ser explorado para

futuros trabalhos.

Sobre os efeitos metabolicos do LA, € possivel observar a regulagao positiva que este faz
sobre proteinas relevantes na producdo de energia a partir da glicolise (Co-transportador 1
dependente do sodio, Glicose 6 fosfatase, Fosfofructoquinase), como apresentado no
Capitulo 4, isso confirma as observagdes dos capitulos prévios, onde o LA influiu de
maneira significativa na diminui¢do dos teores de glicose ¢ de maneira dose-dependente
(Capitulo 1 ¢ 2). E interessante notar que se bem nos capitulos 2 ¢ 3 no foi observado um
efeito do LA como promotor do catabolismo de triglicerideos na artémia, o Capitulo 4
aporta forte evidéncia sobre a regulacdo positiva que o LA faz sobre o metabolismo
catabolico dos lipidios em outras espécies aquaticas, onde foi encontrada uma regulacao
positiva das proteinas Lipase sensivel a hormoénios, Lipoproteina lipase, ao tempo que
proteinas relacionadas com a sintese de lipidios como a proteina Diaciglicerol
—O-Acetiltranferase e a a acetil CoA carboxilase apresentaram uma regulacdo negativa por
efeito do LA. Este trabalho n3o € capaz de estabelecer os motivos pelos quais o LA
aparentemente ndo promoveu a utilizagdo de triglicerideos como fonte de energia, mas

existe a possibilidade de que isto se deva a fatores inerentes a artémia.

No referente ao sistema antioxidante e producdo de ROS se bem os capitulos 2 ¢ 3
apresentam o que poderia se interpretar como a acdo ambivalente do LA como
pré-oxidante/antioxidante o efeito do LA observado no Capitulo 3 para o tempo de 6 h
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ilustra de maneira mais consistente a promog¢do do sistema antioxidante nos organismos o
qual difere das observagdes no Capitulo 3 onde este efeito dose dependente do LA sobre o
aumento da ACAP s6 apreciou-se no tempo 12 h o qual poderia estar relacionado ao efeito
do veiculo do LA o DMSO como antagonico a possivel sinalizagdo redox gerada pelo LA.
Por outro lado, chama a aten¢do o fato de nestes dois capitulos o LA nio ter apresentado
uma melhora permanente do ACAP isto poderia ser um reflexo como mencionado, da
diminuic¢do geral da sinalizagdo pré-oxidante enddgena resultante da notavel diminuicdo da
producdo de ROS, alias para afirmar isto deve ser tido em conta a atividade do ETS como
fator de relativiza¢do da producdo de ROS. Segundo isto ¢ tomando como exemplo a
resposta dos organismos no tempo 24 h, no capitulo 2 € possivel observar um potente
efeito antioxidante do LA, ja que mesmo o ACAP tenha diminuido de maneira
significativa em func¢do dose dependente ao LA (exceto no tratamento com 10 uM de LA)
houve uma diminui¢do do ROS em fungdo a concentragdo de LA quando a atividade do
ETS apresentava valores acima dos apresentados pelo controle, algo similar acontece com
o tratamento com 0.05 uM de LA no Capitulo 3 onde sendo a ACAP estatisticamente
igual ao controle a atividade do ETS foi significativamente maior comparado com o
tratamento ndo suplementado, no entanto os valores de ROS do tratamento com 0.05 uM
de LA foram significativamente inferiores pelo que a contencdo da produgdo de ROS por

efeito do LA ¢ fisiologicamente mais relevante.

As evidéncias apresentadas no Capitulo 4 sobre o efeito do LA no status redox do animal
parecem apontar aos possiveis motivos para a diminui¢do da ACAP onde encontrou-se
evidéncia de que apesar do LA regular positivamente as proteinas superoxido dismutase
Cu/Zn (SOD1) e a glicina cisteina ligase (GCLC) observou-se uma diminui¢do da proteina
glutationa peroxidase (GPx3) o qual poderia chegar a ser interpretado como uma

diminui¢do da producdo de H,O, que por sua vez condiz com o encontrado nos capitulos
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