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RESUMO

Os carotentides tém sido bastante investigados como agentes
quimiopreventivos, funcionando como antioxidantes em sistemas
bioldgicos. A astaxantina é um carotendide do grupo das xantofilas, de
ocorréncia natural em algas, peixes e frutos do mar, sendo o camardo
uma de suas principais fontes alimentares. Sua atividade antioxidante
parece ser muito superior aquela dos demais carotendides. No presente
estudo foi avaliada a atividade antioxidante in vitro dos carotendides
totais (CT) extraidos do musculo de camardes Litopenaues vannamei
cultivados em cativeiro, utilizando-se como parametros a medida de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), o seqlestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e a co-oxidacdo do f-
caroteno/acido linoléico, utilizando-se a astaxantina sintética como
padrdo. Foram utilizados dois grupos de camardes: camardo controle
(CC) que recebeu racdo controle ndo suplementada, com 3 ppm de
carotenoides e camardo suplementado (CS) que recebeu racdo contento
60 ppm de carotendides provenientes da alga Haematococcus pluvialis.
Apo6s 30 dias de tratamento, os camardes foram capturados, extraidos os
carotendides totais e realizada a quantificacdo da astaxantina. Soro e
homogenato de figados extraidos de ratos Wistar adultos foram
incubados com os agentes oxidantes CuCl, 0,1 mM e 2,2 -azobis(2-
amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) 5 mM, na presenca ou
auséncia dos carotendides oriundos dos camardes, nas concentragdes 0,
0,25, 1,25, 2,5 e 5 puM. Posteriormente foram realizadas as medidas de
TBARS. Para a andlise de DPPH utilizaram-se as concentracdes de 5 e
10 uM de carotenoides totais, enquanto que para a co-oxidacdo foram
utilizadas as concentra¢des de 10 e 20 uM de carotendides totais. Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Os dados foram analisados pela analise de varidncia de duas vias
(ANOVA) com medidas repetidas, seguido pelo teste post-hoc de
Bonferroni. O nivel de significancia considerado foi de P < 0,05. Nas
andlises de TBARS, no soro e homogenato de figado, ap6s a inducéo da
oxidacdo com CuCl, e AAPH observa-se que a protecdo contra a
lipoperoxidacdo dos CT extraidos do CS foi semelhante aquela obtida
com a astaxantina sintética, principalmente nas concentracbes mais
elevadas (2,5 e 5 uM), indicando um perfil concentragdo-resposta. Nas
andlises de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico, os CT extraidos
dos camardes do grupo CC ndo apresentaram atividade antioxidante nas
concentracdes de 10 e 20 uM, enquanto que os CT extraidos do grupo
CS mostraram uma atividade antioxidante estatisticamente semelhante
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aquela da astaxantina sintética para ambas as concentracdes testadas.
Para o sequestro do radical livre DPPH, observou-se novamente um
possivel efeito concentracdo-resposta dos CT extraidos dos grupos CC e
CS, onde os CT do grupo CS apresentaram uma capacidade de
sequestrar o radical DPPH semelhante aquela da astaxantina sintética
(aproximadamente 75%), apesar da diferenca estatistica. Ainda, os
resultados da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) indicam
ndo haver diferenca nos niveis de astaxantina nos dois grupos de
camarfes (CC e CS), sendo este o carotendide majoritario nos
crustaceos de ambos os grupos. Foi observada uma maior atividade
antioxidante in vitro dos carotendides extraidos dos camarfes que
receberam uma suplementacdo de astaxantina na ragdo (grupo CS).
Neste grupo, o efeito protetor da astaxantina pode ter evitado a oxidagdo
de acidos graxos poliinsaturados e colesterol nos crustaceos, evitando
desta forma a presenca de compostos oxidados nos extratos. No grupo
CC, com menor teor de astaxantina, uma maior concentracdo de
compostos oxidados presentes nos extratos poderia estar interferindo nas
analises. Os carotendides do grupo suplementado exerceram uma maior
protecdo contra a lipoperoxidacdo no soro e homogenato de figado de
ratos, protecdo contra a oxidacdo de um &cido graxo poliinsaturado e
maior atividade no seqlestro de radicais livres. A partir destes
resultados observados in vitro novos estudos devem ser conduzidos com
0 intuito de verificar os possiveis efeitos benéficos in vivo do consumo
de alimentos que possuam astaxantina como o carotendide majoritario,
€Omo 0 camardo.

Palavras-chave: carotenoides, astaxantina, camarBes Litopenaues
vannamei, antioxidante, DPPH, TBARS, &cido linoléico, estresse
oxidativo.
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ABSTRACT

Carotenoids have been extensively investigated as
chemopreventive agents acting as antioxidants in biological systems.
Astaxanthin is a carotenoid which belongs to the group of the
xanthophylls, naturally occurring in some algae, fish and seafood,
including shrimp, one of its major food source. Its antioxidant activity
seems to be much higher than the other carotenoids. In the present
study, the in vitro antioxidant activity of total carotenoids (TC) from the
muscles of Litopenaues vannamei shrimp cultivated in farmland was
conducted by means of the measurement of some parameters, as
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), as the scavenger of the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical and as the co-
oxidation of B-carotene/linoleic acid, using synthetic astaxanthin as
standard. Two groups of shrimps were evaluated: control shrimp (CS)
treated with non-supplemented control chow containing 3 ppm of
carotenoids, and supplemented shrimp (SS) which received chow
containing 60 ppm of carotenoids obtained from Haematococcus
pluvialis algae. After 30 days of treatment, shrimp were collected, total
carotenoids content were extracted and the amount of astaxanthin was
guantified. Serum and liver samples obtained from adult Wistar rats
were incubated with the oxidant agents CuCl, 0,1 mM and 2,2'-
azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) 5 mM, in the
absence or presence of different concentrations of the shrimp
carotenoids (0, 0.25, 1.25, 2.5 and 5 uM). Afterwards, the measurement
of TBARS production was conducted. In order to perform the analysis
of DPPH, two different concentrations (5 and 10 pM) of total
carotenoids were utilized, whereas 10 and 20 uM of total carotenoids
were used for the co-oxidation assay. Results are expressed as mean *
S.E.M. Data were analysed with two-way analysis of variance
(ANOVA) with repeated measurements followed by Bonferroni’s post-
hoc test. The level of significance was considered when P < 0.05.
Considering TBARS analysis after the induction of oxidation with
CuCl, and AAPH, in both serum and liver samples, it was observed that
the protection against lipid peroxidation observed for TC from SS was
similar to the protection observed for synthetic astaxanthin, mainly
when considering the highest concentrations tested (2.5 and 5 uM),
indicative of a concentration-dependent effect. When evaluating the
analysis of the co-oxidation of B-carotene/linoleic acid, TC obtained
from CS did not present antioxidant activity in any of the concentrations
tested (10 and 20 pM), whereas TC from SS demonstrated an
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antioxidant activity, with both concentrations tested, statistically similar
to the activity observed for synthetic astaxanthin. Considering the
scavenger of the DPPH free radical assay, it was observed again a
possible concentration-dependent effect for the TC of CS and SS, where
the latter presented ability to scavenger the DPPH radical statistically
similar to the one observed for synthetic astaxanthin (about 75%).
Furthermore, results obtained from high performance liquid
chromatography (HPLC) did not indicate differences in the level of
astaxanthin in shrimps of both CS and SS, considering that astaxanthin
is the major carotenoid present in the crustacean of both groups. It was
observed a greater in vitro antioxidant activity for the carotenoids
obtained from the shrimp which had received astaxantin-supplemented
chow. In such group, the protector effect attributed to astaxantin could
have prevented the oxidation of polyunsaturated fatty acids and
cholesterol presented in the shrimps, avoiding, in this manner, the
presence of oxidized compounds in the extracts. In the CS, presenting
less amount of astaxantin, a higher concentration of oxidized
compounds presented in the extracts could have been interfering in the
analysis. Moreover, carotenoids of the supplemented group exerted a
higher protection against lipid peroxidation in the serum and liver
samples of rats, protection against oxidation of a polyunsaturated fatty
acid and a higher free radicals scavenger activity. From the present
results observed in vitro, further additional studies must be conducted
aiming to verify the in vivo possible beneficial effects of the
consumption of food containing astaxanthin as the major carotenoid, as
in shrimp.

Keywords: carotenoids, astaxanthin, Litopenaues vannamei shrimp,
antioxidant, DPPH, TBARS, linoleic acid, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Os carotendides sdo pigmentos naturais amplamente distribuidos
na natureza, cuja coloracdo varia do amarelo ao vermelho intenso. Sdo
encontrados em frutas, vegetais, bactérias, fungos e algas, os quais tém a
capacidade de sintetizar esses compostos (STAHL & SIES, 2003). Seu
potencial biolégico estd fortemente relacionado a sua atividade
antioxidante, pois tém a capacidade de agir no seqlestro de radicais
livres e inativagdo dos mesmos (PALOZZA & KRINSKY, 1992). Isso
se reflete no fato de que o consumo de carotendides oriundos de
alimentos tem se mostrado como uma estratégia promissora no combate
ao estresse oxidativo (TAPIERO, 2004; RAO & RAO, 2007).

Os radicais livres, como hidroxil e peroxil, e espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), sdo formados a partir de processos
fisioldgicos e bioquimicos no organismo humano, como parte de seu
metabolismo normal (HALLIWELL, 1994b). No entanto, o estresse
fisiolégico, poluicdo, cigarro e radiacdo ultravioleta sdo alguns dos
fatores exdgenos que podem levar a um aumento na producdo desses
agentes oxidantes. Quando em excesso, causam 0 estresse oxidativo e
devido a sua alta reatividade, podem reagir com biomoléculas como
DNA, proteinas e lipidios, causando danos oxidativos através de uma
série de reacBes em cadeia (DI MASCIO et al., 1991). Estas reacdes de
oxidacdo, segundo alguns autores, estdo envolvidas na progressdo de
patologias como aterosclerose (LUSIS, 2000), cancer (SERRANO &
BLASCO, 2007); diabetes (HOUSTIS et al., 2006), doencas
neurodegenerativas (ESPOSITO et al. 2002) entre outras, bem como o
processo de envelhecimento.

Tem sido relatado na literatura cientifica o papel dos carotendides
na prevencdo e/ou tratamento de algumas enfermidades (GEORGE et
al., 2009; RICCIONI, 2009; KOH et al., 2010). No entanto, nos Gltimos
anos, o carotendide astaxantina tem recebido especial atencdo da
comunidade cientifica. A astaxantina é um pigmento carotendide de
ocorréncia natural em algumas algas, peixes e frutos do mar, sendo
responsavel pela coloracéo laranja-avermelhada dos mesmos. Pertence
ao grupo das xantofilas e caracteriza-se pela presenca de atomos de
oxigénio em sua estrutura quimica (BRITTON, 1995). A presenca de
grupos cetona e hidroxila nas extremidades da cadeia carbonada tornam
a astaxantina menos apolar que os demais carotentides e faz com que
ela seja encontrada na natureza conjugada a proteinas ou esterificada
com &cidos graxos (HUSSEIN et al., 2006b). Autores relatam que a
configuracdo quimica diferenciada da astaxantina seria a responsavel
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pela sua elevada capacidade antioxidante, quando comparada aos
demais carotendides e a algumas vitaminas (MIKI, 1991; NAGUIB,
2000). Ainda, devido a sua estrutura lipofilica, exerce suas propriedades
antioxidantes em membranas celulares (KURASHIGE et al., 1990;
IWAMOTO et al.,, 2000), principalmente na captura de agentes
oxidantes que possam causar danos em hiomoléculas. Estas
caracteristicas podem estar envolvidas na prevencdo e/ou tratamento de
doencas como diabetes (MANABE et al., 2008), cancer (CHEW, 1999),
doencas oculares (O'CONNOR & O'BRIEN, 1998), hipertensdo
(HUSSEIN et al., 2006a) e doencas cardiovasculares (PASHKOW et
al., 2008).

Miki (1991) e Naguib (2000) verificaram que a astaxantina
possui uma acdo antioxidante entre 100 e 500 vezes maior que outras
moléculas antioxidantes, como o a-tocoferol ¢ o B-caroteno. A partir de
entdo, pesquisas tém sido realizadas no sentido de elucidar a possivel
influéncia deste carotendide na prevencdo ou tratamento de diversas
doencas. No entanto, para tais pesquisas tem sido utilizada astaxantina
proveniente da alga Haematococcus pluvialis, uma das principais fontes
desta xantofila, ou astaxantina sintética, ndo sendo encontrados estudos
sobre o efeito da astaxantina proveniente de alimentos. No inicio da
década de 90, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou, nos
Estudos Unidos, o uso de astaxantina como um nutracéutico (GUERIN
et a., 2003). Porém, no Brasil, ainda ndo se obteve a liberagdo por parte
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para a
utilizacdo de astaxantina como um suplemento alimentar.

Tolasa et al. (2005) demonstraram que 100 g de filé de salmdo
contém 676 pg de astaxantina. Porém, 100 g de camardo contém 11000
ug de astaxantina, conforme descrito por Boonyaratpalin et al. (2001),
sendo esse uma das principais fontes alimentares dessa xantofila.

Alguns relatos da literatura condenam o consumo alimentar
freqliente de camardo devido ao seu alto teor de colesterol. Segundo
King et al. (1990), os camardes possuem 93% de seus esterdis na forma
de colesterol, fato que poderia ser prejudicial a integridade vascular. No
entanto, em um estudo realizado por Childs et al. (1990), foi verificado
que o consumo de camardo ndo alterou as concentracdes de lipoproteina
de baixa densidade (LDL — Low Density Lipoprotein) no sangue de
individuos normolipidémicos. Em um trabalho realizado por Freygang
et al. (2008) para a determinacdo do colesterol e &cidos graxos de
camardes Litopenaeus vannamei cultivados e o efeito do seu consumo
no perfil lipidico em ratos, os autores verificaram que esses camardes
apresentaram um elevado teor de proteinas e reduzido teor de gordura e
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0 consumo desses camardes ndo alterou as concentracBes de
lipoproteinas no plasma dos animais. Sendo assim, sugeriu-se que 0
consumo desses crustaceos poderia ndo ser prejudicial a salde, desde
gue se atente para a forma de preparo culinario dos mesmos.

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO, 2009) o
camardo é o mais importante e rentavel entre todos os alimentos
marinhos cultivados e comercializados. Representam 7% do volume de
pescados comercializados mundialmente, movimentando 17% do valor
econdmico dos produtos de pesca, sendo um produto com grande valor
agregado e consumido no mundo todo. Atualmente, 70% dos camarfes
consumidos no mundo proveem de fazendas de cultivo.

Conforme o exposto anteriormente, os camardes sdo considerados
uma fonte alimentar de carotendides, sendo a astaxantina o carotendide
majoritario. Segundo a literatura cientifica, o efeito desta xantofila tem
se mostrado eficaz na prevencdo e, possivelmente, tratamento de
algumas doencas (GUERIN et al., 2003; HUSSEIN et al., 2006b;
PASHKOW et al., 2008; KAMATH et al., 2008). No entanto, ha uma
caréncia de dados cientificos concernentes ao papel da astaxantina
proveniente de uma fonte alimentar contra o estresse oxidativo. Diante
do exposto, o presente trabalho teve como objetivo central avaliar a
atividade antioxidante in vitro dos carotenoides totais extraidos do
musculo de camardes Litopenaeus vannamei (principal parte comestivel
desse crustaceo), utilizando diferentes métodos, com diferentes
mecanismos de acao.



22

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Carotendides
2.1.1. Caracteristicas quimicas e fontes dietéticas

Os carotendides sdo pigmentos naturais cuja coloracdo varia do
amarelo ao vermelho intenso. Somente plantas (frutas e vegetais),
bactérias, fungos e algas tém a capacidade de sintetizar estes compostos
(STAHL & SIES, 2003). A maioria dos carotendides é derivada de uma
estrutura basal com 40 atomos de carbono. Possuem uma estrutura
poliisoprendide, uma longa cadeia carb6nica com duplas ligacoes
conjugadas e uma simetria bilateral similar em torno da dupla ligacéo
central (BRITTON, 1995) (Figura 1). Os diferentes carotendides sdo
derivados por modificagfes desta estrutura bésica, resultante da
ciclizagdo dos grupos nas extremidades da cadeia e pela introducdo de
atomos de oxigénio, sendo estas caracteristicas responsaveis pela
coloragdo e propriedades bioldgicas dos mesmos (MOREIRA &
SHAMI, 2004).

A s

Licopeno

B- caroteno

Zeaxantina

O Cantaxantina

Astaxantina

Figura 1: Estrutura quimica de carotendides (adaptado de HIGUERA-
CIAPARA et al., 2006).
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Conforme sua estrutura quimica, os carotenodides sdo divididos
em duas grandes classes: 0s carotenos, cuja molécula possui apenas
atomos de carbono e hidrogénio e os oxicarotendides (xantofilas), os
quais possuem no minimo um atomo de oxigénio (TAPIERO et al.,
2004). O oxigénio pode estar presente nos grupos hidroxila (-OH), como
na zeaxantina, como oxi-grupos, como ha cantaxantina, ou uma
combinacdo de ambos 0S grupos, como no caso da astaxantina
(HIGUERA-CIAPARA et al., 2006). Devido a presenca das duplas
ligagbes conjugadas na cadeia poliénica, diversas configuragdes
cis/trans sdo possiveis para uma mesma molécula do carotendide.
Apesar de os isbmeros trans serem mais comuns nos alimentos e mais
estaveis, muito pouco é conhecido sobre a significancia bioldgica da
isomerizagdo dos carotendides na saude humana. Algumas das
principais fontes de carotendides sdo cenouras e aboboras (o e P-
caroteno), tomate e seus derivados (licopeno), espinafre (luteina),
laranja (B-criptoxantina) e algumas espécies de salmédo e crustaceos que
acumulam astaxantina produzida por algas.

2.1.2. Metabolismo

Para melhor entender os beneficios do consumo de carotendides a
partir da dieta, ou de suplementos alimentares, estudos tém focado na
absorcdo, distribuicdo e metabolismo de alguns desses compostos em
seres humanos (PARKER, 1996; ZARIPHEH, 2002).

Os carotendides ingeridos séo incorporados em micelas formadas
por gorduras dietéticas e acidos biliares, sendo assim absorvidos na
mucosa intestinal por difusdo passiva. S&o incorporados em
quilomicrons e liberados no sistema linfatico e, posteriormente, na
circulagdo sanguinea, sdo transportados até o figado. A partir de entdo,
na corrente sanguinea, os carotendides sdo transportados por outras
lipoproteinas como a lipoproteina de alta densidade (HDL — High
Density Lipoprotein), a lipoproteina de baixa densidade (LDL — Low
Density Lipoprotein) e a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL
— Very Low Density Lipoprotein) aos diferentes 6rgdos (PARKER,
1996). A lipofilicidade desses compostos também influencia em sua
absorcdo, transporte e excre¢cdo no organismo (STAHL et al., 1993). A
biodisponibilidade dos carotendides é baixa. Uma das possiveis
explicacbes para este fato &€ que, por serem compostos lipofilicos,
provavelmente ocorra uma limitagdo na dissolu¢do dos mesmos pelos
fluidos gastrointestinais (ODEBERG et al., 2003). Porém, estudos
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sugerem que a co-administracdo de carotendides e compostos lipidicos
aumenta a biodisponibilidade desses compostos (OLSON, 1994; ROCK,
1997).

Pelo fato de serem moléculas lipofilicas, tendem a se acumular
em compartimentos lipofilicos como membranas, lipoproteinas e tecido
adiposo (ERDMAN et al., 1993; VAN HET HOF et al., 2000).

2.1.3. Atividades bioldgicas

Aproximadamente 600 carotendides ja foram identificados na
natureza, os quais sdo sintetizados por plantas, algas e fungos
(GOODWIN, 1980). A funcéo primaria dessas substancias é absorver
luz durante a fotossintese em plantas, ou fotoprotecdo em
microorganismos (TAPIERO et al, 2004). No entanto, dos 40
carotendides que estdo presentes na dieta humana, apenas 20 tém sido
identificados no soro e tecidos (RAO & RAO, 2007).

O potencial biolégico dos carotendides estd fortemente
relacionado com sua estrutura molecular (BRITTON, 1995). O padrdo
de duplas ligagbes conjugadas na cadeia poliénica determina suas
propriedades de absorcdo da luz e influencia na capacidade antioxidante
destes compostos (STAHL & SIES, 2003). Testes in vitro e in vivo
sugerem que os carotendides sdo excelentes antioxidantes uma vez que
sequestram e inativam os radicais livres (LEE & MIN, 1990;
BRITTON, 1995; ERDMAN, 1999; GOTO et al., 2001). Ainda, sdo
efetivos desativadores de moléculas excitadas eletronicamente, as quais
estdo envolvidas na geracdo de radicais livres (YOUNG & LOWE,
2001). O mecanismo pelo qual os carotendides protegem 0s sistemas
bioldgicos dos radicais depende da transferéncia de energia do radical
para a molécula do carotentide, em que a energia é dissipada por meio
de rotacOes e vibragGes da molécula do carotendide no meio solvente
(STAHL & SIES, 2003).

As propriedades antioxidantes dos carotendides tém sido
sugeridas como o principal mecanismo pelos quais estes desempenham
seus efeitos benéficos (ASTROG et al., 1997; PAIVA & RUSSELL,
1999; JOHNSON, 2002; ELLIOT, 2005). Devido a sua lipofilicidade e
propriedades especificas de sequestrar radicais peroxil, acredita-se que
os carotendides desempenhem um importante papel na protecdo de
membranas celulares e lipoproteinas contra os danos oxidativos (SIES &
STAHL, 1995).
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Segundo Halliwell (1994), antioxidantes provenientes da dieta
sdo capazes de inativar espécies reativas de oxigénio, desta forma
protegendo o0 organismo contra danos oxidativos causados em
biomoléculas. Além dos efeitos antioxidantes, estudos revelam que
esses compostos podem atuar também através de outros mecanismos
como regulacéo do crescimento celular, modulagdo da expressdo génica
e resposta imune (BERTRAM, 1999; OLSON, 1999; JEWELL &
O'BRIEN, 1999; STAHL & SIES, 2003).

Baseado no acima exposto, estudos tém relacionado o aumento
do consumo de uma dieta rica em carotendides e a diminuicdo do risco
do desenvolvimento de certas doengas, como cancer, doencas
cardiovasculares e diabetes (NISHINO, 2009; SONG et al., 2009;
LARSSON et al., 2010).

2.2. Astaxantina
2.2.1. Definicdo e caracteristicas quimicas

A astaxantina (3,3’-dihidroxi-B, B-caroteno-4,4’-diona) é um
pigmento carotendide do grupo das xantofilas (oxicarotendide) de
formula molecular C4Hs,0, € peso molecular 596,86. Sua estrutura
guimica é caracterizada por uma longa cadeia hidrocarbonada, com
duplas ligagcBes conjugadas e com um anel aroméatico em cada
extremidade da cadeia. A presenca de grupos hidroxila (-OH) e atomos
de oxigénio nos anéis terminais da cadeia hidrocarbonada da astaxantina
(Figura 2) confere uma maior polaridade a este carotendide quando
comparado aos demais.

Figura 2: Estrutura molecular da astaxantina (MCNULTY et al.,
2008).

Na forma cristalina e pura, apresenta-se como um p6 fino de
coloragdo alaranjada escura. Seu ponto de fuséo € de aproximadamente
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224 °C. Devido ao fato de ser apolar, pode ser solubilizada a
temperatura ambiente em solventes ndo polares como, por exemplo,
acetona, cloroférmio e diclorometano. A absorbancia maxima da
astaxantina ocorre em 489 nm em cloroférmio e acetona (JOHNSON &
AN, 1991).

Considerando que a molécula possui dois centros quirais em C-3
e C-3, a astaxantina pode apresentar trés configuragBes isoméricas: dois
enantibmeros (3R,3'R e 3S, 3'S) e a forma meso (3R, 3°S)
(TURUJMAN et al., 1997). O isdmero 3S, 3'S é o mais abundante na
natureza. A astaxantina presente em crustaceos é uma mistura das trés
formas previamente descritas (ARANGO, 1996; OSTERLIE et al.,
1999). A astaxantina sintética ¢ uma molécula idéntica a sintetizada em
organismos Vvivos e consiste em uma mistura de isdmeros na propor¢éo
1:2:1 (3S,35"), (3R,3S") e (3R,3R), respectivamente (HIGUERA-
CIAPARA et al., 2006).

Dependendo da fonte, a astaxantina podera ser encontrada
formando complexos com proteinas ou esterificada com acidos graxos,
0 que confere uma maior estabilidade a molécula, uma vez que a
astaxantina livre é muito sensivel a oxidacdo (TAPIERO et al., 2004;
HIGUERA-CIAPARA et al., 2006).

2.2.2. Principais fontes

A astaxantina é o principal pigmento carotendide encontrado em
seres aquaticos como o camarao, o salmao, a truta e a lagosta. Pode ser
encontrada também em aves como o flamingo. Os peixes e os frutos-do-
mar acumulam este carotenodide ap6s o consumo de algas sintetizadoras
de astaxantina, como a microalga Haematococcus pluvialis (JOHNSON
& AN, 1991), uma vez que esta representa uma das principais fontes
naturais dessa xantofila (LORENZ & CYSEWSKI, 2000).

Nos seres aquaticos, além de conferir a pigmentacdo alaranjada, a
astaxantina exerce funcdes de protecdo contra a oxidacdo de acidos
graxos e colesterol, protecdo contra a radiagdo UVA e aumento da
sobrevivéncia, entre outras fungbes (HIGUERA-CIAPARA et al.,
2006), sendo amplamente utilizada na alimentacdo de camardes criados
em cativeiro.



27

2.2.3. Metabolismo

Quando ingerida a partir da dieta, a astaxantina é incorporada em
micelas no intestino delgado devido a sua pouca solubilidade,
difundindo-se passivamente na luz intestinal junto com os acidos graxos
(PARKER, 1996). Ocorre uma melhora em sua absorcdo intestinal e
biodisponibilidade quando administrada concomitantemente com
compostos lipidicos (CLARK et al., 2000).

Apo6s a absorcdo, entra na circulagdo sanguinea via sistema
linfatico (WANG et al., 1992). Os principais transportadores de
astaxantina no plasma sdo os quilomicrons (JSTERLIE et al., 2000;
CORAL-HINOSTROZA et al., 2004). Complexada a essa lipoproteina,
a astaxantina chega ao figado onde serd catabolizada em seus
metabolitos. O mecanismo exato pelo qual a astaxantina € metabolizada
nesse 6rgdo ainda é desconhecido, mas sabe-se que a por¢do ndo
metabolizada da astaxantina é incorporada as lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL) para ser transportada através da corrente sangiiinea
aos demais tecidos alvos (@STERLIE et al., 2000; RAJASINGH et al.,
2006).

Tem sido relatado na literatura que a biotransformacdo da
astaxantina inclui a clivagem da cadeia na posicdo C9 (WOLZ et al.,
1999). Um dos principais metabolitos, (rac)-3-hidroxi-4-oxo-p-ione e
sua forma reduzida, (rac)-3-hidroxi-4-oxo-7,8-dihidro- B-ione, também
tém sido identificados. Esses metabdlitos e, adicionalmente o 3-hidroxi-
4-0x0- B-ionol bem como o 3-hidroxi-4-oxo-7,8-dihidro- p-ionol foram
encontrados no plasma humano ap6s a administracdo oral de astaxantina
(KISTLER et al.,2002).

A administracdo de astaxantina via gavagem, em camundongos,
resultou em um acUimulo desse carotendide no figado e no plasma
(SHOWALTER et al., 2004). Petri & Lundebye (2007), verificaram que
as maiores concentragdes viscerais de astaxantina foram encontradas no
figado, rins, baco e glandulas adrenais de ratos que receberam diferentes
concentracGes de astaxantina na dieta por 14 dias, destacando que
guanto maior a concentragdo de astaxantina, maior o acimulo nos
6rgdos citados. Esses resultados estdo de acordo com 0s encontrados por
Gradelet et al. (1996). Jewell & O'Brien (1999) relataram que 300 mg
de astaxantina/kg de racéo fornecida durante 16 dias resultaram em um
acUmulo de astaxantina, no figado de ratos, que varia entre 8 e 300
vezes. Segundo os pesquisadores, essas diferencas no acimulo de
astaxantina nos animais ocorrem devido as diferencas individuais na
absorgdo como resultado da variabilidade na distribuigdo no organismo,
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gue pode ser afetada pelo tempo e quantidade de refeicdo consumida e
subsequiente catabolismo e eliminacdo. Portanto, o0s autores séo
unanimes em descrever que 0 acimulo de astaxantina em 06rgéos,
principalmente no figado, esta diretamente relacionado a concentragéo
dessa xantofila recebida na dieta e o0 tempo de consumo da mesma.

A absorcdo da astaxantina, assim como dos demais carotendides,
é facilitada pela concentracdo de gordura presente na dieta (PRINCE &
FRISOLI, 1993; ODEBERG et al., 2003) e sua melhor solubilidade em
lipidios pode implicar em uma melhor incorporacdo nas micelas
intestinais, facilitando assim a sua absorcéo.

2.2.4. Propriedades e funcGes bioldgicas

A astaxantina ndo apresenta atividade pro-vitamina A como
alguns carotendides, mas possui inimeras propriedades farmacoldgicas
importantes, que podem estar envolvidas na prevenc¢do ou no tratamento
de doencas, como diabetes (MANABE et al., 2008; KIM et al., 2009),
cancer (BERTRAM E VINE, 2005), doencas de pele — fotoprotecéo
(LYONS & O'BRIEN, 2002), hipertensdo (HUSSEIN et al., 2006a) e
aterosclerose (SETNIKAR et al., 2005), entre outras. No entanto,
pesquisadores relatam que os efeitos protetores da astaxantina contra
algumas enfermidades estariam relacionados ao seu elevado potencial
antioxidante (HIGUERA-CIAPARA et al., 2006; HUSSEIN et al.,
2006b). Comparando com outras substdncias consideradas
antioxidantes, como a vitamina C, a-tocoferol e outros carotendides,
como zeaxantina, B-caroteno, luteina e licopeno, a capacidade da
astaxantina em capturar radicais livres é bastante superior, podendo
variar entre 100 e 500 vezes maior a das substdncias citadas
anteriormente (MIKI, 1995; NAGUIB, 2000; PALOZZA et al., 2008).
Essa superioridade estaria relacionada a sua estrutura quimica, onde 0s
anéis polares da astaxantina ligar-se-iam a espécies reativas de oxigénio
na superficie, enquanto a cadeia carbonada agiria no interior da
membrana celular, conforme é mostrado na figura 3 (GOTO et al., 2001;
PASHKOW et al., 2008). Os grupos hidroxila nos anéis terminais da
molécula de astaxantina sdo apontados como 0s principais sitios de
remocdo de radicais livres.
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Figura 3: Possivel mecanismo de acdo antioxidante da astaxantina em
membranas bioldgicas (PASHKOW et al., 2008).

Wu et al. (2006) verificaram o efeito protetor da astaxantina
contra danos oxidativos induzidos por radical hidroxil e oxigénio
singlete. Também tem sido demonstrado que perdxido de hidrogénio,
oxigénio singlete e radical superdxido estimulam a biossintese da
astaxantina em fungos. Provavelmente, isso ocorre como uma resposta
de defesa antioxidante nesses organismos (SCHROEDER &
JOHNSON, 1995; LIU & WU, 2006).

A potente atividade antioxidante da astaxantina tem sido
observada por modular funcBes bioldgicas exercendo protecdo nos
tecidos contra a peroxidacdo lipidica e os danos causados por esse
processo (SANTOCOMO et al., 2006; MCNULTY et al., 2007).

A mitocondria é o principal local de producdo de radicais livres,
visto que a energia necessaria para o bom funcionamento celular é
gerada nesta organela através de multiplas reacbes oxidativas. Essas
reacdes sdo acompanhadas pela producdo de uma grande quantidade de
espécies reativas de oxigénio (ERO) assim como radical superoxido
(0,%), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxil (OH®) e
peroxinitrito (ONOQ"). Essas ERO necessitam ser neutralizadas para
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gue ndo haja o dano em outros compartimentos celulares. Kurashige et
al. (1990) verificaram que a astaxantina foi eficaz em prevenir, in vitro,
a peroxidacdo em mitocondrias de hepatdcitos de ratos. Esta eficacia foi
até 100 vezes maior quando comparada a vitamina E. A superioridade
da astaxantina, na protecdo de membranas celulares, acredita-se ser
devido a sua habilidade em proteger, tanto a interior quanto a parte
exterior da membrana, contra danos oxidativos. Isto ocorre pelo fato de
gue a sua cadeia poliénica e seus anéis terminais, que além de captarem
radicais livres, possuem a capacidade de modificar a permeabilidade da
membrana (MATSUSHITA, 2000). Ainda, estudos relatam que o0s
carotendides, incluindo a astaxantina, ndo sdo essenciais para a salde
celular apenas por proteger os componentes celulares contra as reagoes
de oxidagdo, mas também porque exercem um papel na expressdo
génica e na inducdo da comunicacao entre células (BERTRAM, 1999).

Estudos tém sido conduzidos para avaliar o efeito da
suplementacdo de astaxantina em varios tipos de cancer. Os resultados
mostram que a administracdo oral de astaxantina inibiu o cancer de
bexiga (TANAKA et al., 1994) e o cancer de célon (TANAKA et al.,
1995) em camundongos. Estes efeitos foram atribuidos principalmente a
supressao da proliferacdo celular. Jyonouchi et al. (2000) observaram
gue, quando camundongos eram inoculados com células de
fibrosarcoma, a astaxantina presente na dieta dos animais inibiu o
crescimento tumoral e estimulou a resposta imunolégica contra o tumor.
A inibicho do crescimento tumoral pela astaxantina mostrou ser
dependente da dose administrada deste carotendide. A astaxantina
atenuou a metastase no figado, induzida pelo estresse em camundongos,
aumentando a resposta imune e a inibicdo da peroxidacao lipidica neste
orgdo (KURIHARA et al., 2002). Palozza et al. (2009) verificaram que
0 extrato da alga Haematococcus pluvialis, rica em astaxantina, atuou
como um potente inibidor do crescimento de algumas linhagens
celulares responsaveis pelo desenvolvimento de cancer de colon em
seres humanos quando avaliadas in vitro.

Niveis elevados de LDL-colesterol, o popularmente conhecido
“colesterol ruim”, estd associado ao aumento do risco de
desenvolvimento da aterosclerose. Usualmente, a maior parte da LDL
no plasma néo estd oxidada e sua oxidacao esta relacionada a progresséo
da aterosclerose (FREI, 1995). No entanto, 0 consumo dietético de
antioxidantes pode inibir a oxidagdo da LDL, sendo este um dos
possiveis mecanismos de acdo dos antioxidantes contra 0s riscos de
progressdo da placa ateromatosa. A astaxantina reduziu a oxidacéo da
LDL em seres humanos quando comparada a outros antioxidantes, como
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a-tocoferol e luteina, e ao controle que ndo recebeu tratamento com
antioxidantes (IWAMOTO et al., 2000). Setnikar et al. (2005)
observaram que a astaxantina em combinagdo com outros agentes
antioxidantes exerceu uma alta protecdo contra a infiltracdo de lipidios
nas paredes das artérias de coelhos. Em um estudo conduzido por
Mason et al. (2006), os autores verificaram que a astaxantina inibiu a
oxidacdo da LDL causada por rofecoxibe, um antiinflamatério néo
esteroide seletivo para a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2). A
cardioprotecdo da astaxantina estd, provavelmente, relacionada as suas
acOes antiinflamatorias. Lee et al. (2003) sugerem que, devido aos seus
efeitos antioxidantes, a astaxantina inibe a producdo de mediadores
inflamatdrios, pelo bloqueio da ativacdo do fator de transcricdo fator
nuclear kapaB (NF-xB). Esse mediador é ativado em processos
inflamatdrios e frequentemente encontrado em importantes doencas
cardiovasculares.

Ohgami et al. (2003), estudando a capacidade da astaxantina em
suprimir o desenvolvimento do processo inflamatério in vivo,
verificaram que a administracdo de 100 mg/kg/dia de astaxantina teve
uma resposta antiinflamatdria semelhante a 10 mg/kg de prednisolona,
um corticosterdide com ampla atividade antiinflamatdria.

Ainda, o estresse oxidativo pode ser resultante da hiperglicemia,
onde pode, possivelmente, causar uma disfungdo nas células 3
pancreaticas e varios danos teciduais em individuos diabéticos, inclusive
nefropatias. O tratamento com astaxantina preservou a fungdo das
células P, responsaveis pela secrecdo de insulina, e diminuiu
consideravelmente os niveis de glicose sangiiinea em animais diabéticos
(UCHIYAMA et al., 2002). Naito et al. (2004) observaram que a
astaxantina amenizou a progressao e a aceleracdo da nefropatia diabética
em camundongos db/db, um modelo de roedores para o estudo da
diabete tipo 2. Kim et al. (2009), a partir de um estudo com cultura de
células, concluiram que a astaxantina foi eficaz na prote¢do contra
muitos efeitos deletérios causados pela elevada concentracdo de glicose
como estresse oxidativo, inflamacdo e apoptose celular. Os autores
propdem que essa xantofila pode ser explorada como um possivel
farmaco para o tratamento da nefropatia diabética.

A grande quantidade de gorduras insaturadas, ferro e intensa
atividade metabdlica aerdbica no sistema nervoso central tornam este
tecido bastante suscetivel aos danos oxidativos. Algumas evidéncias
mostram que como consequéncia do estresse oxidativo neste tecido,
tem-se 0s riscos de desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
tais como Parkinson, Alzheimer e esclerose lateral amiotréfica. O
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consumo de antioxidantes dietéticos que ultrapassem a barreira
hematoencefalica, como é o caso da astaxantina, poderia atenuar o
estresse oxidativo no tecido nervoso, reduzindo os riscos de doencas
neurodegenerativas (HUSSEIN et al., 2006b). Shen et al. (2009)
sugerem que a astaxantina pode reduzir os danos teciduais causados pela
isquemia cerebral pela inibicdo do estresse oxidativo, reducdo na
liberacdo de glutamato e efeitos antiapoptose celular.

A radiacdo ultravioleta € um significante fator de risco para o
desenvolvimento de doencas de pele, inclusive o céncer. A acédo
antioxidante da astaxantina pode exercer efeitos fotoprotetores contra
alteracBes celulares provocadas pela exposicdo aos raios ultravioleta A
(UVA) (O'CONNOR & O'BRIEN, 1998). A fotoestabilidade da
astaxantina em cultura de células de fibroblastos humanos foi maior que
a cantaxantina e que o B-caroteno, indicando que a astaxantina pode
exercer um efeito protetor superior contra os danos oxidativos sofridos
por essas células (CAMERA et al., 2009). Suganuma et al. (2010)
encontraram que a astaxantina inibe as espécies reativas de oxigénio
produzidas durante a exposicdo de fibroblastos humanos & radiacdo
UVA, in vitro. Os autores sugerem que a astaxantina pode exercer
efeitos protetores contra o foto-envelhecimento induzido pela exposicao
aos raios UVA e suas conseqiiéncias como rugas e flacidez da pele.

As células responsadveis pela resposta imunologica sdo
particularmente sensiveis ao estresse oxidativo e danos na membrana
causados por radicais livres, pois as mesmas dependem das
comunicacles entre as células e esta comunicacdo é realizada via
receptores localizados em suas membranas celulares. A astaxantina
influenciou significantemente a fun¢do imune em muitos ensaios in vitro
e in vivo usando modelos animais. Essa xantofila melhorou a producéo,
in vitro, de anticorpos por células do baco de ratos (JYONOUCHI,
1993). Estudos in vitro com células sangliineas humanas tém
demonstrado que a astaxantina reforga a producdo de imunoglobulinas
em resposta ao estimulo de células T (JYONOUCHI, 1995).

2.3. Camaréo

2.3.1. Panorama mundial e regional da producéo e consumo de camardo
O camarao da espécie Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) é conhecido
popularmente por camardo branco do Pacifico por estar presente

naturalmente na costa do Pacifico, principalmente entre o Golfo do
México e o norte do Peru (MENZ & BLAKE, 1980). Pertence ao filo
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Arthropoda, classe Crustacea, familia Penaeidae e género
Litopenaeus. Segundo a Associacdo Brasileira de Criadores de Camaréo
(ABCC), atualmente o Litopenaeus vannamei corresponde a principal
espécie produzida em cativeiro no Brasil e em varios outros paises.
Entre janeiro de 2007 e julho de 2009, o camardo foi o principal pescado
exportado pelo Brasil (ABCC, 2009), sendo os Estados Unidos, Franca e
Espanha os principais paises importadores.

Nos ultimos anos, aproximadamente metade do comércio
internacional de camardo tem sido derivada da carcinicultura
(SAMOCHA et al., 2007). De acordo com a Food and Agriculture
Organization (FAO), o camardo é o mais importante e rentavel entre
todos os alimentos marinhos comercializados (FAO, 2003). ProjecGes
estimam que o cultivo mundial de camardo continue em expansdo na
préxima década, principalmente devido aos aperfeicoamentos nas
técnicas de manejo e cultivo desses crustaceos em cativeiro (FAO,
2009).

No Brasil, a partir do final da década de 80, com a introducdo do
camardo Litopenaeus vannamei é que a carcinicultura marinha sofreu
um grande impulso (PONTES & ARRUDA, 2005). Em 1996, os
camardes cultivados correspondiam a 9% do total dos camardes
comercializados no pais, sendo que este percentual cresceu para 62% em
2007 (ABCC, 2007). A expansao territorial da carcinicultura brasileira
mostra que 0 setor vem apresentando um expressivo crescimento nos
Gltimos anos. A producdo ocidental de camarbes cultivados chegou a
271.000 toneladas em 2003, o que correspondeu a 16,63% do total
mundial. Neste mesmo ano, o Brasil consolidou a posicdo de lider do
hemisfério em producdo de camardes de cultivo, superando o Equador e
México que, tradicionalmente, ocupavam o primeiro e segundo lugar,
respectivamente (ROCHA et al., 2004). No ano de 2005, a produgédo
mundial atingiu cerca de 2,36 milhGes de toneladas onde o Brasil
contribuiu com cerca de 65 mil toneladas em 15 mil hectares de cultivo
(RIECHE & MARTINS, 2006).

No estado de Santa Catarina, o cultivo de camardes teve inicio
em 1984. Neste ano, a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
iniciou suas pesquisas de reproducdo e cultivo de camardo-rosa, uma
espécie nativa. No entanto, os resultados obtidos foram insatisfatorios e
os empreendimentos enfraquecendo (PASSOS, 2007). No ano de 1998 a
UFSC e a Epagri introduziram no estado a espécie Litopenaeus
vannamei, uma vez que o cultivo deste havia apresentado bons
resultados nos cultivos realizados no Nordeste do pais (PASSOS, 2007).
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De acordo com o Ultimo censo da carcinicultura nacional
realizado pela ABCC em 2004, o estado de Santa Catarina é o quinto
maior produtor de camardes cultivados, atrds somente dos estados do
Rio Grande do Norte, Bahia, Ceard e Pernambuco (ABCC, 2004).
Dados da Secretaria Especial da Aqlicultura e Pesca (SEAP, 2005)
revelam que, em 2005, Santa Catarina foi responsavel pela producao de
2.726,5 toneladas de camardes de cultivo, consolidando a posi¢do de um
dos maiores produtores de camardo do Brasil. A proje¢do para a
carcinicultura catarinense, bem como para 0s demais estados produtores,
é de que ocorra um aumento na produgdo, nos préximos anos, devido ao
aumento da demanda dos mercados interno e externo.

2.3.2. Forma de obtencdo de astaxantina por camardes e suas fungdes

Uma variedade de pigmentos carotenoidicos é encontrada nos
camarBes. No entanto, a astaxantina é o carotendide majoritario
encontrado nesses crustaceos (TORRISSEN et al., 1989; ARMENTA &
GUERRERO-LEGARRETA, 2009).

Os camardes, quando em seu habitat natural, obtém astaxantina a
partir da ingestdo de microalgas, principalmente a alga Haematococcus
pluvialis, a qual é considerada uma das principais fontes de astaxantina
(JOHNSON & AN, 1991). No entanto, em cativeiro, € necessaria a
adicdo de fontes de carotendides para que os camardes 0s convertam em
astaxantina, ou adicionar essa xantofila diretamente & racdo dos
crustaceos. Desta maneira, o carotendide ser& absorvido e depositado na
carne e exoesqueleto conferindo a coloracdo caracteristica desses
crustaceos.

Esse carotendide exerce uma importante funcéo na aquicultura. A
presenca de pigmentos carotendides na dieta influencia na coloragdo dos
pescados, favorecendo a aceitabilidade dos mesmos quando criados fora
de seu ambiente natural (MORIEL et al., 2005). Ainda, entre o0s
alimentos de origem animal, os pescados, inclusive os camardes, estdo
entre 0s mais propensos a deterioracdo oxidativa devido a alta proporcéo
de &cidos graxos poliinsaturados e aos niveis relativamente elevados de
colesterol (JOHNSTON et al., 1983). No entanto, a astaxantina presente
nos camarbes pode agir protegendo-os contra os danos oxidativos
(PALOZZA et al., 2008).

A expansdo do cultivo de camardo em cativeiro tem levado a
busca pelo conhecimento sobre o requerimento dietético desses
crustaceos nessas condicdes, bem como o desenvolvimento de ra¢6es de
alta qualidade nutricional e com baixo custo (GONG et al., 2001), uma
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vez que a alimentacdo é um dos fatores responsaveis pelo custo elevado
da producédo comercial de camardo.

A racdo balanceada ¢ um complemento nutricional cujo manejo e
aplicacdo determina a viabilidade do cultivo. A ragdo é ofertada através
de comedouros (bandejas) e sua quantidade se baseia em tabelas para
calcular a oferta diaria, sendo esta reajustada em funcdo das sobras
alimentares (ALMEIDA NETO & FREIRE, 2007).

A alimentacdo é o principal aspecto para o crescimento e
sobrevivéncia dos camarfes cultivados. Lipideos sd&o um importante
nutriente para crustaceos, pois sdo fontes de energia e acidos graxos
essenciais (ZHOU et al., 2007). No entanto, uma melhora na resisténcia
dos organismos aquaticos para o estresse fisico tem sido observada com
a suplementacdo dietética de astaxantina devido a sua propriedade
antioxidante (CHIEN et al., 2003). Miki (1991) observou que a
atividade antioxidante da astaxantina € aproximadamente dez vezes
maior do que os demais pigmentos carotendides. Segundo Flores et al.
(2007), a suplementacdo com 80 mg de astaxantina/kg de racdo é
recomendada para que se obtenham bons resultados quanto a coloragéo
e para aumentar a sobrevivéncia, evitando, desta forma, perdas de
camardes criados em cativeiro.

A astaxantina é um dos mais caros ingredientes utilizados na
alimentacdo de camardes cultivados. Nos ultimos anos, a carcinicultura
vem ganhando destaque no mercado nacional e internacional. Desse
modo, com o intuito de aumentar o valor do produto ndo apenas em
aspectos econémicos, mas também nutricionais, pesquisas enfocando a
adicdo de pigmentos naturais as racdes de camardes tém sido feitas
buscando alternativas para a diminui¢do dos custos da producdo sem
alterar a qualidade do produto final (PASSOS, 2007).

As fungdes que a astaxantina desempenha em seres aquaticos
estdo bem definidas na literatura. Porém, em seres humanos, quando
este carotendide é obtido através da dieta, ainda sdo poucos e
inconclusivos os estudos sobre o papel que 0 mesmo podera exercer na
prevencdo e/ou tratamento de algumas doengas.

2.4. Agentes oxidantes, estresse oxidativo, peroxidagédo lipidica e
antioxidantes

2.4.1. Agentes Oxidantes: radicais livres, espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio
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Os radicais livres podem ser classificados como moléculas
organicas e inorganicas e atomos que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo capazes de existir independentemente de outras
substancias (HALLIWELL, 1994a). A configuracdo quimica dessas
moléculas faz com que sejam altamente instaveis com meia-vida curta e
guimicamente muito reativas (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Esses
compostos sdo formados a partir de processos fisiolégicos e bioquimicos
no organismo, como parte de seu metabolismo normal (HALLIWELL,
1994b; POULSON et al., 1998). Podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocdndrias ou na membrana celular, sendo que o alvo celular desses
radicais (proteinas, lipideos, carboidratos ou DNA) esta relacionado com
0 seu sitio de formacdo (ANDERSON, 1996; YU & ANDERSON,
1997). Conforme mostrado na figura 4, os radicais livres mais comuns
sdo o superéxido (O;°), o hidroxil (OH®) e o éxido nitrico (NO°®)
(BARTOSZ, 2008). Outras moléculas como peroxido de hidrogénio
(H,O0,) e peroxinitrito (ONOOQO’) ndo sdo radicais; porém, sdo
mencionados como possiveis geradores de radicais em algumas reagdes
guimicas (GILGUN-SHERKI et al., 2001).
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Ay alquila Radical peroxila

Figura 4: Principais espécies radicalares geradas in vivo (adaptado de
BARTOSZ, 2009).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN) s8o termos que abrangem todas as formas reativas do
oxigénio e do nitrogénio, incluindo radicais e ndo radicais, que
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participam de reacGes em cadeia as quais envolvem a formacdo de
espécies radicalares (CERQUEIRA et al., 2007). As ERO englobam um
grande nimero de moléculas derivadas do oxigénio e quimicamente
muito reativas. S8o formadas e degradadas por organismos aeréhicos,
sendo sua formacdo requerida para o normal funcionamento celular
(NORDBERG & ARNER, 2001). Constata-se que cerca de 1-2% do
oxigénio consumido durante a respiracdo normal seja reduzido a radical
superéxido (O,™°) (OTT et al., 2007). Os radicais de oxigénio, em
concentracBes adequadas, estdo envolvidos em vérias atividades
bioloégicas como a transducdo de sinais, a transcricdo de genes e a
regulacdo da atividade de algumas enzimas (VALKO et al., 2006;
UTTATA et al., 2009). Alguns exemplos para a formacgdo dessas
espécies sdo: a formacdo de anion superdxido (O, °) por células
responsaveis pela defesa imunolégica e a partir do oxigénio molecular
(0,) através da respiracdo mitocondrial, e a formagdo de déxido nitrico
como parte do mecanismo de vasodilatagdo (MADAMANCHI et al.,
2005). Ainda, podem ser considerados como espécies reativas, 0
oxigénio singlete (*O,) e o0 0zénio (O3), as quais podem induzir reagdes
radicalares no organismo (PATEL et al., 1999). Nas ERN estdo
incluidos o peroxinitrito (ONOQO"), o éxido nitrico (NO®) e o radical
diéxido de nitrogénio (NO,®).

Segundo Uttara et al. (2009), podem-se citar como algumas das
principais fontes enddgenas de agentes oxidantes, as seguintes reacoes
celulares: 1) respiracdo aerdbica normal na qual a mitocondria consome
O, produzindo sequencialmente O,, H,O, e -OH como bioprodutos, 2)
células infectadas por virus e bactérias, destruidas por fagocitose e que
liberam, durante esse processo, agentes oxidantes como NO°®, O, e
H,0,, 3) peroxissomas produzem H,O, como um bioproduto da
degradacdo de acidos graxos e outros lipidios moleculares, 0s quais séo
posteriormente degradados pela enzima catalase.

Ainda, sdo considerados fatores enddgenos 0s sistemas
enzimaticos regulatérios, como o nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato-oxidase (NADPH-oxidase) e as enzimas éxido nitrico sintase
(NOS), que produzem as ERO/ERN durante o processo de transferéncia
de elétrons, o qual ocorre em decorréncia do metabolismo celular
(PASHKOW et al., 2008), inflamacgdes e enzimas do citocromo P450
(BIANCHI & ANTUNES, 1999; UTTARA et al, 2009).
Medicamentos, radiagdes ultravioleta, dieta, poluicdo, fumo e estresse
sdo alguns dos fatores exdgenos aos quais 0 organismo pode estar
exposto e que sdo responsaveis pela geragdo de ERO/ERN (UTTARA et
al., 2009).
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Conforme o exposto, os radicais livres podem desempenhar um
importante papel na origem e manutencéo da vida (FANG et al., 2002).
No entanto, em excesso esses compostos sdo danosos ao organismo
(figura 5) devido a sua alta reatividade, uma vez que reagem com
componentes celulares causando danos oxidativos através de uma cadeia
de reacfes (DI MASCIO et al., 1991). Essas reaces de oxidagdo séo
um dos fatores responsaveis pelo surgimento de doencas degenerativas e
envelhecimento (BRAND et al., 2004; VALKO et al, 2006;
ZIELONKA & KALYANARAMAN, 2008; GRISHKO et al., 2009).
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Figura 5: Esquema simplificado do sistema oxidante nas células
(adaptado de NORDBERG & ARNER, 2001).

2.4.2. Estresse Oxidativo: definicdo e possiveis efeitos no organismo

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio entre
fatores oxidantes e antioxidantes, a favor dos oxidantes, prejudicando a
integridade celular (SIES, 2000). Agentes oxidantes em excesso Sao
danosos ao organismo, pois, como anteriormente mencionado, podem
reagir com biomoléculas (DI MASCIO et al., 1991; PASHKOW et al.,
2008), como proteinas (STADTMAN & LEVINE, 2000), lipideos e
lipoproteinas (AMES et al., 1993) e 4cido desoxirribonucléico (DNA)
(AMES et al., 1993).

Quando produzidas em quantidades excessivas, espécies reativas
de oxigénio causam prejuizo em varias fungdes metabdlicas. Um
exemplo é quando o radical superdxido (O,") oxida o centro 4Fe-4S de
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enzimas desidratases, como a aconitase, a qual libera Fe(ll). O Fe(ll)
reage com o peroxido de hidrogénio (H,O,) para formar o radical
hidroxil (OH"), um potente radical livre oxidado. Estes radicais livres é
que reagirdo com substratos organicos chaves, causando distlrbios
celulares e morte celular (UTTARA et al., 2009).

O o6xido nitrico (NO) produzido pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) nas células musculares lisas vasculares, acredita-se ser o
principal fator responsavel pela integridade endotelial dos vasos. O NO
€ um importante sinalizador molecular que essencialmente regula o
vasorelaxamento, a proliferacdo de células espumosas, adesdo de
leucdcitos, agregacdo plaquetéria e ténus vascular (ZHENG & STORZ,
2000). A deficiéncia na producdo do NO causa a chamada “disfuncdo
endotelial”, que pode ser definida como o impedimento das fungdes
endoteliais mais importantes, como as propriedades vasorelaxantes,
anticoagulantes e antiinflamatdrias (RUSSE & FLEMING, 1996). Essa
perda da funcdo endotelial pode ser uma das causas da formagédo da
placa ateromatosa (PASHKOW et al., 2008). No entanto, quando, em
virtude de alguma desordem bioquimica ou estresse oxidativo, ocorrer
um acréscimo na producdo de NO, este por ser um radical livre gasoso,
podera reagir com varias moléculas bioldgicas (KANNER et al., 1991).
Sua reacdo com o radical superéxido (O,") produz peroxinitrito
(ONOO"), que é extremamente toxico e pode se decompor e formar o
radical hidroxila (OH) e di6xido de nitrogénio (NO,®) (PALMER,
1995), os quais reagem com biomoléculas causando danos oxidativos. O
excesso vascular na producéo de O,° pode contribuir para a hipertenséo
e vasoespasmo (HUIE & PADMAJA, 1993). Consequentemente, 0
estresse oxidativo pode representar um mecanismo chave na progressao
de doencas cardiovasculares e uma possibilidade para a intervencdo
clinica (SCHULZ et al., 2004).

O fator de transcricdo nuclear kapaB (NF-kB) tem sido
relacionado com o desencadeamento do processo inflamatério, sendo
assim, merecedor de maiores atenclGes para intervencdes medicinais.
Quando ativado pelo estresse oxidativo, patdgenos ou outros agentes
fisiolégicos, 0 NF-kB ¢ capaz de ativar genes pro-inflamatérios (TAK &
FIRESTEIN, 2001). O NF-kB parece ser ativado em sitos de inflamagéo
de diversas doencas, destacando-se as doengas cardiovasculares e lesbes
aterosclerdticas (LI & VERMA, 2002). Niveis aumentados de
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL-ox) ativam o NF-xB,
sugerindo uma ligacédo entre o estresse oxidativo e a inflamacéo através
desta via (COMINACINI et al., 2005).
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A composicdo bioquimica do tecido neuronal e a grande
guantidade de lipidios fazem com que este tecido seja bastante
suscetivel a peroxidacdo e modificagdo oxidativa (UTTARA et al.,
2009). O estresse oxidativo tem sido citado como um dos fatores para o
aparecimento de doencas neuronais como isquemia cerebral, doenca de
Parkinson e Alzheimer (RICHARDSON et al., 1990; TORBATI et al.,
1992; YOSHIKAWA, 1993; YOUDIM & LAVIE, 1994). As duplas
ligacGes dos acidos graxos insaturados sdo os locais de ataque para 0s
radicais livres iniciarem uma cadeia de rea¢des que levam a oxidacdo do
tecido (BUTTERFIELD et al., 2002). No sistema nervoso, as células
gliais necessitam de mais oxigénio e glicose para gerar um pool de ATP
in vivo e, desta maneira, garantir o funcionamento normal desse sistema.
O consumo de oxigénio por estas células as torna mais suscetiveis a
geracgdo de radicais livres no tecido nervoso (LEPROIVE et al., 1994).
Em condig¢Bes normais, 1-2% do O, consumido é convertido a ERO,
mas com o envelhecimento essa porcentagem pode aumentar devido a
reduzida quantidade de antioxidantes e baixa capacidade de regeneracdo
do tecido cerebral (LEPROIVE et al., 1994).

Conforme o exposto, 0s danos oxidativos causados pelo ataque de
radicais livres em biomoléculas tém sido relacionados com a etiologia
de doencas como céancer, diabetes, doengas cardiovasculares,
aterosclerose, artrite reumatdide, inflamacdo cronica, hipertensao,
degeneracdo macular, Parkinson e Alzheimer (YUN-ZHONG et al.,
2002). Sendo assim, as a¢Bes dos compostos antioxidantes endégenos
e/ou exdgenos sdo necessarias com o intuito de controlar e reduzir os
possiveis danos causados pelo estresse oxidativo no organismo.

2.4.3. Peroxidac&o lipidica

Na década de 1930, a peroxidacdo lipidica comegou a ser
estudada em relacdo & deterioracdo de alimentos quando estudos
envolvendo a quimica das reaces iniciadas por radicais livres tiveram
um marcante avanco (NIKI, 2000). Com o aumento da evidéncia
mostrando o envolvimento dos radicais livres na biologia, a peroxidagdo
lipidica tem recebido atencdo sob muitos aspectos nos campos da
bioguimica, nutricdo e medicina (NIKI, 2009).

Pode-se definir a lipoperoxidacdo como uma cascata de eventos
bioguimicos resultantes da acdo de radicais livres sobre os lipideos
insaturados das membranas celulares, levando a destruicdo de sua
estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabélitos e morte
celular (HALLIWELL, 1987; BENZIE, 1996). Nos sistemas biolégicos
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a lipoperoxidacdo pode ocorrer principalmente por duas vias: 1) uma via
enzimatica envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases na oxidacao
de &cidos graxos poliinsaturados e 2) a peroxidacdo ndo enzimatica, que
envolve a participagcdo de ERO e ERN, metais de transi¢do e outros
radicais livres (PORTER, 1986; PORTER et al., 1995; NIKI et al.,
2005).

O processo de lipoperoxidagdo ndo enzimatica esta dividido em
trés fases: iniciacdo, propagacdo, conforme mostra a figura 6, e
terminacdo ou degradacdo. A fase de iniciacdo representa o inicio da
peroxidacédo, na qual o &cido graxo poliinsaturado sofre o ataque de uma
espécie que é suficientemente reativa, como o radical hidroxila (OH®),
para abstrair um atomo de hidrogénio (H) de um grupo metileno (-CH,-
), formando um radical centrado em carbono (-*CH-). Este radical sofre
um rearranjo molecular formando um produto mais estavel, o dieno
conjugado, ou seja, duas duplas ligacGes intercaladas por uma ligagcdo
simples (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Em meio aerébico, o
radical inicialmente formado combina-se com o oxigénio formando o
radical peroxila (ROO®), o qual pode abstrair &tomos de hidrogénio de
moléculas lipidicas, gerando novos radicais peroxila e lipoperoxidos
promovendo a etapa de propagacdo. A reacdo do radical peroxila com o
atomo de hidrogénio abstraido gera um acUmulo de hidroperoxidos
lipidicos (ROOH), que podem destruir a estrutura e fungdo da
membrana (WELCH et al., 2002). O processo de terminacgdo consiste na
aniquilacéo dos radicais formados originando produtos néo radicalares
(GARDNER, 1989; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 6: Reac0es de iniciacdo e propagacdo da peroxidacdo lipidica
(adaptado de LIMA & ABDALLA, 2001).

fons de metais de transicdo, como o ferro (Fe) e o cobre (Cu), s&o
bastante reativos em reacdes de dxido-reducdo. Podem participar do
processo catalisando a formacéo de radicais alcoxila (RO®), pela quebra
da ligacdo O-O, e peroxila, pela abstracdo de um hidrogénio.
Superdxido e 6xido nitrico sdo produzidos por enzimas como NADPH
oxidase, xantinha oxidase e NOS. Nenhum desses produtos tem a
capacidade de iniciar sozinhos a peroxidacdo lipidica, mas eles reagem
formando peroxinitritos, os quais podem iniciar a cadeia de rea¢fes para
a peroxidacao lipidica (PACHER et al., 2007). A terceira e ltima fase
da reacdo, a fase de degradacdo, da-se pela aniquilacdo dos radicais
formados originando produtos ndo radicalares. Epdxidos, compostos
carbonilicos, gases hidrocarbonetos, aldeidos como o malonaldeido
(MDA) e 4-hidroxi-2,3-trans-nonenal também s8o produtos da
decomposicdo dos lipoperéxidos por metais (GARDNER, 1989;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Essas reacdes em cadeia
antecedem a oxidacdo de membranas biol6gicas (YAMAMOTO et al.,
1986) e lipoproteina de baixa densidade (NOGUCHI et al., 1993) in
vitro.
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A peroxidacdo lipidica também ¢é favorecida pela sintese
enzimatica de lipoperoxidos pelas enzimas ciclooxigenases e
lipoxigenases. Peroxidos e hidroperdxidos reagem com o ferro contido
no sitio catalitico das peroxidases gerando um composto intermediario,
0 qual oxida um doador de hidrogénio, por exemplo, 0 NADPH. O
segundo composto formado pode oxidar o substrato e regenerar a
enzima (CHANGE et al., 1979). Desta maneira, a lipoperoxidacdo pode
ocorrer durante o processo de fagocitose pelos neutréfilos e mondcitos,
gue contém uma hemeproteina, a mieloperoxidase (LIMA &
ABDALLA, 2001). O sistema mieloperoxidase/H,Oy/haleto gera
espécies reativas como O,*, HOCI e NO® , que podem abstrair um
hidrogénio alilico, iniciando a lipoperoxidacdo (CARR et al., 2000). As
enzimas lipoxigenases estdo presentes no citosol das células e catalisam
a insercdo do oxigénio nos acidos graxos poliinsaturados, produzindo
um hidroperoxido lipidico. Essas enzimas tém maior capacidade de
reagir com acidos graxos dioxigenados como, por exemplo, os acidos
linoléico e araquidénico (HSIEH & KINSELLA, 1989). As enzimas
ciclooxigenases, por sua vez, catalisam a conversio do &cido
araquidénico em prostaglandinas, que é um endoperéxido ciclico,
através de uma série de reacBes nas quais 0 oxigénio é inserido a
molécula do &cido graxo poliinsaturado, seguindo-se a ativagéo do acido
graxo via abstracdo do hidrogénio. As ciclooxigenases, em condigdes
fisiolégicas, sdo as maiores produtoras de perédxidos lipidicos (HSIEH &
KINSELLA, 1989).

Apesar de alguns estudos relatarem possiveis efeitos benéficos
dos produtos da lipoperoxidacdo em baixas concentracfes (CEASER et
al., 2004; ZMIJEWSKI et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2006), tem
sido demonstrado que a peroxidacdo lipidica induz disturbios de finas
estruturas celulares, alteracdo da integridade, fluidicidade e
permeabilidade, perda funcional de membranas e modificacbes em
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) para formas pro-aterogénicas e
pré-inflamatérias (GREENBERG et al., 2008). Produtos da
lipoperoxidagdo, como os compostos carbonilados, tém sido citados
como mutagénicos e carcinogénicos (UCHIDA, 2003; WEST &
MARNETT, 2006) e indutores de morte celular (PIGA et al., 2007).
Recentemente, os niveis desses produtos em fluidos bioldgicos e tecidos
tém sido estudados extensivamente como potenciais biomarcadores do
estresse oxidativo in vivo (DALLE-DONNE et al., 2006; LEE et al.,
2008; YOSHIDA et al., 2008). Muitos estudos mostram a associacdo
existente entre 0 aumento do estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica
e o0 surgimento de doencgas crbnicas (DALLE-DONNE et al., 2006;
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BASU, 2008; LEE et al., 2009). Portanto, a lipoperoxidagdo in vivo
pode ser relacionada como mecanismo subjacente no processo de
envelhecimento e no desenvolvimento de diversas doencas cronicas.

2.4.4, Antioxidantes

Antioxidantes sdo moléculas que tém a habilidade de remover
radicais livres de um sistema, seja freando a reacdo de oxidacéo, ou pela
reacdo com o0s agentes oxidantes, produzindo compostos in6Gcuos
(BRITTON, 1995). Os antioxidantes inibem os danos oxidativos
diretamente pelo seqliestro ou pela ativacdo de espécies sequestradoras
de oxigénio (NIKI, 2009). De maneira geral, podem ser classificados
como antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo-enzimaticos (SIES,
1993; GILGUN-SHERKI et al.,, 2001), sendo ambos de grande
importancia para a defesa do organismo frente aos danos causados pelo
estresse oxidativo (BLOCK et al., 2002). Os antioxidantes enzimaticos,
também conhecidos como antioxidantes enddgenos, sdo enzimas como a
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa reduzida (GSH) (YUN-ZHONG et al., 2002;
HIGUERA-CIAPARA et al., 2006), as quais apresentam a capacidade
de remover espécies reativas de oxigénio, ou seja, bloqueiam a inicia¢do
da oxidacdo. Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo moléculas que
reagem com os radicais e sdo consumidas durante a rea¢do de oxidacéo.
Como exemplos dessa classe de antioxidantes, podem-se citar o
NADPH e NADH, a ubiquinona (Coenzima Q10), proteinas ligadoras
de metais (metalotioneinas, transferrina, aloumina e mioglobina). Ainda
neste grupo, incluem-se os antioxidantes exdgenos, ou seja, compostos
naturais provenientes da dieta, tais como os flavondides e compostos
fendlicos, vitaminas e carotendides (LASHERAS et al., 2003; UTTARA
et al., 2009).

As células tentam manter baixas as quantidades de radical
superdxido e de peroxido de hidrogénio através da acdo das enzimas
antioxidantes, desta maneira, evitando a formacgéo do radical hidroxil,
altamente reativo e deletério as células (BOVERIS & CADENAS,
1997). Embora as defesas antioxidantes enddgenas sejam efetivas,
ocorre constantemente a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e nitrogénio (ERN), que interagem em diferentes
compartimentos celulares antes de serem eliminadas. Sendo assim, as
acOes dos antioxidantes obtidos através da dieta somam-se as dos
antioxidantes endégenos formando uma defesa apropriada contra as
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reacOes de oxidagdo e, portanto, realizando um importante papel na
manutencao da salde.

Em alguns casos, 0 aumento do estresse oxidativo esta associado
ao desenvolvimento e progressdéo de doencas crbnicas e suas
complicagdes, as quais sdo usualmente acompanhadas pelo aumento da
producdo de radicais livres ou falha na defesa antioxidante
(HALIWELL & GUTTERIDGE, 1990; YOUNG et al, 1995;
CERIELLO, 2000). Estudos epidemioldgicos demonstram que
compostos  antioxidantes  possuem  atividade antiinflamatoria,
antiaterosclerdtica, antitumoral, antimutagénica, anticarcinogénica,
antibacteriana e antiviral e neuroprotecdo (HIRVONEN et al., 2000;
OWEN et al., 2000; SALA et al., 2002; SHEN et al., 2009; FERRETTI
etal., 2010).

As agoes dos antioxidantes endogenos, bem como o consumo de
antioxidantes naturais, previnem a geracao de radicais livres, a oxidacdo
de proteinas e a peroxidacdo lipidica, formando uma barreira natural
contra o0s possiveis danos causados pelo estresse oxidativo no
organismo. Estudos tém mostrado que a oxidagdo de biomoléculas pode
ser inibida pelo consumo de quantidades apropriadas de compostos
antioxidantes a partir de uma dieta didria equilibrada (BOSE &
AGRAWAL, 2007; THOMSON et al., 2007; TAKEDA et al., 2008).

2.4.5. Métodos para avaliacdo da atividade antioxidante

H& uma grande diversidade de métodos utilizados para avaliar a
atividade antioxidante de substancias, seja in vitro ou in vivo (TSAO &
DENG, 2004). Nos alimentos, essas substancias agem no sentido de
proteger 0s mesmos da oxidagdo, que estd relacionada com a
deterioracdo, como no caso de 6leos e gorduras, e com a perda do valor
nutricional. No entanto, sabe-se que as substancias ditas antioxidantes
podem também prevenir a oxidacdo de estruturas bioldgicas
(ANTOLOVICH et al., 2002).

Nédo existe um sistema ideal capaz de quantificar a atividade
antioxidante de uma amostra. O tipo de solvente, a polaridade do mesmo
e da amostra e a presenca de compostos ndo antioxidantes nas solugdes
testadas podem alterar os resultados (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-
CALIXTO, 2006). Soma-se a isso que o0 potencial antioxidante in vitro
ndo indica necessariamente a sua capacidade antioxidante in vivo.
Portanto, tanto os métodos in vitro como os métodos in vivo que tém
sido utilizados na avaliacdo da atividade antioxidante possuem suas
limitagBes e vantagens. Alguns métodos podem ser utilizados com
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extratos hidrossollveis enquanto outros sdo mais apropriados para
compostos lipossoluveis (KAUR & KAPOOR, 2001).

Atualmente, a maioria dos métodos utilizados na determinacao da
atividade antioxidante in vitro tem como principio a formagdo de
radicais livres, os quais sdo capturados pela substancia antioxidante em
estudo. No entanto, levando em consideracdo que ndo existe um
processo metodoldgico universal, imp8e-se a necessidade de avaliar a
capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com mecanismos de
acdo diferentes.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu em avaliar a atividade
antioxidante in vitro dos carotendides totais extraidos do musculo de
camarfes Litopenaeus vannamei, utilizando diferentes ensaios com
diferentes mecanismos de agéo.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos carotendides totais
extraidos do musculo de camarBes Litopenaeus vannamei cultivados,
durante 30 dias, em cativeiro, utilizando as seguintes analises:

1) analise da protecdo contra a peroxidacdo lipidica no soro e no
homogenato de figado de ratos, bem como a capacidade dos
carotendides totais em proteger a molécula de um lipidio poliinsaturado
(&cido linoléico) contra reacdes de oxidagao;

2) analise da capacidade de seqiiestro de um radical livre (DPPH) por
parte dos carotendides totais.

- Quantificar a astaxantina obtida através da extracdo dos carotendides
do musculo dos camardes;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Materiais e Reagentes

As substancias relacionadas a seguir foram adquiridas da Sigma
(Steinheim, Alemanha ou St. Louis, EUA): astaxantina; radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil  (DPPH); é&cido tiobarbitdrico  (TBA);
malondialdeido (MDA); colesterol; acido linoléico e B-caroteno. 2,2"-
azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) foi adquirido da
Wako Chemicals Co. (Tokio, Japdo). Os demais reagentes utilizados,
todos de qualidade analitica, foram adquiridos da Vetec (Sdo Paulo,
Brasil). Todas as solucbes foram preparadas com &gua destilada ou
deionizada.

A astaxantina utilizada para o preparo das ragdes dos camardes
foi proveniente da biomassa microalgal seca da espécie Haematococcus
pluvialis ALGAMAC AST (Aquafauna Bio-Marine, INC).

4.2. Cultivo dos camardes Litopenaeus vannamei

Os experimentos descritos a seguir foram realizados no
Laboratério de Camardes Marinhos, Departamento de Aquicultura,
Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Santa Catarina
- UFSC. As amostras foram produzidas em conjunto com o0s
experimentos da tese da doutoranda Jane Parisenti do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias dos Alimentos (PARISENTI, 2009), conforme
delineamento descrito abaixo.

Os camar@es foram cultivados em dois grupos experimentais, 0s
quais recebiam uma racédo diferenciada, conforme esquema abaixo:
Camardao grupo controle (CC): recebeu rac¢do controle, sem adicéo de
carotenoides, porém, os 3 ppm de carotendides presentes eram
provenientes dos componentes da dieta;

Camardao grupo suplementado (CS): recebeu rac¢do suplementada com
60 ppm de carotendides provenientes da alga Haematococcus pluvialis.

Foram utilizados 480 camar@es brancos do Pacifico (Litopenaeus
vannamei) com aproximadamente 10 g cada. Os camarfes foram
distribuidos em 6 tanques (2 tratamentos, com 3 repeticdes) com 80
camar@es cada. Os camarfes foram alimentados por 30 dias, com 3% de
racdo em relacdo ao peso corporal, 3 vezes ao dia, em quantidades
iguais.

Os parametros de qualidade da agua (oxigénio, aménia, nitrito e
nitrato) foram monitorados semanalmente. Antes do inicio do
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experimento, os animais foram alimentados por 5 dias com ragédo
comercial Potimar 35 EXT (Guabi®) isenta de carotendides para a

aclimatacéo.

4.2.1. Preparo das racoes

A racdo controle foi elaborada com base nos trabalhos de
Arredondo-Figueroa et al. (2003) e Boonyaratpalin et al. (2001). A
partir desta, foi preparada a ragdo com suplementacdo de astaxantina,
conforme descrito na tabela 1. A quantidade de astaxantina adicionada a
racdo foi determinada com base nos trabalhos de Yamada et al. (1990),
Chien & Jeng (1992), Boonyaratpalin et al. (2001), Arredondo-Figueroa
et al. (2003) e Supamattaya et al. (2005).

Tabela 1 — Composicao das ragdes controle e suplementada

Ingredientes (g/kg) Controle Suplementada
(astaxantina)
Farinha de peixe 360 360
Proteina de soja 120 120
Farelo de trigo 250 250
Farinha de trigo 190 190
Pré-mix vitaminico/mineral 20 20
Oleo de figado de bacalhau 25 25
Colesterol (Sigma) 0,5 0,5
Oleo de soja 20 20
H. pluvialis (biomassa | - 5
seca)

As racOes foram elaboradas no Laboratério de Nutricdo do
Departamento de Aqlicultura no Centro de Ciéncias Agrarias, UFSC.
Os ingredientes secos foram misturados manualmente. Em seguida foi
adicionado o 6leo de figado de bacalhau e o 6leo de soja previamente
homogeneizados com a biomassa de H. pluvialis e por dltimo
adicionada agua até a consisténcia para passar na peletizadora. Os
peletes foram feitos como espaguetes com 1,5 mm de didmetro e
cortados em pedacos de até 1 cm. A racgdo foi seca em estufa a 45 °C,
por 14 h e acondicionada em sacos plasticos, vedados e congelados até o
uso.
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4.3. Extracdo dos carotendides totais do musculo dos camardes
cultivados

Apo6s 30 dias de tratamento com as diferentes racdes, foi
realizada a coleta dos camardes Litopenaeus vannamei e separados o0
musculo e o exoesqueleto dos mesmos. Para o presente estudo foi
utilizada somente a fracdo carotenoidica extraida do musculo desses
crustaceos, uma vez que esta € a parte mais consumida na dieta humana
e, consequentemente, de maior interesse nutricional. Posteriormente,
realizou-se a extracdo dos carotendides totais do musculo utilizando o
método proposto por Tolasa et al. (2005). As amostras de musculo
foram pesadas e trituradas em um multiprocessador. Depois, a 5 g da
amostra triturada foram adicionados 30 mL de acetona e a mistura entdo
foi homogeneizada em homogeneizador mecanico. Esse processo foi
repetido trés vezes consecutivas para a completa extracdo dos
carotenoides. Os extratos foram reunidos em um funil de separa¢do no
gual foi adicionado 100 mL de dgua destilada, 0,5 g de NaCl e 40 mL de
hexano para a separacdo dos compostos solliveis em agua. A mistura foi
mantida no escuro durante 20 min. Para eliminar as impurezas da
solucdo, apds os 20 min de repouso, o extrato em hexano foi filtrado em
sulfato de sodio anidro em baldo volumétrico de 50 mL, sendo o volume
completado com solvente hexano.

4.4. Quantificacdo dos carotenoides totais

Apl6s a extracdo, a concentracdo de carotenoides totais das
amostras foi obtida a partir da leitura da absorbancia do extrato hexanico
a 470 nm em espectrofotdbmetro (Shimadzu LC-10). Os valores obtidos
eram langados em uma curva padrdo de astaxantina (Sigma, 98%),
previamente elaborada (y=0,1847x + 0,0103, R’=0,9951). As analises
foram realizadas em triplicata.

Ap0s os procedimentos acima descritos, para evitar uma possivel
oxidacdo da amostra devido ao contato com o oxigénio do ar, foi
injetado gé&s nitrogénio nos frascos contendo as amostras. As solugdes
foram armazenadas em frascos ambar, em freezer a temperatura de -12
°C at¢é o momento das andlises de quantificagdo da astaxantina e
capacidade antioxidante dos carotendides totais.
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4.5. Quantificacdo da astaxantina no extrato carotenoidico

A analise quantitativa da astaxantina no extrato hexanico foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase
reversa. Para tal, foram injetadas 10 pL do extrato em cromatografo
liquido Shimadzu SP 10A, equipado com coluna C18 de fase reversa
(Vydac 201TP54, 250mm x 4.6mm — BioRad) e detector UV/Vis
(Shimadzu SPD 10A), 2=477nm. A fase movel utilizada consistia de
uma solugdo de metanol:acetonitrila (90:10, v/v), em fluxo de 1
mL/min. O tempo de corrida foi de 13 min e a quantificacdo da
astaxantina realizada em comparacdo com o tempo de retencdo da
astaxantina padrdo (4 a 4,2 min). O teor de astaxantina foi calculado
com base em uma curva padrdo (y = 44231,56364 x, R? = 0,99024) de
astaxantina (Sigma, 98%), sendo considerada a média de 3 injecOes
sequenciais por amostra.

4.6. Preparo das solugbes para as analises da capacidade
antioxidante

Apos a extracdo dos carotenoides totais do masculo dos camardes
e a quantificacdo dos mesmos e da astaxantina, um volume previamente
calculado do extrato hexanico foi transferido para um frasco ambar e o
solvente evaporado com gas nitrogénio.

Os volumes foram calculados para que se obtivesse, apds a
evaporacdo do hexano e adicdo do solvente utilizado em cada analise,
uma solucdo estoque concentrada de carotenoides totais. A partir dessa
solucdo, foram feitas diluicBes para as concentracBes finais desejadas
em cada analise da capacidade antioxidante.

Para a analise da protecdo contra a peroxidacdo lipidica no soro e
homogenato de figado foi preparada uma solugio estoque de 25 uM, em
metanol, do extrato carotenoidico dos camarBes e da astaxantina
sintética. A partir dessa solucdo, foram feitas diluicdes para as
concentracdes finais de 0,25; 1,25;2,5e¢ 5 pM.

Para a analise da capacidade de sequestrar o radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), ap6s a evaporacdo do solvente com gas
nitrogénio, os carotendides totais aderidos ao frasco foram resuspensos
em hexano:tetrahidrofurano (3:1, v/v), em volumes previamente
calculados para se obter solu¢@es nas concentra¢des de 5 ou 10 uM.

Para a determinacdo da atividade antioxidante a partir do sistema
da co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico, ap6s a evaporagdo do
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solvente com gas nitrogénio, os carotendides totais aderidos ao frasco
foram resuspensos em hexano, em volumes previamente calculados para
se obter solugdes nas concentragdes de 10 ou 20 pM.

Partindo-se do principio de que a astaxantina é o carotendide
majoritario encontrado nos camardes, optou-se por fazer a comparagdo
da atividade antioxidante do extrato carotenoidico extraido do mudsculo
dos camarBes com a astaxantina sintética (Sigma, 98%) sendo que esta
foi preparada conforme descrito acima.

4.7. Avaliacdo in vitro da atividade antioxidante dos carotendides
totais

4.7.1. Analise de protecdo contra a peroxidacdo lipidica in vitro
4.7.1.1. Preparagdo do soro e homogenato de figado

Para 0s ensaios de peroxidacdo lipidica in vitro, foram utilizados
tecidos extraidos de ratos albinos Wistar, machos, pesando entre 200 e
300 g, com idade entre 8 e 9 semanas, provenientes do biotério central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram
alojados em gaiolas plasticas individuais, mantidos em temperatura
ambiente controlada (22 + 2 °C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,
recebendo dieta comercial e agua ad libitum.

No dia das andlises, os animais foram previamente anestesiados
com mistura de quetamina (Francotar®) e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-
5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompum®) e, seguidamente realizada a
coleta de sangue através de punc¢do cardiaca. Um pool de sangue
coletado de vérios animais foi colocado em tubo de ensaio e submetido
a centrifugacdo a 3000 rpm durante 15 min para a obtencdo do soro.
Apo0s, 0s animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO; e,
posteriormente, coletado o figado. Apds a coleta, o 6rgdo foi lavado
com solucdo salina refrigerada, seco e pesado. O homogenato desse
tecido foi preparado conforme descrito por Mosimann et al. (2006). Foi
pesado aproximadamente 500 mg de tecido e homogeneizado (1:9 p/v)
em 20 mmol/L de tampé&o fosfato (pH 7,4) contendo 0,1% de Triton e
150 mmol/L de NaCl. O homogenato foi centrifugado a 3000 x g por 15
min e o sobrenadante foi utilizado para as medidas de TBARS.

O soro e o homogenato foram armazenados em caixas
refrigeradas e transportados imediatamente ao Laboratdrio de Lipideos,
Antioxidantes e Aterosclerose, Departamento de Analises Clinicas, CCS
— UFSC, onde foram realizadas as analises de TBARS.
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A concentracdo tecidual de proteinas foi determinada usando o
ensaio de Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padrao.

Os procedimentos previamente descritos foram realizados de
acordo com as normas éticas de cuidados com animais de laboratério. O
presente projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica para
0 Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina e
esta cadastrado sob o nimero 23080.008792/2009-60.

4.7.1.2. Inducdo da peroxidacdo lipidica no soro e homogenato de
figado

A inducdo da oxidacdo nos tecidos foi feita utilizando dois
diferentes agentes oxidantes: cloreto de cobre (CuCl,), concentracao
final 0,1 mM, adaptado de Kamada et al. (2005), e 2,2 -azobis(2-
amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), concentragcdo final 5 mM,
adaptado de Silva et al. (1998) (tabelas 2 e 3).

O ion cobre (Cu) é bastante ativo em reagdes de 6xido-reducéo.
Essas reacdes podem liberar um potente agente oxidante, o radical
hidroxila (OH®), a partir do H,0, (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999). O OH® retira um atomo de hidrogénio de Aacidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, iniciando o processo de
peroxidacdo lipidica (GALHARDI et al., 2004) e resultando em um
acumulo de hidroperéxidos. O AAPH é um conhecido gerador de
radical peroxil a partir de acidos graxos insaturados (SOLARSKA et al.,
2010).

As solucBes dos agentes oxidantes foram preparadas em
concentracbes mais elevadas para que, posteriormente, fossem
realizadas as dilui¢des até se obter as solucbes nas concentracGes finais
desejadas.

Tabela 2: Sistema de incubagéo para a indugdo da peroxidacéo lipidica no
soro diluido 20 vezes

Carotenoides totais
(concentracéo final) OpM | 025pM | 1,25puM | 2,5puM | 5uM
Soro (uL) 50 50 50 50 50
Sol. Salina (uL) 450 450 450 450 450
Sol. ASX25uM (uL) | ----- 10 50 100 200
Metanol (uL) 400 390 350 300 200
CuCl,/ AAPH 100 100 100 100 100
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Tabela 3: Sistema de incubagéo para a indu¢ao da peroxidacéo lipidica em
homogenato de figado

Carotenoides totais
(concentracao final) 0 pM 025puM | 1,25puM | 25uM | 5puM
Homog. figado (uL) 500 500 500 500 500
Sol. ASX25uM (uL) | ----- 10 50 100 200
Metanol (uL) 400 390 350 300 200
CuCl,/ AAPH 100 100 100 100 100

Os sistemas foram preparados em triplicata para cada um dos trés
grupos, ou seja, astaxantina sintética, astaxantina proveniente do
camardo controle e astaxantina proveniente do camardo suplementado.
As misturas foram incubadas a 37 °C, com agitagdo constante, por um
periodo de 4h. Apds a incubagdo, foi realizada a medida de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

4.7.1.3. Medidas de TBARS

Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a
lipoperoxidacdo é o teste do malondialdeido (MDA). O MDA é um
dialdeido formado como um produto secundario durante a oxidacao dos
4cidos graxos poliinsaturados. E volatil, possui baixo peso molecular
(C3H40,, P.M. = 72,07), tem uma cadeia curta 1,3-dicarbonil e é um
acido moderadamente fraco (pKa=4,46). Em condic6es apropriadas de
incubacdo, em meio acido e aquecimento, reage com uma variedade de
agentes nucleofilicos para produzir cromogenos com alta absortividade
molar no espectro visivel (JANERO, 1990; BENZIE, 1996).

A condensacdo com o acido tiobarbitdrico (TBA) forma produtos
gue podem ser determinados por absor¢do no visivel (532 nm) ou por
fluorescéncia (515 nm e 553 nm). Essa reagdao, chamada de “teste das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)”, consiste na
medida de um cromdgeno réseo formado pela reagdo do MDA com duas
moléculas de TBA, em meio acido e alta temperatura.

No presente estudo, a peroxidacao lipidica dos tecidos analisados
foi avaliada a partir do contelido de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico, conforme descrito previamente por Ohkawa et al. (1979).
Neste ensaio, apés as 4h de incubacdo na presenca do agente oxidante,
250 pL da amostra de soro e/ou homogenato de figado foram acrescidos
a 50 pL de butilhidroxitolueno (BHT) 10 mM, 500 pL de &cido
tricloroacético 30%, 500 pL de acido tiobarbitirico 1% e 250 pL de
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agua deionizada. Apds 60 min de incubagéo a 100 °C, as amostras foram
resfriadas em gelo e, entdo adicionado 1,5 mL de n-butanol,
homogeneizadas em vortex por 30 s e centrifugadas a 3000 x g por 5
min. A absorbancia do sobrenadante foi medida em 532 nm.

4.7.2. Andlise da capacidade de sequestrar o radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

Este método baseia-se na transferéncia de elétrons de um
composto antioxidante para um oxidante. O antioxidante em estudo
reage com o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), convertendo-o
em sua forma reduzida (2,2-difenil-1-picrilhidrazina). Nesta reacdo, a
solucdo de DPPH, inicialmente de coloracéo violeta, torna-se mais clara,
podendo chegar a tons amarelados e o grau deste descoramento indica a
habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre (MOLYNEUX,
2003).

A capacidade da astaxantina em seqestrar o radical livre DPPH
foi medida através do método proposto por Chen et al. (2009). Aliquota
de 0,75 mL da solugdo de DPPH 0,3 mM, preparada com
hexano:tetrahidrofurano (3:1, v/v), foi adicionada a 2,25 mL das
diferentes solugbes de carotendides totais ou astaxantina , cujas
concentracdes finais eram de 5 e 10 uM. As misturas foram agitadas em
agitador magnético e os tubos foram deixados em repouso e ao abrigo
da luz por 20 min. Posteriormente, a absorbancia foi medida usando
espectrofotdbmetro UV (Shimadzu LC-10) a 540 nm. O comprimento de
onda para a maxima absorbancia do DPPH é de 518 nm. Porém, devido
a interferéncia da absorbancia da astaxantina neste comprimento de
onda, todas as leituras foram realizadas em 540 nm, conforme descrito
por Chen et al. (2009) para um ensaio semelhante com o carotendide
licopeno.

O resultado final foi expresso em percentual de inibigdo,
calculada de acordo com a seguinte equacdo matematica:

% de inibigdo = Abs do controle — Abs da amostra x 100
Abs do controle

Onde: Abs do controle = absorbancia do controle (solu¢cdo de DPPH
sem antioxidante)

Abs da amostra
presenca do DPPH

absorbancia da amostra a ser testada, em
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4.7.3. Determinacdo da atividade antioxidante a partir do sistema da co-
oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico

No ensaio da oxidacdo acoplada do B-caroteno/acido linoléico, o
sistema ao ser submetido as condi¢6es de oxidagdo gera um radical livre
a partir da oxidacdo do acido linoléico que ird abstrair o hidrogénio da
molécula insaturada do B-caroteno. Como resultado da oxidacdo desta
molécula, o sistema perde a sua coloracdo alaranjada caracteristica que é
monitorada espectrofotometricamente de modo a quantificar o grau de
inibicdo da oxidacao pelo antioxidante que esta sendo testado (MARCO,
1968; MILLER, 1971; ABIDILLE et al., 2005).

Este ensaio baseou-se no método proposto por Marco (1968) e
posteriormente modificado por Miller (1971). Uma aliquota de 20 pL da
solugdo de p-caroteno (20 mg/mL em cloroférmio) foi colocada em um
frasco erlenmeyer de 250 mL com 40 pL de acido linoléico, 1 mL de
cloroformio e 20 mg de Tween 40. Apds homogeneizacdo, 0
cloroférmio foi completamente evaporado em evaporador rotatério a 50
°C. Foram adicionados 150 mL de &gua destilada sob agitacdo vigorosa.
A emulsdo apresentava-se limpida e sua absorbancia foi ajustada entre
0,6 € 0,7 a 470 nm. Aliquotas (5 mL) desta emulsdo foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 0,2 mL das solugdes de carotendides
totais extraidos do musculo dos camardes com concentragdes finais de
10 ¢ 20 uM. As mesmas foram comparadas ao controle (sem
antioxidante) e a uma solugdo padrdo de astaxantina sintética,
previamente padronizada. Nos tubos controle foram adicionados 0,2 mL
de solvente (hexano). Foi feita uma leitura inicial imediatamente ap6s a
adicdo das solugdes de carotendides, astaxantina ou do solvente.
Posteriormente, a absorbancia foi monitorada a cada 15 min durante 2 h
em espectrofotdmetro UV (Shimadzu LC-10). Os tubos foram mantidos
em banho-maria a 50 °C, durante as leituras. Os resultados foram
expressos de acordo com os valores de absorbancia das amostras.

4.8. Andlise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de 5 experimentos realizados, sendo que cada
experimento foi realizado em triplicata. Todos os dados foram
analisados pela analise de varidncia de duas vias (ANOVA) com
medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni, com
excecdo da analise dos dados da Area Sob a Curva (ASC) onde foi
realizada a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste
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post-hoc de Bonferroni. O nivel de significancia considerado para todas
as analises foi de P < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o Software GraphPad 4 (EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo e a discussdo dos
mesmos estdo apresentados sob a forma de um manuscrito apresentado a
seguir. O mesmo sera submetido a publicacdo no periddico Journal of
Agricultural and Food Chemistry, Fator de Impacto 2,562 (2008),
Quialis Al Internacional.
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RESUMO

Os carotendides tém sido bastante investigados como  agentes
quimiopreventivos, atuando como antioxidantes em sistemas biol6gicos contra
radicais livres e possiveis efeitos deletérios do estresse oxidativo. Dentre eles, a
astaxantina (ASX) tem mostrado atividade antioxidante superior aos demais
carotenoides. A proposta do presente estudo foi analisar a atividade antioxidante
dos carotendides totais extraidos do camardo, uma vez que este é uma das
principais fontes alimentares de astaxantina. Foi avaliada a atividade
antioxidante in vitro dos carotendides totais (CT) extraidos do musculo de
camardes Litopenaues vannamei cultivados em cativeiro, sendo um grupo
alimentado com rag@o suplementada com Haematococcus pluvialis (CS) como
fonte de carotendides e um grupo controle (CC), alimentado com racdo nédo
suplementada, utilizando-se como pardmetros a medida de substancias reativas
ao &cido tiobarbitdrico (TBARS), o seqlestro do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) e a co-oxidagdo do p-caroteno/acido linoléico. Os
resultados mostraram que os CT extraidos dos camardes do grupo suplementado
desempenharam uma atividade antioxidante semelhante a astaxantina sintética
utilizada como padrdo para os diferentes métodos de analise, mostrando um
efeito concentragdo-resposta em todas as analises. Porém, tal atividade
antioxidante ndo foi observada para os CT extraidos do grupo de camardes
controle. Com base nesses dados, conclui-se que os CT presentes nos camardes
tém a capacidade de agir evitando a peroxidacdo lipidica, a oxidacdo de um
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acido graxo poliinsaturado e no sequestro de radical livre, exercendo desta
forma uma Otima atividade antioxidante in vitro. Sendo assim, 0s mesmos
parecem exercer um efeito protetor em sistemas biol6gicos contra o estresse
oxidativo.

Palavras-chave: carotentides, astaxantina, camardes Litopenaues
vannamei, antioxidante, estresse oxidativo, lipoperoxidacao, acido linoléico,
DPPH, TBARS.
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INTRODUCAO

Os radicais livres como hidroxil e peroxil e espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sdo formados a partir de processos
fisioldgicos e bioguimicos no organismo humano, como parte de seu
metabolismo normal (1). No entanto, o estresse fisioldgico, poluicao,
cigarro e radiacdo ultravioleta sdo alguns dos fatores exdgenos que
podem levar a um aumento na producdo desses agentes oxidantes.
Quando em excesso, causam 0 estresse oxidativo e devido a sua alta
reatividade, podem reagir com biomoléculas como DNA, proteinas e
lipideos, causando danos oxidativos através de uma série de reagdes em
cadeia (2). Estas reacOes de oxidagdo podem estar envolvidas em
patologias como  aterosclerose, céncer, diabetes, doencas
neurodegenerativas e outras doencas, bem como no processo de
envelhecimento.

O consumo de antioxidantes oriundos de alimentos tem se
mostrado como uma estratégia promissora no combate ao estresse
oxidativo, principalmente os antioxidantes do grupo dos carotendides
(3), pois estes tém a capacidade de agir no sequestro de radicais livres
(4) inibindo possiveis reacbes de oxidagdo. No entanto, nos Ultimos
anos, o carotenoide astaxantina (3,3 -dihidroxi-B,B-caroteno-4,4"-diona)
tem recebido especial atencdo da comunidade cientifica uma vez que
estudos relataram que esta possui uma atividade antioxidante entre 100 e
500 vezes maior que os demais antioxidantes, como o a-tocoferol € o B-
caroteno (5, 6). Atribui-se essa elevada atividade antioxidante a
estrutura quimica diferenciada da astaxantina, a qual possui em seus
anéis terminais grupos cetona e hidroxila (6). Um mecanismo de acédo

proposto seria por meio dos anéis polares da astaxantina, 0s quais se
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ligariam a espécies reativas de oxigénio na superficie da membrana
celular, enquanto a cadeia carbonada agiria no interior da membrana,
capturando radicais livres (7). Os grupos hidroxila, nos anéis polares da
astaxantina, sdo apontados como 0s principais sitios de remocdo de
radicais livres.

A astaxantina € um carotenoide do grupo das xantofilas, ou seja,
possui atomos de oxigénio, além dos atomos de carbono e hidrogénio,
em sua molécula. E o principal pigmento carotenoide encontrado em
seres aquaticos como o camardo, o salmdo, a truta e a lagosta, a qual
confere a coloragdo vermelho-alaranjado dos mesmos. A astaxantina
ndo apresenta atividade pro-vitamina A, mas possui intmeras
propriedades farmacoldgicas importantes que podem estar envolvidas na
prevencdo ou no tratamento de doengas como: diabete (8), cancer (9),
hipertensdo (10), doengas cardiacas (11) entre outras.

Até o momento, as pesquisas que relacionam o papel protetor da
astaxantina contra diversas enfermidades tém sido conduzidas com
astaxantina sintética ou proveniente de algas como a Haematococcus
pluvialis, uma das principais fontes dessa xantofila. A astaxantina é o
caroten6ide majoritario encontrado nos camardes (12), confere a
coloracdo caracteristica desses crustaceos, aumentando a aceitacdo por
parte dos consumidores e, ainda, devido a sua atividade antioxidante,
protege-0os contra a oxidacdo de A&cidos graxos poliinsaturados e
colesterol, presentes em grandes quantidades nos camardes (13), reacfes
estas que provocam a deterioracdo oxidativa dos pescados. Os camardes,
guando em seu habitat natural, obtém astaxantina a partir da ingestéo de
microalgas. No entanto, quando cultivados em cativeiro é necessario que

seja feita a adicdo desta xantofila a racdo, ou feita a adicdo de um outro
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carotendide, o qual o camardo seja capaz de bioconverter em
astaxantina. Desta maneira, serd absorvida e depositada no musculo e
exoesqueleto.

Os camarfes representam 7% do volume de pescados
comercializados mundialmente, movimentando 17% do valor
econdmico dos produtos de pesca, sendo um produto com grande valor
agregado e consumido no mundo todo. Atualmente 70% dos camardes
consumidos no mundo provem de fazendas de cultivo (14).

Tolasa et al. (15) demonstraram que 100 g de filé de salmdo
contém 676 pg de astaxantina. Porém 100 g de camardo contém 11000
ug de astaxantina conforme descrito por Boonyaratpalin et al (16),
sendo essa uma das principais fontes alimentares dessa xantofila. As
fungdes que a astaxantina desempenha em seres aquaticos estdo bem
definidas na literatura. Porém, em seres humanos, quando este
carotendide € obtido através da dieta, ainda sdo poucos e inconclusivos
0s estudos sobre o papel que 6 mesmo podera exercer na prevencao e/ou
tratamento de algumas doencas.

Portanto, considerando o aumento do cultivo e comercializacdo
dos camardes Litopenaues vannamei, também devido a caréncia de
dados cientificos concernentes a atividade antioxidante da astaxantina
proveniente de uma fonte alimentar e considerando que dentre todos os
carotenoides presentes no camardo, a astaxantina € o majoritario, o
presente trabalho teve como objetivo principal, avaliar a atividade
antioxidante in vitro dos carotendides presentes no musculo de camardes
da espécie Litopenaues vannamei, utilizando diferentes ensaios, com

diferentes mecanismos de agéo.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

As substancias relacionadas a seguir foram adquiridas da Sigma
(Steinheim, Alemanha ou St. Louis, EUA): astaxantina; radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); colesterol, acido linoléico e B-caroteno.
2,2 -azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) foi adquirido da
Wako Chemicals Co. (Tokio, Japdo). Os demais reagentes utilizados,
todos de qualidade analitica, foram adquiridos da Vetec (Sdo Paulo,
Brasil). Todas as solugbes foram preparadas com &gua destilada ou
deionizada.

A astaxantina utilizada para o preparo das ragdes dos camardes
foi proveniente da biomassa microalgal seca da espécie Haematococcus
pluvialis ALGAMAC AST (Aquafauna Bio-Marine, INC).

Cultivo dos camardes Litopenaeus vannamei

O cultivo dos camardes foi realizado no Laborat6rio de Camardes
Marinhos, Departamento de Aquicultura, Centro de Ciéncias Agrarias,
da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC. Os camardes foram
cultivados em dois grupos experimentais, 0os quais recebiam uma racdo
diferenciada, conforme esquema abaixo:
Camardao grupo controle (CC): recebeu rac¢do controle, sem adicéo de
carotenoides, porém, os 3 ppm de carotendides presentes foram
provenientes dos componentes da dieta;
Camarao grupo suplementado (CS): recebeu ragdo suplementada com
60 ppm de carotendides (astaxantina) provenientes da alga

Haematococcus pluvialis.
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Foram utilizados 480 camar@es brancos do Pacifico (Litopenaeus
vannamei) com aproximadamente 10 g cada. Os camarfes foram
distribuidos em 6 tanques (2 tratamentos, com 3 repeti¢cGes) com 80
camardes cada. Os camardes foram alimentados por 30 dias, com 3% de
racdo em relacdo ao peso corporal, 3 vezes ao dia, em quantidades
iguais.

Os parametros de qualidade da agua (oxigénio, amdnia, nitrito e
nitrato) foram monitorados semanalmente. Antes do inicio do

experimento, os animais foram alimentados por 5 dias com ragdo

comercial Potimar 35 EXT (Guabi®) isenta de carotendides para a

aclimatacéo.

Preparo das ragoes

A racdo controle foi elaborada com base nos trabalhos de
Arredondo-Figueroa et al. (17) e Boonyaratpalin et al. (16). A partir
desta, foi preparada a racdo com suplementacdo de astaxantina, através
da adicdo de 5 g da alga Haematococcus pluvialis/kg de ragdo. As
racGes foram elaboradas no Laboratério de Nutricdo do Departamento
de Aquicultura no Centro de Ciéncias Agrarias, UFSC. A racao foi seca
em estufa a 45 °C, por 14 h e acondicionada em sacos plasticos, vedados

e congelados até o uso.

Extracdo dos carotendides totais do mdusculo dos camardes
cultivados

Ap06s 30 dias de tratamento com as diferentes racdes, os camardes
foram retirados dos tanques e colocados em banho de gelo e

transportados em caixas térmicas para o laboratério. Para o presente
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estudo foi utilizada somente a fracdo carotenoidica extraida do mdsculo
desses crustaceos, uma vez que esta é a parte mais consumida na dieta
humana e, consequentemente, de maior interesse nutricional. Realizou-
se a extracdo dos carotendides totais do musculo utilizando o método
proposto por Tolasa et al. (15). As amostras de musculo foram pesadas e
trituradas em um multiprocessador. Depois, a 5 g da amostra triturada
foram adicionados 30 mL de acetona e a mistura entdo foi
homogeneizada em homogeneizador mecénico. Esse processo foi
repetido trés vezes consecutivas para a completa extracdo dos
carotendides. Os extratos foram reunidos em um funil de separacdo no
qual foi adicionado 100 mL de &gua destilada, 0,5 g de NaCl e 40 mL de
hexano para a separacdo dos compostos sollveis em agua. A mistura foi
mantida no escuro durante 20 min. Para eliminar as impurezas da
solucdo, apds os 20 min de repouso, o extrato em hexano foi filtrado em
sulfato de sodio anidro em baldo volumétrico de 50 mL, sendo o volume

completado com solvente hexano.

Quantificacdo dos carotendides totais

Apo6s a extragdo, a concentragdo de carotendides totais das
amostras foi obtida a partir da leitura da absorbancia do extrato hexanico
a 470 nm em espectrofotdbmetro (Shimadzu LC-10). Os valores obtidos
foram langados em uma curva padrdo de astaxantina (Sigma, 98%),
previamente elaborada (y=0,1847x + 0,0103, R’=0,9951). As analises
foram realizadas em triplicata.

Ap0s os procedimentos acima descritos, para evitar uma possivel
oxidacdo da amostra devido ao contato com o oxigénio do ar, foi

injetado gés nitrogénio nos frascos contendo as amostras. As solugdes
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foram armazenadas em frascos ambar, em freezer a temperatura de -12
°C até o momento das analises de quantificacdo da astaxantina e

capacidade antioxidante dos carotendides totais.

Quantificacao da astaxantina no extrato carotenoidico

A andlise quantitativa da astaxantina no extrato hexanico foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase
reversa. Para tal, foram injetadas 10 pL do extrato em cromatografo
liquido Shimadzu SP 10A, equipado com coluna C18 de fase reversa
(Vydac 201TP54, 250mm x 4.6mm — BioRad) e detector UV/Vis
(Shimadzu SPD 10A), A=477nm. A fase moével utilizada consistia de
uma solugdo de metanol:acetonitrila (90:10, v/v), em fluxo de 1
mL/min. O tempo de corrida foi de 13 min e a quantificacdo da
astaxantina foi realizada em comparagdo com o tempo de retencdo da
astaxantina padrdo (4 a 4,2 min). O teor de astaxantina foi calculado
com base em uma curva padrio (y = 44231,56364 x, R? = 0,99024) de
astaxantina (Sigma, 98%), sendo considerada a média de 3 injecOes

sequenciais por amostra.

Preparo das soluc@es para as analises da capacidade antioxidante
Apos a extracdo dos carotenoides totais do masculo dos camardes
e a quantificacdo dos mesmos e da astaxantina, um volume previamente
calculado do extrato hexanico, foi transferido para um frasco ambar e o
solvente evaporado com gas nitrogénio. Os volumes foram calculados
para que se obtivesse, apos a evaporacao do hexano e adi¢do do solvente
utilizado em cada andlise, uma solucdo estoque concentrada de

carotenodides totais. A partir dessa solucdo, foram feitas diluigcdes para as
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concentragBes finais desejadas em cada andlise da capacidade
antioxidante.

Partindo-se do principio de que a astaxantina é o carotendide
majoritario encontrado nos camardes, optou-se por fazer a comparagdo
da atividade antioxidante do extrato carotenoidico extraido do mudsculo
dos camarBes com a astaxantina sintética (Sigma, 98%). Sendo que, foi
preparada uma solugdo estoque, com os solventes apropriados, e desta

fazia-se diluicBes para as concentragdes desejadas em cada ensaio.

Avaliacao in vitro da atividade antioxidante dos carotenoides totais

- Analise da protecdo contra a peroxidacao lipidica pelo método de
TBARS: Para este ensaio foram utilizados soro e homogenato de figado
obtidos de ratos albinos Wistar, machos, adultos, provenientes do
biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). No
dia das analises, os animais foram previamente anestesiados com
mistura de quetamina (Francotar®) e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-
dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompum®) e, seguidamente realizada a coleta
de sangue através de puncdo cardiaca. Um pool de sangue coletado de
varios animais foi colocado em tubo de ensaio e submetido a
centrifugacdo a 3000 rpm durante 15 min para a obtencdo do soro.
Apos, os animais foram submetidos & eutanasia em camara de CO; e,
posteriormente, coletado o figado. Ap6s a coleta, o 6rgdo foi lavado
com solucdo salina refrigerada, seco e pesado. O homogenato desse
tecido foi preparado conforme descrito por Mosimann et al. (18). O
sobrenadante do homogenato de figado bem como o soro obtido foram
utilizados para as medidas de TBARS. A concentracdo de proteinas do

homogenato foi determinada usando o ensaio de Bradford (19),
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utilizando albumina bovina como padrdo. O presente projeto foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica para 0 Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina e estd cadastrado
sob o nimero 23080.008792/2009-60.

Os tecidos foram submetidos a inducdo da oxidacdo com cloreto
de cobre (CuCl,), concentracéo final 0,1 mM, adaptado de Kamada et al.
(20), e 2,2"-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto  (AAPH),
concentracdo final 5 mM, adaptado de Silva et al. (21). Os sistemas
foram preparados em triplicata, nos quais eram adicionadas solugdes de
carotendides totais nas concentragdes finais de 0,25; 1,25; 2,5 ¢ 5 uM
utilizando metanol como solvente. As misturas foram incubadas a 37 °C,
com agitacdo constante, por um periodo de 4h. Ap6s a incubacgdo, foi
realizada a medida de substincias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) conforme descrito por Ohkawa (22).

- Analise da capacidade de sequiestrar o radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH): Este método baseia-se na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, 0 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). O antioxidante em estudo reage com o
radical DPPH, convertendo-o em sua forma reduzida (2,2-difenil-1-
picrilhidrazina) provocando o descoramento da solucdo. A capacidade
dos carotendides em sequestrar o radical livre DPPH foi medida através
do método proposto por Chen et al. (23). Foram utilizadas solucdes de
astaxantina nas concentragdes finais de 5 e 10 pM, utilizando
hexano:tetrahidrofurano (3:1, v/v) como solvente. Aliquota de 0,75 mL
da solucédo de DPPH 0,3 mM, preparada com hexano:tetrahidrofurano
(3:1, vlv), foi adicionada a 2,25 mL das diferentes solucbes de

carotenoides totais ou astaxantina, cujas concentra¢des finais eram de 5
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ou 10 uM. As misturas foram agitadas em agitador magnético e os tubos
foram deixados em repouso e ao abrigo da luz por 20 min.
Posteriormente, a absorbancia foi medida usando espectrofotdmetro UV
(Shimadzu LC-10) a 540 nm. O resultado final foi expresso em
percentual de inibicao.

- Determinacdo da atividade antioxidante a partir do sistema da co-
oxidacio do B-caroteno/acido linoléico: Este sistema avalia a atividade
de inibicdo, por parte do antioxidante em estudo, de radicais livres
(peroxil) gerados durante a peroxidacdo do &cido linoléico. Os produtos
desta reagdo descoram (oxidam) o [-caroteno. Como resultado da
oxidacdo desta molécula, o sistema perde a sua coloracdo alaranjada
caracteristica que é monitorada espectrofotometricamente e determina a
capacidade de uma substancia de proteger um substrato lipidico da
oxidacdo. A capacidade dos carotendides totais em prevenir a
degradacgdo oxidativa do &cido linoléico foi realizada segundo o método
proposto por Marco (24) e modificado por Miller (25). Uma aliquota de
20 uL da solugdo de B-caroteno (20 mg/mL em cloroférmio) foi
colocada em um frasco erlenmeyer de 250 mL com 40 pL de acido
linoléico, 1 mL de cloroformio e 20 mg de Tween 40. Apds
homogeneizacdo, o cloroférmio foi completamente evaporado em
evaporador rotatério a 50 °C. Foram adicionados 150 mL de agua
destilada sob agitacdo vigorosa. A emulsdo apresentava-se limpida e sua
absorbancia foi ajustada entre 0,6 e 0,7 a 470 nm. Aliquotas (5 mL)
desta emulsdo foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0,2 mL
das solucbes de carotendides extraidas do musculo dos camardes com
concentragdes finais de 10 uM e 20 uM em hexano. As mesmas foram

comparadas ao controle (sem antioxidante) e a uma solug¢do padréo de
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astaxantina sintética, previamente padronizada. Nos tubos controle
foram adicionados 0,2 mL de solvente (hexano). Foi feita uma leitura
inicial imediatamente apos a adi¢do das solugfes de astaxantina ou do
solvente. Posteriormente, a absorbancia foi monitorada a cada 15 min
durante 2 h. Os tubos foram mantidas em banho-maria a 50 °C, durante
as leituras. Os resultados foram expressos de acordo com os valores de

absorbancia das amostras.

Andlise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de 5 experimentos realizados, sendo que cada
experimento foi realizado em triplicata. Todos os dados foram
analisados pela analise de variancia de duas vias (ANOVA) com
medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni, com
excecdo da analise dos dados da Area Sob a Curva (ASC) onde foi
realizada a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste
post-hoc de Bonferroni. O nivel de significancia considerado para todas
as andlises foi de P < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o Software GraphPad 4 (EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a expansdo do cultivo de camarfes Litopenaeus
vannamei, 0 aumento na comercializacdo dos mesmos, sendo este um
dos principais frutos do mar consumidos em todo o mundo e uma das
poucas fontes alimentares de astaxantina, torna-se de extrema relevancia
0 estudo desta xantofila extraida desse crustaceo.

No presente estudo foi avaliada a atividade antioxidante in vitro
dos carotendides totais extraidos do musculo de camardes Litopenaeus
vannamei. Os resultados encontrados sugerem que 0s carotendides
provenientes dessa fonte alimentar, desempenham uma 6tima atividade
antioxidante uma vez que foram capazes de promover o sequestro de
radicais livres e inibir a peroxidacao lipidica.

Para as andlises da atividade antioxidante dos carotendides totais
foram utilizados métodos ja descritos na literatura cientifica. Porém, as
técnicas tiveram que ser previamente padronizadas em volumes e
concentracdes, uma vez que, até 0 momento, nao ha relatos cientificos
gue descrevam a avaliagdo da capacidade antioxidante de carotendides e
astaxantina extraida de camardes e a utilizacdo das técnicas utilizadas
neste trabalho.

Assim, inicialmente foi avaliada a capacidade dos carotendides
totais em prevenir a lipoperoxidagdo em soro e figado. A figura 1 mostra
as medidas de TBARS ap6s a inducéo da peroxidacdo lipidica, no soro e
no figado, utilizando-se CuCl, (concentracéo final 0,1 mM) como agente
oxidante. Analisando-se o soro (Figura 1A), verifica-se que 0s
carotenoides extraidos do grupo CS apresentam um efeito protetor
contra a lipoperoxidacdo estatisticamente semelhante ao da astaxantina

sintética, sendo que quanto maior a concentracdo de
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carotendides/astaxantina, uma maior atividade antioxidante é observada.
Ja a atividade antioxidante dos carotendides extraidos do grupo CC
apresentou-se estatisticamente diferente da astaxantina sintética. Ainda,
guando se analisa a area sob a curva obtida da curva concentracdo-
resposta, observa-se mais nitidamente que os niveis médios da
peroxidacdo lipidica observada no grupo CS é semelhante aos niveis
obtidos para a astaxantina sintética (Figure 1B). Para o homogenato de
figado, observa-se que os carotendides provenientes do grupo CS
somente preveniram a peroxidacao lipidica nas concentragfes mais altas
(2,5 ¢ 5 uM) (Figura 1C). Resultado semelhante foi observado para os
carotenoides provenientes do grupo CC, onde somente a maior
concentracao (5 pM) conseguiu prevenir a lipoperoxidacdo, porém, com
valores estatisticamente diferentes da astaxantina sintética. Entretanto,
guando se analisa o grafico da area sob a curva para este ensaio (Figura
1D), observa-se que o grupo CS apresenta-se estatisticamente diferente
do grupo astaxantina sintética, mascarando o efeito protetor observado
na analise concentracao-resposta (Figura 1C).

A Figura 2 mostra as medidas de TBARS ap6s a inducdo da
peroxidacdo lipidica, no soro e no figado, utilizando-se o AAPH
(concentracdo final 5 mM) como agente oxidante. Pode-se observar que
0 comportamento antioxidante dos carotenoides extraidos dos grupos
CC e CS foi semelhante ao ensaio que utilizou o CuCl, como agente
antioxidante. Para o soro, os carotendides extraidos do grupo CS
apresentaram uma atividade antioxidante estatisticamente semelhante a
astaxantina sintética nas concentragdes de 2,5 ¢ 5 uM (Figura 2A). De
maneira semelhante para o soro, no homogenato de figado os

carotenoides do grupo CS inibiram a lipoperoxidag&o, nas concentracfes
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de 2,5 ¢ 5 uM, estatisticamente semelhante a astaxantina sintética
(Figura 2C). Para o grupo CC, apesar de os carotendides terem
apresentado uma atividade antioxidante na concentracdo de 5 uM, esta
foi estatisticamente inferior da astaxantina sintética. Da mesma maneira,
quando foi utilizado o CuCl, como agente oxidante, a analise da area
sob a curva dos dados obtidos tanto no soro quanto no figado na
presenca de AAPH encobre a atividade protetora que foi observada
guando analisadas as curvas concentracdo resposta de maneira
independente (Figuras 2B e 2D).

Até o presente momento ndo foi encontrado na literatura
cientifica um trabalho que descreva a utilizacdo da técnica da co-
oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico para a quantificacdo da atividade
antioxidante da astaxantina. Porém, a partir do método proposto por
Marco (24) e modificado por Miller (25), foi possivel a padronizagio
desta técnica para os carotenoides extraidos do musculo dos camardes.
Na Figura 3A, observou-se que para a concentragdo de 10 pM 0s
carotendides extraidos do musculo do grupo CC ndo apresentaram
atividade antioxidante, pois a curva se sobrepds a curva do padrdo sem
antioxidante, ndo havendo diferenca estatistica entre as mesmas. Para 0s
carotenoides extraidos do musculo do grupo CS, observou-se que estes
apresentam uma atividade antioxidante estatisticamente semelhante a
astaxantina sintética em praticamente todo o periodo analisado, com
excecdo da andlise feita em 105 min de reacdo, o qual foi o Unico
periodo de tempo que apresentou diferenca estatistica quando
comparado a astaxantina sintética. O potencial antioxidante observado
para os carotendides do grupo CS pode ser evidenciado na analise da

area sob a curva (Figura 3B) onde os dados obtidos para este grupo ndo
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diferem significativamente dos dados obtidos para astaxantina sintética.
Na Figura 3C, observou-se que para a concentragdo de 20 puM, os
carotenoides extraidos do grupo CS foram estatisticamente semelhantes
a astaxantina sintética no que se refere a protecdo do &cido linoléico
contra a oxidagdo em todos os tempos analisados. Analisando 0s
graficos da &rea sob a curva, observou-se novamente o perfil protetor
gue os carotendides do grupo CS apresentam contra a oxidagdo do
extrato lipidico, sendo este estatisticamente semelhante & astaxantina
sintética (Figura 3D).

A capacidade dos carotendides em seqliestrar o radical livre
DPPH, expressa em porcentagem de seqiiestro do radical livre DPPH,
exibida pelas solugdes em estudo, estd representada na Figura 4. Vale
ressaltar que inicialmente foram realizadas as leituras das absorbancias
das solugGes em 517 nm, conforme descrito na literatura, porém com
esse comprimento de onda ndo obtivemos resultados satisfatdrios.
Posteriormente, as leituras foram realizadas em 540 nm devido &
possivel interferéncia da absorbancia dos carotendides, conforme
proposto por Chen et al. (23). Evidencia-se que os carotenoides totais
extraidos do musculo dos camardes exibiram um perfil antioxidante
semelhante a astaxantina sintética, ou seja, quanto maior a concentracao,
maior a capacidade em seqliestrar o radical livre DDPH. Observa-se que
a solucdo com maior concentragao (10 pM) de astaxantina, tanto para o
grupo de camarfes CC quanto para o grupo CS, foi a que provocou
maior inibicdo sugerindo um possivel efeito concentracdo-dependente.
Resultado semelhante foi encontrado por Sachindra e Bhaskar (26)
pesquisando a atividade antioxidante in vitro de produtos extraidos de

residuos de camardo e por Rao et al. (27) estudando a atividade
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antioxidante de um extrato carotenoidico extraido da alga Botryococcus
brauni. Apesar da diferenca estatistica dos grupos CC e CS em relacéo a
astaxantina sintética, observou-se que os carotendides provenientes do
grupo CS apresentaram uma atividade antioxidante semelhante a
astaxantina sintética (aproximadamente 75% de inibicdo). Segundo
Gordon (28), a acdo antioxidante é baseada na quebra da cadeia do
radical livre pela doacdo de um atomo de hidrogénio. Neste caso,
acredita-se que os carotendides, incluindo a astaxantina, presente no
extrato doe, ao radical livre, &tomos de hidrogénio dos grupos hidroxilas
fenolicos. Sendo assim, pode-se estimar que os carotendides presentes
nos camardes sejam capazes de formar um produto final estavel incapaz
de propagar futuras reagdes de oxidag&o.

Em resumo, os resultados encontrados neste trabalho
considerando a atividade antioxidante dos carotendides extraidos do
camarao, corroboram os resultados de outros estudos in vitro, os quais
utilizam a astaxantina sintética ou proveniente de algas (6, 7, 26).

As andlises de CLAE mostraram que o principal carotenoide
presente no musculo dos camardes foi a astaxantina nas suas formas
livre e esterificada, correspondendo a 75% do total de carotendides nos
dois grupos (dados ndo mostrados). No entanto, verificamos que o grupo
CC apresentou 2,82 mg de astaxantina/kg de musculo de camaréo,
enquanto o grupo CS apresentou 4,55 mg de astaxantina/kg de camarao.
Isso demonstra que, mesmo a partir de uma pequena quantidade de
outros carotendides presentes na racdo fornecida aos camardes (grupo
CC), estes sdo capazes de converter os tracos de carotendides em

astaxantina.
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Como o musculo dos camardes apresenta uma grande quantidade
de colesterol e &cidos graxos poliinsaturados, sugere-se que a
astaxantina exerca uma atividade antioxidante protegendo esses
compostos da oxidacdo, conforme proposto por Tejera et al. (29) e
Palozza et al. (13), evitando assim a formacdo de radicais livres, como
hidroxil e peroxil. Esses radicais, por sua vez, sdo responsaveis pela
formagcdo de outros radicais e hidroperdxidos lipidicos (30).
Considerando que os camardes do grupo CS apresentam uma maior
concentracdo de astaxantina no musculo, pode ter ocorrido uma maior
protecdo por parte deste carotendide contra possiveis reagdes de
oxidacdo in vivo, no armazenamento do musculo, no momento da
extracdo e durante o armazenamento dos extratos. Sendo assim, neste
grupo, a astaxantina pode ter evitado a oxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados e colesterol quando ainda presente nos crustaceos. Esta
protecdo pode ser evidenciada quando observada para este grupo uma
maior atividade antioxidante, in vitro, quando comparada ao grupo CC.
Ja no grupo CC, o qual apresenta um menor teor de astaxantina, poderia
ter resultado em uma maior concentracdo de compostos oxidados o que
poderia estar diminuindo o efeito antioxidante dos carotendides e, desta
forma, interferindo nas analises.

Sabe-se que 0 excesso de radicais livies e ERO e ERN
produzidos nos organismos, devido a fatores internos ou externos, estdo
envolvidos na etiologia de diversas doengas cronicas, pois tém a
capacidade de interagir com biomoléculas como DNA, proteinas e
lipidios. O colesterol e acidos graxos poliinsaturados amplamente
distribuidos em alimentos de origem animal sdo muito susceptiveis a

oxidacdo. Os &cidos graxos poliinsaturados dos alimentos podem sofrer
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uma lipoperoxidacdo, formando radicais livres e hidroperéxidos, sendo
os Ultimos capazes de iniciar a reacdo de oxidacdo do colesterol (31). O
pescado estd entre 0s mais propensos a deterioragdo oxidativa do
colesterol devido a alta proporcdo de acidos graxos poliinsaturados em
sua fracdo lipidica e aos niveis relativamente elevados de colesterol,
como é o caso do camardo (32). Os derivados da oxidacdo desses
compostos sdo de grande interesse clinico devido a sua relagdo com
compostos citotdxicos, aterogénicos, mutagénicos e cancerigenos e
outros efeitos deletérios (33).

Por fim, os resultados encontrados neste trabalho sugerem que a
astaxantina, caroten6ide majoritario nos camardfes, pode ter exercido
uma protecdo contra reacdes de oxidacdo nos crustaceos. Este fato
reflete-se em uma maior atividade antioxidante in vitro dos carotendides
presentes nos camarfes que receberam uma suplementacdo de
astaxantina na racéo. Os carotendides do grupo suplementado exerceram
uma maior protecdo contra a lipoperoxidacdo no soro e homogenato de
figado de ratos, protecdo contra a oxidagdo de um &cido graxo
poliinsaturado e maior atividade no seqliestro de radicais livres. Sendo
estes resultados preliminares, estudos devem ser conduzidos com o
intuito de verificar os possiveis efeitos benéficos in vivo do consumo de
alimentos que possuam astaxantina como o carotendide majoritario,

€como o camarao.
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Abreviaturas

AAPH, 2,2"-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto; ASX,
astaxantina; CC, camardo controle; CEUA, Comissdo de Etica para o
Uso de Animais; CS, camardo suplementado; CT, carotendides totais;
CLAE, cromatografia liquida de alta eficiéncia; DPPH, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil; ERO, espécie reativa de oxigénio; ERN, espécie reativa
de nitrogénio; TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
UFSC, Universidade Federal de Santa Catarina.

Fontes de Financiamento
Programa de P6s-Graduagdo em Nutricdo/UFSC e Fundagdo de Amparo
a Pesquisa de Santa Catarina (FAPESC).
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Figura 1. Avaliacdo dos niveis de TBARS ap0s a inducéo de oxidacdo pelo
CuCl, 0,2 mM no soro (A) e no homogenato de figado (C) obtidos de ratos
machos Wistar. (B e D) Representam as Areas Sob as Curvas média dos dados
obtidos das curvas concentragdo- resposta obtidas dos dados da figura A e C,
respectivamente. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de 5 experimentos realizados em triplicata. * P < 0.05
estatisticamente diferente quando comparado ao grupo astaxantina sintética.
ASX = astaxantina sintética; CT CC = carotendides totais extraidos de camardes

controle; CT CS = carotenoides totais extraidos de camardfes suplementados.
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Figura 2. Avaliag&o dos niveis de TBARS apés a indugdo de oxidagéo pelo
AAPH 5 mM no soro (A) e no homogenato de figado (C) obtidos de ratos
machos Wistar. (B e D) Representam as Areas Sob as Curvas média dos dados
obtidos das curvas concentragdo- resposta obtidas dos dados da figura A e C,
respectivamente. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de 5 experimentos realizados em triplicata. * P < 0.05
estatisticamente diferente quando comparado ao grupo astaxantina sintética.
ASX = astaxantina sintética; CT CC = carotendides totais extraidos de camardes

controle; CT CS = carotenéides totais extraidos de camardes suplementados.
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Figura 3. Avaliacdo da atividade antioxidante dos carotendides totais
extraidos do camardo a partir da oxidagéo acoplada do B-caroteno/acido
linoléico. (A e C) Representam as curvas tempo-resposta da oxidagdo do B-
caroteno pelo écido linoléico na presenca de 10 e 20 uM de carotendides,
respectivamente. (B e D) Areas Sob as Curvas média dos dados obtidos da
curvas tempo-resposta obtidas dos dados das figuras A e C, respectivamente. Os
dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.) de 5
experimentos realizados em triplicata. * P < 0.05 estatisticamente diferente
quando comparado ao grupo astaxantina sintética e * P < 0.05 estatisticamente
diferente quando comparado ao grupo sem antioxidante para a ASC. ASX =
astaxantina sintética; CT CC = carotendides totais extraidos de camardes
controle; CT CS = carotendides totais extraidos de camardes suplementados;

s/antioxi = sem antioxidante.
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Figura 4. Porcentagem de sequestro do radical DPPH pelos carotendides
totais extraidos do camardo. Os dados estdo apresentados como média + erro
padrdo da média (E.P.M.) de 5 experimentos realizados em triplicata. * P < 0.05
estatisticamente diferente quando comparado ao grupo astaxantina sintética.
ASX = astaxantina sintética; CT CC = carotendides totais extraidos de camardes

controle; CT CS = carotendides totais extraidos de camar@es suplementados.
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