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O jundia, Rhamdia quelen, é uma das espécies mais cultivadas no sul do Brasil.
Produtos destinados a melhorar o cultivo e producdo do jundid sdo necessarios devido a
importancia desta espécie para a aquicultura. O estresse oxidativo (OS, do inglés oxidative
stress) € um dos principais desafios no dominio da piscicultura, portanto a utilizacdo de
compostos com capacidade antioxidante pode ser util. O flavonoide rutina tem varios efeitos
benéficos e torna-se uma alternativa importante a fim de reduzir as alteracdes fisioldgicas
resultantes do estresse atrelado ao cultivo. Este estudo avaliou a influéncia de trés dietas
contendo a rutina (0, 0,15 e 0,30 % rutina) sobre os parametros sanguineos e resposta
antioxidante em jundias. Apds um periodo de 21 dias de alimentacdo, o sangue foi coletado
para a analise sanguinea. Os peixes foram entdo eutanasiados para amostragem do encéfalo,
branquias, figado, rim e musculo. Uma aliquota de sangue foi amostrada para a analise
bioquimica e do cortisol plasmatico. Os biomarcadores de OS, substancias que reagem ao
acido tiobarbitarico (TBARS), hidroperdxidos lipidicos (LOOH), superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), o
contetdo dos grupos tidis ndo proteicos (NPSH), contelido de &cido ascorbico (AA) e a
capacidade antioxidante total (TRAP) foram determinados. Os peixes que receberam a dieta
contendo 0,15 % rutina apresentaram niveis de cortisol mais baixos do que o controle. No
entanto, a dieta contendo rutina ndo influenciou os parametros hematolégicos. Os niveis de
lipoperoxidagdo medidos por determinacdo de TBARS e LOOH no encéfalo, branquias,
figado e masculo diminuiram nos peixes que receberam a dieta contendo rutina; exceto no rim
onde houve apenas a reducdo dos niveis de LOOH em todas as dietas. Quando comparado ao
controle, a dieta enriquecida com rutina aumentou a atividade da SOD, CAT, o contetdo de
NPSH, AA e TRAP no encéfalo, GST e TRAP nas branquias, SOD, CAT e GST, o conteido
de NPSH, AA e TRAP no figado, CAT, GST e TRAP no rim, GPx, contetdo de NPSH, AA e
TRAP no musculo. Em concluséo, estes resultados sugerem que a suplementacdo contendo
rutina na dieta do jundia é recomendada pois aumenta a resposta antioxidante no tecido,
evitando o dano oxidativo.

Palavras-chave: Peixes. Flavonoide. Defesas antioxidantes. Estresse Oxidativo.
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Silver catfish, Rhamdia quelen, is one of the most cultivated fish species in southern
Brazil. Products destined for improving rearing and production of this species are required
due to its importance for aquaculture. Oxidative stress (OS) is one of the main challenges in
fish culture, so the use of compounds with antioxidant capacity may be valuable. The
flavonoid rutin has several beneficial effects and represents an important alternative to reduce
the physiological changes that arise from rearing-related stress. This study evaluated the
influence of three diets containing rutin (0, 0.15 and 0.30 % rutin) on blood parameters and
the antioxidant response of silver catfish. After a 21-day feeding period, blood was withdrawn
for biochemical analysis and determination of plasma cortisol levels. The fish were then
euthanized for sampling of the brain, gills, liver, kidney and muscle. Biomarkers of OS,
thiobarbituric reactive substances (TBARS), lipid hydroperoxides (LOOH), superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase
(GST), content of non-protein thiol groups (NPSH), content of ascorbic acid (AA) and total
antioxidant capacity (TRAP) were determined. Fish fed the diet having 0.15 % rutin had
lower cortisol levels compared to control. Nonetheless, the diet with rutin did not affect the
hematological parameters. The levels of lipid peroxidation measured by determination of
TBARS and LOOH in the brain, gills, liver and muscle decreased in the fish fed the diet
containing rutin; in the kidney, however, only the levels of LOOH were reduced in these fish.
When compared to control, the rutin-enriched diet increased the activity of SOD, CAT, NPSH
content, AA and TRAP in the brain, GST and TRAP in the gills, SOD, CAT, GST, NPSH
content, AA and TRAP in the liver, CAT, GST and TRAP in the kidney, and GPx, NPSH
content, AA and TRAP in the muscle. In conclusion, these results suggest that rutin
supplementation in silver catfish diet is recommended because it increases the tissue
antioxidant response, thus preventing oxidative damage.

Keywords: Fish; Flavonoid; Antioxidant defenses; Oxidative stress.
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INTRODUCAO

A criacdo de peixes estd comercialmente em crescimento no pais, 0 sucesso e a alta
produtividade dependem de varios fatores que vao desde as condi¢des ambientais, manejo, até
a suscetibilidade a doencas. Para a boa comercializacdo o produtor precisa de informacoes
técnicas sobre a espécie a ser cultivada e treinamento adequado para alcangar a maxima
producdo de peixes, no tamanho necessario, em tempo reduzido e com o menor custo (ROSS;
ROSS, 2008).

Dentre os peixes, o jundia (Rhamdia quelen) apresenta grande potencial para
piscicultura na Regido Sul, por ser uma espécie que apresenta crescimento mesmo nas baixas
temperaturas observadas no inverno no estado do Rio Grande do Sul, se reproduzindo em
quase todos 0s meses do ano, com excecao dos meses mais frios (BARCELLOS et al., 2003).
Assim como outras espécies de peixes, 0 jundid em seu ambiente de cultivo encontra-se
sujeito a constantes fatores inerentes a aquicultura, como manipulagéo, transporte, reproducgéo
induzida, coleta de ovos e de esperma, baixa qualidade da agua e alta densidade de
estocagem, que levam ao estresse e que vao afetar o crescimento e a eficiéncia alimentar
(BALDISEROTTO, 2009). Estes fatores também podem desencadear a situacdo de estresse
oxidativo (OS, do inglés oxidative stress) e a predisposi¢do a doencas, levando a perdas na
produtividade.

A disponibilidade de oxigénio no ambiente aquatico € um dos fatores a serem
considerados, pois é fundamental para todos os organismos aerobios, porém, pode levar a
danos devido a formacdo das espécies ativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species), geradas na reducdo do oxigénio. Este processo ocorre quando hd um desequilibrio
entre a concentracao de ROS e as defesas antioxidantes, acontece o OS podendo causar danos
nos componentes celulares e em tecidos (LUSHCHACK; BAGNYUKOVA, 2006).
Entretanto, existem distintas estratégias celulares de defesa contra os processos mediados
pelas ROS que incluem defesas enzimaticas como a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST)
e as defesas ndo enzimaticas enddgenas como a glutationa e exdgenas tais como 0 acido
ascorbico, a-tocoferol, carotenoides, flavonoides, entre outros (PAVANATO; LLESUY,
2008).

Estudos tém demonstrado que dietas com elevado conteido de vegetais, frutas e grdos

podem diminuir o risco de diversas doengas (RODRIGUES et al., 2003). Segundo Costa e
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colaboradores (2000), a alimentacdo exerce papel fundamental no equilibrio metabolico e na
manutencdo da salde. Com o desenvolvimento da piscicultura e da criacdo intensiva ha um
risco elevado do surgimento de doengas acarretando em perdas na producdo e na qualidade do
pescado. Dietas contendo compostos antioxidantes podem inibir o aparecimento de doencas
causadas por microrganismos aquaticos oportunistas e aumentar a resisténcia nos peixes
(HIRSCH et al., 2006).

Os efeitos benéficos de alguns alimentos estdo associados & presenca de flavonoides
com agdo antioxidante, que atuam como varredores de ROS. Devido a isso, ha importancia do
estudo de agentes antioxidantes, relacionado a frequente associacdo entre danos teciduais e
liberacdo de radicais livres (RL) (COSTA et al., 2000). Estes poderiam ser introduzidos na
dieta do peixe através de materiais vegetais, no ambiente natural ou sob condi¢Bes de
aquicultura.

Na aquicultura, ja foi demonstrado que a rutina aumenta a capacidade imunolédgica em
camardes (Litopenaeus vannamei) infectados com a bactéria Vibrio alginolyticus (HSIEH et
al., 2008). Estudos com ratos, demonstram a eficaz atividade antioxidante (LA CASA et al.,
2000; KHAN et al., 2012; YEH et al., 2014) e que a rutina ndo possui toxicidade quando
adicionada na dieta (HASUMURA et al., 2004). Além da bem descrita atividade antioxidante,
os flavonoides também possuem propriedades anti-inflamatorias, antienvelhecimento,
anticancerigenas e antibacterianas (SOBERON et al., 2007).

Assim, tendo em vista os diversos efeitos ja descritos para a rutina, este trabalho
procurou avaliar a influéncia da adicdo da rutina na dieta sobre a resposta dos parametros
sanguineos e biomarcadores de OS no encéfalo, branquias, figado, rim e muasculo de jundias
alimentados com este flavonoide durante 21 dias. Considerando a inexisténcia de estudos
associando a rutina na dieta de peixes, este trabalho podera contribuir com informacGes
relevantes sobre as vantagens de um produto natural associado a piscicultura com o intuito de

proporcionar beneficios a producdo, meio ambiente e bem-estar dos animais.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Rhamdia quelen

O jundia, Rhamdia quelen (Figura 1), (familia Heptapteridae, ordem Siluriformes), é
uma das espécies nativas mais cultivadas na regido sul (IBAMA, 2007), pois é bem adaptada
a diferentes ambientes e de boa aceitagdo no mercado consumidor. Entretanto, segundo
Baldisserotto (2009), essa espécie nativa que atingiu maior presenca na piscicultura do estado
do Rio Grande do Sul apresentou uma diminuicdo na sua producdo nos ultimos anos de 7,6%

para 1,5% do total.

Figura 1- Exemplar de jundia, Rhamdia quelen.

Fonte: http://www.fishbase.org

A espécie apresenta distribuicdo neotropical e é amplamente distribuida do sudeste do
México, a regido central da Argentina (SILFVERGRIP, 1996). E um peixe de héabito noturno
e se adapta em diferentes ambientes tendo como habitat natural lagos e poc¢os fundos dos rios,
preferindo aguas mais calmas com fundo de areia e lama junto as margens e vegetacdo. Com
corpo coberto de couro e a cor variando de marrom-avermelhado claro a cinza e a parte
ventral mais clara, também pode ser encontrada em outras variagdes como o jundia albino. A
coloragéo do corpo varia de acordo com o ambiente em que se encontra, pois quando
colocados em ambientes claros, o jundia tende a ficar mais claro e o inverso ocorre quando
este peixe encontra-se em ambientes escuros (GOMES et al., 2000).

Possui habito alimentar onivoro, sendo os itens alimentares mais frequentes o0s peixes

como lambaris e guarus, crustaceos, insetos terrestres e aquaticos, detritos organicos e restos
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vegetais, aumentando de intensidade no outono e no inverno (GOMES et al., 2000; SCHULZ;
LEUCHTENBERGER, 2006; GOMIERO et al., 2007).

O crescimento do jundia é mais pronunciado nos primeiros anos de vida, com uma
taxa de crescimento nos machos maior que a das fémeas, porém apds o terceiro/quarto ano de
vida ocorre uma inversao, a fémea passa a crescer mais rapidamente. A maturidade sexual é
atingida apds aproximadamente um ano de vida e seu periodo reprodutivo ocorre de agosto a
margo (GOMES et al., 2000).

Mesmo apresentando boa produtividade (quando criado em cativeiro) e uma boa
aceitacdo no mercado consumidor, devido a sua carne saborosa e auséncia de espinhos
intramusculares (CARNEIRO; MIKOS, 2005), a producédo do jundia, assim como a de outras
espécies, oferece alguns desafios, pois s@o enfrentados alguns problemas durante o cultivo
(BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2005).

O estresse dos peixes e as alteracdes nas condi¢bes ambientais sdo problemas comuns
e dificeis de controlar, podem reduzir o desempenho e aumentar a susceptibilidade a doencas.
O estresse pode ser gerado por vérios fatores como, altas densidades de estocagem e até
mesmo uma variacdo brusca da temperatura da agua (SEGNER, 2012). Além disso, tais
condicdes afetam o balango dos pré-oxidantes/antioxidantes, desencadeando a situacdo de OS
(MONSERRAT et al., 2007). Pelo contato intimo entre 0s peixes e a agua em que vivem, as
condicBes 6timas de cultivo dependem principalmente das caracteristicas quimicas e fisicas da
agua. Sendo assim, € extremamente necessario manter o controle adequado para um bom
rendimento na criagdo (BALDISSEROTTO, 2009).

O desenvolvimento e crescimento dos peixes também sdo afetados por doencas
oportunistas, problemas fisiolégicos e por deficiéncias no sistema imunoldgico
(BALDISSERETTO, 2009; SANTOS et al., 2009). Entretanto, a associacdo de uma boa
qualidade da &gua dos tanques de cultivo, manejo, densidade de estocagem e adequado teor
nutricional da racdo, garantirdo o bem-estar dos peixes. Estratégias profilaticas com uso de
aditivos naturais na dieta estdo sendo testadas para otimizacdo do desempenho das espécies
(SANTOS et al., 2009). Estas estratégias podem beneficiar a piscicultura, principalmente nas
fases iniciais do cultivo, quando os peixes estdo mais susceptiveis a doengas (PORTZ, 2006).

Em um estudo realizado por Ndong e Fall (2007), trés concentragcdes do extrato de
alho (0, 0,5 e 1 %) foram adicionadas na dieta de Oreochromis niloticus e estes foram
alimentados durante 28 dias. Observou-se uma melhora da resposta imune pelo aumento dos

leucdcitos, da atividade fagocitaria e lisossomatica dos peixes alimentados com a dieta



19

contendo 0,5 % do extrato de alho, quando comparados com o controle. Na maior
concentracdo testada, ndo foi observado efeito imunoestimulante.

Do mesmo modo, a adi¢do de isoleucina na dieta de Cyprinus carpio durante 60 dias
melhorou a capacidade antioxidante, a resposta imunolégica e apresentou resisténcia frente a
bactéria Aeromonas hydrophila (ZHAO et al., 2013).

1.2 O balango oxidativo

1.2.1 Espécies reativas de oxigénio

O oxigénio molecular (O.) é relativamente ndo reativo e ndo toxico, devido a estrutura
estavel dos elétrons na sua camada externa. Porém, alteragdes na distribuicdo dos elétrons
podem provocar a sua ativacao e influenciar os sistemas bioldgicos causando toxicidade. Os
intermediarios reativos de oxigénio (Figura 2), conhecidos como Reactive Oxygen
Intermediates (ROI) ou Reactive Oxygen Species (ROS), ou ainda Espécies Ativas de
Oxigénio (EAOs) sdo gerados através de reducbes parciais do oxigénio formando o oxigénio
singlete (*O2) ou de uma sucessiva adi¢do de elétrons ao oxigénio molecular produzindo o
anion superéxido (Oz7), o peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (OH)
(PAVANATO; LLESUY, 2008).

Figura 2- Formacdo das ROS a partir da reducéo parcial do oxigénio.
Fonte: PAVANATO; LLESUY (2008).

O oxigénio singlete (*0.) é a forma excitada de oxigénio molecular e ndo possui

elétrons desemparelhados em sua Gltima camada. Tem importdncia em certos eventos
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bioldgicos, mas poucas doencas foram relacionadas a sua presenca (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997). Seus alvos preferenciais em reacdes quimicas séo as duplas ligacdes
como em &cidos graxos poli-insaturados (PUFA, do inglés polyunsaturated fatty acids) ou
guanina em bases de DNA (DIPLOCK et al., 1998).

O énion superoxido (O2") é formado, continuamente, através de diversos processos
celulares, incluindo os sistemas microssomal e mitocondrial de transporte de elétrons. Outras
fontes dessa molécula sdo a xantina desidrogenase/oxidase e outras oxidases celulares. As
células mieldides contém um complexo de transferéncia de elétrons associado a membrana
plasmatica, a nicotinamida denina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, que reduz o
oxigénio com a NADPH produzindo o anion superoxido. Esse radical é considerado uma
espécie pouco reativa porque nao se difunde por distancias consideraveis a partir do seu sitio
de producéo, porém pode se combinar com outras espécies como o 6xido nitrico, formando
uma espécie mais reativa (FANG et al., 2002; THOMAS, 2003).

O peroxido de hidrogénio (H202) é gerado pelas mesmas fontes que produzem o O2-,
pois tanto a destruicdo enzimatica como a ndo enzimatica deste produzem o H>Oz. As enzimas
peroxissomais associadas com o metabolismo de &cidos graxos e as enzimas citoplasmaticas
responsaveis pela oxidacdo de metabolitos celulares, também séo responsaveis pela sua
formacdo. O H20> é considerado pouco reativo, pois ndo ataca diretamente 0s componentes
celulares, mas pode atravessar facilmente as membranas biologicas e se difundir por
distancias consideraveis (THOMAS, 2003).

O radical hidroxil (OH-) é considerado a espécie mais reativa, pois é capaz de reagir
com todas as biomoléculas produzindo derivados que ndo podem ser regenerados pelo
metabolismo celular. A vida média deste é muito curta, reagindo no seu préprio sitio de
formagéo (DIPLOCK et al., 1998; THOMAS, 2003).

As ROS séo encontradas em todos os sistemas biologicos derivados do metabolismo
normal da célula, sendo as mitocondrias consideradas como a maior fonte in vivo dessas
espécies (CHANCE et al.,, 1979). Essas moléculas sdo consideradas ativas, pois nao
necessitam da entrada de energia para reagir com outras moléculas. Muitas dessas ROS séao
RL definidos por Halliwell e Gutteridge (2007), como qualquer espécie quimica capaz de
existir de forma independente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados no seu
orbital mais externo. Os RL s@o formados pela perda ou ganho de um elétron de um nao

radical, por meio de reagdes “redox” ou de 6xido-reducao.
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1.2.2 Estresse oxidativo

A célula, unidade da vida, é uma verdadeira usina de pro e antioxidantes. Quando
ocorre uma situacdo na qual existe um aumento na concentragdo, em estado estacionario, das
ROS acima de seus niveis fisiologicos, reconhece-se como OS, podendo levar a injdrias e até
mesmo a morte celular (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005; PAVANATO; LLESUY,
2008). O OS é resultado de um dos trés fatores: (1) aumento na geracdo das ROS, através da
acumulacdo de intermediarios reativos; (2) prejuizo do sistema de defesa antioxidante
(inibicdo de enzimas antioxidantes, deplecdo de antioxidantes ndo enzimaticos); (3)
incapacidade para reparar o dano oxidativo (ALY et al., 2010).

A consequéncia do OS mais comumente descrita na literatura cientifica é a
lipoperoxidacdo (LPO). A interacdo entre RL e lipideos envolve reacdes em cadeia em trés
etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Essas etapas podem ser verificadas através da
medida das substancias que reagem ao acido tiobarbitlrico (TBARS) (etapa de terminacdo) e
dos hidroperéxidos lipidicos (LOOH) (etapa de propagacéo).

Além da LPO, podem ocorrer também danos as proteinas que apresentam muitos sitios
reativos que podem ser danificados durante o OS. A formacdo de grupos carbonil, que se
correlacionam diretamente com danos causados as proteinas, também pode ocorrer pelo
aumento de ROS que atuam sobre grupos amino das proteinas, alterando sua estrutura e
funcdo. Este processo é irreversivel e causa alteracdes conformacionais, diminuicdo da
atividade catalitica de enzimas e, finalmente, resulta em degradacdo de proteinas por
proteases, devido a maior suscetibilidade (ALMROTH et al., 2005). As ROS também podem
induzir mitose e ocasionar danos ao DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Segundo Lushchak (2011), tem sido estabelecido que qualquer estresse geralmente é
acompanhado de OS em animais aquaticos. Algumas condi¢bes ambientais como a
temperatura da &gua, nivel de oxigénio, salinidade e presenca de ions de metais de transicdo
sdo formas estressoras, quando em condicBes desfavordveis aos animais aquaticos. Os
resultados podem ser bastante prejudiciais as células podendo variar bastante entre
organismos, tipos celulares e até mesmo entre células de um mesmo tecido, uma vez que a
capacidade antioxidante das celulas pode ser bastante diversificada (BERRA; MENCK,
2006).

Nos peixes existem varias situaces que induzem ao OS (MARTINEZ-ALVAREZ et

al., 2005), podendo afetar a produtividade dos viveiros e a aquicultura. Dentre 0s organismos
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aerobicos, 0s peixes sd0 muito suscetiveis ao ataque das ROS, principalmente porque seus
tecidos sdo caracterizados por uma alta concentracdo de PUFA (LIN; SHIAU, 2007). Os
PUFAS podem ser atacados pelas ROS, levando a perda da funcéo celular, sendo por isso,
muito significativas as medidas de LPO em peixes (STOREY, 1996).

Os peixes, assim como os demais seres aerdbicos, possuem defesa antioxidante para se
protegerem dos danos causados pelas ROS (WILHELM FILHO, 2007). Entretanto, as defesas
antioxidantes nos peixes dependem de varios fatores, como idade, comportamento alimentar,
fatores nutricionais, fatores ambientais, infestagdes por parasitas, entre outros (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2005).

Dentre estes fatores, o controle de uma dieta com as quantidades ideais de nutrientes €
essencial para o crescimento, defesas imunoldgicas e a manutencdo das funcgdes vitais dos
peixes, como respostas a estressores. Diversos estudos tém relacionado os niveis de vitaminas
e aminoacidos na dieta de peixes com o status oxidativo nestes organismos (PUANGKAEW
etal., 2005; VIJAYAVEL et al., 2006; FENG et al., 2012; FENG et al., 2014).

Em Oncorhynchus mykiss a suplementagdo com vitamina E (0, 100 ou 1000 mg de
acetato de a-tocoferol/kg de dieta) protege contra 0 OS causado por altos niveis de acidos
graxos altamente insaturados n-3 (n-3 HUFA, do inglés n-3 highly unsaturated fatty acids)
(20% ou 40% n-3 HUFA) na dieta. Os resultados mostraram um aumento da atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, correspondendo a um mecanismo fisiolégico que
combate a elevacdo dos RL sob situagdes de OS (PUANGKAEW et al., 2005). A dieta
contendo vitaminas C e E (100 mg de acido ascorbico e a-tocoferol) também foi eficiente na
protecdo contra o OS causado por exposi¢cdo ao cobre (4,0, 2,5 e 1 mg/L) em Terapon jarbua,
sendo verificada uma diminui¢do da LPO no encéfalo, branquias, figado, rim, musculo e baco
(VIJAYAVEL et al., 2006).

Em Cyprinus carpio a suplementacdo da dieta com biotina (0,010, 0,028, 0,054, 0,151,
0,330, 1,540 e 2,680 mg de biotina/kg de dieta) por 63 dias, diminuiu os niveis de LPO e
proteina carbonila (PC) (0,151 e 0,330 mg de biotina/kg de dieta), mostrou um aumento na
capacidade anti-radical hidroxil (AHR, do inglés anti-hydroxyl radical) e anti-anion
superdxido (ASA, do inglés antisuperoxide anion) (0,054 e 1,540 mg de biotina/kg de dieta)
no soro, intestino, hepatopancreas e masculo. A atividade das enzimas antioxidantes, CAT,
GPx, GST, GR e o conteudo de GSH estavam aumentados nos tecidos e no soro em todas as
dietas testadas, demonstrando que a biotina aumenta o status antioxidante desses peixes
(FENG et al., 2014). Em outro estudo de Feng e colaboradores (2012), também com C.

carpio, foi verificada a influéncia da dieta contendo altos niveis de histidina (2,3, 4,4, 6,3, 8,6,
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10,8 e 12,7 g de histidina/kg de dieta). Os resultados também mostraram uma redugdo nos
niveis de LPO e um aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, GR,
GST e no contetudo de GSH.

De acordo com estes estudos fica evidente que a adicdo de substancias com
propriedades antioxidantes na dieta de peixes pode aumentar a capacidade de eliminacdo das
ROS, inibindo a oxidacdo de lipidios, e estimular a atividade das enzimas antioxidantes e o
contelldo dos antioxidantes ndo enzimaticos, contribuindo para o aumento da resposta

antioxidante nestes organismos.

1.2.3 Sistema de defesa antioxidante

A fim de atenuar as consequéncias da toxicidade causada pelo Oz, 0s organismos
aerdbicos desenvolveram o sistema de defesa antioxidante. Os antioxidantes sdo a principal
linha de defesa e correspondem a quaisquer substancias que, presentes em baixas
concentracdes comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou mesmo impedem a oxida¢édo do
substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A célula pode se proteger de duas maneiras:
uma delas, atuando como detoxificadora do agente, impedindo a sua formagédo e,
consequentemente, o ataque a lipideos, proteinas e as bases do DNA; a outra, tem a funcdo de
reparar a lesdo ocorrida. Esse processo esta relacionado com a remocdo dos danos da
molécula de DNA e a reconstituicdo de membranas celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
A eliminacdo das ROS ¢é realizada por mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos.

O mecanismo antioxidante enzimatico envolve as enzimas que fazem a protecdo
primaria e intrinseca do organismo (Figura 3). Estdo incluidas as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
glutationa S-transferase (GST). Através da acdo destas enzimas, 0 organismo mantém a

concentracdo das ROS dentro dos limites fisiologicos (RIBEIRO et al., 2005).
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Figura 3- Remogéo das ROS pelas enzimas antioxidantes.

Fonte: Adaptado de AITKEN; ROMAN, 2008.

A SOD, importante defesa antioxidante, esta presente tanto no citosol (CuzZn-SOD)
guanto no interior da mitocéndria (Mn-SOD) e participa da reacdo de dismutacdo do O2* em
02 e H202. A CAT, encontrada principalmente nos peroxissomos, promove a degradacéo do
H202em O2 e agua e, desta forma, diminui o risco da formacdo de OH’, um dos mais potentes
oxidantes em sistemas bioldgicos, uma vez que pode atravessar membranas celulares e reagir
com biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A GPx catalisa a reducdo dos peroxidos inorganicos e organicos, que sdo efetivos
formadores de ROS, com a oxidacdo de um doador de hidrogénio. Utiliza a glutationa
reduzida (GSH) como co-fator, formando a glutationa oxidada (GSSG). A GSSG, por sua
vez, é reduzida pela acdo da enzima GR, utilizando o NADPH como doador de elétron (SIES,
1997). A GST catalisa reacdes de conjugacdo entre GSH e moléculas oxidadas. Atua na
remocgdo dos xenobidticos e produtos de LPO, transformando o composto toxico em uma
forma facilmente excretavel (LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006).

Os antioxidantes enddgenos e exdgenos atuam sinergicamente compondo um sistema
antioxidante que inclui as enzimas citadas anteriormente e também substancias néo
enzimaticas (NIJVELDT et al., 2001).
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O sistema de defesa ndo enzimatico corresponde a moléculas que protegem os alvos
bioldgicos da oxidacdo, sendo moléculas do proprio organismo, exdgenas, sintéticas ou
naturais. Esse sistema vai atuar na supressdo da formacdo de RL, por quelacdo de metais ou
inibicdo de enzimas geradoras destes radicais, e na eliminagéo ou desativagdo dos radicais
(RIBEIRO et al., 2005). O principal antioxidante ndo enzimatico endogeno é a glutationa
(GSH), entre os exdgenos estdo o a-tocoferol, carotenoides, acido ascorbico (AA),
flavonoides, entre outros (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A GSH é considerada o principal antioxidante intracelular, por que esta presente em
todas as formas de vida e € rapidamente oxidado em condi¢des nas quais ocorre um aumento
na producdo celular de ROS. Sua capacidade antioxidante é devida ao grupo sulfidrila do
aminoéacido cisteina, que se oxida facilmente, atuando como um redutor celular (OHARA,
2006).

O a-tocoferol confere protecdo a membrana celular por agir como um quelante dos
oxidantes produzidos durante a LPO. Atua como sequestrador do LOO: protegendo os acidos
graxos insaturados dentro dos fosfolipidios das membranas e nas lipoproteinas plasmaticas.
Entre os carotenoides, destaca-se o B-caroteno que é o mais importante e mais ativo. E
considerado um potente antioxidante originado das plantas, sendo que as ROS mais
eficientemente neutralizadas por ele sdo o !0, e 0 LOO- (FANG et al., 2002; ALMEIDA-
MURADIAN; PENTEADO, 2003). J4 0 AA, por ser hidrofilico, pode neutralizar diretamente
as ROS, devido a sua propriedade de doador de elétron (RIBEIRO et al., 2005).

Os flavonoides contém varios grupos hidroxil ligados a anéis aromaticos. Eles se
caracterizam como sendo potenciais agentes redutores e sua capacidade antioxidante esta
envolvida com o nimero e o padrdo de disposicdo desses grupamentos hidroxil (KRIS-
ETHERTON et al., 2002).

1.3 Flavonoides

As propriedades terapéuticas das plantas tém despertado interesse crescente, e por esta
razdo, varios componentes bioativos dos vegetais tém sido isolados e caracterizados. Dentre
estes componentes naturais, encontram-se os flavonoides (WOOD et al., 1999; VAN DER
WATT et al., 2001). Os flavonoides sdo pigmentos hidrossollveis presentes nos vacuolos das

células vegetais e que representam o maior grupo de compostos fenélicos naturais. Possui 15
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atomos de carbono em seu nucleo fundamental que consistem de um esqueleto de difenil
propano (C6-C3-C6), caracterizados por dois anéis aromaticos (A e B) e um anel
heterociclico oxigenado (C) (Figura 4). A sua capacidade antioxidante é determinada pela

estrutura, em particular por hidroxilas, que podem doar elétrons.

HO 0
(1]
OH

OH O

OH

Figura 4- Estrutura quimica dos flavonoides
Adaptado de: GRANGEIRO et al., 2009.

Essas moléculas tém demonstrado propriedade antioxidante, capazes de proteger
tecidos contra danos oxidativos devido a propriedade de inativar uma grande variedade de
ROS e outras espécies reativas como aquelas derivadas do nitrogénio (ERNs) (RICE-EVANS
etal., 1997; HEIM et al., 2002; WOJDYLO et al., 2007).

Subdividem-se em 13 subclasses, com mais de 7000 compostos descritos
(LILAMAND et al., 2014), de acordo com sua estrutura molecular. As principais subclasses
dos flavonoides sdo: antocianidina (cianidina), flavanol (catequinas, epicatequinas,
procianidina), flavanonas (naringina, hesperidina), flavona (apegenina, luteolina, diosmetina),
flavonol (quercetina, miricetina, rutina) e isoflavona (genisteina, daizeina) (BRAVO, 1998).

Os flavonoides sdo encontrados na maca, feijdo, cebola, couve, vagem, tomate, cereja,
brécolis, batata, laranja, meldo, pera, uva, bem como no chéa preto, vinho tinto, na cerveja e
nos sucos de laranja, macd, limdo e também em grdos, nozes, sementes e especiarias
(GOLDBERG et al., 1995; PLUMB et al., 1999; NIJVELDT et al., 2001).

Apesar da crescente evidéncia do potencial antioxidante in vitro dos flavonoides,
pouco se sabe sobre a sua eficacia in vivo (PIETTA, 2000). Os peixes sdo frequentemente
expostos a fatores estressores no seu cultivo, e a sua sensibilidade pode ser reduzida por meio
de suplementacdo com antioxidantes. Dietas de alta qualidade, com teor nutricional adequado,
diminuem a incidéncia de doencas e garantem o desempenho produtivo dos peixes (SANTOS
et al., 2009).
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Existem estudos onde os flavonoides estdo sendo utilizados em formulacGes de dietas
para peixes para controlar a diferenciacdo sexual (DABROWSKI; LEE, 2001; RODRIGUEZ
et al.,, 2004; TZCHORI et al.,, 2004), a fim de obter uma populacdo de maior valor no
mercado. O estudo realizado por Awad et al. (2013), demostrou um aumento na atividade de
lisozima, proteina total, atividade antiprotease e atividade bactericida frente a bactéria
Aeromonas hydrophila no plasma de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) apés
suplementacdo da dieta com diferentes concentragbes do flavonoide quercetina, sugerindo

assim, ser um eficaz imunoestimulante.
1.4 Flavonoide Rutina

Entre os flavonoides, a rutina que € um bioflavonoide pertencente a subclasse dos
flavondis tem sido amplamente estudada. A rutina (3-ramnoglicosideo da 3,5,7,3’.4°
pentahidroxiflavona) (Figura 5), é uma substancia de cor amarelada, encontrada em frutas
especialmente as citricas como laranja, limdo, toranja e lima (JANBAZ et al., 2002). Outras
fontes alimentares incluem a cebola, trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench, F.
tataricum (L.) Gaertn., Polygonaceae), uva, e também bebidas como o vinho tinto
(HOLLMAN et al., 1996; THOMSON et al., 1999). No Brasil, uma fonte importante do
flavonoide rutina sdo os frutos da planta Dimorphandra mollis Benth também conhecida
como Fava-d'anta, uma espécie arbdrea, com 8-14 metros de altura, encontrada em varias
regides do Brasil (ALMEIDA, 1998; LORENZI, 2002).

OQDH

Figura 5- Estrutura quimica do flavonoide rutina
Adaptado de: MEYERS et al., 2008.
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E o glicosideo mais comum derivado da quercetina, da qual se diferencia por possuir
uma molécula de acucar (rutinose) na posicdo 3 do anel C, é bem conhecida e amplamente
estudada por apresentar multiplas atividades farmacoldgicas, dentre elas a atividade
antioxidante (CHUA, 2013).

A atividade antioxidante da rutina tem uma acdo terapéutica em patologias que
envolvem RL, podendo inibir o processo de formacdo do mesmo em Varios estagios, por
reagirem com o O2~ e LOO, e por formarem um complexo com o ferro, que é um catalisador
da formacdo de ROS (PATHAK, 1991; YOKOZAWA et al., 1997).

Diversos estudos tém demonstrado que a rutina € um eficaz agente antioxidante
(RUSSO et al., 2000; SHENBAGAM; NALINI, 2010; KERDUDO et al., 2014). Funabiki e
colaboradores (1999), verificaram uma diminuicdo de PC no plasma de ratos alimentados com
a dieta contendo 2,5 % de rutina por 18 dias. Gao e colaboradores (2002), também
suplementaram a dieta de ratos com rutina 0,75 g/kg ou 2,25 g/kg e alimentaram durante 30
dias, onde evidenciaram um aumento da SOD no figado.

Outras atividades bioldgicas atribuidas a rutina s@o a normalizacdo da resisténcia e da
permeabilidade das paredes dos vasos capilares, principalmente quando associada a vitamina
C (PATHAK et al, 1991), atividades anticarcinogénica (WEBSTER et al., 1996),
citoprotetora (JANBAZ et al., 2002), antiplaquetaria (SHEU et al., 2004), anti-diabetes (HAO
et al., 2012), cardioprotetora (ANNAPURNA et al., 2009), neuroprotetora (GULPINAR et al.,
2009), bem como a atividade anti-inflamatdria (PAN et al., 2014). Estudos demonstram que
0os RL ativam o fator nuclear-kp (NF-kf) e a expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo a interleucina-1p (IL-1B) e o fator de transformacdo do crescimento f1 (TGF-B1)
(LIU et al., 2001). Assim, a atividade anti-inflamatéria da rutina pode ser atribuida ao seu
efeito antioxidante, neutralizando os RL e, desta forma, inibindo o NF-«kf e a expressao de IL-
1B e TGF-B1 (GAO et al., 2013; LEE et al., 2013; PAN et al., 2014).

Um estudo avaliou o efeito hepatoprotetor da dieta liquida com o extrato etanolico de
Fagopyrum tataricum, e de seus principais constituintes ativos (rutina e quercetina) frente ao
dano induzido por tetracloreto de carbono (CCls) em ratos. Os resultados demonstram que o
extrato e os flavonoides inibiram o aumento das enzimas aspartato transaminase (AST),
alanina transaminase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) no soro. Também mostrou um
aumento da atividade das enzimas CAT, SOD, GPx, GR e diminui¢éo dos niveis do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1p e interleucina-6 (IL-6) nos animais tratados. Portanto,

tanto o extrato da planta, quanto a rutina e a quercetina possuem efeito hepatoprotetor frente a
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esse dano, relacionado com o seu efeito “scavenger” de RL, porém, nesta pesquisa a rutina
atuou de maneira mais satisfatoria (LEE et al., 2013).

Assim, o presente estudo, utilizando a suplementagdo com rutina na ragdo de jundiés,
se baseia nas vantagens que ela proporciona em outras espécies animais (FUNABIKI et al.,
1999; GAO et al., 2002) quanto a reducdo do estresse, combate aos RL e aumento da resposta
fisioldgica. Considerando a busca pelo estabelecimento do bem-estar animal, a importancia da
substituicdo de produtos sintéticos por produtos naturais no cultivo de animais e aos Varios
efeitos ja descritos para a rutina, este estudo mostra-se de ampla relevancia. Além disso,
estudos relativos a rutina na dieta de peixes e 0s biomarcadores de OS ainda ndo estdo

descritos na literatura cientifica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da dieta contendo diferentes concentragdes de rutina sobre os

parametros sanguineos e biomarcadores de OS em jundias (R. quelen).

2.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracdo dos compostos fendlicos na dieta;

Avaliar a hemoglobina e hematdcrito no sangue total;

Avaliar a glicose, lactato desidrogenase, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL,

ureia e cortisol no plasma;

« Determinar os niveis de LPO através da medida das substancias que reagem ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) e dos hidroperédxidos lipidicos (LOOH) no encéfalo, branquias,
figado, rim e musculo de jundias alimentados com dietas contendo diferentes

concentracdes de rutina;

» Analisar as atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST no encéfalo,
branquias, figado, rim e masculo de jundids alimentados com dietas contendo diferentes

concentracdes de rutina;

« Auvaliar o conteudo dos grupos tidis ndo proteicos (medida indireta de GSH) e conteudo de
acido ascorbico (AA) no encefalo, branquias, figado, rim e musculo de jundias alimentados

com dietas contendo diferentes concentracdes de rutina;
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« Auvaliar a capacidade antioxidante total (TRAP) no encéfalo, branquias, figado, rim e

musculo de jundias alimentados com dietas contendo diferentes concentracfes de rutina.
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3 MANUSCRITO

O manuscrito esta disposto conforme as especifica¢des requisitadas pela revista FOOD

CHEMISTRY, ao qual foi submetido para publicagéo.
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ABSTRACT
The effects of adding rutin to the diet (0, 0.15 or 0.30%) of silver catfish for 21 days

on blood parameters and oxidative stress biomarkers were investigated. Fish that received the
diet containing 0.15% rutin exhibited reduced plasma cortisol levels. The levels of lipid
peroxidation (LPO) were lowered in the all tissues of animals receiving the diet containing
rutin. Rutin increased the activity of the superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), non-
protein thiols (NPSH), ascorbic acid content (AA) and total reactive antioxidant potential
(TRAP) in the brain; glutathione S-transferase (GST) activity and TRAP in the gills; SOD,

CAT and GST activity, NPSH, AA levels and TRAP in the liver; CAT and GST activity and



34

TRAP levels in the kidneys; and glutathione peroxidase (GPx) activity, NPSH, AA levels and
TRAP in the muscle. The supplementation of rutin to the diet of fish is beneficial because it

increases the antioxidant responses of tissues.
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1. Introduction

The success and high productivity of fish farming depend on several factors, including
environmental conditions, handling and disease susceptibility. The major targets in the
aquaculture industry are to maintain fish health as well as to improve fish performance.
Studies show that substances derived from plants may serve as functional dietary supplements
in commercial fish (Zheng, Tan, Liu, Zhou, Xiang & Wang, 2009).

The silver catfish (Rhamdia quelen) has great potential for fish farming in the South of
Brazil; it is a species with rapid growth rates in low temperatures and reproduces almost every
month of the year. Like other species in aquaculture environments, the silver catfish is subject
to constant factors inherent to aquaculture such as handling, transport, induced spawning, egg
and sperm collection, poor water quality and high stocking density, which lead to stress and
could affect the growth and feed efficiency (Barcellos, Kreutz, Rodrigues, Fioreze, Quevedo
& Cericato, 2003). These factors can also trigger oxidative stress (OS) and a predisposition to
diseases, thus leading to yield losses. When an imbalance between the concentration of

reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defenses occurs, OS may cause damage to the


mailto:amaliapavanato@yahoo.com.br

35

cellular components and tissues. However, there are distinct cellular defense strategies against
ROS-mediated processes that include enzymatic defenses such as superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), and
glutathione S-transferase (GST), among other non-enzymatic defenses such as glutathione,
ascorbic acid (vitamin C), a-tocopherol (vitamin E), carotenoids and flavonoids (Lushchack
& Bagnyukova, 2006).

Diets containing antioxidant compounds may inhibit the onset of various diseases and
enhance the resistance of fish. This is important because the development of intensive
livestock farming elevates the risk of disease caused by opportunistic microorganisms in the
water, thus, resulting in losses in production and the quality of the fish (Hirsch, Pereira-
Junior, Logato, Piccoli, & Figueiredo, 2006). Studies with the addition of natural antioxidants
of vegetable origin in the diet of fish have been conducted to improve the growth
performance, antioxidant activity (Zheng et al., 2009), storage and delay deterioration of meat
(Alvarez, Garcia, Jordan, Conesa & Hernandez, 2012).

Rutin (quercetin—3—rutinoside) belongs to a group of natural substances with variable
phenolic structures and is found in many plants, particularly Fagopyrum esculentum Moench
and F. tataricum (L.) Gaertn., which are species of the Polygonaceae (buckwheat) family
(Kim, Lee, Kim, Park, Kwon & Lee, 2005). It has been demonstrated in various animal
models that rutin has antioxidant, anti- inflammatory, neuroprotective, antiviral, and
anticancer properties (Aron & Kennedy, 2008). Rutin acts as a scavenger of ROS by donating
hydrogen atoms to peroxyl radicals, superoxide (O2 ), singlet oxygen and hydroxyl radicals
(OH); it also acts as a terminator and chelating agent of metal ions that are able to oxidize
lipid peroxidation (LPO) (Afanas'ev, Dorozhko, Brodski, Kostyuk & Potapovitch, 1989).

According to the study of Afanas'ev et al. (1989) who investigated the antioxidant activity of



36

rutin, this flavonoid has a therapeutic effect in diseases involving free radicals and is not
toxic.

Thus, considering that the use of natural antioxidants such as rutin can be an
alternative to improve animal welfare, this study aimed to investigate the effects of adding
this flavonoid to the diet of silver catfish on the blood parameters and oxidative stress

biomarkers in different tissues.

2. Materials and methods
2.1. Fish and culture conditions

The experiments were conducted in a recirculating aquaculture system in the Fish
Physiology Laboratory at the Federal University of Santa Maria (UFSM), Rio Grande do Sul
(RS), Brazil. Silver catfish (244.05 + 1.62 g, 27.36 + 0.37 cm) were obtained from a fish
culture sector of UFSM. The animals were randomly distributed in nine plastic boxes (40 L),
four fish per box, and acclimated to the laboratory conditions for two weeks. Water
parameters were checked daily (temperature, total ammonia, nitrite and dissolved oxygen) or
weekly (alkalinity, total hardness and pH). The experimental protocol was approved by the
Committee on Animal Experimentation of UFSM under registration n° (077/2013).
2.2. Chemicals

Rutin (C27H30016) was obtained from the Sichuan Yabao Guangtai Pharmaceutical
Co., Ltd. (Chengdu, Sichuan Province, China). All of the other reagent-grade chemicals were
obtained from Sigma (St. Louis, Missouri, USA).
2.3. Diets and experimental design

Three diets were formulated based on the study of Lazzari et al. (2008). All
ingredients were finely ground, weighed and mixed by kneading until obtaining a

homogeneous mixture. The different concentrations of rutin (0, 0.15 and 0.30 % rutin) were
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added to the mixture together with rice bran (Table 1). Water was then added to the diets, and
a drying process was performed in a forced air circulation oven for 24 h (55 °C). Lastly, the
pellets were broken, sieved and stored in a freezer until use. The fish received the
experimental diets until apparent satiation once a day (9 h) for 21 days. The experimental
design resulted in three groups (performed in triplicate).
2.4. Determination of total phenolic compounds in the diets

The total phenolic compounds were determined in the diets according to the Folin-
Ciocalteau procedure (Singleton, Orthofer & Lamuela-Ravento’s, 1999). The absorbance of
the resulting blue color was measured at 765 nm. Gallic acid was used as a standard, and the
results were expressed as gallic acid equivalents (mg GAE) per 100 g of diet. The reaction
was conducted in triplicate.
2.5. Sample collection and chemical analysis

After 21 days, blood samples were collected from the fish and biochemical analyses
were performed. The blood sampling was performed from the caudal vein with heparinized
sterile syringes. The fish were then euthanized by sectioning the spinal cord and brain, and the
gills, liver, kidneys and muscle were removed and immediately frozen in liquid nitrogen. The
tissues were stored at —80 °C for further analysis.
2.6. Blood analysis

The blood was utilized for different analyses. The plasma cortisol levels were
quantified using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Diagnostics Biochem
Canada Inc., Canada). The samples were measured in duplicate, and the absorbance was
determined in a spectrophotometer at 450 nm. The inter- and intra-assay variation coefficients
were 5.15 + 0.53 % and 4.13 = 0.67 %, respectively. The results are presented as ng/mL. One
aliquot of whole blood was subsequently transferred to microcentrifuge tubes and centrifuged

at 3000 xg for 10 min (Centrifuge 5804 R) for the determination of hematocrit using
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microhematocrit methods. The hemoglobin concentration was obtained using the Drabkin
reagent (Kamper & Zijlstra, 1964), read spectrophotometrically at 540 nm and expressed as
g/dL blood. The mean cell hemoglobin concentration (MCHC) was calculated using the
equation [Hb]*100/Hct and expressed as g/dL. The levels of glucose (GLU), lactate
dehydrogenase (LDH), triglycerides (TRI), cholesterol (CHO), low-density lipoprotein
cholesterol (LDL), high-density lipoprotein cholesterol (HDL) and urea (URE) in the plasma
were determined using commercial Kits (Labtest, Minas Gerais, Brazil) and expressed as
mg/dL.
2.7. Protein measurement

The protein content was measured using the method of Lowry, Rosebrough, Farra and
Randall (1951) at 625 nm. Bovine serum albumin was used as a standard. The results are
reported as mg/mL.
2.8. Oxidative damage measurements

For the measurement of the OS biomarkers, each tissue was homogenized as described
by Azambuja et al. (2011). The LPO levels were estimated using the thiobarbituric acid
reactive substance (TBARS) assay (Buege & Aust, 1978) at 535 nm. The results are reported
as nmol/mg protein. The LPO levels were also measured by determining the lipid
hydroperoxides (LOOH) using the method of Sddergren, Nourooz-Zadeh, Berglund and
Vessby (1998). The readings were performed using a spectrophotometer at 560 nm; the
results are reported as nmol/mg protein.
2.9. Antioxidant enzyme activities

The total SOD activity, expressed as SOD units/mg protein, was based on the
inhibition rate of autocatalytic adenochrome generation at 480 nm (Misra & Fridovich, 1972).
The CAT activity was evaluated by following the decrease in the 240 nm absorption of

hydrogen peroxide (H2O2) and was reported as pmol/mg protein (Boveris & Chance, 1973).
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The GPx activity was measured by following the NADPH oxidation at 340 nm, as described
by Flohé and Gunzler (1984), and the results are expressed as nmol/min/mg protein. The GST
activity, expressed as pumol/min/mg protein, was measured by the rate of dinitrophenyl-S-
glutathione formation at 340 nm (Habig, Pabst & Jakoby, 1974).
2.10. Non-enzymatic antioxidant measurements

The non-protein thiols (NPSH) content, an indirect measure of GSH, was evaluated at
412 nm after reacting with 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid). Proteins were eliminated
through the addition of 0.5 M perchloric acid (Ellman, 1959). The NPSH content is reported
in umol/mg protein. The ascorbic acid (AA) was measured according to the method of Roe
and Kuether (1942). The assay mixture containing the homogenate was treated with charcoal,
filtered using 10 % thiourea and 2 % DNPH and incubated at 37 °C for 3 h. Following this,
color was produced by adding 85 % sulfuric acid, and the absorbance was read at 540 nm.
The standard curve was prepared by using different concentrations of ascorbic acid, and the
slope was used to express the amount of ascorbic acid as nmol/mg protein.
2.11. Total reactive antioxidant potential

The total reactive antioxidant potential (TRAP) was determined by a
chemiluminescence assay with 2,2"-azobis (2-aminodipropane) dihydrochloride and luminol,
with the results expressed as pmol trolox/mg protein (Evelson, Travacio, Repetto, Escobar,
Llesuy & Lissi, 2001).
2.12. Statistical analysis

The results were analyzed using a one-way analysis of variance (ANOVA) test
followed by a Tukey test. The level of statistical significance was set at P < 0.05. All analyses
were performed using Statistica Software (StatSoft, Inc.), version 7.0. The results are

presented as the mean + standard error (SEM).
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3. Results
3.1 Water quality parameters

The water quality parameters remained stable throughout the experimental period. The
temperature was maintained at 22.05 + 0.06 °C, the pH at 7.41 + 0.03 and the dissolved
oxygen at 6.84 £ 0.14 mg/L. The mean of the other parameters were as follows: hardness
(21.6 = 1.2 mg/L CaCO0s3), alkalinity (23.4 £ 1.2 mg/L CaCO:s), nitrite (0.91 + 0.09 mg/L),
total ammonia (2.61 £ 0.3 mg/L) and non-ionized ammonia (0.06 = 0.006 mg/L).
3.2. Determination of total phenolic compounds

The samples displayed different concentrations of phenolic compounds (Fig. 2), which
were 40 % and 21 % higher on 0.15 % and 0.30 % dietary rutin, respectively, when compared
to the control (P < 0.05).
3.3. Blood analysis

The plasma cortisol levels were 34 % lower in the fish fed diets containing 0.15 %
rutin when compared to the control animals (Fig. 1). The diets containing the rutin
concentrations did not exert any significant effect on the HCT, HGB and MCHC in whole
blood. Compared with the control, the plasma levels of GLU, LDH, TRI, CHO, LDL, HDL
and URE did not differ among the experimental groups (Table 2).
3.4. Biomarkers of oxidative stress in the brain

The protein contents did not differ among the experimental groups. The LPO levels,
determined from the TBARS in the brain, were 40 % and 43 % lower in the fish receiving
0.15 and 0.30 % rutin, respectively, than in the control; this was also true for the LOOH
measurements, which were 54 % and 62 % lower in the silver catfish fed with 0.15 and 0.30
% rutin, respectively. The SOD activity was 145 and 103 % higher in the fish receiving 0.15
and 0.30 % rutin than in the control, respectively. The CAT activity was 38 % higher in the

fish receiving 0.15 % rutin than in the control. The non-enzymatic antioxidant measurements
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determined from the NPSH content was 15 and 13 % higher in the fish receiving 0.15 and
0.30 % rutin than in the control, respectively. The content of AA was 101 % higher in the fish
receiving 0.15 % rutin than in the control. The TRAP was 97 % higher in the fish receiving
0.15 and 0.30 % rutin than in the control. By contrast, the GPx and GST activity did not differ
among the various experimental groups (Table 3).
3.5. Biomarkers of oxidative stress in the gills

The protein contents did not differ among the experimental groups. The LPO levels,
determined from the TBARS in the gills, were 19 and 25 % lower in the fish receiving 0.15
and 0.30 % rutin, respectively, than in the control; this was also true for the LOOH
measurements, which were 57 % and 32 % lower in the silver catfish fed with 0.15 and 0.30
% rutin, respectively. The GST activity was 175 and 58 % higher in the silver catfish
receiving 0.15 and 0.30 % rutin than in the control, respectively. The TRAP was 138 % higher
in the fish receiving 0.30 % rutin than in the control. By contrast, the SOD, CAT, and GPx
activity and the NPSH and AA content did not differ among the experimental groups (Table
3).
3.6. Biomarkers of oxidative stress in the liver

The protein contents did not differ among the experimental groups. The LPO levels,
determined from the TBARS in the liver, were 36 and 32 % lower in the fish receiving 0.15
and 0.30 % rutin, respectively, than in the control; this was also true for the LOOH
measurements, which were 42 % and 26 % lower in the silver catfish fed with 0.15 and 0.30
% rutin, respectively. The SOD activity was 139 and 172 % higher in the fish receiving 0.15
and 0.30 % rutin than in the control, respectively. The CAT activity was 99 % higher in the
fish receiving 0.15 % rutin than in the control. The GST activity was 100 % higher in the
silver catfish receiving 0.15 % rutin than in the control. The non-enzymatic antioxidant

measurements determined from the NPSH content was 14 % higher in the fish receiving 0.15
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and 0.30 % rutin than in the control, respectively. The AA content was 100 % and 88 %
higher in the fish receiving 0.15 and 0.30 % rutin than in the control, respectively. The TRAP
was 65 and 59 % higher in the fish receiving 0.15 and 0.30 % rutin than in the control,
respectively. By contrast, the GPx activity did not differ among the various experimental
groups (Table 3).
3.7. Biomarkers of oxidative stress in the kidneys

The LPO levels, determined from the LOOH in the kidneys, were 42 % and 52 %
lower in fish fed diets containing 0.15 and 0.30 % rutin than in the control, respectively. The
CAT activity was 42 % higher in the fish receiving 0.15 % rutin than in the control. The GST
activity was 100 % higher in the fish receiving 0.15 % rutin than in the control. There was
also a significant increase (86 %) in comparison with the diet of 0.30 % rutin. The TRAP was
75 and 65 % higher in the fish receiving 0.15 and 0.30 % rutin than in the control,
respectively. By contrast, the TBARS levels, the GPx activity, and the NPSH and AA content
did not differ among the various experimental groups (Table 4).
3.8. Biomarkers of oxidative stress in the muscle

The protein contents did not differ among the experimental groups. The LPO levels,
determined from the TBARS in the muscle, were 30 and 22 % lower in the fish receiving 0.15
and 0.30 % rutin, respectively, than in the control; this was also true for the LOOH
measurements, which were 35 % and 54 % lower in the silver catfish fed with 0.15 and 0.30
% rutin, respectively. The GPx activity was 113 and 81 % higher in the fish receiving 0.15
and 0.30 % rutin, respectively, than in the control. The non-enzymatic antioxidant level
determined from the NPSH content was 38 % higher in the fish receiving 0.30 % rutin than in
the control. The AA content was 179 % higher in the fish receiving 0.30 % rutin than in the

control. The TRAP was 87 and 90 % higher in the fish receiving 0.15 and 0.30 % rutin than in
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the control, respectively. By contrast, the SOD and GST activity did not differ among the

various experimental groups (Table 4).

4. Discussion

Recent studies have demonstrated that the addition of antioxidants to the diets of fish
of commercial interest can significantly increase productivity and improve fish health (Kutter,
Romano, Ventura-Lima, Tesser & Monserrat, 2014; Li et al., 2014). Rutin is a flavonol
glycoside composed of flavonol quercetin and disaccharide rutinose. It has been demonstrated
to limit LPO as well as to scavenge superoxide radicals. In addition, it can also chelate metal
ions such as ferrous cations that generate ROS (Cos, Ying & Calomme, 1998). The
antioxidant properties of flavonoids have been attributed to the presence of phenolic
compounds, which act as radical scavengers and occasionally as metal chelators (Hotta,
Nagano, Ueda, Tsujino, Koyama & Osakai, 2002). However, little is known about the
antioxidant effects of natural phenolic compounds in fish, and no studies have yet established
the relationship of dietary fish rutin as an antioxidant. Our results showed that diets
containing rutin presented high levels of phenolic compounds. In this study, we demonstrated
that rutin showed positive effects by an improved response to antioxidants in the tissues of
silver catfish, which may be attributed to the high content of phenolic compounds observed in
the diets containing rutin.

In the plasma cortisol levels, there was a decrease in fish fed diets containing 0.15%
rutin compared with the control. Several reports in the scientific literature have described
observations of differing cortisol responses among fish of different species (Adamante,
Nufier, Barcellos, Soso & Finco, 2008; Fagundes & Urbinati, 2008). The blood parameters

(HCT, HGB and MCHC in whole blood and plasma levels of GLU, LDH, TRI, CHO, LDL,
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HDL and URE) were not influenced by diets containing rutin compared with the control,
which demonstrates that the use of diets containing rutin for 21 days is not harmful to the fish.
The brain is particularly vulnerable to oxidative damage due to its high oxygen
consumption, high content of polyunsaturated fatty acids, and the presence of transition
metals as Fe and Cu, which can lead to ROS formation via the Fenton reaction (Mieiro,
Pereira, Duarte & Pacheco, 2011). The addition of rutin to the silver catfish’s diet caused a
reduction in the LPO levels in the brain, as measured by the TBARS and LOOH levels.
Menezes et al. (2014) demonstrated that the addition of 3.0 mg/kg of diphenyl diselenide in
the diet of Cyprinus carpio during 60 days also reduced the TBARS in the brain. Similar to
other animals, fish have antioxidant defense mechanisms that help to maintain their health and
prevent oxidation lesions. The CAT and SOD are important antioxidant enzymes (Halliwell &
Guterridge, 1999; Tocher et al., 2002). The SOD exhibited higher activity in the brain of
silver catfish fed with 0.15 and 0.30 % rutin compared with the control. The CAT activity was
higher in the brain of silver catfish fed with 0.15 % rutin compared with the control. The CAT
and SOD are scavengers of ROS and act on H202 and O, respectively (Tocher et al., 2002).
Moreover, the NPSH content, as an indirect measure of GSH, was also higher in the
brain of silver catfish fed with any of the diets supplemented with rutin than those fed with
the control diet. GSH, an important non-enzymatic antioxidant that plays a central role in
second line antioxidant defenses, can reduce ROS and is a substrate for GPx and GST
activities (Elia et al., 2011). AA has several functions in the central nervous system, including
its action as an important antioxidant that is able to scavenge oxygen and nitrogen radical
species (Harrisson & May, 2009). The AA content was higher in the brain of silver catfish fed
with 0.15 % rutin compared with the control. Furthermore, the TRAP was higher in the brain
of fish fed with any of the diets supplemented with rutin than those fed with the control diet.

This type of defense includes a variety of compounds bearing different reactive centers
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(phenols, thiols) with widely different hydrophobicities that allow the trapping of both
hydrophobic and hydrophilic radicals. In this regard, there is great interest in the evaluation of
the TRAP (Evelson et al., 2001).

The gills of fish are a multifunctional organ and perform vital functions such as
respiration, osmoregulation, acid-base balance, and nitrogenous waste excretion (Evans,
Piermarini & Choe, 2005). The addition of rutin to the silver catfish’s diet caused a reduction
in the LPO levels and increased the GST activity and TRAP (only diet 0.30 %). The LPO
levels may be decreased because of the ability of rutin to scavenge free radicals, regulate
endogenous antioxidants status, chelate metal catalysts and maintain a pro-oxidant/antioxidant
balance, which subsequently decreases the attack of free radicals on the membrane lipids and
attenuates tissue damage by preventing the propagation of LPO. Monserrat et al. (2014)
demonstrated that the addition of 6000 mg/kg of lipoic acid in the diet (fed over 8 days) also
resulted in decreased LPO levels and GST activity in the gills of Jenynsia multidentata.

The liver is the main organ of various key metabolic pathways and the most frequently
studied tissue regarding OS. The addition of rutin to the silver catfish’s diet caused a
reduction in LPO levels and an increase in the SOD activity in the liver. The CAT activity
was higher in the liver of silver catfish fed with 0.15 % rutin. The enhanced activity of SOD
and CAT in the liver in response to rutin supplementation may be responsible for the decrease
in hepatic LPO levels. SOD is considered as the first line of defense against the deleterious
effects of oxygen radicals in the cells and it scavenges ROS by catalyzing the dismutation of
superoxide to H20.. CAT acts as a preventive antioxidant and plays an important role against
the harmful effects of LPO. Thus, an increase in these enzymes can prevent the damage
caused by ROS. These data are in agreement with those reported by Elia, Prearo, Pacini, Dorr,
and Abete (2011) that supplemented the diet of Cyprinus carpio with 1.0 mg/kg selenium

during 8 weeks and with Li et al. (2014), who also reported that LPO levels were reduced
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with the addition of 25, 50, 100, 200 and 400 mg/kg of vitamin E in the diet of
Ctenopharyngodon idellus during 8 weeks. The GST activity was higher in the silver catfish
receiving diets containing 0.15 % rutin than in the control. These findings are in agreement
with those of Monserrat et al. (2014).

The levels of the non-enzymatic antioxidants (NPSH and AA) were higher in the liver
of silver catfish receiving diets containing rutin than those fed with the control diet. Elia et al.
(2011) also reported increases in NPSH content. Moreover, Menezes et al. (2013) reported
that the addition of 3.0 mg/kg diphenyl diselenide in the diet of Cyprinus carpio during 60
days also increased the levels of NPSH and AA in the liver. The TRAP was higher in the fish
receiving the two concentrations of rutin compared with the control.

The kidneys play a vital role in the maintenance of an organism’s internal environment
and are key to the extracellular fluid volume, composition and acid-base balance regulation,
presenting an additional function related to hematopoiesis (Oliveira Pacheco & Santos, 2008).
In the kidneys, the LPO levels, determined from the LOOH, were reduced by rutin
supplementation. The CAT and GST activity was higher in the fish receiving 0.15 % rutin;
the GST activity was also higher in the fish fed with the diet of 0.30 % rutin. Zhao et al.
(2013) also demonstrated decreased in LPO measured of TBARS in the kidneys of Cyprinus
carpio fed diet containing 7.0, 9.5, 11.9, 13.9 and 16.9 g/kg isoleucine for 60 days; and
increased activities of CAT and GST (13.9 g/kg isoleucine). The TRAP was higher in the fish
receiving 0.15 and 0.30 % rutin. The interest in this type of determination is because they can
provide information regarding the system's capacity to withstand OS unbalances (Evelson et
al., 2001).

LPO is an important cause of the deterioration of muscle. The fish muscle is
particularly susceptible to lipid oxidation because of the coexistence of highly oxidisable long

chain polyunsaturated fatty acids (PUFAS) and pro-oxidant substances with the ability to
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catalyze lipid oxidation, such as redox-active metals and hemeproteins (Erickson, 2002). The
LPO levels were lower in the muscle of silver catfish receiving diets containing rutin. The
GPx activity was higher in the fish receiving 0.15 and 0.30 % rutin, in accordance with Elia et
al. (2011). GPx catalyzes the conversion of both H20. and organic hydroperoxides to less
reactive products, employing GSH in its reduced form as an electron donor (Lackner, 1998).

Moreover, NPSH, AA content and TRAP were higher in the muscle of fish receiving
0.30 % rutin than in the control. Similar to our results, Menezes et al. (2013) also showed
increased levels of NPSH and AA in muscle tissue.

Tissues and organs have different rates of metabolic activity and oxygen consumption,
and their levels of antioxidants are different. In general, the susceptibility of a given organ to
LPO is determined by different predispositions. For example, for xenobiotic accumulation,
characteristic antioxidant basal levels, adaptation capacity and consequent antioxidant
activation, and metabolic rates increase the potential to produce ROS and challenge the
respective defenses (Oliveira et al., 2008).

In the present study, the addition of flavonoid rutin to the silver catfish’s diet caused a
reduction in the LPO levels of most tissues and was occasionally accompanied by the
modulation of the antioxidant defense. Thus, rutin exerts an antioxidant effect on lipid
membranes. This effect is attributed to its anti-free radical properties, mainly directed at the
superoxide and hydroxyl radicals, which are highly reactive species involved in the initiation
of the LPO chain (Afanas'ev et al., 1989). Furthermore, the lowest concentration of rutin
(0.15%) in the diet was beneficial and resulted in an increased antioxidant response. Apart
from being a natural product with low cost to the producer, it may be an important tool to
minimize physiological changes and improve animal welfare. This finding is in agreement
with the results found in the phenolic compounds, which were present in larger amounts in the

lower concentration of rutin in the diet.
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Captions

Table 1- Formulation (%) of the experimental diet.

Table 2- Hematological and biochemical parameters of the silver catfish Rhamdia quelen fed
with diets containing different concentrations of rutin.

Table 3- Biomarkers of oxidative stress in the brain, gills and liver of Rhamdia quelen fed
diets containing different concentrations of rutin.

Table 4- Biomarkers of oxidative stress in the kidneys and muscle of Rhamdia quelen fed
diets containing different concentrations of rutin.

Fig. 1. Total phenolic content of diets containing different concentrations of rutin. The data
appear as the mean + SEM (n = 3). Different letters denote that the data are significantly
different from the control at P < 0.05. GAE, gallic acid equivalents.

Fig. 2. The plasma cortisol levels of Rhamdia quelen fed diets containing different
concentrations of rutin. The data appear as the mean £ SEM (n = 12). Different letters denote

that the data are significantly different from the control at P < 0.05.
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Table 1- Formulation (%) of the experimental diet.

Ingredients (%)
Soybeanmeal 30
Meatandbonemeal 35
Rice bran 12
Corn 15
Canola oil 3
Salt 1
Vitamins and minerals (premix)? 3
Phosphatedicalcium 1

Analyzed proximate composition

Dry matter contente 92.36
Protein 46.17
Ether extract 10.54
Crude fiber 2.94
Mineral matter 14.29
Acid detergent fiber 291
Neutral detergent fiber 16.41

aVitamin and mineral mixture (security levels per kilogram of product) — folic acid: 250 mg, pantothenic acid:
5,000 mg, antioxidant: 0.60 g, biotin: 125 mg, cobalt: 25 mg, copper: 2000 mg, iron: 820 mg, iodo: 100 mg,
manganese: 3750 mg, niacin: 5000 mg, selenium: 75 mg, vitamin A: 1,000,000 Ul, vitamin B1: 1250 mg,
vitamin B12: 3750 mcg, vitamin B2: 2500 mg, vitamin B6: 2485 mg, vitamin C: 28,000 mg, vitamin D3:
500,000 UlI, vitamin E: 20,000 Ul, vitamin K: 500 mg, zinc: 17,500 mg.
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Table 2- Hematological and biochemical parameters of the silver catfish Rhamdia quelen fed with diets

containing different concentrations of rutin.

Diets (% rutin)

0 0.15 0.30

HCT? 23.04+0.71 24.08 +0.90 22.71 +1.97
HGBP 5.44 +0.05 543+0.11 5.77+0.17
MCHC*® 13.12 £ 0.55 13.98 £0.19 13.39 £ 0.65
GLud 33.65+1.55 39.54 +3.37 36.90 * 3.06
LDH® 1494.33 + 245.35 1208.58 + 438.33 1290.14 + 399.97
TRIf 185.17 + 27.52 209.11 +39.35 150.29 £ 37.11
CHO¢ 203.12 +£1.04 200.61 £6.11 212.94 £10.47
LDL" 38.93+8.44 24.66 £ 6.08 39.79 +10.39
HDL! 160.98 + 11.25 149.34 +14.30 134.43 +4.29
URE! 50.69 £ 6.31 50.13£4.90 57.91+9.89

aHematocrit (%), °Hemoglobin (g/dL), “Mean cell hemoglobin concentration (g/dL), °Glucose, °Lactate
dehydrogenase (U/L), fTriglycerides, 9Cholesterol, "Low-density lipoprotein cholesterol, High-density
lipoprotein cholesterol, iUrea are mg/dL. Data are presented as the mean + SEM (n = 12). Means obtained
showed no significant difference (P <0.05).
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Table 3- Biomarkers of oxidative stress in tissues of Rhamdia quelen fed diets containing different

concentrations of rutin.

Diets (% rutin)

0 0.15 0.30
Brain
PROTEIN? 5.32+0.08” 4,92 +0.27° 4.92 +0.29
TBARSP 2.84 £0.107 1.70 £ 0.088 1.62 +0.098
LOOH® 11.18 + 0.664 5.13+0.31B 4.27 +0.378
SoD¢ 1.15+ 0.09 2.82+0.178 2.34+0.11B
CAT® 0.26 £ 0.017 0.36 £ 0.028 0.26 + 0.0178
GPxf 18.03 + 3.84A 29.34 £ 4.06” 35.00 £ 2.63~
GSTY 0.47 £ 0.02" 0.38 +£0.03” 0.48 + 0.04~
NPSH" 5.80 +0.10% 6.70 + 0.258 6.60 + 0.158
AA 71.50 + 7.74A~ 144.20 + 12.278 117.60 + 19.0578
TRAPI 1.80 + 0.30% 3.54 + 0.24® 3.55+ 0.408
Gills
PROTEIN? 10.77 + 0.454 11.79 +0.334 11.64 +0.77A
TBARSP 0.64 +0.034 0.52 +0.02B 0.48 + 0.03B
LOOH® 6.58 +0.334 2.85+0.378 445+ 0578
SoD¢ 0.20 +0.07A 0.31 +0.044 0.26 + 0.054
CAT® 0.31+0.03” 0.32+0.024 0.40 + 0.06”
GPx' 8.00 + 0.43~ 10.90 + 0.94A 13.50 +2.13A
GSTY 0.72 £ 0.05 1.98 +0.088 1.14 +0.088
NPSH" 5.88 +0.20" 6.85+0.194 6.45 + 0.36"
AA 20.0 +1.634 16.9 £ 2.23A 21.0 £2.424
TRAPI 0.83+0.134 1.60 +£0.1378 1.98 +£0.298
Liver
PROTEIN? 12.27 +0.33A 11.90 +0.284 11.79 + 0.307
TBARSP 0.25+0.01~ 0.16 + 0.01B 0.17 +0.01B
LOOH® 557 +0.27A 3.22+0.328 4.12 +0.238
soD¢ 0.43+0.03” 1.03+0.038 1.17 +£0.088
CAT® 155+ 0.12A 3.09 +0.088 2.60 + 0.06"8
GPxf 13.30 + 0.96# 16.09 + 0.74A 15.34 + 1.754
GSTY 0.08 +0.01~ 0.16 +0.01B 0.12 + 0.0178
NPSH" 2.70 £ 0.08A 3.10 +0.07® 3.10 + 0.058
AAI 7.23+1.81A 14.50 + 1.01B 13.60 + 0.948
TRAPI 1.84 £ 0.15° 3.04+0.178 2.93 +0.158

aProtein content (mg/mL), PThiobarbituric acid reactive substances (umol/mg protein), °Lipid hydroperoxide
(nmol/mg protein), 9Superoxide dismutase (SOD units/mg protein), *Catalase (pmol/mg protein), ‘Glutathione
peroxidase (nmol/min/mg protein), 9Glutathione S-transferase (pmol/min/mg protein), "Non-protein thiols
(nmol/mg protein), ‘Ascorbic acid (umol/mg protein), iTotal reactive antioxidant potential (uMTrolox/mg
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protein). Data are reported as the mean £ SEM (n = 12). Values within the same row having different
superscripts are significantly different (P < 0.05).
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Table 4- Biomarkers of oxidative stress in the kidneys and muscle of Rhamdia quelen fed diets containing

different concentrations of rutin.

Diets (% rutin)

0 0.15 0.30
Kidneys
PROTEIN? 19.41 + 0.42A 18.77 + 0.44A 20.03 + 0.45%
TBARSP 0.67 +0.01A 0.70 £ 0.01~ 0.69 + 0.02#
LOOH® 5.00 + 0.22A 2.9+0.258 2.4 +0.348
CAT® 0.98 + 0.06 1.39 +0.098 1.18 + 0.0948
GPxf 6.08 £ 0.37A 8.52 + 1.58A 6.64 +0.67A
GSTY 0.14 + 0.01~ 0.28 £ 0.038 0.15 + 0.01/¢
NPSH" 3.86+0.13~ 3.85+0.15 3.87£0.247
AAI 13.52 + 1.74A 1541 +5.17A 19.32 +2.12A
TRAPI 0.77 £ 0.054 1.35 + 0.048 1.27 £ 0.058
Muscle
PROTEIN? 10.07 £ 0.34A 10.61 + 0.407 10.55 + 0.74A
TBARSP 0.37 +0.024 0.26 + 0.01B 0.29 +0.01B
LOOH® 5.81 +0.424 3.79+0.248 2.70 +0.32B
SoD¢ 3.40 +0.20" 3.86+0.184 414 +0.31~
GPxf 9.17 +0.74A 19.54 + 1,238 16.06 + 2.548
GSTY 0.62 + 0.04A 0.69 + 0.05# 0.72 +£0.077
NPSH" 4.37 +£0.25 4.90 + 0.2978 6.04 + 0.41B
AA 3.37+0.87A 5.37 + 1.1078 941+ 1518
TRAPI 1.49 +0.12A 2.80 + 0.158 2.84+0.21B

3Protein content (mg/mL), PThiobarbituric acid reactive substances (umol/mg protein), °Lipid hydroperoxide
(nmol/mg protein), Superoxide dismutase (SOD units/mg protein), ®Catalase (pmol/mg protein), ‘Glutathione
peroxidase (nmol/min/mg protein), 9Glutathione S-transferase (pmol/min/mg protein), "Non-protein thiols
(nmol/mg protein), 'Ascorbic acid (umol/mg protein), iTotal reactive antioxidant potential (uMTrolox/mg
protein). Data are reported as the mean = SEM (n = 12). Values within the same row having different
superscripts are significantly different (P < 0.05).
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4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e nas condi¢Bes experimentais do presente
trabalho, podemos concluir que a adicdo do flavonoide rutina nas concentracfes testadas na
dieta do jundia ndo altera os pardmetros sanguineos testados e influencia beneficamente os
biomarcadores de OS. Assim, este flavonoide pode ser adicionado a dieta do jundia por ser
economicamente viavel, tendo em vista que a obtencdo é comercialmente facil e de baixo
custo.

As duas concentracdes testadas da adicdo do flavonoide na dieta do jundia foram
capazes de reduzir a LPO, medida através de TBARS e dos LOOH, na maioria dos tecidos
avaliados. Entretanto, jundias alimentados com a dieta contendo 0.15 % de rutina, mostraram
uma diminui¢do nos niveis do cortisol plasmatico e nesta dieta encontrou-se 0 maior contetldo
dos compostos fenolicos. Além disso, a adicdo da rutina na dieta dos jundids aumentou a
atividade das enzimas antioxidantes em seus tecidos.

O contetido de NPSH, AA e TRAP também foram maiores na maioria dos tecidos de
jundias alimentados com a dieta contendo rutina, sugerindo que a adi¢éo deste flavonoide na
dieta aumenta a resposta antioxidante ndo enzimaética nos tecidos. O aumento observado se
deve ao efeito antioxidante da rutina, que é capaz de eliminar os RL, regular o estado
antioxidante enddgeno, quelar metais e manter o equilibrio pré-antioxidante/antioxidante, que
posteriormente diminui o ataque de RL na membrana de lipideos e atenua os danos do tecido,
evitando a propagacdo da LPO.

Deste modo, a utilizacdo de ragdes enriquecidas com rutina pode ser interessante no
cultivo de peixes de modo a evitar a acdo toxica frente a poluentes ambientais, tendo em vista
gue em algumas préaticas na aquicultura incluem a utilizacdo de compostos que induzem o
estresse oxidativo. Contudo, mais estudos sdo necessarios para confirmar o mecanismo de

acdo da rutina na dieta para os jundias.
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