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RESUMO

A suplementacao dietética de acido graxo poli-insaturado da série n-3 (PUFA n-3) para a
tildpia-do-nilo melhora o desempenho zootécnico em temperatura subdtima fria. Com isso, o
presente estudo avaliou a inclusdo dietética de farinha de Aurantiochytrium sp. como fonte de
acido docosaexaenoico (22:6 n-3, DHA) e seu efeito sobre indices de desempenho zootécnico,
composi¢ao corporal e muscular, acimulo de acidos graxos no musculo e potencial dano
oxidativo as biomoléculas sub variagdo térmica. Um ensaio alimentar de 87 dias com juvenis
(8,47 +0,19 g) mantidos a uma temperatura subotima de 22°C, avaliou quatro niveis de inclusao
de farinha de Aurantiochytrium sp. (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 g 100 g! dieta seca), além de uma dieta
sem a inclusdo do aditivo. Também incluimos uma dieta controle positivo com 6leo de figado
de bacalhau (OFB), contendo uma concentracao de DHA semelhante a dieta suplementada com
1,0 g 100 g! de farinha de Aurantiochytrium sp., para permitir a comparacdo de duas fontes
dietéticas ricas em DHA. A suplementagdo de farinha de Aurantiochytrium sp. em 0,45 a 1,42
g 100! da dieta seca para tilapia-do-nilo, mantida a 22°C, resultou em melhor crescimento,
eficiéncia alimentar, composicao lipidica corporal e adequada relagdo de acidos graxos poli-
insaturados das séries n-3 / n-6 no musculo para o consumo humano. Peixes alimentados com
niveis crescentes de farinha de Aurantiochytrium sp. apresentaram significativamente maior
ganho em peso quando comparados a peixes alimentados com a dieta CLO. Também foi
conduzido um ensaio de digestibilidade sobre a utilizagdo de nutrientes da farinha de
Aurantiochytrium sp. Utilizou-se 6xido de itrio como marcador (1,00 mg g' da dieta
referéncia), coleta de fezes por sedimentacdo e peixes com peso médio de 16,01 + 0,68 g,
mantidos a 22°C. O DHA apresentou alta digestibilidade (96,05%) para a tildpia-do-nilo,
mesmo em temperatura subotima fria, mas a digestibilidade das proteinas (68,64%), lipidios
(68,38%) e acidos graxos saturados (50,77%) foram baixas. Adicionalmente, foram
comparados dois niveis de inclusdo dietética da farinha de Aurantiochytrium sp. (1,0 e 4,0 g
100 g da dieta seca) e uma dieta controle com OFB, para avaliar se altas concentragdes de
DHA e a exposi¢do prolongada a temperatura subotima fria, seguida da elevagdo da
temperatura, causaria danos oxidativos as biomoléculas. A suplementacao dietética de 1,0 g
100 g! da farinha de Aurantiochytrium sp. durante 87 dias a 22°C causou pouco dano a0 DNA
da tilapia-do-nilo. No entanto, a elevacdo da temperatura aumentou significativamente a
concentragdo da hemoglobina e a atividade das enzimas antioxidantes. A HSP70 foi maior na
tilapia-do-nilo mantida a 22°C (temperatura subdtima), do que apos o aumento da temperatura
para 28°C (temperatura 6tima de crescimento) ou para 33°C (temperatura acima da 6tima). A
tilapia-do-nilo mantida a 22°C responde ao aumento das inclusdes dietéticas da farinha de
Aurantiochytrium sp., melhorando o desempenho produtivo. Portanto, sugere-se que
temperaturas baixas podem levar a um maior estresse térmico do que altas temperaturas para a
tilapia-do-nilo, j& que estimulam o aumento da HSP70 para melhorar as defesas contra o
estresse térmico. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor compreender o mecanismo de
adaptagdo da tilapia-do-nilo sob estresse térmico, evidente durante as oscilagdes térmicas,
tipicas das regides subtropicais, onde ha producao expressiva desta espécie. Ainda, o aditivo
ndo causou danos oxidativos importantes as biomoléculas, em temperatura subotima, se
mostrando seguro para utilizacdo em dietas de inverno, apesar da sua alta concentracdo de
DHA.

Palavras-chave: Aquicultura, dietas de inverno, acido graxo acido docosaexaenoico, variagao
térmica, danos oxidativos.



ABSTRACT

The dietary supplementation of n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) for Nile tilapia
improve the growth performance at cold-suboptimal temperature. Thus, this study evaluated
the dietary inclusion of Aurantiochytrium sp. meal, as source of docosahexaenoic acid (22:6 n-
3, DHA), and its effect on growth, feed conversion, body and muscle composition, muscle
accumulation of fatty acids, and potential oxidative damage to biomolecules under thermal
variation. A feeding trial of 87 days with juvenile fish (8.47 £ 0.19 g) kept at a cold suboptimal
temperature of 22°C, evaluated four level inclusion of Aurantiochytrium sp. meal (0.5, 1.0, 2.0,
and 4.0 g 100 g"! dry diet), in addition to a diet without the inclusion of the additive. We also
included a positive control diet with cod liver oil (CLO), containing a DHA concentration
similar to the diet supplemented with 1.0 g 100 g! Aurantiochytrium sp. meal, to allow for a
comparison of two DHA-rich feed sources. The dietary supplementation of Aurantiochytrium
sp. meal at 0.45 to 1.42 g 100" dry diet for Nile tilapia kept at 22°C resulted in best growth,
feed efficiency, body lipid composition, and adequate n-3/n-6 polyunsaturated-fatty-acid ratio
in the muscle for human consumption. Fish fed Aurantiochytrium sp. meal had significantly
higher weight gains when compared to fish fed the CLO diet. A digestibility trial was conducted
to evaluate the utilization of Aurantiochytrium sp. meal nutrients, using yttrium oxide as an
inert marker (0.1% reference diet), collection of feces by sedimentation, and fish with 16.01 £
0.68 g, kept at 22°C. Nile tilapia presented high digestibility (96.05%) for DHA, even at the
suboptimal temperature, but the digestibility of proteins (68.64%), lipids (68.38%), and
saturated fatty acids (50.77%), were low. In addition, it was tested two inclusion levels of
Aurantiochytrium sp. meal (1.0 and 4.0 g 100 g! dry diet) and one control diet with inclusion
of cod liver oil (CLO), to evaluate if high concentration of DHA could cause oxidative damage
to biomolecules in juvenile Nile tilapia. Fish were subjected to a long-term exposure to
suboptimal-cold temperature followed by temperature elevation. The dietary supplementation
of Aurantiochytrium sp. meal during 87 days at 22°C caused only little DNA damage in Nile
tilapia. However, the rise in temperature significantly increased the concentration of
hemoglobin and the activity of antioxidant enzymes. HSP70 was higher in Nile tilapia kept at
22°C (cold-suboptimal temperature) than after temperature increase to 28°C (optimal-growth
temperature) or 33°C (hot-suboptimal temperature). Therefore, it is suggested that low
temperatures can lead to greater thermal stress than high temperatures for Nile tilapia, since
they stimulate the increase of HSP70 to improve the defenses against thermal stress. Additional
studies are needed to better understand the mechanism of adaptation of Nile tilapia under
thermal stress, evident during thermal oscillations, typical of subtropical regions, where there
is significant production of this species. Nile tilapia maintained at 22°C respond to increasing
dietary inclusions of Aurantiochytrium sp. meal by improving productive performance without
showing important oxidative damage to biomolecules, despite its high DHA content. Therefore,
Aurantiochytrium sp. meal is a safe additive to be included in Nile tilapia winter diets.

Keywords: Aquaculture, winter diets, docosahexaenoic fatty acid, thermal variation, oxidative
damage.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura ¢ um setor da economia que fornece uma valiosa e essencial fonte de
proteinas para o consumo humano. Considerando o aumento da populagdo humana e consumo
de pescado, o crescimento da piscicultura ¢ de extrema importancia para a economia mundial.
Em 2018, a producdo mundial de peixes e crustaceos alcancou 82,1 milhdes de toneladas (FAO,
2020), com aumento exponencial na ultima década. Neste contexto, a aquicultura contribuiu
cada vez mais para o abastecimento de pescado, superando a pesca extrativista no suprimento
para o consumo humano. O aumento de 70% na produgdo de tilapia-do-nilo, Oreochromis
niloticus, nos Ultimos oito anos afetou positivamente a aquicultura mundial de agua doce (FAO,
2020). Em 2018, a tilapia-do-nilo foi a terceira espécie de peixe mais cultivada no mundo,
superando a producdo de carpa-comum, Cyprinus carpio (FAO, 2020). Essa expansdo da
producdo resultou em um aumento constante nas taxas de consumo per capita de tildpia nos
ultimos anos (FAO, 2020).

Apesar de ser uma espécie tropical, a tilapia € cultivada em muitas regides subtropicais
do mundo, onde h4 grandes variagcdes de temperatura entre o verdo e inverno. A faixa ideal de
temperatura para a producao de tildpia-do-nilo ¢ de 26 a 30°C. No Brasil, que ¢ um importante
pais produtor de tilépia, esta producdo se concentra em estados do sul e sudeste, Parand, Sao
Paulo e Santa Catarina, regides que possuem clima subtropical (PEIXE-BR, 2020). Essa
tendéncia também € observada em outros importantes paises produtores de tilapia no mundo,
como China, Egito, Bangladesh, Filipinas, o Norte do Vietna e Tailandia (Figura 1) (CHENG
et al., 2017; DAN; LITTLE, 2000; NOBREGA et al., 2020; SIFA et al., 2002). Temperaturas
subdtimas frias t€ém sido relatadas como causadoras de impactos negativos na produgdo da
tilapia-do-nilo em todo o mundo (DAN; LITTLE, 2000; MA et al., 2015; NOBREGA et al.,
2019; SHI et al., 2015; SUN et al., 1992). Quando a tildpia-do-nilo ¢ mantida a uma temperatura
subdtima fria, ha redugdo no consumo de ragdo, o que afeta negativamente o crescimento, as
taxas metabolicas desta espécie, o que leva ao aumento de enfermidades e mortalidades
(AZAZA etal., 2008; CHANG et al., 2006; CORREA etal., 2017,2018; MA et al., 2015). Este
efeito no metabolismo, pode promover a mortalidade ou levar a uma variedade de
consequéncias sub-letais devido a recursos energéticos limitados para o funcionamento
adequado dos 6rgdos. Entretanto, a genética e estado nutricional dos peixes irdo influenciar na
faixa de temperatura em que a alimenta¢do e o movimento voluntario vao cessar, bem como a

temperatura letal (ABDEL-GHANY et al., 2019; MA et al., 2015).
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Mudangas na temperatura ambiente tém uma influéncia crucial em animais

ectotérmicos, como os peixes. Para manter a homeostase fisioldgica em temperaturas baixas

desfavoraveis, os peixes aumentam os niveis de insaturagao dos acidos graxos nos fosfolipidios

que compdem as membranas celulares, o que mantém a fluidez e a permeabilidade das células

(TURCHINI et al., 2009; WEBER; BOSWORTH, 2005).

Figura 1. Os dez paises maiores produtores de tildpias e seu respectivo clima. Dados de
producao adaptados do FAO-FishStat] (2019) e do WorldClim (2019).
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Fonte: Nobrega et al., 2020.

Esse processo € conhecido como “adaptacao homeoviscosa” e foi relatado para varias
espécies de peixes (ATWOOD et al., 2003; CRAIG et al., 1995; FRACALOSSI; LOVELL,
1995; WALLAERT; BABIN, 1994). Entender como a nutricdo pode modular positivamente a

funcionalidade da membrana celular na tildpia-do-nilo pode ser uma ferramenta valiosa para

aumentar a resisténcia dos peixes ao estresse pelo frio, ndo apenas para aumentar a
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produtividade, mas também para melhorar a saude dos peixes, uma vez que a funcionalidade
das membranas celulares afeta as defesas (CHARO-KARISA et al., 2005; NG et al., 2013).

O rapido crescimento levou a uma necessidade urgente de desenvolver novas
tecnologias para melhorar a producdo de tilapias nas regides subtropicais. Pesquisas sobre a
formulagdo de dietas de inverno pode melhorar a producdo nessas regides, em conjunto com a
producdo de linhagens mais tolerantes a baixas temperaturas, bem como a adogdo de praticas
sustentaveis de manejo. O aprimoramento da tolerancia da tilapia-do-nilo ao frio prolongara o
crescimento e reduzird a mortalidade, diminuindo os custos de produg¢ao e melhorando a
qualidade da carne. Portanto, esta revisao foca em trés aspectos que afetam a tolerancia ao frio
na tilapia-do-nilo: dieta e seus aditivos, danos oxidativos causados pela temperatura e pelos

acidos graxos e genética.

1.1 DIETAS DE INVERNO

Embora existam varios estudos sobre as exigéncias nutricionais para a tilapia-do-nilo,
sdo limitadas as pesquisas focadas em exigéncias nutricionais para mitigar o estresse por baixa
temperatura. A nutri¢do pode melhorar a tolerancia térmica dos peixes, como relatado para
muitas outras espécies comerciais, como o catfish, Ictalurus punctatus (MURRAY et al., 1977),
a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (MEDALE et al., 1995), a carpa-comum (YAMAMOTO
et al., 2003) e o salmao do Atlantico, Salmo salar (JOBLING, 1994).

A temperatura da agua desempenha um papel particularmente importante no
metabolismo lipidico em peixes (GLENCROSS, 2009). Quando os peixes sdo mantidos em
temperaturas subotimas frias, o lipidio tem fungdo crucial na constru¢do das membranas
celulares, para manter a fluidez e a permeabilidade das células (WEBER; BOSWORTH, 2005).
A suplementagio dietética de acidos graxos poli-insaturados (PUFA) (CORREA et al., 2017,
2018; NOBREGA et al., 2017, 2019) pode melhorar a tolerancia térmica dos peixes contra a
baixa temperatura da agua (NOBREGA et al., 2020).

1.1.1 Acidos graxos poli-insaturados em dietas de inverno

A temperatura afeta as exigéncias alimentares de d4cidos graxos em animais
ectotérmicos, como peixes. No entanto, estudos com foco em nutricdo de acidos graxos para a
tilapia-do-nilo produzidos em temperatura subdtima sdo escassos € com pouco resultados
significativos (Tabela 1). As dificuldades comuns incluem o estabelecimento de uma
temperatura adequada de estudo, a duragao do periodo de alimentagdo e a proporc¢ao de acidos

graxos na dieta que permitira o crescimento dos peixes (BOZAOGLU; BILGUVEN, 2012;
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TAKEUCHI et al., 1983; TESHIMA et al., 1982). Estudos realizados nos ultimos anos pelo
grupo de pesquisa do Laboratorio de Nutricdo de Espécies Aquicolas (LABNUTRI-UFSC)
mostram que o crescimento e a eficiéncia alimentar da tilapia-do-nilo produzida em temperatura
subdtima fria melhora quando os peixes sao alimentados com dietas contendo PUFA da série
n-3 (CORREA et al., 2017, 2018; NOBREGA et al., 2017, 2019).

Tradicionalmente, ¢ considerado que a tildpia-do-nilo criada em temperatura ideal de
crescimento de 28°C tem exigéncia alimentar em acido alfa-linolénico (18: 3 n-3, a-LNA) e /
ou acido linoleico (18: 2 n-6, LOA) (CHEN et al., 2013; TAKEUCHI et al., 1983). Por exemplo,
uma relagdo de acidos graxos das séries n-3 / n-6 na dieta entre 0,2 e 2,9, com um total de PUFA
em 1,30% da dieta seca, ndo afetou o crescimento de juvenis de tilapia-do-nilo quando mantidos
em temperatura ideal (MUFATTO et al., 2019). No entanto, o crescimento e a eficiéncia
alimentar foram melhorados quando a tilapia foi alimentada com dietas contendo o6leo de peixe,
rico em PUFA da série n-3 de cadeia longa (LC-PUFA n-3, > 20 carbonos), a 22°C (CORREA
etal.,2017,2018) ou mesmo a 25°C (ABDEL-GHANY et al., 2019), se comparados aos peixes
alimentados com dietas com outras fontes de lipidios ricos em LOA ou a-LNA. Em tilapia-do-
nilo da linhagem egipcia foi avaliada com a suplementacdo dietética de 7 g kg™' de éleo de
linhaga, 6leo de peixe, 6leo de milho ou dleo de girassol, mas com com uma dieta pratica
contendo 40 g kg de farinha de peixe (fonte de LC-PUFA da série n-3) para todos os
tratamentos. Apos 14 dias de alimentacdo, os peixes mantidos a 21,5 + 1,5°C e alimentados
com Oleo de linhaga (rico em a-LNA) ou 6leo de milho (rico em LOA), apresentaram melhor
crescimento (EL ASELY et al., 2020). No entanto, no mesmo estudo em baixa temperatura, a
tilapia alimentada com o6leo de peixe ou 6leo de linhaga teve maior atividade da amilase
intestinal comparado aos alimentados com 6leo de girassol, o que sugere que PUFAs da série
n-3 podem melhorar a digestibilidade do amido quando os peixes sdo mantidos em temperatura
subdtima fria. Da mesma forma, a exigéncia alimentar de a-LNA para um crescimento 6timo
da tilapia-do-nilo foi maior (0,68 a 0,70 g 100 g do peso seco da dieta) em temperatura
subotima fria de 22°C (NOBREGA et al., 2017), quando comparada a exigéncia em
temperatura 6tima de 28°C (0,45 a 0,64 g 100 g do peso seco da dieta) (CHEN et al., 2013).
Ressalta-se ainda que, em ambos os estudos, o contetudo total de PUFA na dieta foi semelhante,
entre 1,23 e 1,25 g 100 g'! de peso seco. Assim, em temperaturas abaixo do ideal, a tildpia-do-
nilo exige propor¢des alimentares mais elevadas de acidos graxos n-3 / n-6. Uma fonte
alternativa para a suplementacao dietética de LC-PUFA da série n-3 para as tilapias ¢ a farinha

de Aurantiochytrium sp, rico em de acido docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA), ingrediente que
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na faixa de 0,45 a 1,42 g 100 g da dieta seca promoveu maior crescimento e eficiéncia
alimentar, da tilapia-do-nilo produzida a 22°C (NOBREGA et al., 2019).

Vérios estudos mostram claramente que uma dieta rica em 4acidos graxos saturados
(SFA) dificulta o crescimento da tilapia-do-nilo a uma temperatura abaixo do ideal de
crescimento, assim como ocorre para outras espécies de peixes (ABDEL-GHANY et al., 2019;
CORREA et al., 2017; NG et al., 2004; NOBREGA et al., 2020; TAKEUCHI et al., 1983;
TURCHINI et al., 2009). Estas pesquisas demonstram a importancia de incluir fontes de PUFA
em formulagdes comerciais para as tilapias, quando mantidas em temperaturas subotimas frias.
Segundo Turchini et al. (2009), os lipidios exercem pouca influéncia na palatabilidade da dieta
para a tilapia, mas, em geral, os SFA apresentam menor digestibilidade que os PUFAs. Um alto
teor de SFA nas dietas pode afetar negativamente a digestibilidade dos acidos graxos
monoinsaturados (MUFA), dos PUFA, do total de lipidios bem como das proteinas da dieta.
Esse efeito negativo ¢ ainda mais forte em temperaturas subdtimas frias, conforme relatado por
Nobrega et al. (2019). Nos SFAs, a digestibilidade do 4cido palmitico (16:00) diminuiu de
70,81% a 28°C (FERNANDES et al., 2019) para 52,25% a 22°C (NOBREGA et al., 2019). Por
outro lado, a baixa digestibilidade das dietas com alto percentual de SFA pode explicar o baixo
desempenho de crescimento da tilapia-do-nilo a 22°C quando alimentado com uma dieta com
5% de oleo de coco (CORREA et al., 2017). Segundo Turchini et al. (2009), dietas ricas em
SFA perdem menos gordura na agua devido ao seu alto ponto de fusdo, mas isso também pode
diminuir a digestao e absor¢ao dos lipidios pelos peixes. Ao avaliar a digestibilidade dos grupos
de acidos graxos MUFA e SFA da farinha de Aurantiochytrium sp. para tilapia-do-nilo a 22°C,
registramos digestibilidade tdo baixa quanto 15% e 52%, respectivamente (NOBREGA et al.,
2019). Em geral, dietas com altos niveis de SFA tem oleos com menor fluidez e maior
viscosidade, o que afeta negativamente a digestibilidade e o metabolismo lipidico em peixes
(NOBREGA et al., 2019). Além disso, a digestibilidade proteica e lipidica da farinha de
Aurantiochytrium sp. para a tilapia-do-nilo a 22°C (Nobrega et al., 2019) diminuiu cerca de
20% quando comparada aos peixes alimentados a 28°C (FERNANDES et al., 2019). Por outro
lado, todos os PUFA apresentaram alto coeficiente de digestibilidade, ndo apenas na
temperatura ideal, mas também na temperatura subotima. A 22°C, todos os PUFAs da farinha
de Aurantiochytrium sp. apresentaram alta digestibilidade para a tilapia-do-nilo, variando de 96
a 100% (NOBREGA et al., 2019). Resultados semelhantes também foram relatados no salmao-
do-atlantico (Sa/mo salar), quando mantido a 8,8°C, temperatura abaixo do ideal para a espécie

(KOUSOULAKI et al., 2016).
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Tabela 1. Resumo dos estudos em exigéncias de acidos graxos essenciais para a tilapia-do-
nilo (Oreochromis niloticus) em temperatura subdtima.

Ac1dosl Fonte ll.pldlca na Tempoeratura Periodo Principais resultados Referéncia
graxos dieta C semanas
4% MUFA como
LOA, a-LNA, base lipidica + 1% Baixo ganho de peso, sem Teshima et
ARA, LC- PUFA testado. 20 4 diferencas significativas nos al. 1982
PUFA n-3 Ambas fontes dados de crescimento ”
purificadas
4% SFA como base Baixo consumo de ragao
LOA, o-LNA, lipidica + 1% PUFA \ 40, Takeuchi et
20 9 baixo ganho de peso,
ARA testado. Ambas . al., 1983
. excesso de SFA na dieta
fontes purificadas
6,40% oleo de peixe Nao ha diferengas
LOA, a-LNA, ou 8,2% o6leo de soja signiﬁcagivas no Bozaoglu;
LC-PUFA n-3, ou 8,2% oleo de 22 14 crescimento. Oleo de peixe  Bilguven,
SFA linhaca ou 8,2% sebo com concentragdo baixade 2012
bovino n-3 LC-PUFA
. o/ 2
Mix de Q,l9 % 0Oleo Melhorou
de palmiste, 3,09% onificati h
o6leo de oliva, 0,32% significativamente o ganho Nobrega et
LOAeoa-LNA L 22 14 de peso, retencgdo aparente
oleo de girassol e d , U al., 2017
S e proteinas e eficiéncia
1,40% oleo de .
. alimentar
linhaga
Melhorou
o/ significativamente o ganho R
PUFA n-3 5% 6leo de figado de 22 12 de peso, retencgdo aparente Corréa et
bacalhau , . al., 2018
de proteinas e eficiéncia
alimentar
Melhorou
1,65% banha suina e significativamente o ganho Nobreea et
LOA e DHA 1% farinha de 22 13 de peso, retencdo aparente &
. . , S al., 2019
Aurantiochytrium sp. de proteinas e eficiéncia
alimentar
- - % & i
LC PUFA n-3, 4 A) oleo de Relxe ou Melhorou Abdel-
mix de LC- mix de 2% oleo de .. .
. , 25 8 significativamente o ganho ~ Ghany et
PUFAn-3 e peixe com 2% 6leo de peso al. 2019
LOA de milho P .
Melhorou
de significativamente o
PUFAn-3 e 4Oi fekeg7 fal?@?’)l(i Z 215 5 desempenho zootécnico, El Asely et
LOA pe &8 ’ atividade intestinal da al., 2020
de linhaga . .
amilase e hormonio do
crescimento
-1 :
PUFA n-3 e 40. gkg farm_ll'w} de . .Melhorou El Asely et
LOA peixe e 7 g kg™ 6leo 21,5 2 significativamente o al., 2020

de milho

desempenho zootécnico

T LOA (18:2 n-6) = acido linoleico, a-LNA (18:3 n-3) = 4cido alpha-linolénico, ARA (20:4 n-6) = &cido
araquidonico, DHA (22: 6 n-3) = acido docosaexaenoico, grupo dos acidos graxos: SFA = acidos graxos saturados,
MUFA = acidos graxos monoinsaturados, PUFA = 4cidos graxos poli-insaturados, LC-PUFA = PUFA de cadeia
longa (com 20 a 22 carbono).
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Muitos autores relataram que os PUFAs da série n-3 na dieta podem aumentar a
produtividade e melhorar a saude dos peixes criados em temperaturas abaixo do ideal (ABDEL-
GHANY etal., 2019; CORREA et al., 2018; LIMA DE ALMEIDA et al., 2019; NOBREGA et
al., 2019). No entanto, foi relatado que o excesso de a-LNA na dieta, presente no 6leo de
linhaca, influencia negativamente o crescimento, a eficiéncia alimentar e a as defesas
antioxidante da tildpia-do-nilo mantida em temperatura ideal e subotima fria (CHEN et al.,
2013; NOBREGA et al. 2017). Da mesma forma, o excesso de PUFA da série n-3 ou LC-PUFA
n-3 reduziu a resisténcia a infeccdo contra Edwardsiella ictaluri em catfish alimentado com
6leo de linhaca ou 6leo de menhaden, respectivamente, a 28°C, talvez devido a inibi¢ao
competitiva do metabolismo do 4cido araquidonico (20:4 n-6, ARA) pelo acido
eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA), como ocorre em animais de sangue quente (FRACALOSSI;
LOVELL, 1994). No entanto, a 17°C, ndo houve diferencga na sobrevivéncia quando os peixes
foram alimentados com as diferentes fontes lipidicas. Além disso, um excesso de LC-PUFA da
série n-3 na dieta teve pouca influéncia na tolerancia da tildpia a uma rapida reducdo na
temperatura (0,6°C dia'), mas, neste estudo, os peixes foram alimentados com as dietas
experimentais por apenas 14 dias (ATWOOD et al., 2003).

Atualmente, ha uma escassez de ingredientes ricos em PUFA da série n-3 em racoes
de espécies onivoras de agua-doce, como a tilapia-do-nilo, devido as restrigdes de custos. No
entanto, tal pratica deve ser revisada, especialmente em temperaturas baixas, pois nessas
condigdes a tilapia-do-nilo tem uma maior exigéncia dietética de PUFA da série n-3.

As pesquisas de acidos graxos dietéticos em espécies de peixes tropicais produzidos
em temperatura subotima fria devem levar em consideracao: 1) usar uma temperatura baixa que
ainda permita ingestao alimentar e o crescimento adequados para permitir comparacdes entre
as dietas experimentais; 2) a duracdo do teste de alimentagdo deve ser tal que permita o
crescimento de cerca de dez vezes o peso inicial, principalmente para os peixes juvenis; e 3)
escolher cuidadosamente o tipo e a propor¢ao de fontes lipidicas da dieta para permitir uma
faixa adequada de perfis de acidos graxos dietéticos. Além disso, trabalhos a campo devem ser
realizados para validar os custos e os beneficios da suplementagdo de ingredientes ricos em
PUFA da série n-3 em dietas de inverno para tildpia-do-nilo, considerando a obten¢do de um
produto de maior valor nutricional e valor agregado, rico em acidos graxos da série n-3, para
atender a demanda do mercado.

1.2 EFEITO DA TEMPERATURA NO DESEMPENHO ZOOTECNICO DA TILAPIA-DO-
NILO
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A mortalidade no inverno ¢ um importante impacto econdmico negativo quando
espécies tropicais, como a tildpia-do-nilo, sdo criadas em regides temperadas ou subtropicais
(DAN; LITTLE, 2000; FAWZIA et al., 2016; MA et al., 2015; SHI et al., 2015; SIFA et al.,
2002; SUN et al., 1992). A faixa ideal de temperatura para a producao de tilapia-do-nilo ¢ de
26 a30°C (AZAZA etal., 2008; MA et al., 2015). No entanto, existem discrepancias em relagao
aos efeitos relatados da temperatura subdtima fria para essa espécie. Estudos relataram que a
tilapia-do-nilo cessou a alimentacao entre 16 e 13°C (ABDEL-GHANY et al., 2019) ou entre
18 e 13°C (ATWOOD et al., 2003) ou abaixo de 20°C (WOHLFARTH; HULATA, 1983).
Além disso, o movimento voluntario cessou a 9°C, e a faixa de temperatura letal foi de 10 a
6°C (ABDEL-GHANY et al., 2019) ou 9,8 a 7,4°C (SIFA et al., 2002). Outros estudos
relataram que a tildpia-do-nilo ndo sobreviveu por mais de alguns dias quando submetida a
temperaturas de 10 a 12°C (CHARO-KARISA et al.,, 2005). Também ¢ relatado que a
reprodugdo parou a 22°C (WOHLFARTH; HULATA, 1983) ou em temperaturas menores que
20°C (ABDEL-AAL, 2008). Estudos com a tilapia-do-nilo da linhagem GIFT, obtidos em
fazendas localizadas na regido de Santa Catarina e submetidos a uma temperatura subdtima fria
de 22°C, tiveram uma reduc¢dao de 40 a 50% no consumo de ra¢do, o que levou a uma
significativa redugcdo no crescimento, quando comparado aos peixes mantidos a uma
temperatura ideal de 28°C (CORREA et al., 2017, 2018; MA et al., 2015). No entanto, a
mortalidade aumentou significativamente em temperaturas em torno de 10°C para a tildpia-do-
nilo. Tais discrepancias nos efeitos da temperatura sdo esperadas, pois varios estudos
demonstraram que o grau de tolerdncia térmico na tilapia-do-nilo depende de fatores
nutricionas, genéticos, ambientais e de praticas de manejo, tais como criacdo em sistemas
salinizados ou tecnologia de bio-flocos (ABDEL-GHANY et al., 2019; AZAZA et al., 2008;
CHARO-KARISA et al. al., 2005; HASSAN et al., 2013; MA et al., 2015; MABDEL-AAL,
2008; NOBREGA et al., 2020; SIFA et al., 2002; SOLTAN et al., 2015).

Como relatado para muitas espécies ectotérmicas, a aclimatacao e a nutrigdo podem
estender suas faixas de tolerancia térmica (ABDEL-GHANY et al., 2019; CHARO-KARISA
et al., 2005). Por exemplo, as temperaturas letais mais baixas de 8,75°C para a tilapia-do-nilo
relatadas por Abdel-Ghany et al. (2019) foram influenciadas por uma maior inclusdo alimentar
de LC-PUFA da série n-3 e PUFA da série n-6. Porém, mais pesquisas sao necessarias para
verificar com maior precisao a relagdo entre a nutri¢do e outros fatores como a genética, efeitos
ambientais, bem como o imunologicos, e como estas relagdes interferem no grau de tolerancia

ao frio para tilapia-do-nilo.
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1.3 DANOS OXIDATIVOS E VARIACAO TERMICA

A temperatura ¢ um dos fatores ambientais mais importantes a ser considerado na
aquicultura. Qualquer variagao na temperatura da agua, acima ou abaixo da temperatura de
conforto para a espécie, pode afetar negativamente o metabolismo e enfraquecer o sistema de
defesa imune inespecifico, comprometendo o comportamento alimentar, o crescimento e
causando aumento nas taxas de mortalidade (IBRAHIM, 2019; QUI et al., 2011; MA et al.,
2015; MURATORI et al., 2001; SHI et al., 2015; SUN et al., 1992). Para a tilapia, o estresse
térmico ¢ maior durante o inverno, onde ha um periodo prolongado de frio e, na primavera e
outono, quando ha grande amplitude térmica didria (JERONIMO et al., 2011; IBRAHIM,
2019).

O estresse causado pela variacdo na temperatura da 4gua pode aumentar a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (BAGNYUKOVA et al., 2007; QUI et al., 2011). As ROS
sdo consideradas como parte do metabolismo normal das células, desempenhando um papel
vital em varios eventos celulares, como crescimento celular, apoptose e sinalizagdes (LUO et
al., 2014 ). Altos niveis de producdo de ROS podem sobrecarregar as defesas antioxidantes,
levando a danos oxidativos importantes em biomoléculas, como DNA, lipidios e proteinas
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; MOLDOGAZIEVA et al., 2019). As ROS sao instaveis e
altamente reativas, incluindo anion superéxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H20») e ions de
hidroxila (OH"), os quais estdo relacionados ao consumo de oxigénio (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). O sistema de defesa antioxidante responsavel pela prote¢do celular
contra a acao de ROS ¢ formado por um conjunto de enzimas, tais como a superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), além daquelas associadas ao ciclo catalitico da glutationa: glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), além das defesas antioxidantes ndo enzimaticas,
como a propria glutationa e as vitaminas A, E e C, entre outros (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
Portanto, a ocorréncia de um estresse oxidativo, geralmente ¢ acompanhada do aumento das
defesas antioxidantes enzimaticas, uma vez que a alta producdo de ROS pode causar danos
moleculares e celulares significativos (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Consequentemente, 0s
niveis das enzimas antioxidantes citadas acima tém sido amplamente utilizados como
indicadores de alerta de danos oxidativos (DAWOOQOD et al., 2020). Porém, a auséncia de dano
oxidativo nas biomoléculas, ndo indica a auséncia de enzimas antioxidantes. Quando as células
estdo em estado de equilibrio, produzindo ROS dentro da faixa fisioldgica normal, as proteinas
e os lipidios danificados por oxidagdo ndo se acumulam. Somente a produgdo excessiva de ROS

pode modificar e provocar o acumulo das biomoléculas oxidadas (SIES, 1997).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045611000238?via%3Dihub#bb0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045611000238?via%3Dihub#bb0130
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/apoptosis
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651317308813?via%3Dihub#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651317308813?via%3Dihub#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306456507000149?via%3Dihub#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306456507000149?via%3Dihub#bib8
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A adaptagdo dos peixes ao frio afeta varios processos bioquimicos e fisioldgicos, tais
como o acumulo de gordura corporal e a mobilizagdo dos PUFAs das visceras para outros
tecidos do corpo (DAN; LITTLE, 2000; VIOLA et al., 1988). Os peixes, sendo ectotérmicos,
aumentam os niveis de insaturacao de acidos graxos nos fosfolipidios para manter a fluidez ¢ a
permeabilidade das membranas celulares em temperatura subdtima fria (WEBER;
BOSWORTH, 2005; TURCHINI et al., 2009), os quais, consequentemente, se tornam alvo para
a acao de ROS. De acordo com Rady et al. (1993), Tocher (2003) e Ma et al. (2015), o acimulo
corporal de PUFA (principalmente n-3 PUFA) e MUFA em peixes ¢ tipico em baixas
temperaturas, enquanto a sintese de SFA aumenta ¢ o acimulo de PUFA diminui, em
temperaturas altas. Tais adaptagdes garantem a funcionalidade das membranas (TURCHINTI et
al., 2009). Portanto, os PUFAs sdo alvos principais dos ataques de ROS, peixes mantidos em
temperatura subotima fria podem apresentar um aumento nos danos oxidativos e
consequentemente maior demanda para defesas contra a peroxidacdo lipidica
(BAGNYUKOVA et al., 2007; QIU et al., 2011).

Contudo, em ectotérmicos, quando ha um aumento na temperatura ambiente, também
ha um aumento nos danos oxidativos (BAGNYUKOVA et al., 2007; HEISE et al., 2006), os
quais estdo relacionados a maior taxa metabolica e ao maior consumo de oxigénio (SOLLID;
NILSSON, 2006). Portanto, a intensificagdo da respiracdo em temperaturas altas, quando os
peixes apresentam condi¢des fisiologicas ativas € maior consumo alimentar, resulta em maior
producdo de ROS, aumento dos niveis de oxidacdo proteica e a peroxidagdo lipidica
(BAGNYUKOVA et al., 2007).

Por fim, para um melhor gerenciamento da aquicultura, ¢ crucial entender como o
organismo dos peixes reagem ao estresse oxidativo elevado, avaliando as alteracdes fisiologicas
e metabolicas dos peixes quando expostos a condi¢des de inverno e transicao térmica, tipica no

periodo entre primavera e verao.

1.4 DANOS OXIDATIVOS E A SUPLEMENTACAO DIETETICA DE PUFA

Ha relatos sugerindo que a inclusdo alimentar de 6leo de peixe oxidado (HUANG;
HUANG, 2004; Gao et al., 2012) ou mesmo de 6leos nao oxidados (RADY et al., 1990;
HUANG et al., 1998) pode induzir a danos oxidativo nos tecidos de peixes.

O dano oxidativo as biomoléculas ¢ provocado quando ha aumento na produgdo de ROS,
que supera mecanismos antioxidantes e resulta em danos nas células e nos tecidos (BIANCHI;

ANTUNES, 1999). E sabido que LC-PUFA da série n-3 como o DHA, sdo mais suscetiveis a



26

peroxidacdo, sendo que um maior aporte deste nutriente na dieta pode ocasionar aumento nos
danos oxidativos aos tecidos (OLSEN et al., 1999). As moléculas que mais sofrem peroxidagao
lipidica sao os fosfolipidios de membrana contendo PUFAs, sendo os principais alvos do ataque
de ROS (GEGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2019). A formac¢do de produtos relacionados a
peroxidagdo lipidica pode afetar diretamente o funcionamento e a estrutura das membranas
celulares onde sdo formados. Estes produtos sdo moléculas quimicamente reativas que podem
facilmente comprometer o DNA, lipidios, peptideos e proteinas, levando a disturbios no
metabolismo celular, que promovem mais danos oxidativos no organismo (GEGOTEK;
SKRZYDLEWSKA, 2019).

A suplementagdo dietética de PUFA, principalmente da série n-3, em dietas para
espécies aquicolas, levara a um aumento nas exigéncias em vitaminas com propriedades
antioxidantes (E, A, C), além de demandar a inclusdo de compostos antioxidantes para evitar

danos oxidativos bem como a um maior cuidado no armazenamento das dietas.

1.5 Aurantiochytrium sp. COMO ADITIVO PARA RACOES AQUICOLAS

As duas principais fontes de DHA utilizadas na formulagdo de dietas para peixes
provém da farinha e do dleo de peixe (TURCHINI, 2009). Entretanto, atualmente se busca a
substitui¢do destes ingredientes, visto que sdo produzidos muitas vezes de forma insustentavel,
por meio da pesca extrativa (FAO, 2016). Diversos estudos buscam substituir tais ingredientes,
mas poucos geraram resultados satisfatorios, principalmente pela auséncia ou baixos niveis de
LC-PUFA da série n-3 em ingredientes normalmente utilizados na elaboracao de racdes para
peixes. Um ingrediente rico em DHA, ndo oriundo da pesca extrativista, ¢ a farinha de
Aurantiochytrium sp., que se encontra disponivel comercialmente. Ainda ha discussdo entre os
taxonomistas se Aurantiochytrium sp. € uma alga, pois originalmente foi classificada como um
fungo primitivo, ja que apresenta caracteristicas de ambos (LEWIS et al., 1999; MARCHAN
et al., 2018). No entanto, sabe-se que ¢ um microrganismo heterotrofico encontrado no
ambiente marinho, que compde o grupo dos Thraustochytrids (GUPTA et al., 2012).
Schizochytrium sp., Aurantiochytrium sp., Thraustochytrium sp. e Ulkenia sp. sao
microrganismos da familia Thraustochytridiacae, que tém sido estudados durante as ultimas
trés décadas devido a sua alta producdo de acidos graxos da série n-3, em particular o DHA,
além de uma pequena quantidade de LC-PUFA da série n-6 (GUPTA et al., 2012; MARCHAN
et al., 2018). Aurantiochytrium sp. contém alto conteudo lipidico, variando entre 55 a 75% na

matéria seca, sendo que até 48% do total de acidos graxos ¢ DHA, o que o torna um produto
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interessante para ser utilizado como fonte alternativa de LC-PUFA n-3 na industria de ragdes
aquicolas (GUPTA et al., 2012; MARCHAN et al., 2018). Entre as varias cepas destes
microrganismos heterotroficos, a cepa de Aurantiochytrium sp. TC022 ¢ a que apresenta maior
conteudo lipidico e DHA ja relatado (MARCHAN et al., 2018). Os microrganismos
Schizochytrium sp. e Aurantiochytrium sp. liberam zodsporos de formato parecido e as células
vegetativas sdo geralmente dispersas como células tinicas (MARCHAN et al., 2018). Tais
semelhangas causam dificuldade para a adequada identificagcdo destes microrganismos, sendo
comum a classifica¢do erronea dos mesmos.

A cultura em grande escala destes microrganismos parece ser apropriada para
produg¢do de aditivos para ragdes comercial, pois apresentam rapido crescimento e
processamento relativamente simples (MILLER et al., 2007; GUPTA et al., 2012; SPRAGUE
et al., 2015). A biomassa seca de Aurantiochytrium sp. ¢ utilizada para a producdo de uma
farinha comercial (aditivo), a qual é obtida por meio de um processo de fermentagao
heterotréfico, resultando em um ingrediente lipidico (Tabela 2). O processo de extragdo ¢
baseado na hidrdlise celular e ndo utiliza solventes organicos (RATLEDGE; LIPPMEIER,
2017). A empresa Alltech® Inc. (Nicholsville, KY, EUA) produzia um produto comercial
chamado ALL-G-RICH®; porém, em 2018, sua producdo foi interrompida. Entretanto, ha
relatos que um consorcio entre as empresas Royal DSM® (Heerlen, Paises Baixos) e Evonik®
(Essen, Alemanha) produz um ingrediente rico em PUFAs da série n-3, oriundo de
microrganismos do grupo dos Thraustochytrids, o qual ¢ empregado na formulacdo de ragdes
da empresa Skretting® (Sjohagen, Stavanger, Noruega) (RATLEDGE; LIPPMEIER, 2017;
SKRETTING, 2016). Ainda, o grupo Cargill® (Minneapolis, MN, EUA) esta investindo nos
mesmos microrganismos na produgdo de aditivo para ragdes aquicolas (RATLEDGE;
LIPPMEIER, 2017).

A farinha de Aurantiochytrium sp. ja foi testada com sucesso em dietas para tilapia-
do-nilo (BRIGNOL et al., 2018; FERNANDES et al., 2018), bem como para salmado-do-
atlantico (SPRAGUE et al., 2015), truta-arco-iris, Oncorhynchus mykiss (FILER, 2013),
garoupa, Epinephelus lanceolatus (GARCIA-ORTEGA et al., 2016), totoaba, Totoaba
macdonaldi (MATA-SOTRES et al., 2018) e para a garoupa alaranjada, Pinephelus coioides
(LEE et al., 2018), sem prejudicar o crescimento dos peixes, quando produzidos em
temperaturas 0timas de criagdo para cada espécie. Do mesmo modo, a substitui¢ao de 100% do
6leo de peixe pela farinha de Aurantiochytrium sp. na dieta do camardo-branco, Litopenaeus
vannamei, proporcionou excelentes resultados de desempenho em crescimento e acimulo

corporal de 4cidos graxos da série n-3, quando criados em temperatura 6tima de crescimento


https://www.google.com/search?safe=strict&sxsrf=ALeKk00xAJYJ7bzbqh9QacN0dJPJaSpNug:1596671648689&q=Heerlen&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3KMsyqXzEaMwt8PLHPWEprUlrTl5jVOHiCs7IL3fNK8ksqRQS42KDsnikuLjgmngWsbJ7pKYW5aTmAQD5qzSqTAAAAA
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(GUIMARAES et al., 2019). Assim, a farinha de Aurantiochytrium sp. tem se mostrado uma
alternativa eficaz e sustentavel ao 6leo de peixe como ingrediente para ragdo de espécies
aquicolas.

Recentemente, foi realizado um estudo, a 22°C, onde diferentes inclusoes dietéticas da
farinha de Aurantiochytrium sp. afetaram positivamente o desempenho de crescimento da
tildpia-do-nilo (NOBREGA et al., 2019 — primeiro artigo desta tese). A suplementagdo dietética
da farinha de Aurantiochytrium sp. na faixa de 0,45 a 1,42 g 100 g™ da dieta seca foi suficiente
para promover maior crescimento, bem como melhorar a composi¢ao lipidica corporal, com
aumento de DHA e razdo PUFA n-3/n-6 no musculo (NOBREGA et al., 2019) e no corpo
(BATISTA, 2019) dos peixes. Além disso, a tilapia-do-nilo alimentada com farinha de
Aurantiochytrium sp. apresentou melhoria nas caracteristicas morfofisioldgicas no intestino e
hepatopancreas (BATISTA, 2019), resultados que corroboram o maior crescimento relatado

por Nobrega et al. (2019).

Tabela 2. Composi¢io da farinha de Aurantiochytrium sp. (All-G-Rich®), analisado no
laboratdrio de nutri¢ao de espécies aquicolas (LABNUTRI) da Universidade Federal de Santa

Catarina (UFSC).
Composi¢io’ g 100 g™ do peso seco
Matéria seca 96,85
Proteina bruta 70,36
Extrato etéreo 11,72
Cinzas 3,35
16:0 PAL 33,67
22:4 n-6 2,86
20:5n-3 EPA 0,22
22:6 n-3 DHA 15,81
>'SFA 38,93
>MUFA 0,75
>'PUFA 19,60
>'PUFA n-6 3,07
>'PUFA n-3 16,49

' PAL = 4cido palmitoleico, EPA = eicosapentaenoico, DHA = acido docosaexaenoico, grupo dos acidos graxos:
SFA = écidos graxos saturados, MUFA = acidos graxos monoinsaturados, PUFA = acidos graxos poli-insaturados.
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Peixes alimentados com 1 g 100 g! da dieta seca de farinha de Aurantiochytrium sp.
apresentaram maior crescimento, eficiéncia alimentar e retencdo de proteina do que peixes
alimentados com dieta suplementada com quantidade semelhante de DHA, mas oriundo de
OFB. A suplementacio alimentar de 1 g de AM 100 g'! da dieta seca promoveu 5% a mais de
crescimento do que a inclusdo de 2 g 100 g'! de OFB, além de promover 16% mais crescimento
em comparag¢ao com a tilapia alimentada com a dieta sem suplementagdo de DHA (NOBREGA
et al., 2019). Em estudo anterior da equipe do LABNUTRI, também a 22°C, a tilapia-do-nilo
jé& apresentava um ganho de peso 18% superior quando alimentada com dietas contendo 6leo
de peixe, rico em LC-PUFA da série n-3, se comparada com o ganho em peso de tilapia
alimentada com dietas contendo misturas de Oleos vegetais, ricos em LOA ou o-LNA

(CORREA et al., 2018).

1.6 OBJETIVO

1.6.1 Objetivo Geral
Determinar o melhor nivel de suplementagdo de farinha comercial de
Aurantiochytrium sp. na dieta de tilapia-do-nilo, que aprimore o desempenho zootécnico, sem

promover estresse oxidativo, durante e apds o inverno.

1.6.2 Objetivos Especificos
e Avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de tildpia-do-nilo alimentados com dieta

suplementada com farinha de Aurantiochytrium sp., em temperatura subdtima de 22°C.

e Analisar a digestibilidade da matéria seca, da fragdo proteica e lipidica e dos acidos graxos

da farinha de Aurantiochytrium sp., em temperatura subotima de 22 °C.

e Medir o actimulo corporal de DHA, apds alimentagdo com dietas suplementadas com

farinha de Aurantiochytrium sp., em temperatura subdtima de 22 °C.

e Investigar os danos oxidativos celulares em tilapia-do-nilo, apds alimentagcdo com dietas
suplementadas com farinha de Aurantiochytrium sp., em temperatura subdtima fria

seguida de aumento de temperatura, simulando a chegada da primavera.
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RESUMO

As informagodes sobre as exigéncias de dcidos graxos para a tilapia-do-nilo, criadas em
temperaturas subotima fria sdo escassas. Animais ectotérmicos, como a tilapia, tendem a
aumentar o grau de insaturacdo nos acidos graxos da membrana em baixas temperaturas para
manter a funcdo da membrana celular. Portanto, juvenis de tilapia tilapia-do-nilo (8,47 + 0,19
g) foram alimentados, a uma temperatura subdtima fria de 22°C, com quatro concentragdes
diferentes de farinha de Aurantiochytrium sp. (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 g 100 g'! dieta seca), uma fonte
de 4cido docosahexaenoico (22: 6 n-3, DHA), além de uma dieta sem a inclusdo do aditivo,
para avaliar o seu efeito no crescimento, retencdo de nutrientes e digestibilidade. Também
incluimos uma dieta de controle positivo com 6leo de figado de bacalhau (OFB), contendo uma
concentragdio de DHA semelhante a dieta suplementada com 1,0 g 100 g' de farinha de
Aurantiochytrium sp., para permitir a comparacao de duas fontes dietéticas ricas em DHA. Os
peixes foram alimentados com as dietas experimentais duas vezes ao dia até a saciedade
aparente por 87 dias. O aumento da suplementagao dietética de farinha de Aurantiochytrium sp.
afetou positivamente o crescimento, a eficiéncia alimentar, a retenc¢ao de proteinas e o conteudo
de DHA no musculo. Peixes alimentados com farinha de Aurantiochytrium sp. apresentaram
maior ganho de peso significativo quando comparados aos peixes alimentados com a dieta
OFB. A suplementagdo dietética de farinha de Aurantiochytrium sp. também influenciou
positivamente o perfil de dcidos graxos da série n-3 no musculo da tilapia-do-nilo, resultando
em maiores concentracdes de DHA. Os peixes alimentados com a dieta OFB acumularam
significativamente mais DHA, em comparago com as tildpias alimentadas com 1,0 g 100 g!
de farinha de Aurantiochytrium sp. A digestibilidade dos nutrientes da farinha de
Aurantiochytrium sp. foi determinada em peixes de peso inicial de 16,01 £ 0,68 g,a22°C. O
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DHA apresentou alta digestibilidade (96,05%) para tilapia-do-nilo, mesmo em temperaturas
subdtima fria, mas a digestibilidade das proteinas, lipidios e acidos graxos saturados foram
baixas. Neste estudo, descobrimos que a suplementagao de farinha de Aurantiochytrium sp. em
0,43 a 1,00 g de dieta seca 100! para tildpia-do-nilo mantida a 22°C resultou em melhor
crescimento, eficiéncia alimentar, composi¢ao lipidica corporal e adequada relacdo de acidos
graxos poli-insaturados das séries n-3 / n-6 no musculo para o consumo humano.

Palavras-chaves: DHA, digestibilidade de acidos graxos, Oreochromis niloticus,
suplementagao dietética, temperatura baixas.

2.1 INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo ¢ o quarto peixe mais cultivado no mundo e produzido em todos os
continentes (FAO, 2018). A producao de tilapia-do-nilo aumentou 65,55% entre 2010 e 2016,
o que afetou positivamente a aquicultura global de 4gua doce, promovendo o consumo de peixes
e a criagcdo de empregos (FAO, 2018). Apesar de ser uma espécie tropical, a tilapia-do-nilo ¢é
cultivada em muitas regioes subtropicais ao redor do mundo, onde ha grandes variagdes de
temperatura ao longo do ano (FAO, 2018). A faixa ideal de temperatura para a tilapia-do-nilo
¢ de 26 a 30°C; abaixo de 16 — 13°C a alimentacdo cessa e, abaixo de 9°C o movimento
voluntario cessa (Ma et al., 2015). Recentemente, verificou-se que a temperatura letal para a
tilapia-do-nilo estd entre a faixa 10 a 6°C, esse resultado ¢ influenciado pelo perfil de acidos
graxos dietético (Abdel-Ghany et al., 2019). Assim, dietas preparatorias devem ser uma
ferramenta valiosa para melhorar o crescimento e o bem-estar da tilapia-do-nilo antes do
inverno.

Temperaturas subdtima frias foram relatadas em todo o mundo como causadoras de
impactos negativos na producao da tilapias (Pimolrat et al., 2013; Ma et al., 2015; Shi et al.,
2015). Quando a tilapia-do-nilo é submetida a uma temperatura subotima fria de 22°C, ocorre
uma reduc¢do no consumo de racdo, o que leva a redugdo significativa no crescimento, quando
comparado aos peixes mantidos a uma temperatura ideal de 28°C (Azaza et al, 2008; Ma et al.,
2015; Corréa et al., 2017; Corréa et al., 2018).

Mudangas na temperatura ambiente tém uma influéncia crucial em animais
ectotérmicos, como os peixes. Para manter sua fungdo fisioldgica em temperaturas
desfavordveis frias, os peixes aumentam os niveis de insaturacdo dos acidos graxos dos
fosfolipidios que compdem suas membranas celulares (Weber e Bosworth, 2005; Turchini et
al., 2010). Estudos sobre a nutri¢do de acidos graxos para a tildpia-do-nilo que enfrentam

periodos de frio prolongado sdo fundamentais ndo apenas para aumentar a produtividade, mas
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também para manter ¢ melhorar a saide dos peixes, uma vez que os acidos graxos sao
responsaveis pela funcionalidade de todas as membranas celulares.

Embora existam numerosos estudos sobre nutri¢do para a tildpia-do-nilo, € necessario
um melhor entendimento de suas exigéncias em acidos graxos € do metabolismo (Tocher,
2010). Até o momento, os acidos graxos considerados essenciais para a tildpia-do-nilo, criados
a temperatura 6tima de crescimento, sdo o acido alfa-linolénico (18: 3 n-3, a-LNA) e o 4acido
linoleico (18: 2 n-6, LOA) (Takeuchi et al., 1983; Chen et al.,, 2013). Entretanto, em
temperaturas subotimas frias, o crescimento e a eficiéncia alimentar foram melhorados quando
a tilapia-do-nilo alimentadas com dietas contendo 6leo de peixe, ricos em acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (LC-PUFA), como principal fonte lipidica, em comparagao a peixes
alimentados com dietas suplementadas com outras fontes de lipidios, ricas em LOA ou a-LNA
(Corréa et al., 2017; Corréa et al., 2018). Da mesma forma, a exigéncia dietética de a-LNA em
tilapia-do-nilo foi maior quando criados em temperaturas subotima frias (Chen et al., 2013;
Nobrega et al., 2017).

A estagnacdo da pesca, que consequentemente afeta a disponibilidade de farinha e 6leo
de peixe para as industrias de ragdo animal, esta criando uma demanda por fontes alternativas
de LC-PUFA série n-3. Schizochytrium sp., Aurantiochytrium sp. € outros microrganismos da
familia Thraustochytriidae foram estudados nas ultimas trés décadas (Gupta et al., 2012;
Marchan et al., 2018) devido a sua alta producao de 4cidos graxos da série n-3 de 20 e 22
carbonos. Aurantiochytrium sp. ¢ um microrganismo heterotréfico encontrado no habitat
marinho, que cresce rapidamente, ¢ facilmente processada e fabricada, tornando-o adequado
para ser usado como fonte de acido docosahexaenoico (22: 6 n-3, DHA) na industria de ragdes
(Gupta et al., 2012; Marchan et al., 2018). Entre as varias linhagens de Aurantiochytrium sp., a
TC022 ¢ a que apresenta o maior desempenho (Marchan et al., 2018). A farinha de
Aurantiochytrium sp. foi testada com sucesso nas dietas da tilapia-do-nilo (Fernandes et al.,
2018; Brignol et al., 2018) e para a garoupa alaranjada, Pinephelus coioides (Lee et al., 2018),
sem prejudicar o crescimento de peixes criados a temperaturas dtimas.

Portanto, o presente estudo foi realizado para avaliar se diferentes inclusdes dietéticas
de farinha de Aurantiochytrium sp., como uma fonte de DHA, afetard o crescimento e a
composi¢ao muscular dos acidos graxos da tilapia-do-nilo, a uma temperatura subotima fria.
Também vamos avaliar a digestibilidade dos nutrientes da farinha de Aurantiochytrium sp. pela
tilapia-do-nilo a temperatura subdtima fria.

2.2 MATERIAL E METODOS
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2.2.1 Desenho e dietas experimentais

A biomassa da farinha de Aurantiochytrium sp. seca € usada para produzir o ALL-G-
RICH® (Alltech, Nicholasville, KY, EUA), um aditivo alimentar que ¢ uma fonte de DHA (16
g 100 g'! do peso seco). Dietas isonitrogenadas e isoenergéticas com concentragdes crescentes
de farinha de Aurantiochytrium sp. ou 6leo de figado de bacalhau (OFB) foram formuladas para
atender as exigéncias nutricionais de juvenis de tilapia-do-nilo (NRC, 2011) (Tabela 3). As
quatro concentragoes de farinha de Aurantiochytrium sp. utilizadas foram 0,5; 1,0; 2,0e 4,0 g
100 g'! da dieta seca; uma dieta sem farinha de Aurantiochytrium sp. (0 g 100 g™ da dieta seca)
foi incluida como controle negativo. As dietas foram distribuidas aleatoriamente nas unidades
experimentais, resultando em cinco tratamentos dietéticos com cinco repeti¢des por tratamento.
Em adicional, uma dieta de controle positivo foi formulada com OFB, contendo uma
concentracdo de DHA semelhante ao da farinha de Aurantiochytrium sp. com 1,0 g 100 g da
dieta seca, para comparar as duas fontes lipidicas ricas em DHA, em delineamento inteiramente
casualizado, com dois tratamentos e cinco repeticdes por tratamento.

Banha suina e 6leo de milho foram utilizados para obter uma propor¢ao semelhante de
acidos graxos saturados (SFA) e acidos graxos poli-insaturados (PUFA) da série n-6, nas dietas
experimentais. Conseguimos manter as proporgoes semelhantes de alfa-linolénico (a-LNA) e o
total de PUFA n-6 entre as dietas, mas a propor¢ao entre SFA e acidos graxos monoinsaturados
(MUFA) (Tabela 3) variou um pouco devido as caracteristicas dos ingredientes. Para manter a
composicdes proximas semelhantes entre as dietas, a farinha de Aurantiochytrium sp. foi
substituida por banha suina, milho moido e farelo de soja.

Os ingredientes secos foram triturados (tela de I mm, moinho de martelos), peneirados
(0,6 mm, peneira manual), pesados e homogeneizados em um misturador horizontal (Inbramaq,
Riberdo Preto, Brasil). Os 6leos foram entdo incorporados e homogeneizados a mistura. A
umidade foi ajustada para 21% com adi¢do de dgua destilada para a extrusdo em uma extrusora
de parafuso simples Modelo MX40 (Inbramaq, Ribeirdao Preto, SP, Brasil).

Os parametros de extrusdo foram: temperatura 85°C, vazdo a 20% da capacidade
nominal, velocidade do parafuso 220 rpm, relagdo largura / didmetro de 2,3 / 1, diametro do
parafuso 92,5 mm, comprimento do cilindro 210 mm. Apds a extrusdo, os sedimentos foram
secos em estufa de circulagdo de ar forcada (50°C) por 4 h. Peletes de 1,5 a 2 mm foram obtidos
no final do processo. Depois de secas, as dietas foram embaladas e armazenadas em recipientes
hermeticamente fechados, protegidos da luz e mantidos em ambiente seco a 20°C para evitar a

oxidacao dos acidos graxos.
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Antes da preparacdo da dieta, todos os ingredientes foram analisados para determinar
sua composic¢ao proximal, perfil de acidos graxos e contetido energético. Os perfis de 4cidos
graxos nas dietas experimentais foram determinados no inicio e no final do experimento para

garantir que nao houvesse perdas devido a oxidacao durante o periodo experimental.

Tabela 3. Formulacao, composicao proxima e perfil de acidos graxos das dietas

experimentais.
Inclusao de farinha de Aurantiochytrium sp. . .,
2100 g" Oleo de figado
0,0 0,5 1,0 2,0 49 debacalhau
Ingrediente ?, g kg ! da dieta seca
Farelo de soja 473,8 471,6 472,0 469,9 465,9 4774
Milho 321,7 320,0 316,0 315,6 305,0 314,1
Farinha de visceras de aves 157,2 157,2 157,2 157,2 157,2 157,2
Outros " 28,3 28,3 28,3 28,3 28,3 28,3
Banha Suina 19,0 17,9 16,5 9,0 - -
Oleo de milho - - - - 3,60 3,00
ALL-G-RICH® - 5,0 10,0 20,0 40,0 -
Oleo de figado de bacalhau - - - - - 20,0
Composicdo, g 100 g ! peso da dieta seca

Energia bruta (kcal kg™!) 4168 4251 4216 4257 4297 4168
Matéria seca 89,47 90,32 89,22 89,74 90,66 90,32
Proteina bruta 36,40 36,30 36,08 35,93 35,85 36,20
Lipidios 8,64 8,93 8,99 9,13 9,90 9,20
Cinzas 7,11 7,17 7,18 7,20 7,61 7,20
16:0 PAL 1,55 1,63 1,77 2,03 2,43 1,16
18:1 n-9 OLA 2,56 2,31 1,93 1,89 1,49 1,89
18:2 n-6 LOA 1,92 1,81 1,75 1,76 1,71 1,81
20:4 n-6 ARA ND ¢ ND ND ND ND 0,05
18:3 n-3 a-LNA 0,04 0,03 0,03 0,02 0,02 0,23
20:5 n-3 EPA ND ND ND 0,01 0,02 0,17
22:5n-3 DPA ND ND ND 0,01 0,02 0,04
22:6 n-3 DHA ND 0,09 0,20 0,38 0,75 0,23
SFA ¢ 2,14 2,17 2,24 2,57 2,98 1,29
MUFA 3,02 2,72 2,28 2,26 1,80 2,65
PUFA 1,98 2,00 2,04 2,37 2,70 2,79
PUFA n-6 1,94 1,86 1,83 1,89 1,87 1,89
LC-PUFA n-6 0,02 0,06 0,08 0,13 0,16 0,08
PUFA n-3 0,04 0,13 0,21 0,47 0,84 0,83
LC-PUFA n-3 ND 0,09 0,20 0,45 0,82 0,54
n-3/n-6 0,02 0,07 0,12 0,25 0,45 0,44

2 Farelo de soja e milho fornecido pela Nicoluzzi Ragdes Ltda (Penha, Santa Catarina, Brasil). Farinha de visceras
de aves produzida pela Kabsa S.A. (Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil). Banha suina produzida pela Seara
Alimentos S.A. (Itajai, Santa Catarina, Brasil). ALL-G-RICH® produzido e fornecido pela Alltech Inc.
(Nicholasville, Kentucky, USA) e importado pela Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda (Araucaria, Parana,
Brasil). Oleo de milho “Suavit” produzido pela Cocamar Ltda (Maringa, Parana, Brasil). Oleo de figado de
bacalhau “Mdllers Tran”, produzido pela Orkla Health (Oslo, Dstlandet, Norway).
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b Fosfato bicélcico (13,5 g kg™), Premix vitaminico-micromineral (10,0 g kg-'), Bitartarato de colina (3,0 g kg™!),
Butil-hidroxitolueno (BHT) (1,0 g kg™'), Treonina (0,80 g kg™'); e o Premix vitaminico-micromineral (produzida
pela Cargill, Campinas, Sdo Paulo), composi¢do por kg: acido folico 420 mg, acido pantoténico 8.333 mg, BHT
25.000 mg, biotina 134 mg, sulfato de cobalto 27 mg, sulfato de cobre 1.833 mg, sulfato de ferro 8.000 mg, iodato
de calcio 92 mg, sulfato de manganés 3.500 mg, niacina 8,333 mg, selénio 100 mg, vitamina (vit.) A 1.666.670
UL, vit. B 2.083 mg, vit. B12 5.000 mcg, vit. B2 4.166 mg vit. B6 3.166 mg, equivalente a acido ascérbico 66.670
mg, vit. D3 666,670 Ul, vit. E 16.666 UI, vit. K3 833 mg, sulfato de zinco 23.330 mg, inositol 50.000 mg,
propionato de calcio 250.000 mg.

¢ Acidos graxos: PAL = 4cido palmitoleico, OLA = 4cido oleico, LOA = &cido linoleico, ARA= 4cido
araquiddnico, a-LNA = 4cido alfa-linolénico, EPA = 4cido eicosapentaenoico, DPA = 4cido docosapentaendico,
DHA = acido docosaexaenoico. Grupo dos acidos graxos: SFA = acidos graxos saturados, MUFA = acidos graxos
monoinsaturados, PUFA = 4cidos graxos poli-insaturados, LC-PUFA = PUFA de cadeia longa (com 20 a 22
carbono).

4 Nio detectados (<0.05% do total dos 4cidos graxos).

2.2.2 Procedimento experimental

Juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem GIFT, sexualmente invertidos para machos,
com peso corporal inicial 8,47 = 0,19 g (média + erro padrdo), foram obtidos de uma
piscicultura experimental da “Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina” (EPAGRI, Camboriu, SC, Brasil). O manejo dos peixes seguiu o protocolo n °
5665210917, aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEUA, UFSC). Os peixes foram inicialmente estocados em trés tanques de 1000 L,
todos conectados a um sistema aquicola de recirculagdo (RAS) de dgua doce, equipado com
filtros mecanicos e biologicos, compressor de ar e trocador de calor. O fotoperiodo foi ajustado
para 12 h.

Apds cinco semanas, grupos de 25 peixes foram estocados aleatoriamente em 30
tanques (cada tanque ¢ uma unidade experimental) de 100 L e aclimatados as condigdes de
laboratorio a 28°C na primeira semana. Na segunda semana, a temperatura da agua foi reduzida
gradualmente de 28°C para 22°C (1°C por dia) e, na terceira semana de aclimatacdo, a
temperatura da 4gua foi mantida em 22°C. Durante o periodo de aclimatagdo de trés semanas,
os peixes foram alimentados com dieta de controle negativo, sem suplementagdo de farinha de
Aurantiochytrium sp.

Durante o periodo experimental de 87 dias, os peixes foram alimentados com suas
respectivas dietas experimentais duas vezes ao dia (10:00 e 18:00 h) até a saciedade aparente.
O fluxo da entrada de 4gua nas unidades experimentais foi de 25 mL s ~ !, proporcionando uma
taxa de troca de 4dgua de oito vezes o volume total das unidades experimentais por dia. A
ingestdo de alimentos e a mortalidade foram registradas diariamente. Os parametros de
qualidade da agua foram medidos semanalmente, exceto a temperatura e o oxigénio dissolvido,
monitorados diariamente. Os valores médios (+ desvio padrao) foram os seguintes: temperatura

22,07 £ 0,19°C; oxigénio dissolvido 7,74 £ 0,48 mg L!; pH 7,25 + 0,08; salinidade 0,98 + 0,09
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g L1; alcalinidade 41,97 + 6,03 CaCO3 mg L'!; dureza 1908,33 + 90,64 CaCO3 mg L!; amonia
total 0,13, £ 0,10 mg L™!; nitrito 0,06 + 0,01 mg L"!; nitrato 3,68 + 0,33 mg L"!. Os indicadores
de qualidade da 4gua estavam dentro dos niveis de conforto conhecidos para a tilapia-do-nilo
(Popma e Lovshin, 1995), exceto a temperatura da agua, que foi mantida a 22°C para simular

as condi¢des de inverno em regides subtropicais.

2.2.3 Biometria e coleta amostral

No inicio e no final do teste de alimentacdo, que durou 87 dias, os peixes foram
medidos individualmente quanto ao comprimento e ao peso corporal (precisdo de 0,01 g). Eles
também foram pesados a cada 30 dias para monitorar o crescimento. Antes das biometrias,
todos os peixes foram submetidos a jejum de 24 horas e anestesiados com 100 mg L' Eugenol®
(Biodinamica Quimica e Farmacéutica Ltda, Ibipora, PR, Brasil). As seguintes variaveis foram
calculadas com os dados biométricos e do consumo de ragao: ganho de peso (GP, g = peso final
- peso inicial), ganho de peso diario (GPD, g dia! = ganho de peso x dia™'), taxa de crescimento
especifica ( SGR,% dia” ! = [{In peso final - In peso inicial} x dias™ !] x 100), eficiéncia
alimentar (FE = [ganho de peso] x [ingestdo total de ra¢do] '), ingestdo diaria de racdo (DFI ,%
de peso vivo dia™! = 100 x [ingestdo de alimentar x dias™'] x [{peso final + peso inicial} x 2—17]
1) e retengdo proteica aparente (ANPR,% = 100 x [composi¢do corporal final de proteina —
composicdo corporal inicial de proteina] x [ingestdo de proteinas]™).

Para a andlise centesimal e perfil de 4cidos graxos corporal, trés grupos de 30 peixes
foram amostrados no inicio do experimento e trés peixes por unidade experimental foram
amostrados no final do experimento. Para composicao muscular centesimal e perfil anélise de
acidos graxos, foram amostrados 40 peixes no inicio e cinco peixes por unidade experimental
no final do teste de alimentagdo. Antes de todas as amostragens, os peixes foram mantidos em
jejum por 24 h, sacrificados por overdose (200 mg L) do anestésico Eugenol®, seguido de
corte da coluna vertebral. As amostras coletadas foram liofilizadas, homogeneizadas e

armazenadas a -20°C até as analises.

2.2.4 Analises quimicas

As analises da composi¢do centesimal e dos perfis de acidos graxos foram realizadas
no Laboratério de Nutricdo de Espécies Aquicolas (LABNUTRI, UFSC). A anélise de
composi¢do centesimal seguiu procedimentos padronizados pela "Association of Official
Analytical Chemists" (AOAC, 1999): umidade (secagem a 105°C até peso constante, método
950.01), proteina bruta (Kjeldahl, método 945.01), lipidio total (Soxhlet, método 920.39C) e
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cinzas (incineragdo a 550°C, método 942.05). A energia bruta foi determinada em uma bomba
calorimétrica (PARR, modelo ASSY 6200), de acordo com as instru¢des do fabricante.

As medigoes de acidos graxos foram realizadas por cromatografia gasosa.
Resumidamente, os lipidios das amostras foram extraidos a frio e quantificados pelo método de
Folch et al. (1957), modificado por Ways e Hanahan (1964), e posteriormente modificado como
descrito por Corréa et al. (2018). Os acidos graxos foram entdo esterificados usando o método
de O'Fallon et al. (2007) e separados por um cromatografo gasoso (Agilent 7890B, Santa Clara,
Califérnia, EUA) com um detector FID, usando uma coluna capilar CP7487 (CP-Sil 88 para
FAME - 60 m, 0,25 mm, 0,20 um, 7-in. cage). As condi¢cdes cromatograficas foram:
temperatura do detector 300°C; temperatura do injetor 240°C; temperatura inicial da coluna
120°C por 10 min, programada para aumentar a uma taxa de 3°C min™! até 186°C mantida por
5 min e depois aumentada novamente a 3°C min™! até a temperatura final de 231°C. O hélio era
o gas portador, com um fluxo de coluna de 2,5 mL min! e a injecdo foi realizada no modo
“Split” (1:40). Os acidos graxos foram identificados com base no tempo de retengdo de dois
padrdes, MIX 37 (37 Component FAME Mix e PUFA n° 3) e 6leo menhaden (SUPELCO,
Bellefont, Pensilvania, EUA). As concentracdes de acidos graxos nas amostras foram
calculadas de acordo com Joseph e Ackman (1992), utilizando como padrao interno 23: 0 (4cido

tricosanoico, Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA).

2.2.5 Dietas e ensaio de digestibilidade

O ensaio de digestibilidade foi conduzido para avaliar a utilizagdo dos nutrientes da
farinha de Aurantiochytrium sp. (ALL-G-RICH®) pela tilapia-do-nilo em temperatura subotima
fria de 22°C. Avaliou-se a digestibilidade da proteina bruta, matéria seca, lipidios e acidos
graxos. Conforme descrito na Se¢ao 2.2.1, uma dieta referéncia foi formulada com ingredientes
semi-purificados, com base nos requisitos nutricionais da tildpia-do-nilo (NRC, 2011), além da
adicdo de 1,00 mg g da dieta seca de 6xido de itrio como marcador inerte (Tabela 4). Os
peixes foram alimentados com a dieta de referéncia ou a dieta de teste. A dieta teste consistiu
em 900 mg g do peso seco da dieta referéncia e 100 mg g™ do peso seco de farinha de
Aurantiochytrium sp. Os processos de preparagdo e extrusdo da dieta foram realizados

conforme descrito na Sec¢ao 2.2.1.
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Tabela 4. Composicao proximal e perfil de acidos graxos da dieta de referéncia usada no
ensaio de digestibilidade.

Ingrediente? mg g'! da dieta seca

Amido de milho 443,00
Caseina 283,00
Gelatina 88,00
Celulose microfina 73,00
Premix macromineral 40,00
Banha suina 29,00
Oleo de milho 20,00
Carboximetilcelulose 10,00
Premix vitaminico-micromineral 10,00
Bitartarato de colina 2,50
Oxido de itrio 1,00
BHT 0,50

Composigdo, g 100 g - peso da dieta seca

Matéria seca 89,84
Proteina bruta 38,80
Lipidios 5,56
Cinzas 3,92
SFA ® 1,50
MUFA 1,94
PUFA 1,28
PUFA n-6 1,24
LC-PUFA n-6 0,04
PUFA n-3 0,04
LC-PUFA n-3 ND 3
n-3/n-6 0,03

? Amido de milho, caseina, gelatina, celulose microfina, carboximetilcelulose, Bitartarato de colina Bitartarato de
colina e BHT distribuidos pela Rhoster (Aragoiaba da Serra, Sdo Paulo, Brasil). Banha suina produzida pela Seara
Alimentos S.A. (Itajai, Santa Catarina, Brasil). ALL-G-RICH® produzido e fornecido pela Alltech Inc.
(Nicholasville, Kentucky, USA) e importado pela Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda (Araucéria, Parana,
Brasil). Oleo de milho “Suavit” produzido pela Cocamar Ltda (Maringé, Parana, Brasil). Oxido de itrio produzida
pela Sigma (Louis, USA). Premix vitaminico-micromineral (produzida pela Cargill, Campinas, Sdo Paulo),
composigdo por kg: acido folico 420 mg, acido pantoténico 8.333 mg, BHT 25.000 mg, biotina 134 mg, sulfato de
cobalto 27 mg, sulfato de cobre 1.833 mg, sulfato de ferro 8.000 mg, iodato de calcio 92 mg, sulfato de manganés
3.500 mg, niacina 8.333 mg, selénio 100 mg, vitamina (vit.) A 1.666.670 UL, vit. BI 2.083 mg, vit. B12 5.000 mcg,
vit. B2 4.166 mg vit. B6 3.166 mg, equivalente a acido ascorbico 66.670 mg, vit. D3 666,670 Ul, vit. E 16.666 Ul,
vit. K3 833 mg, sulfato de zinco 23.330 mg, inositol 50.000 mg, propionato de calcio 250.000 mg. Premix
macromineral, composi¢ao por kg: fosfato bicalcico 565 g, cloreto de potassio 60 g, cloreto de sodio 65 g, sulfato
de magnésio 310 g.

® Grupo dos 4cidos graxos: SFA = 4cidos graxos saturados, MUFA = 4cidos graxos monoinsaturados, PUFA =
acidos graxos poli-insaturados, LC-PUFA = PUFA de cadeia longa (com 20 a 22 carbono).
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Peixes do mesmo lote utilizados no ensaio de alimentagao foram utilizados no teste de
digestibilidade. Juvenis de tilapia-do-nilo estocados em tanques de 1000 L foram transferidos
para oito unidades experimentais (duas dietas x quatro repeti¢des), que consistiam em tanques
cilindricos-conicos de 200 L, conectados ao mesmo RAS. Cada tanque foi estocado com 125
juvenis (peso médio 16,01 £ 0,68 g), que foram alimentados com a dieta teste ou a dieta de
referéncia. A aclimatagdo antes da coleta de fezes ocorreu durante as trés primeiras semanas na
unidade experimental. Durante a primeira semana, a temperatura da agua das unidades
experimentais foi mantida a 28°C; durante a segunda semana, a temperatura da agua diminuiu
gradualmente de 28°C para 22°C (1°C por dia) e na terceira semana de aclimatagdo, a
temperatura da agua foi mantida em 22°C. As fezes foram coletadas durante 21 dias apds o
periodo de aclimatagdo. Os tanques cilindricos-conicos foram equipados com tubo de 50 mL
no fundo para coleta das fezes por decantacdo. Esses tubos foram imersos em recipientes
isotérmicos com gelo para evitar a degradacdo microbiana. Os tubos e o gelo foram trocados a
cada 2 horas. Os tubos removidos foram centrifugados por 1 min a 1077 x g e amostras de fezes

foram armazenadas a -20°C. Os procedimentos foram descritos anteriormente por Rodrigues et

al. (2011).

O coeficiente de digestibilidade aparente (ADC) foi calculado com as seguintes equacdes:

(1) ADC % = 100 — [100 X (M“"“d‘””i”“ x Nutriente F) ]

Marcadorgezes Nutrientepietq

(2) ADCing% = ADCtd + [(ADCtd _ ADCref) X [0.9XNutrienteref]l

0.1 x Nutriente;ng

Onde ing = ingrediente, td = dieta de teste e ref = dieta de referéncia.

Os indicadores de qualidade da agua (média + desvio padrao) foram: temperatura
21,97 £ 0,30°C; oxigénio dissolvido 8,18 £ 0,31 mg L''; pH 7,26 + 0,07; salinidade 0,99 + 0,06
g L'!; alcalinidade 32,13 £ 4,01 CaCO3 mg L"!; dureza 1947,00 + 89,50 CaCO3 mg L™!; aménia
total 0,06 = 0,05 mg L!; nitrito 0,09 = 0,01 mg L!; nitrato 2,64 + 0,70 mg L. O fluxo de

entrada de 4gua em cada tanque foi de 50 mL s!.

A alimentacao dos peixes foi realizada duas vezes ao dia (11:00 e 19:00 h) até a
saciedade aparente. Uma hora apods a alimentacao, as paredes do tanque foram vigorosamente
limpas e aproximadamente 70% da agua foi renovada. Este procedimento foi realizado para
evitar a contaminagao das fezes com a racdo, remover qualquer ragdo regurgitadas pelos peixes

e remover qualquer producao de biofilme bacteriano. Os periodos de coleta das fezes ocorreram
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apos a limpeza dos tanques. As amostras de fezes foram coletadas diariamente das 5:00 as 10:00
h e das 13:00 as 17:00 h, com duas coletas por periodo. No final de cada periodo de coleta, as
amostras de fezes foram liofilizadas, homogeneizadas e armazenadas a -20°C até analises

posteriores.

2.2.6 Analises estatisticas

Todos os dados foram testados quanto a normalidade, homocedasticidade e, no caso
das analises de regressdo linear, também foram testados quanto a independéncia dos residuos
(Teste de Durbin-Watson). As analises de regressao avaliaram o efeito dos niveis crescentes da
farinha de Aurantiochytrium sp. nas variaveis de desempenho de crescimento, composi¢ao
corporal centesimal e perfis de 4cidos graxos musculares. Os dados de peixes alimentados com
a dieta CLO foram comparados apenas com os dados dos peixes alimentados com 1,00 g 100
g’! da dieta seca da farinha de Aurantiochytrium sp., usando o teste t de Student’s. Para todos

os testes, o nivel de significAncia adotado foi de 5%.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Crescimento, sobrevivéncia e retencio proteica

Variaveis de desempenho de crescimento da tilapia-do-nilo, incluindo ganho em peso,
ganho em pese didrio, taxa de crescimento especifico, eficiéncia alimentar, ingestdo diaria de
racdo e retencdo proteica aparente foram ajustadas a um modelo de regressdo cubica (Tabela
5, Figura 2). As taxas de sobrevivéncia foram semelhantes entre os peixes que receberam as
diferentes dietas, variando entre 100,00 ¢ 99,20%.

Os juvenis de tilapia-do-nilo, mantidos a uma temperatura subdtima fria de 22°C,
tiveram crescimento e eficiéncia alimentar afetados positivamente quando alimentados com
suplementagdo dietética de farinha de Aurantiochytrium sp., de 1,4 e 0,65, respectivamente
(Figura 2). Esses achados coincidem com os estudos anteriores realizados em nosso laboratorio
(Corréa et al., 2017; Nobrega et al., 2017; Corréa et al., 2018) mostrando que DHA dietético ou
outros PUFAs da série n-3 sdo necessarios para um melhor desempenho da tildpia-do-nilo em
uma temperatura subdtima fria. A tildpia-do-nilo mantida a 25°C e alimentada com PUFAs da
série n-3 também apresentou a melhor taxa de crescimento (Abdel-ghany et al., 2019).
Entretanto, quando juvenis de tilapia-do-nilo foram criados a temperatura 6tima de crescimento
de 28°C e alimentados com diferentes inclusdes de farinha de Aurantiochytrium sp., ndo foram

encontrados efeitos positivos no crescimento (Fernandes et al., 2018). Além disso, a relagdo n-
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3 / n-6 ndo afetou o crescimento da tilapia-do-nilo, independentemente da temperatura da agua
(28°C ou 22°C), quando as dietas continham no minimo 1,3 g 100 g!' da dieta seca do total de
PUFA (Mufatto et al., 2019).

Apesar dos peixes apresentarem alto ganho em peso quando alimentados com as dietas
suplementadas com 4,00 g 100 g™ de farinha de Aurantiochytrium sp., a eficiéncia alimentar e
a ingestdo diaria de alimentos foram piores nos dois niveis mais altos (2,00 ou 4,00 g 100 g™)
de suplementagdo com farinha de Aurantiochytrium sp. A utiliza¢ao de proteina foi maior em
tilapias alimentadas com 1,00 g 100 g™ da dieta seca, seguida de 4,00 g 100 g! de farinha de
Aurantiochytrium sp. Surpreendentemente, os peixes alimentados com farinha de
Aurantiochytrium sp. apresentaram desempenho de crescimento, eficiéncia alimentar e reten¢ao
proteica aparente significativamente maior do que os peixes alimentados com a dieta CLO,
apesar de terem conteido semelhante de DHA (Tabela 6). Em um estudo anterior em
temperatura Otima, a tildpia-do-nilo alimentada com farinha de Aurantiochytrium sp.
apresentou desempenho de crescimento semelhante aos peixes alimentados com CLO
(Fernandes et al., 2018).

A suplementacio de 1,42 g 100 g! da dieta seca de farinha de Aurantiochytrium sp.
promoveu maior ganho em peso, estimada pela equagdo de regressdo. No entanto, as
concentragoes de farinha de Aurantiochytrium sp. que promoveram maior eficiéncia alimentar
e retencdo de proteinas foram de 0,45 e 0,65 g 100 g! da dieta seca, respectivamente (Figura

2).

Tabela 5. Desempenho de crescimento, eficiéncia alimentar e retengdo proteica aparente em
juvenis de tilapia-do-nilo apos a alimentacdo com cinco niveis de inclusdo dietética de farinha
de Aurantiochytrium sp. por 87 dias, a 22° C. ?

Incluséao de farinha de Aurantiochytrium sp.

Variaveis 2100g"’ l;;);;\l;(: Valor p¢
0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
Ganho em peso, g 59,46 62,98 69,08 67,05 70,29 0,02 <0,001
Ganho em peso didrio, g dia”’ 0,68 0,72 0,79 0,77 0,81 0,02 <0,001
f/oa’;?a‘,l,e crescimento especifico, 2,39 2,45 2,56 2,55 2,53 0,03 <0,001
Eficiéncia alimentar 0,83 0,84 0,83 0,79 0,76 0,02 <0,001
U < o

Ingestao didria de ragdo, % do 2,76 2,74 2,75 2,82 2,98 0,14 0,006
peso vivo dla}"lO

Retencdo proteica aparente, % 37,38 37,55 38,61 34,78 37,49 1,60 0,015

2 Os resultados sdo expressos como a média de cinco repetigdes (n = 25 peixes por repetigdo).

b Erro padrio da média.

¢ Quando a regressdo polinomial foi significativa, foram obtidas as seguintes equagdes: Ganho em peso, y = 1,219x>
- 8,033x% + 15,468x + 58,877, R? = 0,82. Ganho em peso diario, y = 0,014x> - 0,092x> + 0,178x + 0,677, R = 0,82.
Taxa de crescimento especifico, y =0,014x> - 0,1082x>+ 0,247x + 2,381, R2=0,82. Eficiéncia alimentar, y = 0,006x’
- 0,032x2 + 0,025x + 0,829, R> = 0,86. Ingestdo didria de ragdo, y = -0,009x> + 0,069x> - 0,071x + 2,759, R? = 0,51.
Retengdo proteica aparente, y = 0,972x3 - 5,274x* + 5,600x + 37,025, R>=0,51.
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Figura 2. Regressoes polinomiais do ganho de peso, retengdo proteica aparente e eficiéncia
alimentar de juvenis de tilapia-do-nilo alimentadas com inclusdes crescentes de farinha de
Aurantiochytrium sp. por 87 dias, a 22°C.
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2.3.2 Digestibilidade de nutrientes

A 22°C, todos os PUFAs da farinha de Aurantiochytrium sp. apresentou um alto
coeficiente de digestibilidade aparente (ADC) para tilapia-do-nilo (96 a 100%) (Tabela 7).
Também foram relatados altos ADC para o DHA, PUFA da série n-3 e PUFA da série n-6 para
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tildpia-do-nilo mantida em temperatura 6tima de crescimento (Sarker et al., 2016; Fernandes et
al., 2018) e para o salmio-do-atlantico, mesmo quando mantida a 8,8°C, em temperatura
subdtima fria para essa espécie (Kousoulaki et al., 2016).

Por outro lado, a uma temperatura subotima, os ADCs do SFA e do MUFA forma
baixos (52% e 15%, respectivamente), representando a menor digestibilidade dos acidos graxos
encontrados (Tabela 7). Em geral, os SFAs apresentaram menor digestibilidade que os PUFAs,
como encontrado anteriormente em outros estudos, mesmo quando as tilapias foram
alimentadas em temperatura 6tima de crescimento com farinha de Aurantiochytrium sp.
(Fernandes et al., 2018) ou farinha de Schizochytrium sp. (Sarker et al., 2016) um
microrganismo heterotrofico (Marchan et al., 2018). O ADC dos SFAs foi alto somente quando
a tildpia-do-nilo foi alimentada com 4cidos graxos purificados, sendo semelhante a
digestibilidade dos PUFAs (Chen et al., 2018).

Foi relatado anteriormente para a tilapias e outros peixes, que dietas com altos niveis
de SFA podem afetar negativamente a digestibilidade lipidica e metabolismo (Turchini et al.,
2009; Correéa et al., 2017; Salini et al., 2017). A relacdo de acidos graxos saturados para
insaturados nas cadeias acila dos lipidios da membrana ¢ um fator importante na determinagao
do empacotamento lipidico, viscosidade da membrana e permeabilidade a 4gua (Ernst et al.,

2016).

Tabela 6. Desempenho em crescimento, eficiéncia alimentar e retengdo proteica aparente em
juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com duas fontes de DHA, farinha de Aurantiochytrium
sp. ou 6leo de figado de bacalhau, por 87 dias, a 22°C.?

Diets P
e . . Valor
Variaveis Farinha de Oleo de figadode  gep
Aurantiochytrium sp. bacalhau
Ganho em peso, g 69,08 + 0,01 65,60+ 0,01 0,009
Ganho em peso diario, g dia™! 0,79 £ 0,01 0,75 +£0,01 0,009
Taxa de crescimento especifico, % dia™’ 2,56 0,01 2,50+ 0,01 0,007
Eficiéncia alimentar 0,83 0,01 0,79 0,02 0,008
Ingestdo diaria de ragdo, % do peso vivo didrio™ 2,75 +0,06 2,90 £ 0,03 0,034
Retengdo proteica aparente, % 38,61 £0,60 36,84 £ 0,77 0,031
2 Os resultados sdo expressos como a média de cinco repeti¢cdes (n = 25 peixes por repeti¢ao), seguidas pelo erro

padrao.

b Dietas com contetido semelhante de DHA: A dieta com farinha de Aurantiochytrium sp. = inclusdo de farinha de
Aurantiochytrium sp. em 10,0 mg g™ da dieta seca e 6leo de figado de bacalhau = inclusdo de dleo de figado de
bacalhau em 20,0 mg de g' da dieta seca.
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E sabido que a fluidez do 6leo esta relacionada as caracteristicas combinadas de seus
acidos graxos; altos niveis de SFA podem contribuir para uma diminui¢do da fluidez e aumento
da viscosidade dos oleos (Turquini et al., 2009), afetando, assim, a absor¢ao e a digestibilidade
dos SFAs, conforme observado no presente estudo.

Os ADC de matéria seca, lipidios e proteinas estavam entre 68% e 76% (Tabela 7). A
digestibilidade da proteina e do lipidio da farinha de Aurantiochytrium sp. teve uma diminui¢ao
de cerca de 20% quando comparado a tilapia alimentada a uma temperatura Otima de
crescimento (Fernandes et al., 2018). Isso pode explicar parcialmente a redugao no crescimento
dos peixes mantidos em temperatura subdtima fria. Houve uma redugdo de cerca de 30% na
digestibilidade lipidica no presente estudo, quando comparado a tilapia-do-nilo (Sarker et al.,
2015) e salmao-do-atlantico (Kousoulaki et al., 2016) alimentados com farinha de

microrganismos heterotroficos a temperaturas 6timas ou subdtimas, respectivamente.

Tabela 7. Composicao e coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes selecionados
contidos na farinha de Aurantiochytrium sp. para a tildpia-do-nilo mantida a 22°C.

. Composi¢io Coeficiente de digestibilidade
Nutriente g 100 g peso seco da dieta aparente, %
Matéria seca 96,85 76,72 £0,75
Proteina 11,72 68,64 £ 0,35
Lipidio 70,36 68,38 £ 0,53
14:0 2,95 51,07 +£1,32
16:0 PALY 33,67 52,25+2,34
18:0 STA 0,99 15,53 £2,06
22:4 n-6 2,86 97,05+ 0,10
20:5 n-3 EPA 0,22 100,00 + 0,00
22:5n-3 DPA 0,17 100,00 + 0,00
22:6 n-3 DHA 15,81 96,05+ 0,10
SFA 38,93 50,77 £ 1,29
MUFA 0,75 19,44 £4,.28
PUFA 19,60 95,41 £0,26
PUFA n-6 3,07 91,30+ 1,45
PUFA n-3 16,49 98,38 +0,10

2 Os valores sdo expressos como a média de quatro repeti¢des, seguida pelo erro padrdo (n = 125 peixes por
repeti¢@o, com peso inicial de 16,01 + 0,68 g).

® PAL = 4cido palmitoleico, EPA = 4cido eicosapentaenoico, DPA = 4cido docosapentaenoico, DHA = 4cido
docosaexaenoico. Grupo dos acidos graxos: SFA = acidos graxos saturados, MUFA = acidos graxos
monoinsaturados, PUFA = 4cidos graxos poli-insaturados, LC-PUFA = PUFA de cadeia longa (com 20 a 22
carbono).
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2.3.3 Composi¢iao corporal e muscular

A composig¢ao corporal de juvenis de tilapia-do-nilo foi influenciada pelos tratamentos
dietéticos. O lipidio corporal e a matéria seca aumentaram linearmente com a inclusdo dietética
crescente de farinha de Aurantiochytrium sp. (Tabela 8). Houve diferengas significativas nas
composi¢des centesimal corporal entre os peixes alimentados com a dieta CLO e peixes
alimentados com farinha de Aurantiochytrium sp. (Tabela 9). Peixes alimentados com farinha
de Aurantiochytrium sp. tiveram acumulo lipidico significativamente maior.

Semelhante as nossas descobertas com a tilapia-do-nilo alimentada com a dieta CLO,
muitos estudos em peixes relataram que os PUFAs da série n-3 na dieta reduzem a porcentagem
de gordura no tecido adiposo branco ¢ aumentam a -oxidacao dos acidos graxos (Todorcevic¢
et al., 2009), independentemente da temperatura da dgua (Ng et al., 2001; Ribeiro et al.,
2008; Chen et al., 2013; Nobrega et al., 2017). Os acidos graxos afetam as vias metabolicas e
podem ter um efeito alostérico nas atividades de algumas enzimas (Glencross, 2009). Por
exemplo, o DHA controla negativamente a abundancia nuclear de SREBP-1 (proteinas de
ligacdo do elemento regulador do esterol), responsavel pela transcri¢do e expressdo de enzimas

lipogénicas, como a acidos graxos sintase e a A9-dessaturase (Sekiya et al., 2003; Jump, 2002).

Tabela 8. Composi¢do centesimal corporal e muscular de juvenis de tilapia-do-nilo quando
alimentados com inclusao dietética crescente de farinha de Aurantiochytrium sp. por 87 dias,

a22°C.
Peixe Incluséo de farinha de /!?rantiochytrium sp. Pooled
Fracio Inicial gl100g” * sEmb»  Valordepe
0,0 0,5 1,0 2,0 4,0

Composigdo corporal, g 100 g peso timido

Matéria seca 22,90 30,90 31,31 31,35 31,77 31,84 0,76 0,042
Proteina 13,56 15,94 15,80 16,46 16,00 16,11 0,58 0,680
Lipidio 3,15 11,25 11,77 11,80 12,03 12,19 0,48 0,002
Cinzas 3,70 3,67 3,67 3,57 3,68 3,68 0,24 0,740
Composigdo muscular, g 100 g peso timido

Matéria seca 19,62 23,47 23,53 23,67 23,87 23,90 0,41 0,030
Proteina 17,06 19,60 19,81 20,11 20,55 19,89 0,35 0,002
Lipidio 0,81 2,50 2,33 2,28 2,27 2,61 0,32 0,072

2 Os resultados sao expressos como a média de cinco repeticdes (n = 3 peixes por repeticao).

b Erro padrio da média.

¢ Quando a regressao polinomial foi significativa, foram obtidas as seguintes equagdes para a composigao corporal:
matéria seca y = 0,214x + 31,119, R? = 0,30; lipidio y = 0,194x + 11,518, R = 0,35; ¢ para composi¢do muscular:
matéria seca y = 0,180x + 12,400, R? = 0,30; proteina y = - 0,173x2 + 0,769x + 19,588, R? = 0,57.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848619303709?via%3Dihub#t0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848619303709?via%3Dihub#t0035
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A suplementagdo dietética crescente da farinha de Aurantiochytrium sp. aumentou a
composicao lipidica do corporal na tilapia-do-nilo mantida a 22°C. No entanto, esses aumentos
nos lipidios corporais podem ser explicados pela diferenca na composi¢ao lipidica das dietas
experimentais, que variaram de 8,64 a 9,90 g 100 g'!' da dieta seca, como a inclusdo crescente
da farinha de Aurantiochytrium sp. Nossos resultados diferem daqueles obtidos com a tilapia
foi mantida a 28°C (Fernandes et al., 2018), onde a suplementacao dietética crescente da farinha
de Aurantiochytrium sp. nao influenciou a composicao lipidica corporal, apesar do teor lipidico
total das dietas experimentais ter variado de 7,08 a 8,01 g 100 g™! da dieta seca.

No entanto, a composi¢do corporal de proteina e de cinzas nao foram
significativamente afetadas pela suplementacao dietética da farinha de Aurantiochytrium sp.
(Tabela 6). Além disso, a inclusdo dietética da farinha de Aurantiochytrium sp. na dieta
influenciou a composicdo centesimal muscular. O conteudo de matéria seca do musculo
aumentou com a inclusdo dietética da farinha de Aurantiochytrium sp. A proteina bruta no
musculo foi maior com a inclusio de 2,0 g 100 g! da dieta seca de farinha de Aurantiochytrium
sp. Os peixes alimentados com farinha de Aurantiochytrium sp. apresentaram maior retencao
proteica quando comparados aos peixes alimentados com a dieta CLO (Tabela 9), que continha
quantidades semelhantes de DHA, mas maior quantidade total de PUFA série n-3. Isso sugere
uma possivel superioridade da farinha de Aurantiochytrium como promotor de desempenho de

crescimento para a tildpia-do-nilo.

Tabela 9. Composi¢io centesimal corporal e muscular (g 100 g'! do peso umido) de juvenis
de tilapia-do-nilo alimentados com duas fontes de DHA, farinha de Aurantiochytrium sp. ou
oleo de figado de bacalhau, por 87 dias, a 22°C. *

Dietas °
Fracao Farinha de Oleo de figado de Valor de p
Aurantiochytrium sp. bacalhau

Composigdo corporal, g 100 g”! do peso umido

Matéria seca 31,35+0,31 31,37+0,25 0,946
Proteina 16,46 + 0,10 16,37 £ 0,16 0,075
Lipidio 11,80+ 0,17 11,05 £ 0,20 0,024
Cinzas 3,53+£0,18 3,66+ 0,12 0,349
Composigdo muscular, g 100 g do peso umido

Matéria seca 23,67+0,18 23,50 +£ 0,06 0,491
Proteina 20,11 +£0,16 20,46 £ 0,15 0,055
Lipidio 2,27+0,14 2,24+0,19 0,901

2 Os resultados sdo expressos como a média de cinco repeti¢des (n = 3 peixes por repetigdo), seguidas pelo erro

padrao.

b Dietas com contetido semelhante de DHA: A dieta com farinha de Aurantiochytrium sp. = inclusdo de farinha de
Aurantiochytrium sp. em 10,0 mg g™ da dieta seca e 6leo de figado de bacalhau = inclusdo de dleo de figado de
bacalhau em 20,0 mg de g™! da dieta seca
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Embora ndo tenha havido efeito do aumento da inclusdo dietética da farinha de
Aurantiochytrium sp. na composi¢ao proteica corporal, houve um efeito na composi¢ao das
proteinas musculares e na retencao aparente de proteinas na tilapia-do-nilo. A retengao maxima
foi detectada com suplementagdes de 0,65 g 100 g™! Aurantiochytrium sp. Diversos estudos
demonstraram que os PUFAs da série n-3 podem influenciar positivamente na sintese de
proteinas (Tocher, 2003; Glencross, 2009), a composi¢do proteica corporal (Chen et al., 2013;
Fernandes et al., 2018) e a retencdo aparente de proteinas (Person-Le Ruyet et al., 2004;
Nobrega et al., 2017; Corréa et al., 2018). No entanto, no presente estudo, as maiores inclusoes
da farinha de Aurantiochytrium sp. e PUFA da série n-3 nao resultaram em maiores reten¢des
de proteinas, talvez devido a maior deposi¢ao de lipidios na composi¢do corporal dos peixes

alimentados com essas dietas.

2.3.4 Perfil de acidos graxos muscular

Apos 87 dias de alimentagdo, a suplementagdo dietética crescente de farinha de
Aurantiochytrium sp. afetou apenas a composi¢do do PUFA no musculo da tilapia-do-nilo.
DHA, acido eicosapentaenoico (20: 5n-3, EPA) e acido docosapentaenoico (22: 5n-3, DPA),
bem como os grupos PUFA da série n-3 e LC-PUFA da série n-3 aumentaram linearmente no
musculo com a inclusdo dietética de farinha de Aurantiochytrium sp. (Tabela 10). Foi relatado
que os acidos graxos da dieta influenciaram diretamente a composi¢do corporal de acidos
graxos em tilapia-do-nilo mantida em diferentes temperaturas experimentais (Justi et al., 2005;
Corréa et al., 2017; Nobrega et al., 2017; Fernandes et al., 2018; Mufatto et al., 2019).

O DHA, entre todos os PUFAs da série n-3, foi o mais afetado, semelhante a outros
trabalhos quando a tilapia-do-nilo foi alimentada com farinha de Aurantiochytrium sp. a 28°C,
considerando a composi¢ao corporal (Fernandes et al., 2018) ou composi¢do muscular (Brignol
et al., 2018). O aumento do DHA no musculo deveu-se principalmente a sua quantidade
crescente nas dietas, mas também a maior retencao desse acido graxo. O catabolismo do DHA
dietético ¢ diferente de outros acidos graxos, pois ¢ mais conservado nos fosfolipidios das
membranas e menos catabolizado para produzir energia (Sargent et al., 2002; Stubhaug et al.,
2007; Monroig et al., 2018). Essa conservacao pode ser devida a dupla ligagdo produzida pela
A4 dessaturase ao bioconverter o DPA em DHA, que ¢ relativamente resistente a 3-oxidagao
mitocondrial (Madsen et al., 1998; Monroig et al., 2018). De acordo com Oboh et al. (2017), a
tilapia-do-nilo expressa a enzima A4 dessaturase e, posteriormente, o EPA pode ser convertido

em DHA por duas vias, pelas A4 ou A6 dessaturases.
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Nao houve diferenga na composic¢ao centesimal muscular entre os peixes alimentados
com a dieta CLO e peixes alimentados com a dieta contendo farinha de Aurantiochytrium sp.
(Tabela 7). Da mesma forma, o conteido de SFA ¢ MUFA no musculo da tilapia-do-nilo foi
semelhante entre os peixes alimentados com a dieta CLO ou com a dieta suplementada com
farinha de Aurantiochytrium sp. (Tabela 11). Entretanto, a concentra¢do de 4cido palmitico
(16:0, PAL) foi significativamente maior no musculo da tilapia-do-nilo alimentada com a dieta
suplementada com farinha de Aurantiochytrium sp. Os peixes alimentados com a dieta CLO
acumularam significativamente mais EPA, DPA, DHA, PUFA da série n-3, LC-PUFA da série
n-3 e menos LC-PUFA da série n-6, ARA e 22: 4 n-6 no musculo do que os peixes alimentados

com dietas suplementado com farinha de Aurantiochytrium sp.

Tabela 10. Perfil de 4cidos graxos musculares de juvenis de tildpia-do-nilo quando
alimentados com inclusao dietética crescente de farinha de Aurantiochytrium sp. por 87 dias,

a22°C.?
- . Inclusio de farinha de Aurantiochytrium sp.
Ac1d0s§raxos b ‘an{(e 2100 g Poole(ci Valo;~ de
g 100 g’ peso seco  inicial 0,0 0.5 1,0 2,0 4,0 SEM p
16:0 PAL 1,02 2,07 1,94 2,04 2,05 2,06 0,22 0,754
18:2 n-6 LOA 0,49 1,04 1,00 1,05 1,09 1,06 0,12 0,275
20:4 n-6 ARA 0,19 0,22 0,19 0,20 0,16 0,14 0,01 <0,001
22:4 n-6 0,16 0,37 0,31 0,32 0,27 0,28 0,02 <0,001
18:3 n-3 a-LNA 0,04 0,19 0,18 0,20 0,18 0,16 0,03 0,112
20:5 n-3 EPA ND ¢ ND ND ND 0,02 0,04 0,01 <0,001
22:5n-3 DPA 0,08 ND ND ND 0,03 0,04 0,01 <0,001
22:6 n-3 DHA 0,48 0,10 0,22 0,34 0,57 0,81 0,03 <0,001
SFA 1,54 2,97 2,72 2,88 2,90 2,94 0,30 0,598
MUFA 1,33 3,57 3,61 3,79 3,64 3,37 0,47 0,228
PUFA 1,68 2,25 2,20 2,39 2,63 2,86 0,19 <0,001
PUFA n-6 0,93 1,86 1,71 1,75 1,72 1,69 0,14 0,155
LC-PUFA n-6 0,44 1,11 0,66 0,65 0,57 0,54 0,07 <0,001
PUFA n-3 0,70 0,34 0,45 0,59 0,86 1,13 0,06 <0,001
LC-PUFA n-3 0,66 0,10 0,22 0,34 0,62 0,90 0,03 <0,001
n-3/n-6 0,75 0,18 0,26 0,34 0,50 0,67 0,03 <0,001

2 Os resultados sao expressos como a média de cinco repeticdes (n = 5 peixes por repeticao).

b Acidos graxos detectados e totalizados, mas nao incluidos na tabela: 10: 0, 12: 0, 14: 0, 15: 0, 18: 0, 20: 0, 22: 0,
16: 1n-7, 18: In -9; 18: 1n-7, 20: 1 n-9, 22: 1 n-9, 24: 1n-9, 16: 2n-4, 18: 3n-6, 18: 4n-3, 20: 2n-6, 20: 3n-6, 20:
4n-3, 22: 3n-3.

¢ Erro padrdo da média.

4 Quando a regressdo polinomial foi significativa, foram obtidas as seguintes equagdes: PUFA y = - 0,014x2 +
0,228x +2,185,R?0,74; LC-PUFA n-6 y = 0,074x2 - 0,406x + 1.000, R2 0,75; ARA y =0,003x2 - 0,031x + 0,217,
R2 0,89; C22: 4 n-6 y = 0,011x2 - 0,064x + 0,357, R2 0,76; PUFA n-3 y = - 0,029x2 + 0,320x -0,319, R2 0,97,
LC-PUFA n-3 y=-0,026x2 + 0,307x + 0,084, R2 0,99; EPA y =+ 0,002x2 + 0,003x -0,002, R2 0,94; DPA y = -
0,002x2 +0,018x - 0,006, R2 0,81; DHA y = - 0,026x2 + 0,285x + 0,092, R2 0,99; n3 /n6 y = - 0,017x2 + 0,192x
+ 0,176, R2 0,98.

¢ Nao detectado (<0,05% do total dos 4cidos graxos).
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Embora presente na composi¢do muscular de todos os peixes, o a-LNA nao foi
influenciado pela inclusdo dietética crescente da farinha de Aurantiochytrium sp.; o EPA e o
DPA foram detectados apenas em peixes alimentados com niveis de inclusdo de 2,0 € 4,0 g 100
g’!. Aparentemente, o PUFA da série n-3 presente no musculo das tildpias mantidas a 22°C foi
obtido diretamente de suas dietas, com baixa bioconversdao. A composi¢ao de DHA, PUFAs da
série n-3 e a relacdo de PUFA n-3 / n-6 nos musculos dos peixes alimentados com a dieta CLO
foi maior quando comparado com tildpias alimentadas com dieta contendo farinha de

Aurantiochytrium sp., apesar das dietas conterem quantidades equivalentes de DHA.

Tabela 11. Perfil de 4cidos graxos muscular (g 100 g™ do peso umido) de juvenis de tildpia-
do-nilo alimentados com duas fontes de DHA, farinha de Aurantiochytrium sp. ou 6leo de
figado de bacalhau (CLO), por 87 dias, a 22°C. ®

Acidos graxos Dietas © - - I
g 100 g peso seco Farinha de Aurantiochytrium sp. 01"%‘:‘;3%23" de Valordep
Composicdo corporal, g 100 g do peso seco
16:0 PAL 2,04 +0,10 1,83 +0,07 0,040
18:2 n-6 LOA 1,05 + 0,04 1,05 + 0,04 0,937
20:4 n-6 ARA 0,20 + 0,01 0,17+ 0,01 0,023
22:4 n-6 0,32 +£ 0,02 0,15+ 0,01 <0,001
18:3 n-3 a-LNA 0,20 + 0,01 0,25+ 0,02 0,005
20:5 n-3 EPA ND ¢ 0,08 0,01 -
22:5n-3 DPA ND 0,09 + 0,01 -
22:6 n-3 DHA 0,34+ 0,01 0,54 +0,02 <0,00
SFA 3 2,88 +0,13 2,74 £0,12 0,280
MUFA 3,79+0,13 3,63+£0,18 0,365
PUFA 2,39+0,07 2,59 £0,08 0,038
PUFA n-6 1,75+ 0,05 1,51 £0,05 <0,001
LC-PUFA n-6 0,65+ 0,01 0,41 £0,02 <0,001
PUFA n-3 0,59 + 0,02 1,04 £ 0,04 <0,001
LC-PUFA n-3 0,34+ 0,01 0,72 +0,02 <0,001
n-3/n-6 0,34+ 0,01 0,69 £0,02 <0,001

2 Os resultados sao expressos como a média de cinco repeti¢des (n = 5 peixes por repeti¢ao) e sdo seguidos pelo

erro padrdo.

b Acidos graxos detectados e totalizados, mas ndo incluidos na tabela: 10: 0, 12: 0, 14: 0, 15: 0, 18: 0, 20: 0, 22: 0,
16: In-7, 18: 1n -9; 18: 1n-7, 20: 1 n-9, 22: 1 n-9, 24: In-9, 16: 2n-4, 18: 3n-6, 18: 4n-3, 20: 2n-6, 20: 3n-6, 20:
4n-3, 22: 3n-3.

¢ Dietas com conteudo semelhante de DHA: A dieta com farinha de Aurantiochytrium sp. = inclusdo de farinha de
Aurantiochytrium sp. em 10,0 mg g da dieta seca e 6leo de figado de bacalhau = inclusdo de 6leo de figado de
bacalhau em 20,0 mg de g! da dieta seca.

4 Nio detectado (<0,05% de acido graxo total).
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A composi¢ao de LC-PUFA da série n-3 dobrou no musculo da tilapia alimentada com
a dieta CLO em relacdo aos peixes alimentados com farinha de Aurantiochytrium sp. Foi
relatada alta incorporagao de LC-PUFAs da série n-3 em tilapia-do-nilo alimentada com 6leo
de peixe, independentemente da temperatura da agua (Teoh et al., 2011; Ng e Romano, 2013;
Corréa et al., 2017; Brignol et al., 2018; Corréa et al., 2018; Fernandes et al., 2018). A maior
composicao de DHA e LC-PUFA da série n-3 no musculo da tilapia alimentada com a dieta
CLO provavelmente ocorreu devido a bioconversao de seus precursores, que foram detectados
apenas na dieta CLO. Nossos resultados corroboram com os achados de Tocher et al. (2002)
que demonstraram a bioconversao de PUFA da série n-3 em tilapia-do-nilo.

Inversamente, LC-PUFA da série n-6, ARA e 22:4 n-6 diminuiram no musculo
(Figura 3). Entretanto, o acumulo de LOA e a-LNA nao foi influenciado pelos tratamentos
dietéticos. A relagdo de PUFA n-3 / n-6 no musculo aumentou significativamente com a

inclusdo dietética da farinha de Aurantiochytrium sp.

Figura 3. Concentracdo de PUFA das séries n-3 e n-6 no musculo (média =+ erro padrdo) de
juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com inclusdes crescentes de farinha de
Aurantiochytrium sp. por 87 dias, a 22°C.
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A composi¢do dos LC-PUFAs da série n-3 no musculo das tilapias aumentou com a
inclusdo dietética crescente da farinha de Aurantiochytrium sp.; no entanto, diminuiu o
conteudo muscular LC-PUFA da série n-6, ARA e 22:4 n-6. A quantidade de LOA no musculo

ndo foi afetada, semelhante ao que ocorreu quando a tilapia-do-nilo foi alimentada com farinha
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de Aurantiochytrium sp. (Brignol et al., 2018; Fernandes et al., 2018) ou com uma fonte de a-
LNA (Tonial et al., 2009; Chen et al., 2018), ambas os trabalhos em temperaturas 6tima de
crescimento. No presente estudo, a reducdo no LC-PUFA da série n-6 ¢ o aumento do LC-
PUFA da série n-3 no musculo foi maior para as tildpias-do-nilo alimentadas com a dieta CLO,
em comparagao aos peixes alimentados com a dieta contendo farinha de Aurantiochytrium sp.,
apesar do conteudo semelhante de DHA. Provavelmente isso ocorreu porque a dieta CLO
continha uma quantidade maior de LC-PUFAs da série n-3.

Portanto, pode-se afirmar que a inclusao dietética de DHA ou LC-PUFA da série n-3
diminuiu a bioconversdo dos PUFAs da série n-6 de 18 carbonos para os de 20 e 22 carbonos.
Em um estudo recente, foi demonstrado que tilapias alimentadas com 2,04 g 100 g"! a-LNA e
mantidas a 28°C, houve um bloqueio ou, pelo menos, um atraso na biossintese de LC-PUFA
da série n-6 (Chen et al., 2018). Isso sugere que existe uma competi¢ao direta sob os substratos,
LOA e o-LNA, das enzimas A-6 dessaturase e¢ elongase (Chen et al., 2018). No entanto, a
reducdo na bioconversdo de PUFAs da série n-6 em LC-PUFAs n-6 deveu-se provavelmente a
inibi¢do ou reducdo da atividade enzimatica das dessaturases e elongases devido a presenca de
DHA em excesso, que € o produto final dessas enzimas.

Verificamos que a relagdo de PUFA n-3 / n-6 aumentou significativamente no musculo
da tilapia-do-nilo com o aumento da inclusdo dietética da farinha de Aurantiochytrium sp.
Como esperado, ao comparar a farinha de Aurantiochytrium sp. contra CLO, a relagdo n-3 / n6
foi significativamente maior no musculo de peixes alimentados com a dieta CLO.

A relacdo de PUFA n-3 / n-6 recomendada para o consumo humano ¢ de 0,25
(Simopoulos, 2002), a qual foi alcancada na musculatura da tildpia-do-nilo mantida a 22°C e
alimentada por 87 dias com dietas suplementadas com apenas 0,50 g 100 g!' da dieta seca de

farinha de Aurantiochytrium sp.

2.4 CONCLUSAO

A tilapia-do-nilo mantida a 22°C responde ao aumento das inclusdes dietéticas da
farinha de Aurantiochytrium sp., melhorando o desempenho produtivo. Além disso, a farinha
de Aurantiochytrium sp. € uma fonte melhor de DHA que o OFB. A suplementacao da farinha
de Aurantiochytrium sp. na faixa de 0,45 a 1,42 g, 100! da dieta seca melhora o crescimento,
eficiéncia alimentar, composi¢ao lipidica corporal e muscular, bem como a razdo PUFA n-3 /
n-6 no musculo. A farinha de Aurantiochytrium sp. € uma alternativa eficaz ao 6leo de peixe

como aditivo as dietas de inverno da tilapia-do-nilo.
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RESUMO

A suplementagdo dietética de acidos graxos poli-insaturados n-3 (PUFA) para a
tilapia-do-nilo melhora significativamente seu desempenho em crescimento em temperatura
subdtima fria. No entanto, uma possivel consequéncia dessa suplementagcdo ¢ o aumento do
dano oxidativo celular devido a alta insaturacdo destes 4cidos graxos. Portanto, foi avaliado se
a suplementacdo dietética da farinha de Aurantiochytrium sp., fonte rica em DHA (4cido
docosahexaenoico, 22: 6 n-3), somada a exposi¢do prolongada a temperatura subdtima fria e
seguida de elevacao da temperatura, causaria danos oxidativos em tilapia- do-nilo. Dois niveis
de inclusdo da farinha de Aurantiochytrium sp. foram testados: 1,0 g (D1) e 4,0 g (D4) 100 g'!
da dieta seca. Incluiu-se também uma dieta sem a referida suplementagio (D0, 0 g 100 g™! da
dieta seca) e uma dieta controle, suplementada com 6leo de figado de bacalhau (OFB). A
concentracdo de DHA e do total de PUFAs da série n-3 da dieta controle era semelhante as
encontradas nas dietas D1 e D4, respectivamente, objetivando comparar as duas fontes lipidicas
de DHA. Os indicadores de danos oxidativos analisados foram: hemoglobina (Hb), enzima
antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa total (GSH-t), tidis nao
proteicos (NPSH), além da proteina carbonilada (PC) e do dano ao DNA dos eritrocitos.
Adicionalmente, um indicador de estresse térmico (proteina HSP70) foi determinado em peixes
alimentados com a dieta controle. Os indices de danos oxidativos foram avaliados em trés
periodos: 1) apos 87 dias a 22°C; 2) apds sete dias subsequentes, quando a temperatura
aumentou para 28°C e 3) ap6s mais sete dias subsequentes, quando aumentou para 33°C. A
suplementagdo dietética da farinha de Aurantiochytrium sp. durante 87 dias a 22°C causou
pouco dano ao DNA da tilapia-do-nilo, demonstrando ser um aditivo seguro para dietas de
inverno, apesar da sua alta concentragdo de DHA. No entanto, o subsequente aumento da
temperatura afetou significativamente a concentragdo de hemoglobina bem como a atividade
das enzimas antioxidantes. J& a HSP70 foi maior em tildpia-do-nilo mantida a 22°C
(temperatura subdtima) do que em tildpia submetida a um aumento de temperatura para 28°C
(temperatura Otima de crescimento) ou para 33°C (temperatura acima da 6tima). Portanto,
sugere-se que temperaturas baixas podem levar a um maior estresse térmico do que altas
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temperaturas para a tilapia-do-nilo, ja que estimulam o aumento da HSP70 para melhorar as
defesas contra o estresse térmico. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor compreender
o mecanismo de adaptacdo da tilapia-do-nilo sob estresse térmico, evidente durante as
oscilagdes térmicas, tipicas das regides subtropicais, onde ha producao expressiva desta espécie.

Palavras-chave: Aditivo de inverno, DHA, enzimas antioxidantes, marcadores oxidativos,
Oreochromis niloticus.

3.1 INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo € o terceiro peixe mais produzido no mundo (FAO, 2020). Apesar de
ser uma espécie tropical, ¢ criada em muitos paises com clima subtropical, como Brasil, China
e Egito (FAO, 2020), onde a produg¢do ¢ prejudicada nos meses mais frios do ano. A variacao
diaria ou sazonal da temperatura da 4gua ¢ um dos fatores ambientais mais danosos a produgao
de espécies aquicolas. Essa flutuagdo térmica pode afetar significativamente o crescimento e a
sobrevivéncia dos peixes (Donaldson et al., 2008) j& que afeta processos imunoldgicos e
fisiologicos (Malev et al., 2010; Luo et al., 2014), parametros sanguineos (Liu et al., 2010) e
compromete o metabolismo (Sokolova e Lannig, 2008). Em regides subtropicais, que possuem
as quatro estagdoes bem definidas, mortalidades significativas de tilapias podem ocorrer durante
o inverno (Sifa et al., 2002; Shi et al., 2015). Entretanto, no inicio da primavera, o aumento da
temperatura ¢ particularmente estressante, considerando que os peixes j4 se encontram
imunossuprimidos, o que contribui para o aumento das taxas de mortalidade (Muratori et al.,
2001; Ibrahim, 2019). Hé relatos que, durante o periodo de transi¢do entre inverno e primavera,
a ocorréncia de doengas bacterianas e parasitarias € maior em produgdes de tilapia (Miyashita,
1984; Austin e Austin, 1993; Muratori et al., 2001; Eissa et al., 2008; Jerissa et al., 2011;
Ibrahim, 2019). Quando ha um aumento na temperatura ambiente, a atividade bacteriana retorna
mais rapidamente do que a capacidade dos peixes de restaurar o pleno funcionamento de seu
sistema imunoldgico (Ibrahim, 2019). As tilapias criadas sob a faixa ideal de temperatura de 26
a 30°C sdo menos propensas a doencas e redu¢do da imunidade (Ma et al., 2015), mas tal
suscetibilidade também ¢ influenciada pela genética, nutri¢do e praticas de manejo.

A flutuagao térmica nas regioes subtropicais geralmente promove respostas ao estresse
fisiologico em animais ectotérmicos, como os peixes (Bagnyukova et al., 2007; Heise et al.,
2006; Donaldson et al., 2008; Malev et al., 2010). As respostas ao estresse térmico por frio ou
calor podem aumentar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que produzem
efeitos deletérios nos lipidios, proteinas e ao DNA (Heise et al., 2003; Luo et al., 2014). Embora

as c¢lulas possuam varios sistemas de defesa, a produgdo excessiva ou prolongada de ROS,
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além de danificar as biomoléculas, também podem iniciar eventos que comprometem as
funcdes celulares (Luo et al., 2015). As respostas ao estresse oxidativo podem danificar direta
ou indiretamente o DNA, causando apoptose celular, afetando o sistema imunoldgico (Chandra
et al., 2000). A mortalidade de peixes causada pelo frio esta correlacionada positivamente com
0 aumento as respostas ao estresse oxidativo (Vinagre et al., 2012; Rossi et al., 2017). Portanto,
a redu¢do do estresse oxidativo pode aumentar a tolerancia ao frio em peixes (Lu et al., 2019).
A suplementagao dietética do acido a-lipdico ou glutationa reduzida (antioxidante) ao zebra-
fish, Danio rerio, aumentou a capacidade antioxidante do organismo, o que, por sua vez,
promoveu maior tolerancia ao frio (Lu et al., 2019). Existem muitos estudos sobre respostas ao
estresse causado pelo frio em peixes; incluindo variagdes em relagdo ao periodo de exposi¢ao
bem como ao efeito da suplementacdo de aditivos alimentares (Vinagre et al., 2012; Rossi et
al., 2017; Lu et al., 2019). Também ha evidéncias que a alta temperatura da agua, acima da
temperatura 6tima de crescimento, promove estresse oxidativo em animais aquaticos (Malev et
al., 2010).

Estudos publicados sobre as exigéncias nutricionais da tildpia-do-nilo em temperatura
subdtima fria mostram melhora do crescimento e da eficiéncia alimentar quando os peixes sao
alimentados com dietas contendo fontes de acido graxo poli-insaturado da série n-3 (PUFA)
(Corréa et al., 2017, 2018; Nobrega et al., 2017, 2019). Entretanto, sabe-se que uma alta
concentracdo de PUFAs no corpo, oriundos da racdo, pode afetar negativamente as defesas
antioxidantes dos vertebrados (Garrido et al., 1989; Huang e Huang, 2004). Essas
consequéncias negativas estdo relacionadas a facilidade de oxidacdo dos PUFAs
(Moldogazieva et al., 2019), potencializando processos que podem levar a danos oxidativos em
biomoléculas, além da inducao de respostas ao estresse oxidativo nos intestinos € a surtos de
doengas (Bhattacharyya et al., 2014). No entanto, o efeito da suplementacao dietética de PUFAs
e a flutuagdo térmica sob possiveis danos oxidativos tém sido pouco estudados em peixes.

Atualmente, a farinha de peixe e o 6leo de peixe, que sdo a principal fonte dietética de
acidos graxos da série n-3 nas ragdes aquicolas, sdo obtidos através da exploracao de recursos
pesqueiros limitados (Naylor et al., 2009). Entretanto, aditivos como a farinha de
Aurantiochytrium sp., que possui aproximadamente 16 g de 4cido docosahexaenoico (22: 6 n-
3, DHA) em 100 g' de peso seco do produto, apresentam grande potencial como fonte
alternativa de PUFAs da série n-3 em dietas de inverno para a tilapia-do-nilo, conforme citado
anteriormente (Corréa et al., 2017, 2018; Nobrega et al., 2017, 2019). No entanto, o potencial
dano oxidativo de dietas ricas em PUFAs da série n-3 a tildpia-do-nilo sob variacdo térmica

ainda nao foi estudada. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os indicadores
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de dano oxidativo em tilapia-do-nilo alimentada com farinha de Aurantiochytrium sp., e
exposicdo a um periodo prolongado de temperatura subdtima fria, seguida por elevacio da

temperatura, simulando o inicio da primavera.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram isonitrogenadas e isoenergéticas, sendo formuladas
para atender as exigéncias nutricionais de juvenis de tildpia-do-nilo (NRC, 2011), utilizando
ingredientes praticos. A biomassa seca da farinha de farinha de Aurantiochytrium sp.,
comercializada como ALL- G-RICH™ (Alltech, Nicholasville, KY, EUA), é um aditivo para
ragio animal, usado como fonte de DHA (16 g 100 g! do peso seco). Dois niveis de inclusdo
de farinha de Aurantiochytrium sp. foram testados: 1,0 e 4,0 g 100 g™ da dieta seca (D1 e D4,
respectivamente); além de uma dieta sem farinha de Aurantiochytrium sp. (0 g 100 g'! da dieta
seca — D0) (Tabela 12). Além disso, uma dieta controle positivo foi formulada com 6leo de
figado de bacalhau (OFB), contendo concentragdo de DHA semelhante a dieta com 1,0 g 100
g’! da dieta seca de farinha de Aurantiochytrium sp. e concentragio de PUFAs da série n-3
semelhante & dieta com farinha de Aurantiochytrium com 4,0 g 100 g!' da dieta seca, com o
objetivo de comparar as duas fontes lipidicas.

Para manter uma composicdo centesimal semelhante entre as dietas, a farinha de
Aurantiochytrium sp. foi substituida por banha suina, milho moido e farelo de soja. A banha
suina e o o0leo de milho também foram utilizados para obter uma proporcao semelhante de
acidos graxos saturados (SFA) e 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA) da série n-6, bem como
para manter proporc¢des semelhantes de acido alfa-linolénico (a-LNA) e de PUFA da série n-6
entre as dietas experimentais. No entanto, a razao entre SFA e acidos graxos monoinsaturados
(MUFA) (Tabela 13) variou um pouco devido as caracteristicas do ingrediente.

Os ingredientes secos foram moidos (malha de tela de 1 mm, moinho de martelos),
peneirados (0,6 mm, peneira manual), pesados € homogeneizados em um misturador horizontal.
Os 6leos foram entdo incorporados e homogeneizados a mistura. A umidade foi corrigida para
210 g kg'!, com a adigdo de agua destilada e a mistura foi extrusada em uma extrusora de
parafuso unico Modelo MX40 (Inbramaq, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os parametros de
extrusdo foram: temperatura 85°C, vazao a 20% da capacidade nominal, velocidade do parafuso
220 rpm, relagdo largura / diametro de 2,3 / 1; didmetro do parafuso 92,5 mm, comprimento do

cilindro 210 mm. Apos a extrusdo, os granulos (1,5 a 2 mm) foram secos em um forno de
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circulagdo de ar forgado (50°C) por 4 h. Apoés, as dietas foram armazenadas em recipientes
hermeticamente fechados, protegidas da luz e mantidas em ambiente seco a 20°C para evitar a
oxidagdo dos acidos graxos.

Antes da preparagao das dietas, todos os ingredientes foram analisados para determinar
sua composicdo centesimal, perfil de dcidos graxos e contetido energético. Os perfis de acidos
graxos das dietas experimentais foram determinados no inicio e no final do teste de alimentagao

para garantir que nao houvesse perdas por oxidacao ao longo do periodo experimental.

Tabela 12. Formulacdo das dietas experimentais.

Inclusdo da farinha de Aurantiochytrium sp., Oleo de
g100g’ figado de
0 1,0 4,0 bacalhau
Ingrediente ', g kg *! da dieta seca
Farelo de soja 473,8 472.0 4659 477.4
Milho 321,7 316,0 305,0 314,1
Farinha de visceras de aves 157,2 157,2 157,2 157,2
Banha Suina 19,0 16,5 - -
Oleo de milho - - 3,60 3,00
ALL-G-RICH® - 10,0 40,0 -
Oleo de figado de bacalhau - - - 20,0
Fosfao bicalcico 13,50 13,50 13,50 13,50
Premix vitaminico-micromineral 2 10,0 10,0 10,0 10,0
Bitartarato de colina 3,0 3,0 3,0 3,0
Butil-hidroxitolueno (BHT) 1,0 1,0 1,0 1,0
Treonina 0,80 0,80 0,80 0,80

! Farelo de soja e milho fornecido pela Nicoluzzi Ragdes Ltda (Penha, Santa Catarina, Brasil). Farinha de visceras
de aves produzida pela Kabsa S.A. (Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil). Banha suina produzida pela Seara
Alimentos S.A. (Itajai, Santa Catarina, Brasil). ALL-G-RICH® produzido e fornecido pela Alltech Inc.
(Nicholasville, Kentucky, USA) e importado pela Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda (Araucaria, Parana,
Brasil). Oleo de milho “Suavit” produzido pela Cocamar Ltda (Maringa, Parana, Brasil). Oleo de figado de
bacalhau “Mollers Tran”, produzido pela Orkla Health (Oslo, Ostlandet, Norway).

2 Premix vitaminico-micromineral (produzido pela Cargill, Campinas, Sdo Paulo), composigdo por kg: acido folico
420 mg, acido pantoténico 8.333 mg, BHT 25.000 mg, biotina 134 mg, sulfato de cobalto 27 mg, sulfato de cobre
1.833 mg, sulfato de ferro 8.000 mg, iodato de célcio 92 mg, sulfato de manganés 3.500 mg, niacina 8,333 mg,
selénio 100 mg, vitamina (vit.) A 1.666.670 Ul, vit. B; 2.083 mg, vit. Bi2 5.000 pg, vit. B, 4.166 mg vit. B¢ 3.166
mg, equivalente a acido ascorbico 66.670 mg, vit. D3 666,670 Ul, vit. E 16.666 UlI, vit. K3 833 mg, sulfato de
zinco 23.330 mg, inositol 50.000 mg, propionato de calcio 250.000 mg.
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3.2.2 Desenho e procedimentos experimentais

Juvenis de tildpia-do-nilo da linhagem GIFT, sexualmente invertidos para o sexo
masculino, com peso corporal de aproximadamente 8,47 £ 0,19 g (média + erro padrao), foram
obtidos de uma piscicultura experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao
Rural de Santa Catarina (EPAGRI, Camboriu, SC, Brasil). O manejo dos peixes seguiu o
protocolo n © 5665210917, aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA, UFSC). Os peixes foram inicialmente estocados em trés
tanques de 1000 L, todos conectados a um sistema de recirculagdo (RAS) de agua doce,
equipado com filtros mecanicos e bioldgicos, suprimento de ar e troca de aquecedores. O

fotoperiodo foi ajustado para 12 h.

Tabela 13. Composi¢do centesimal e perfil de 4cidos graxos das dietas experimentais.
Inclusio da farinha de Aurantiochytrium sp., g 100 g”! Oleo de figado

Composicao

g 100 g ! peso da dieta seca 0 1,0 4,0 de bacalhau
Energia bruta (kcal kg!) 4168 4216 4297 4168
Matéria seca 89,47 89,22 90,66 90,32
Proteina bruta 36,40 36,08 35,85 36,20
Lipidios 8,64 8,99 9,90 9,20
Cinzas 7,11 7,18 7,61 7,20
16:0 PAL! 1,55 1,77 2,43 1,16
18:1 n-9 OLA 2,56 1,93 1,49 1,89
18:2 n-6 LOA 1,92 1,75 1,71 1,81
20:4 n-6 ARA ND? ND ND 0,05
18:3 n-3 a-LNA 0,04 0,03 0,02 0,23
20:5 n-3 EPA ND ND 0,02 0,17
22:5n-3 DPA ND ND 0,02 0,04
22:6 n-3 DHA ND 0,20 0,75 0,23
SFA? 2,14 2,24 2,98 1,29
MUFA 3,02 2,28 1,80 2,65
PUFA 1,98 2,04 2,70 2,79
PUFA n-6 1,94 1,83 1,87 1,89
LC-PUFA n-6 0,02 0,08 0,16 0,08
PUFA n-3 0,04 0,23 0,84 0,83
LC-PUFA n-3 ND 0,20 0,82 0,54
n-3/n-6 0,02 0,12 0,45 0,44

'PAL = 4cido palmitoleico, OLA = 4cido oleico, LOA = 4cido linoleico, ARA= 4cido araquiddnico, a-LNA =
acido alfa-linolénico, EPA = 4cido eicosapentaenoico, DPA = 4cido docosapentaenoico, DHA = acido
docosaexaenoico.

2Grupos de 4cidos graxos: SFA = 4cidos graxos saturados, MUFA = 4cidos graxos monoinsaturados, PUFA =
acidos graxos poli-insaturados, LC-PUFA = PUFA de cadeia longa (com 20 a 22 carbono).

3Nio detectados (<0.05% do total dos 4cidos graxos).



62

Apos cinco semanas, grupos de 25 peixes foram distribuidos aleatoriamente em 24
tanques de 100 L e aclimatados as condi¢des do laboratorio, a 28°C, na primeira semana. Na
segunda semana, a temperatura da agua foi gradualmente reduzida de 28°C para 22°C (1°C por
dia) e, na terceira semana de aclimatacao, a temperatura da agua foi mantida em 22°C. Durante
o periodo de aclimatagdo de trés semanas, os peixes foram alimentados com dieta sem
suplementagdo da farinha de Aurantiochytrium sp.

Cada tanque com 25 peixes foi considerado uma unidade experimental. As dietas
foram distribuidas aleatoriamente nas unidades experimentais. O experimento testou quatro
tratamentos dietéticos, com seis repeti¢cdes por tratamento, em trés periodos experimentais, 0s
quais possuiam diferentes condi¢cdes de temperatura. Em todos os tanques, durante o primeiro
periodo experimental de 87 dias, a temperatura da 4gua permaneceu constante a 22°C (22,07 +
0,19°C) e a saturagdo de oxigénio foi de 89,07 + 0,68%. Posteriormente, no segundo periodo
experimental de sete dias, a temperatura foi aumentada para 28°C durante seis dias (1°C por
dia) e mantida por mais um dia. No terceiro periodo experimental de sete dias, a temperatura
foi elevada para 33°C, durante cinco dias (1°C por dia) e mantida préxima a 33°C, durante mais
dois dias (32,96 = 1,09°C). Durante o segundo e o terceiro periodo, as médias de saturacdo de
oxigénio seguidas do desvio padrao foram de 96,58 +2,46% e 96,37 + 2,08%, respectivamente.
Essa mudanca de temperatura teve como objetivo provocar respostas ao estresse térmico
(Figura 4), simulando o aumento da temperatura da 4gua que ocorre no inicio da primavera.

Durante o ensaio alimentar, os peixes de cada unidade experimental foram alimentados
com suas respectivas dietas duas vezes ao dia (10 h e 18 h) até a saciedade aparente. O fluxo de
entrada de 4gua nas unidades experimentais foi de 25 mL s™!, proporcionando uma taxa de troca
de 4gua de oito vezes o volume total das unidades experimentais por dia. As variaveis
indicadoras de qualidade da agua foram medidas semanalmente, durante todo o periodo
experimental, exceto a temperatura e o oxigénio, que foram monitorados duas vezes ao dia. Os
valores médios (+ desvio padrdo) foram: oxigénio dissolvido 7,34 + 0,62 mg L!; pH 7,22 +
0,11; salinidade 0,90 + 0,10 g L'!; alcalinidade 47,16 + 7,06 CaCO3 mg L!; dureza 1871,01 +
92,53 CaCO3 mg L™!; aménia total 0,18, + 0,12 mg L"!; nitrito 0,06 + 0,02 mg L!; nitrato 4,30
+0,37 mg L. Os indicadores de qualidade da 4gua estavam dentro do nivel de conforto para a
tilapia-do-nilo (Pompma e Lovshin, 1995), exceto a temperatura da agua, que variou ao longo
do experimento.

A amostragem do figado e do sangue foi realizada na conclusdo de cada periodo
experimental para avaliar o dano oxidativo sofrido pelos juvenis de tildpia-do-nilo. Os peixes

foram amostrados aleatoriamente (dois peixes por unidade experimental, por periodo),
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sacrificados com sobredosagem anestésica (200 mg L' Eugenol®, Biodinimica, Ibipord,
Brasil), seguida de corte da coluna vertebral. Os tecidos coletados foram congelados

imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados a -80 ° C até as analises bioquimicas.

Figura 4. Linha do tempo do ensaio experimental, considerando os trés periodos de coleta de
amostras, com as respectivas temperaturas.

Aumento na Aumento na
temperatura temperatura
1 °C por dia 1 °C por dia
1 [ B N
l | -
33°C

22°C

Faixa de temperatura

% * *

l‘Linha do tempo k l~ 1 |~ l
(_) * Coleta de amostra 87 93 94 99 101
dia dia dia dia dia dia

3.2.3 Analise centesimal e perfil de acidos graxos

As andlises da composi¢do centesimal e dos perfis de acidos graxos dos ingredientes
e das dietas foram realizadas no Laboratorio de Nutrigdo de Espécies Aquicolas (LABNUTRI,
UFSC). A andlise de composicdo centesimal seguiu procedimentos padronizados pela
"Association of Official Analytical Chemists" (AOAC, 1999): umidade (secagem a 105°C até
peso constante, método 950.01), proteina bruta (Kjeldahl, método 945.01), lipidio total
(Soxhlet, método 920.39C) e cinzas (incineragdo a 550°C, método 942.05). A energia bruta foi
determinada em uma bomba calorimétrica (PARR, modelo ASSY 6200), de acordo com as
instrugodes do fabricante.

As determinagdes dos perfis de acidos graxos nos ingredientes e nas dietas foram
realizadas por cromatografia gasosa. Resumidamente, os lipidios das amostras foram extraidos
a frio e quantificados pelo método de Folch et al. (1957), modificado por Ways e Hanahan
(1964), e posteriormente modificado como descrito por Corréa et al. (2018). Os acidos graxos

foram entdo esterificados usando o método de O'Fallon et al. (2007) e separados por um
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cromatografo gasoso (Agilent 7890B, Santa Clara, Califérnia, EUA) com um detector FID,
usando uma coluna capilar CP7487 (CP-Sil 88 para FAME - 60 m, 0,25 mm, 0,20 um, 7-in.
cage). As condigdes cromatograficas foram: temperatura do detector 300°C; temperatura do
injetor 240°C; temperatura inicial da coluna 120°C por 10 min, programada para aumentar a
uma taxa de 3°C min! até 186°C mantida por 5 min e depois aumentada novamente a 3°C min-
I'até a temperatura final de 231°C. O hélio era o gas portador, com um fluxo de coluna de 2,5
mL min™! e a inje¢do foi realizada no modo “Split” (1:40). Os 4cidos graxos foram identificados
com base no tempo de retengao de dois padroes, MIX 37 (37 Component FAME Mix e PUFA
n® 3, SUPELCO, Bellefont, Pennsylvania, USA) e 6leo menhaden (SUPELCO, Bellefont,
Pensilvania, EUA). As concentragdes de dcidos graxos nas amostras foram calculadas de acordo
com Joseph e Ackman (1992), utilizando como padrao interno 23: 0 (4cido tricosanoico, Sigma,

Saint Louis, Missouri, EUA).

3.2.4 Hemoglobina (Hb)

O método Drabkin foi utilizado para medir a Hb no sangue (g dL™') (Drabkin, 1950).
Em resumo, 1000 pL de solucdo Drabkin foram adicionados aos tubos de Eppendorf e, em
seguida, 20 puL de sangue foram adicionados. A absorbancia das amostras foi registrada em 540

nm.

3.2.5 Analises de marcadores de estresse oxidativo
3.2.5.1 Dano ao DNA

O possivel dano ao DNA foi avaliado em um ensaio cometa (ou eletroforese em célula
unica) realizado de acordo com Singh et al. (1988), com pequenas modificagdes. O dano ao
DNA foi avaliado nos globulos vermelhos da tilapia-do-nilo. Apds a coleta em seringas
heparinizadas, uma aliquota de sangue foi diluida em 160 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo (0,75% em tampao PBS a 37°C) e distribuida para duplicar as laminas de vidro pré-
revestidas com agarose. Pelo menos 100 células de cada amostra (50 por lamina técnica
replicada) foram classificadas visualmente em cinco classes (0, 1, 2, 3 e 4) de acordo com o
tamanho / intensidade da cauda. A classe zero corresponde ao DNA nao danificado e a classe
4, as células com dano maximo ao DNA (Singh et al., 1988). O dano ao DNA foi expresso
como indice de dano ao DNA para cada grupo. O indice de dano foi calculado como o nimero
de células encontradas para cada classe de dano (0-4) multiplicada pelo respectivo nlimero de

classe (0-4), que recebeu um valor que varia de 0 a 400.
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3.2.5.2 “Dot blot” para proteina carbonil

As proteinas carboniladas (PC) foram detectadas por Dot blot. O figado foi
homogeneizado em HEPES 20 mM pH 7,0 e derivado com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH,
Sigma D199303, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) como descrito anteriormente
(Levine et al., 1994). Resumidamente, as proteinas foram desnaturadas com SDS (6%) e
derivadas com DNPH 20 mM em HCI 2 N durante 1 h, a temperatura ambiente. Apos a
incubacdo, as amostras foram neutralizadas com Tris 2 M-Glicerol a 30% e depois foram
adicionados 5% de B-mercaptoetanol. Uma aliquota de 2 puL (0,2 pg de proteina) foi identificada
em uma membrana de PVDF ativada e deixada secar ao ar. O excesso de DNPH foi removido
lavando as membranas com acido acético. As membranas foram bloqueadas com leite em po
desnatado 5% diluido em TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.5) e
imunotransferidas com anticorpo anti-DNP (1:10000, Dinitrofenol rabbit Abcam - Ab6306,
Cambridge, EUA) por 24 horas a 4°C.

As membranas foram expostas a anticorpos secundarios (Anti-mouse Abcam ab97046
e Anti-rabbit Sigma sc-2004, ambos 1:10000) conjugados a peroxidase e visualizadas usando
um kit de substrato quimioluminescente ECL para detec¢do de proteinas (GE Healthcare, Little
Chalfont, Reino Unido). As imagens foram coletadas em um dispositivo ChemiDoc (BioRad
Lab, La Jolla, EUA). A andlise densitométrica foi realizada usando o software Image J como
controle de carregamento de proteinas. A membranas foram coradas com Ponceau S. A razdo

DNP / Ponceau S. foi usada para determinar os adutos de carbonila.

3.2.6 Analise enzimatica
3.2.6.1 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida de acordo com a taxa de consumo de perdxido de
hidrogénio (H202), pois esta enzima catalisa a reacdo de decomposi¢do do peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. Nas amostras de figado, a atividade foi monitorada por

espectrofotometria, diminuindo a absorbancia a 240 nm, seguindo a metodologia de Aebi
(1984).

3.2.6.2 Glutationa peroxidase (GPx)

A metodologia baseia-se na capacidade da GPx de decompor o perdxido organico
através da oxidagao da glutationa, resultando em glutationa oxidada ou dissulfeto de glutationa
(GSSG), que ¢ reduzida pela enzima glutationa redutase (GH), usando elétrons doados pelo

NADPH. Portanto, em amostras de figado, a atividade da GPx foi monitorada através da taxa
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de oxidacdo do NADPH por espectrofotometria (detectada na absorbancia a 340 nm) (Wendel,
1981).

3.2.6.3 Glutationa total (GPH-t), tidis ndo proteicos (NPSH)

As amostras de figado foram homogeneizadas em acido perclérico 0,5 M e depois
centrifugadas por S min a 15.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a analise de GSH-
t e NPSH.

O NPSH foi medido pela reagdo espontanea de tidis com 5,5'-ditiobis (&cido 2-
nitrobenzo6ico) (DTNB) (Ellman, 1959). As amostras foram misturadas com uma solucao
contenda TRIS / HCI (0,5 M), pH 8 e DTNB (0,2 mM) e incubadas por 30 min, a temperatura
ambiente. A absorbancia foi medida a 412 nm e comparada com uma curva padrdao usando
concentragdes conhecidas de GSH.

A GSH-t, compreendendo a soma da GH mais a GSSG, a qual foi medida pelo método
enzimatico descrito por Tietze (Tietze, 1969). As amostras foram neutralizadas com tampao
fosfato 0,1 M e adicionadas a um meio de reagao contendo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, EDTA
1 mM, NADPH 0,2 mM, NADPH 0,2 mM, DTNB 0,1 mM e unidades de 0,05 GR. A taxa de
formagdo do acido 5-tio-2-nitrobenzéico (TNB) foi seguida a 412 nm por 5 min e comparada

com uma curva padrao feita com GSH.

3.2.7 Proteina de choque térmico (HSP70)

O teor de HSP70 foi determinado por Western blotting. Inicialmente, as amostras de
figado foram homogeneizadas em tampao de lise gelado (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150
mM, NP-40 1%, solucdo inibidor de protease 1%, fluoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM). As
amostras foram submetidas a eletroforese SDSPAGE (reduzido com 2-mercaptoetanol) e as
proteinas foram eletrotransferidas para PVDF ou membranas de nitrocelulose, e bloqueadas
com leite em p6 desnatado 5% diluido em TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-
20, pH 7.5) (Posser et al., 2007). Para detec¢ao da proteina de choque térmico (HSP), foram
utilizados como anticorpos primarios: Glo1 (SC - 67351, 1: 1000), Glo2 (SC - 51092, 1: 1000),
GCL (SC - 22755, 1: 3000), TrxR1 (SC - 20147, 1: 1000) de Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
EUA). O anticorpo na forma fosforilada de DARPP32 em Thr34 (AB9206; 1: 1,000) foi da
Millipore (Burlington, EUA). O anticorpo GR (ab16801, 1: 1000) era da Abcam (Cambridge,
UK). O anticorpo DARPP32 (#2302, 1: 1.000) e p-Thr75-DARPP32 (#2301, 1: 1.000 - coelho)
foram adquiridos na Cell Signaling (Danvers, EUA). A imunotransferéncia foi desenvolvida

usando o sistema de quimioluminescéncia aprimorada (ECL) (Amersham Biosciences). Apos
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a incubag¢do com o anticorpo secundario, as imagens ECL foram produzidas em um aparelho
Chemidoc (BioRad, La Jolla) e quantificadas pelo software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).
A intensidade da banda foi normalizada para coloracao Ponceau S que produziu um sinal linear
em relacdo a carga de proteina (12 = 0,94; p <0,0001) em um experimento feito em duplicata e
géis carregados com 10, 20, 30 e 40 ug de proteina (dados ndo mostrados). Para medigdes de
intensidade de Ponceau S, a faixa inteira foi usada, mas nas figuras, apenas uma area menor ¢é

apresentada.

3.2.8 Analises estatisticas

Todos os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade para
atender aos requisitos da ANOVA, sendo expressos como médias e erro padrdo das médias.
Posteriormente, para avaliar o efeito da suplementacdo dietética da farinha de Aurantiochytrium
sp. ou do OFB e o efeito do estresse térmico nos danos oxidativos, todos os dados foram
analisados via andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste de Tukey, quando necessario. O nivel de significancia de 5% foi adotado em todos os

testes.

3.3 RESULTADOS

Durante os 101 dias de periodo experimental, a taxa de sobrevivéncia foi de 99,20%,
semelhante entre os peixes que receberam as diferentes dietas e ndo relacionada ao estresse
térmico. Constatou-se que a atividade natatoria dos peixes foi mais ativa com o aumento da

temperatura de 22°C para 28°C e 33°C.

3.3.1 Hemoglobina (Hb)

Nao houve efeito da suplementacdo da farinha de Aurantiochytrium sp. ou do OFB no
teor de Hb em juvenis de tildpia-do-nilo, ap6s um periodo de alimentagdo de 87 dias a 22°C ou
apos elevacao da temperatura para 28°C, nem apds a elevacao da temperatura para 33°C
(Tabela 14). Ja o nivel de Hb foi significativamente afetado pelo aumento da temperatura
(Tabela 14). Peixes apresentaram aumento no teor de Hb, apds o aumento da temperatura de
22°C para 28°C; entretanto, houve reducao nos teores de Hb, apos elevagdo da temperatura para

33°C.
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3.3.2 Marcadores de estresse oxidativo

Ap6s o periodo de alimentacdo a 22°C, a dieta sem suplementagdo de DHA propiciou
o menor dano ao DNA da tilapia (Figura 5); porém, a dieta contendo 1 g 100 g! da dieta seca
do aditivo causou resultado semelhante a dieta suplementada com OFB. Quando a temperatura
foi aumentada para 28°C, a maior inclusdo de DHA (4 g 100 g! da dieta seca de farinha de
Aurantiochytrium sp. ou OFB) levou ao menor dano oxidativo do DNA. Ja em relacdo ao efeito
da elevagdo da temperatura para 28°C (Tabela 14), houve um aumento no dano ao DNA. O
dano ao DNA nao foi avaliado a 33°C.

A CP em tilapia-do-nilo ndo foi influenciada pela suplementacdo com farinha de
Aurantiochytrium sp., quando comparada a dieta sem suplementacdo de DHA ou suplementada
com OFB (Tabela 14). Houve efeito da temperatura (Tabela 14) sobre a resposta da CP. Em
tilapias mantidas a temperatura subdtima de 22°C levou a uma maior resposta de CP do que os

peixes mantidos as temperaturas de 28°C ou de 33°C.

3.3.3 Enzimas antioxidantes

A suplementacdo com DHA, independente da fonte e quantidade incluida na dieta, ndo
afetou a atividade das enzimas GPx e NPSH em tilapia-do-nilo (Tabela 14). No entanto, as
tilapias alimentadas com dieta sem suplementagdo de DHA apresentaram maior atividade da
CAT. Por outro lado, ambos os niveis de inclusdo dietética de farinha de Aurantiochytrium sp.
propiciaram valores de CAT semelhantes aqueles apresentados quando a tilapia foi alimentada
com dieta suplementada com OFB (Tabela 14). A elevagao da temperatura levou a um aumento
nos valores de todas as enzimas antioxidantes avaliadas, com efeito claro da CAT, GPx e NPSH
(Tabela 14). J4 quando os peixes foram mantidos em temperatura subdtima fria, estes
apresentaram menor atividade das enzimas antioxidantes em todos os tratamentos alimentares.

A elevagdo da temperatura para 33°C elevou os valores de CAT e GSH-t quando os
peixes foram alimentados com a dieta sem suplementa¢do de DHA (Figura 5). A elevagdo da
temperatura de 22°C para 28°C elevou os valores de GSH-t, sendo esse efeito observado em
peixes submetidos a todos os tratamentos dietéticos. A tnica reducao na atividade das enzimas
antioxidantes com elevagdo da temperatura ocorreu com a GSH-t em tilapias alimentadas com
1 g 100g™! da dieta seca de farinha de Aurantiochytrium sp., quando a temperatura aumentou de

28 para 33°C (Figura S).
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Figura 5. Médias e erro padrao dos teores de dano ao DNA, catalase (CAT) e glutatina total
(GSH-t), em juvenis de tilapia-do-nilo, apos a alimentagdo com trés niveis de inclusdo de
farinha de Aurantiochytrium sp. ou dleo de figado de bacalhau, por 87 dias a 22°C, seguidos
por sete dias com aumento de temperatura de 22°C a 28°C, além de outros sete dias com
aumento de temperatura de 28°C a 33°C. Houve interagdo significativa entre as dietas e as
temperaturas para estas variaveis. DO: dieta sem farinha de Aurantiochytrium sp. (0 g 100 g™!
da dieta seca); D1: dieta com suplementacdo de 1,0 g 100 g! da dieta seca farinha de
Aurantiochytrium sp.; D4: dieta com suplementacio de 4,0 g 100 g! da dieta seca farinha de
Aurantiochytrium sp. e OFB: dieta controle com 6leo de figado de bacalhau.
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3.3.4 Proteina de choque térmico (HSP70)

A HSP70 foi avaliada em peixes alimentados com OFB em exposi¢do prolongada a
22°C, apos elevagao da temperatura para 28°C e apds o estresse térmico pelo calor (33°C). A
temperatura subdtima fria de 22°C afetou significativamente os niveis de HSP70 (Figura 5).
Os peixes mantidos a 22°C por 87 dias apresentaram nivel de HSP70 maior que aqueles
submetidos a um aumento de temperatura para 28°C (temperatura 6tima de crescimento) ou

para 33°C (temperatura acima da 6tima).
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Figura 6. Proteinas de choque térmico (HSP70) no figado de juvenis de tilapia-do-nilo
alimentados com 6leo de figado de bacalhau por 87 dias a 22°C, seguido por sete dias com
aumento da temperatura da dgua de 22°C para 28°C, além de outros sete dias com aumento de
temperatura de 28°C a 33°C. Os resultados estdo expressos como a média de dez repeticoes.
ab [ etras diferentes indicam diferenga significativa (P = 0,009).
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3.4 DISCUSSAO

A variagdo da temperatura pode afetar muitos aspectos do metabolismo e da fisiologia
dos peixes. Portanto, € crucial que tais alteracdes sejam compreendidas para a melhoria nas
estratégias de producdo de maneira a minimizar seus efeitos deletérios na tilapicultura.

A Hb ¢ um parametro hematologico que pode indicar a homeostase em animais
(Wendelaar Bonga, 1997). A temperatura afetou significativamente o nivel de Hb (Qiang et al.,
2013; Ma et al., 2015; Panase et al., 2018), independente da suplementacdo ou ndo com DHA,
ou mesmo do nivel ou da fonte de suplementagdo, assim como relatado em outros estudos para
a tilapia-do-nilo. Os resultados aqui relatados mostram que a concentragdo de Hb ¢ maior na
temperatura 6tima de crescimento (28°C) para a tildpia-do-nilo, mesmo quando os peixes estao
submetidos a uma variagdo na temperatura. Quando os peixes foram submetidos a uma
temperatura mais baixa ou mais alta que a 6tima de crescimento, os niveis de Hb diminuiram,
contatando-se a importancia da medida deste parametro como indicador da homeostase também
na tilapia-do-nilo.

Em temperatura subotima fria, o metabolismo dos peixes ¢ reduzido e menos energia
¢ gasta, portanto, ¢ necessario menos oxigénio (Bowden et al., 2007; Morgan et al., 2008), o

que resulta em uma redugdo da concentracao de hemadcias, hematodcritos e Hb (Bowden et al.,
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2007; Ma et al., 2015; Panase et al., 2018). Além disso, o sangue se torna mais viscoso € mais
dificil de bombear (Morgan et al., 2018). Portanto, a menor quantidade de Hb promove uma
melhora na circulagdo sanguinea. Ap6s o aumento da temperatura de 22°C para 28°C, a Hb
aumentou, provavelmente devido ao aumento no metabolismo e na alimentagdao. Como outros
vertebrados ectotérmicos, os peixes podem se adaptar as mudangas na temperatura ambiental,
aumentando seu conteudo total de Hb, o que pode modificar a quantidade de oxigénio no tecido,
afetando a taxa metabolica e a producao de energia (Souza e Bonilla-Rodriguez, 2007). A Hb
da tilapia foi reduzida concomitante com a elevacao da temperatura da agua para 33°C. A
dindmica do oxigénio dissolvido na agua de criagdo pode ter influenciado os resultados de Hb.
A solubilidade do oxigénio na 4gua ¢ maior em temperaturas mais baixas, mas, em condig¢des
com mesma quantidade de oxigénio dissolvido (em mg por litro), a porcentagem de saturagao
do oxigénio na 4gua ¢ inferior em temperatura fria quando comparada a temperatura alta. A
elevagdo da temperatura de 22°C para 28°C e 33°C aumentou a saturaciao do oxigénio na agua,
aumentando sua disponibilidade para os peixes, o que pode ter sido compensado pelos peixes
com a redu¢do na concentracdo da Hb nos animais mantidos a 33°C. Outra possibilidade ¢ que
a alta temperatura possa levar a maior estresse fisioldogico na tilapia, ocasionando lesdes nos
rins e figado, além de reduzir o nivel de contagem de globulos vermelhos (Abdel-Tawwab et
al., 2010). A diminui¢ao da concentracdo de Hb apos o aumento da temperatura para 33°C no
presente estudo foi semelhante a relatada para a tilapia-do-nilo exposta a 30°C ou 34°C (Qiang
et al., 2013). Entretanto, esses resultados sdo diferentes daqueles encontrados por Ma et al.
(2015), em que a concentragdo de Hb aumentou com o aumento da temperatura. Neste estudo,
grupos de tildpia-do-nilo com 33 g de peso inicial foram criados durante 40 dias,
separadamente, a 22, 28 ou 34 ° C. O valor de Hb em tilapias mantidas constantemente a 34° C
(11,5 g dL!, Ma et al., 2015) foi superior ao valor encontrado em tilapias submetidas a 33°C
por sete dias, obtido no presente estudo. Tal diferenca pode ser explicada por diferengas em
relagdo a duragdo da exposicdo a temperatura alta, estado nutricional, manejo, fase de
desenvolvimento e genética, entre os estudos.

Ha relatos sugerindo que a inclusdo alimentar de 6leo de peixe oxidado (Huang e
Huang, 2004; Gao et al., 2012) ou mesmo de 6leos ndo oxidados (Rady el al., 1990; Huang et
al., 1998) pode induzir danos oxidativo nos tecidos de peixes, sendo que todos os estudos
citados ocorreram na temperatura 6tima de crescimento para a espécie. As moléculas que mais
sofrem peroxidacao lipidica sdo fosfolipidios das membranas que contém PUFAs, esses sdo os

principais alvos do ataque de ROS (Abele e Puntarulo, 2004; Geggotek e Skrzydlewska, 2019).
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Quando ha uma suplementacao dietética de PUFA ou uma mudanca de temperatura, os peixes
podem necessitar maiores defesas contra os danos oxidativos.

Em nosso estudo a 22°C, o aumento da suplementacdo dietética com farinha de
Aurantiochytrium sp., de 1 para 4 g 100 g'! da dieta seca, induziu um aumento no dano ao DNA
da tilapia. Além disso, a 22°C, a dieta suplementada com a outra fonte de DHA, o OFB,
propiciou a ocorréncia de danos semelhantes aos encontrados nos peixes alimentados com D1,
ambas dietas com a mesma concentracao de DHA. Para a manutencao da fluidez da membrana
em temperatura subdtima fria, os peixes aumentam os niveis de insaturagdo dos acidos graxos
nos fosfolipidios que compdem as membranas celulares (Weber e Bosworth, 2005; Turchini et
al., 2009), o que, consequentemente, se torna um alvo especifico para a acdo das ROS.
Temperaturas subdtimas frias para peixes podem aumentar o estresse oxidativo e o organismo
exigird mais defesas antioxidantes (Qiu et al., 2011), especialmente se alimentado com dietas
ricas em LC-PUFAs, como ¢ o caso do presente estudo.

O aumento da temperatura da dgua esta associado a efeitos genotoxicos e também ao
aumento da producdo de ROS, o que leva ao estresse oxidativo em organismos aquaticos
(Bagnyukova et al., 2007; Heise et al., 2006; Donaldson et al., 2008; Malev et al., 2010). Ha
aumento no consumo de oxigénio e nas taxas metabolicas (Sollid e Nilsson, 2006), apesar da
diminui¢do dos niveis de insaturagdo de acidos graxos nos fosfolipidios das membranas para
manutengdo da sua fluidez. De acordo com Rady et al. (1993) e Ma et al. (2015) em estudos
com carpa-comum, Cyprinus carpio e tilapia-do-nilo, respectivamente, o acimulo de PUFAs
(principalmente PUFA da série n-3) € caracteristico em baixas temperaturas ambientes,
enquanto a sintese de SFA aumenta e a acumulacdo de PUFA diminui em temperaturas mais
altas. No entanto, no presente estudo, a 28°C, a menor inclusdo dietética da farinha de
Aurantiochytrium sp. e a dieta sem suplementacdo de fonte de DHA levaram a um dano
oxidativo maior ao DNA, se comparado com aquele apresentado pelos peixes alimentados com
a maior inclusdo de farinha de Aurantiochytrium sp. ou com OFB. Nos peixes alimentados com
OFB, a 22 e 28°C, o menor dano pode ser explicado pela presenca de antioxidantes no o6leo
comercial utilizado, que continha 2 mg ml™! dl-a-tocoferol de acetato (vitamina E) e tocoferol
natural. Sabe-se que, apds a alteragdo da temperatura, a composi¢do dos acidos graxos das
membranas celulares € rapidamente modificada para manter a homeostase e a homoviscosidade
e, em temperatura 6tima, a deposicao de PUFA nas membranas celulares ¢ menor do que em
temperatura subdtima fria. Portanto, sugere-se que, a 28°C, a quantidade de LC-PUFA nas

membranas ndo foi suficiente para ocasionar dano ao DNA. As altas concentra¢des de oxigénio
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e Hb podem tornar os eritrdcitos mais sensiveis a danos oxidativos (Klein et al., 2017), o que
pode explicar a 28°C, o maior dano ao DNA dos peixes.

Houve reducao da CP ap6s aumento da temperatura em tilapia-do-nilo de 22°C para
28°C e para 33°C. Estes resultados sao semelhantes aqueles relatados para o goldfish, Carassius
auratus, quando submetido a uma temperatura alta (23°C) em comparagcdo com 0s peixes
climatizados ao frio (3°C), em que o figado apresentou niveis mais baixos de CP por
(Bagnyukova et al., 2007). Em peixes antarticos, quando expostos ao aumento da temperatura,
nao houve diferenca na quantidade da CP no figado (Heise et al., 2006; Klein et al., 2017).
Como ¢ sabido, o estresse oxidativo ativa as proteases multicataliticas, enzimas responsaveis
pela degradacdo de proteinas oxidadas (Starke et al., 1987). Proteinas oxidadas em excesso sdo
degradadas no figado o que pode compensar a taxa de oxidacdo proteica e diminuir os niveis
de CP no tecido hepatico (Bagnyukova et al., 2007; Klein et al., 2017), o que pode explicar
nosso resultado.

As enzimas antioxidantes podem metabolizar os produtos da peroxidacdo lipidica,
reduzindo o dano oxidativo (Sies, 1997; Gegotek e Skrzydlewska, 2019). Desta forma, sugere-
se que o estresse térmico causado pela elevacdo da temperatura de 22°C a 28°C e 33°C
promoveu a elevacdo da atividade das enzimas antioxidantes (CAT, GPx, GSH-t, NPSH).
Destaca-se ainda o aumento das atividades da CAT e GSH-t em tildpias alimentadas com a
dieta sem suplementacao de DHA, somente observado apds elevagao da temperatura a 33°C. A
resposta do sistema de defesa antioxidante e o status oxidativo nos peixes dependerdo do tecido
analisado, do tempo de exposigdo (curto ou longo) e da temperatura, bem como da nutrigio e
genética (Kong et al., 2012; Klein et al., 2017). A produgdo de ROS pode causar danos
celulares, que levam a ativagdo de mecanismos de defesa antioxidante, como a indugdo de
enzimas eliminadoras de radicais livres, como a superoxido dismutase (SOD), CAT, GPx, GH
e tioredoxina redutase (Pandey et al., 2003; Zhou et al., 2010). Essas enzimas antioxidantes sao
consideradas a primeira linha de defesa contra danos oxidativos apds a exposicao a curto prazo
a mudangas de temperatura (Pandey et al., 2003; Shi et al., 2015). Ha relato de aumento das
atividades enzimaticas no inicio do estresse pelo frio, ocorrendo redugdo gradual em periodo
prolongado de exposic¢do ao frio (Shi et al., 2015), o que demonstra a capacidade adaptativa dos
peixes (Hoeijmakers, 2001). Provavelmente, em nosso estudo, a atividade das enzimas
antioxidantes também diminuiu ao longo tempo de exposi¢ao dos peixes ao estresse térmico
frio, mas aumentou apos a elevagdo da temperatura, provavelmente em resposta ao estresse

térmico, ao aumento da ROS ¢ do metabolismo.
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As proteinas de choque térmico (HSPs) fazem parte da superfamilia de chaperonas
moleculares, que desempenham papel importante na homeostase proteica e em outras fungdes
celulares (Heikkila, 2017). Na resposta ao choque térmico, as HSPs auxiliam na sobrevivéncia
das células, protegendo os componentes vitais contra danos (Heikkila, 2017). Além disso, a
relacdo entre expressdo génica, regulacdo, duracio e frequéncia de ocorréncia das HSPs esté
relacionada a um amplo mecanismo influenciado por fatores abidticos (Mottola et al., 2020).
Genes diferentes regulam os mesmos processos biologicos em resposta a temperatura, pequenas
HSPs sdao mais eficazes em resposta a flutuagdo térmica (Heikkila, 2017), enquanto HSPs
maiores, como HSP70 ¢ HSP90, sdo mais expressas durante a exposi¢do constante a altas
temperaturas (Podrabsky e Somero 2004). A expressio da HSP70 no figado é o principal
marcador de estresse para animais aquaticos, propiciando protecao e termotolerancia durante o
estresse térmico (Liu et al., 2019). A exposicao ao frio (22°C) a longo prazo promoveu um
maior nivel de HSP70 no figado da tilapia-do-nilo. Nosso resultado ¢ semelhante ao relatado
em tilapia-do-nilo de 103 g, mantidas a 15°C, onde a HSP70 aumentou no figado apos 12 h
exposicao (Shi et al., 2015). Resposta similar foi relatada no tecido cerebral de catfish, Ictalurus
punctatus, submetido ao estresse pelo frio (Ju et al., 2002), mas o mesmo nao ocorreu em
salmdo-do-Atlantico, Salmo salar (Zarate e Bradley, 2003) ou matrinxa, Brycon amazonicus
(Inoue et al., 2008). Em tilapia-do-nilo, baixas temperaturas, como 22°C, podem levar a um
estresse térmico maior que altas temperaturas, o que estimula o aumento da HSP70 para
melhorar as defesas contra as respostas ao estresse térmico. A suplementagao dietética de OFB
pode ter aumentado o nivel HSP70 no figado da tildpia-do-nilo em temperatura subdtima fria,
conforme descrito para tilapia alimentada com 1 g de butirato de sodio kg™ da dieta seca (o
acido butitico ¢ um acido graxo de cadeia curta, 4:0), quando houve aumento na expressao da
HSP70 (Dawood et al., 2020).

A producdo de tildpia-do-nilo ocorre em regides climaticas subtropicais em todo o
mundo. Portanto, informagdes sobre possiveis danos oxidativos causados por aditivos
alimentares, como a farinha de Aurantiochytrium sp., rica em DHA, sdo vitais para o sucesso
na producio desta importante espécie aquicola. A suplementagdo dietética de 1 g 100 g! da
dieta seca de farinha de Aurantiochytrium sp. para a tilapia-do-nilo, quando mantida a 22°C por
87 dias, promove 16% e 5% a mais de ganho em peso, quando comparada a dieta sem
suplementac¢do ou com suplementagio de 2 g 100 g'! da dieta seca de OFB, respectivamente
(Nobrega et al., 2019). Apesar da suplementacdo dietética de 1 g 100 g! da dieta seca de farinha
de Aurantiochytrium sp. durante 87 dias a 22°C ter causado danos oxidativos moderados a

tilapia-do-nilo, recomenda-se esse nivel de inclusdo em dietas de inverno, devido ao aumento
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significativo no ganho em peso. Mais estudos devem ser realizados para determinar os niveis
adequados de vitamina E e/ou antioxidantes com o aumento de LC-PUFA da série n-3 em dietas

para tilapia-do-nilo, de forma a prevenir danos oxidativos.

3.5 CONCLUSOES

A suplementagdo dietética de farinha de Aurantiochytrium sp., rica em DHA, ¢
recomendada para a tilapia-do-nilo, quando mantida por periodo prolongado em temperatura
subotima, pois ndo ha aumento nos danos oxidativos nos peixes durante o periodo frio ou logo
apos a elevagdo de temperatura.

A elevacdo da temperatura de 22°C para 28°C aumenta a concentragdo da hemoglobina
e aumenta a atividade das enzimas antioxidantes, sugerindo stress oxidativo ou no metabolismo
dos peixes. Porém, a resposta dos marcadores de estresse oxidativo ao aumento de temperatura
foi conflitante: os danos ao DNA aumentaram, mas a concentracdo de proteina carbonilada

diminuiu.
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4. CONCLUSAO GERAL

A suplementagio de farinha de Aurantiochytrium sp. na faixa de 0,45 a 1,42 g, 100!
da dieta seca para juvenis de tilapia-do-nilo, quando mantidos a 22°C por 87 dias, melhorou o
crescimento, eficiéncia alimentar, composi¢ao lipidica corporal e muscular. Sendo que tilapias
alimentadas com 1 g 100 g! da dieta seca de farinha de Aurantiochytrium sp. apresentaram 5%
a mais no crescimento que peixes alimentados com 2 g 100 g! da dieta seca de OFB e 16% a
mais no crescimento em comparagao aos animais alimentados com dieta sem suplementagao
do DHA.

Ha divergéncia sobre a recomendacao diaria de ingestdo de LC-PUFA da série n-3
para humanos, mas a relacdo de PUFA n-3 / n-6 recomendada para o consumo humano ¢ de
0,25, a qual foi alcangada na musculatura da tilipia alimentada com 0,50 g 100 g™ da dieta
seca da farinha de Aurantiochytrium sp.

A digestibilidade do DHA (96,05%) ¢ de todos os PUFAs foram altas, mesmo em
temperatura subdtima fria. No entanto, o PAL (52,25%), possui baixa digestibilidade,
interferindo na digestibilidade da proteina (68,64%)e do lipidio (68,38%).

A inclusio de 1 g 100 g'! da dieta seca de farinha de Aurantiochytrium sp. em dietas
para juvenis de tilapia-do-nilo € segura, pois promoveu poucas alteragdes nos danos oxidativos
basais. Porém a elevagdo da temperatura da 4gua promoveu alteragdes significativas nos danos
ao DNA e aumentou a atividade das enzimas antioxidantes. Assim, ¢ importante estudar as
exigéncias das vitaminas lipossoliiveis e antioxidantes em dietas de peixes expostos a variagao
térmica.

A grande quantidade de DHA presente na farinha de Aurantiochytrium sp. pode ser
uma alternativa para melhor o desempenho produtivo da tilapia durante o inverno, sendo esse

um aditivo seguro para o uso na aquicultura.
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