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RESUMO

Animais ectotérmicos, como peixes, sdo diretamente afetados por mudangas na temperatura da
agua, o que pode levar a uma diminuigao significativa no crescimento. Pouco ou quase nada se
sabe sobre o efeito da suplementacdo de colesterol dietético no crescimento e metabolismo
lipidico em juvenis de tilapia-do-nilo criados em temperaturas subdtimas de crescimento. O
presente estudo avaliou o efeito da suplementacdo dietética de colesterol no crescimento,
composicdo corporal, perfil corporal de acidos graxos e colesterol, determinacdo da
digestibilidade de nutrientes, composi¢do proximal do hepatopancreas, perfil plasmatico de
colesterol, triacilglicer6is, HDL, além de alteracdes morfologicas no hepatopancreas e nivel dos
transcritos de genes envolvidos nos processos de absorcao, sintese e degradacao de colesterol
em juvenis de tilapia-do-nilo. Dois ensaios foram conduzidos: um ensaio de alimentacdo, tipo
dose-resposta (91 dias), com juvenis (29,24 + 0,02 g) seguido de outro, de digestibilidade, com
peixes maiores (230,47 + 1,51 g), por 60 dias. Para o ensaio de alimentagdo, dietas
isonitrogenadas e isolipidicas foram formuladas com niveis crescentes de colesterol dietético
(0%, 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%) testadas em seis réplicas cada. Duas dietas foram
selecionadas para o ensaio de digestibilidade, 0% e 0,25%, as quais foram testadas em triplicata,
utilizando-se 6xido de itrio como marcador inerte. A suplementacao dietética com colesterol
ndo afetou o crescimento (P > 0,05), mas favoreceu acimulo linear de colesterol no corpo (P <
0,05) de juvenis de tildpia-do-nilo criados a 22 °C. Da mesma forma, a composi¢do corporal
proximal, incluindo matéria seca, proteina, lipidios e cinzas, ndo foi afetada pela suplementagao
crescente de colesterol na dieta. No entanto, a digestibilidade da matéria seca, proteina, lipidios
e acidos graxos diminuiu (P < 0,05) com a suplementa¢do de 0,25% de colesterol. Além disso,
a suplementacao com colesterol proporcionou aumento crescente dos indices viscerosomatico
e hepatossomatico, favoreceu o acumulo crescente de colesterol e triacilglicerdis no
hepatopancreas e aumento linear do colesterol e das lipoproteinas nao-HDL no plasma, mas a
diminuigao linear de triacilglicerdis no plasma. Além disso, a suplementacdo com colesterol
dietético causou congestdo e dilatagdo nos sinusoides no hepatopancreas, intensificou a
esteatose e a perda do nticleo dos hepatdcitos a partir de 0,5% de colesterol dietético. A nivel
molecular, a suplementagdo com colesterol a partir de 0,5% reduziu o nivel de transcri¢dao de
HMGCr, gene que codifica a enzima responsavel pela sintese do colesterol no hepatopancreas.
Esses resultados indicam que a suplementagdo dietética com colesterol, embora ndo tenha
afetado o crescimento, reduziu a digestibilidade dos nutrientes, afetou a morfologia e a
composi¢dao do hepatopancreas, promovendo o acumulo de colesterol, triacilglicerdis, além de
afetar o metabolismo lipidico em juvenis de tildpia-do-nilo quando criados a uma temperatura
de 22 °C, abaixo da ideal.

Palavras-chave: Aquicultura, Oreochromis niloticus; crescimento; digestibilidade; metabolismo.



ABSTRACT

Ectothermic animals such as fish are directly affected by changes in water temperature, which
can lead to a significant decrease in growth. Little or nothing is known about the effect of dietary
cholesterol supplementation on growth and lipid metabolism in juvenile Nile tilapia reared at
suboptimal growth temperatures. The present study evaluated the effect of dietary cholesterol
supplementation on growth, body composition, fat and cholesterol whole body contents,
nutrient digestibility, hepatopancreas composition, cholesterol, triacylglycerols, and HDL
plasma contents besides morphological alterations in the hepatopancreas and the level of
transcripts of genes involved in the processes of absorption, synthesis, and degradation of
cholesterol in Nile tilapia juveniles. Two trials were performed: a dose-response feeding trial
(91 days) with juveniles (29.24 + 0.02 g) followed by a digestibility trial with larger fish (230.47
+ 1.51 g), for 60 days. For the feeding trial, isonitrogenous and isolipidic diets were formulated
with increasing levels of dietetic cholesterol (0%, 0.25%, 0.5%, 0.75%, and 1.0%) tested in six
replicates each. Two diets were selected for the digestibility test, 0% and 0.25%, which were
tested in triplicate, using yttrium oxide as an inert marker. Dietary cholesterol supplementation
did not affect growth (P > 0.05) but favored linear cholesterol accumulation in the body (P <
0.05) of Nile tilapia juveniles reared at 22 °C. Likewise, proximal body composition, including
dry matter, protein, lipids, and ash, were not affected by increasing dietary cholesterol
supplementation. However, the digestibility of dry matter, protein, lipids, and fatty acids
decreased (P < 0.05) with the supplementation of 0.25% cholesterol. Furthermore, cholesterol
supplementation increased hepatossomatic and viscerossomatic indexes, increasing
accumulation of cholesterol and triacylglycerols in the hepatopancreas. There was a linear
increase in plasma cholesterol and non-HDL lipoproteins but a linear decrease in plasma
triacylglycerols. Conversely, supplementation with dietary cholesterol caused congestion and
dilation in the sinusoids in the hepatopancreas, intensified steatosis and loss of hepatocyte
nucleus from 0.5% dietary cholesterol, without causing necrosis in the hepatopancreas. At the
molecular level, supplementation with cholesterol from 0.5% reduced the transcription level of
HMGCr, gene coding for the enzyme responsible for the synthesis of cholesterol in the
hepatopancreas. These results indicate that dietary supplementation with cholesterol although
didn’t affect growth, it reduced the digestibility of nutrients, affected the morphology and
composition of the hepatopancreas, promoting the accumulation of cholesterol,
triacylglycerols, in addition to affecting lipid metabolism in juvenile Nile tilapia when reared
at a suboptimal temperature of 22 °C.

Keywords: Aquaculture, Oreochromis niloticus; growth; digestibility; metabolism.
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CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL

1.1 TILAPICULTURA E DESAFIOS CLIMATICOS

A tilapia-do-nilo é uma espécie tropical de aguas continentais, sendo a terceira mais
produzida mundialmente e a principal no Brasil, representando 63,9% da piscicultura nacional
brasileira (FAO, 2022; PEIXE-BR, 2023). O Brasil ¢ o quarto maior produtor mundial de
tildpia-do-nilo depois da China, Indonésia e Egito, apresentando maior concentracdo de
producdo nos estados de Parand, Sao Paulo, Minas Gerais e Santa Catarina, que incluem regides
com clima subtropical (PEIXE-BR, 2023). Este clima caracteriza-se por grande oscilagao de
temperatura, principalmente entre o verdo e o inverno, ocasionando estresse por baixa
temperatura para a tilapia, fato que limita a expansao da sua criacio (NOBREGA et al, 2020).

Assim, algumas estratégias tém sido aplicadas com vista a minimizar os efeitos
negativos a produgado causados pelo estresse térmico na tilapicultura, principalmente nos meses
mais frios do ano como: (1) uso de estufas (HEPHER e PRUGININ, 1981), (2) aquecimento da
agua e uso de aguas geotermais (PULLIN, 1991), (3) aumento da profundidade de tanques
escavados (EL-SAYED et al, 1996; LIN, 1991), e (4) cobertura de tanques com polietileno
(EL-SAYED et al, 2006; MABDEL-AAL, 2008).

A temperatura exerce um papel importante no metabolismo lipidico em peixes
(TURCHINI, NG, TOCHER, 2010). Porém, sao limitadas as pesquisas com enfoque nas
exigéncias nutricionais para mitigar estresse por baixa temperatura. Neste contexto, estudos
promissores demonstram que a genética e a nutrigdo podem também afetar o desempenho da
tilapia em temperaturas subotimas (NOBREGA et al, 2020). Apds avaliagdo do crescimento de
diferentes estoques de juvenis de tilapia-do-nilo submetidos a baixa temperatura, foram
selecionados peixes mais tolerantes ao frio (22 a 24 °C), além de identificados alelos de
marcadores de microssatélites associados a tolerancia térmica. Ainda nesse estudo, foi possivel
identificar grupo de peixes que resultou em progénie mais tolerante ao frio, demonstrando ser
possivel a selecdo de proximas geracdes de linhagens mais tolerantes a frio para a tilapia-do-
nilo (DA SILVA et al, 2020). Por outro lado, a nutri¢do pode igualmente contribuir para
melhorar a tolerancia térmica em peixes conforme ja demonstrado para peixes de dgua doce
como o bagre de canal e truta arco-iris (MURRAY et al, 1977; MEDALE et al., 1995)) ou
marinhos, como salmao do Atlantico ¢ dourado (JOBLING ¢ BENDIKSEN, 2003; RICHARD
et al, 2016). Para o efeito, a composicao da dieta tem sido determinante no enfrentamento ao
frio, por meio do ajuste em relagdo ao perfil de acidos graxos poli-insaturados (CORREA et al,

2017, 2018; NOBREGA et al, 2017, 2019), a suplementacao de fosfolipidios (BAPTISTA et



18

al, 2023; HAZEL e WILLIAMS, 1990), ou de colesterol (SISSENER et al, 2017a).
Tradicionalmente, tilapias criadas em temperatura 6tima apresentam exigéncia dietética em
acidos graxos de cadeia média como o alfa-linolénico (18:3 n-3, a-LNA) e acido linoleico (18:2
n-6, LOA) (CHEN et al, 2013; TAKEUCHI et al, 1983). Estudos recentemente conduzidos em
temperatura baixa, mostram melhora no crescimento e eficiéncia alimentar em tilapias-do-nilo
alimentadas com dietas contendo fontes de acidos graxos poli-insaturados da série n-3 (PUFAg
n-3) (CORREA et al., 2017, 2018; NOBREGA et al, 2019), em comparagdo com peixes
alimentados com outras fontes de lipidios ricos em acidos graxos poliinsaturados de cadeia
média como alfa linolénico ou linoleico (a-LNA ou LOA).

Tilapias apresentaram aumento de 18% em ganho em peso quando alimentadas com
6leo de peixe rico em acidos graxos de cadeia longa, (de 20 a 22 carbonos com minimo de duas
insaturacoes) da série n-3 (LC PUFA n-3) em comparagdao com peixes alimentados com dietas
contendo mistura de 6leos vegetais ricos em LOA ou a-LNA (CORREA et al, 2018). Em outro
estudo a 22 °C, a utilizag¢ao da farinha de Aurantiochytrium sp. como ingrediente alternativo a
farinha de peixe e rico em acido graxo poli-insaturado da série n-3 (22:6 n-3, DHA), melhorou
o crescimento e composicao em acidos graxos de juvenis de tilapia-do-nilo mantidos a 22 °C.

Pesquisas sobre o uso de ingredientes lipidicos vegetais alternativos ao 6leo de peixe,
tém igualmente se mostrado importantes para o crescimento de peixes em condigdes de
temperatura subotima baixa (ABDEL-GHANY et al, 2019; CORREA et al, 2017, 2018; EL-
ASELY et al, 2020; NOBREGA et al, 2017, 2019). Entretanto, pouco ou quase nada se sabe
sobre o efeito da suplementacao de colesterol em dietas sobre o crescimento, digestibilidade e
metabolismo de tildpias criadas em condi¢des de temperatura subotima.

No geral, dietas com altos niveis de 4cidos graxos saturados (SFA), ou seja acidos
graxos sem nenhuma insatura¢do na cadeia de carbonos, contribuem para a reducdo da fluidez
e aumento da viscosidade de 6leos, afetando dessa forma a digestibilidade de lipidios e
metabolismo em peixes. Varios estudos mostram claramente que uma dieta rica em SFA,
compromete o crescimento da tilapia-do-nilo em temperatura subdtima (TAKEUCHI et al,
1983; NG et al, 2004; TURCHINI et al, 2009; CORREA et al, 2017; ABDEL-GHANY et al,
2019). A baixa digestibilidade de dietas com alta inclusdo de saturados pode explicar o baixo
crescimento da tildpia-do-nilo a 22 °C quando alimentados com dietas ricas em 6leo de coco
(CORREA et al, 2017). De acordo com Turchini et al (2019), dietas ricas em SFA perdem
menos gordura para a agua devido ao seu alto ponto de fusdo, o que pode igualmente

comprometer a digestibilidade e absor¢ao de nutrientes pelos peixes.



19

Quando avaliada a digestibilidade de grupos de acidos graxos monoinsaturados
(MUFA), ou seja, com apenas uma insatura¢do na cadeia carbonica e SFA da farinha de
Aurantiochytrium sp. de tilapia-do-nilo a 22 °C, foram registradas baixas digestibilidades,
nomeadamente de 15 e 52%, respetivamente. Dentre os saturados, a digestibilidade do acido
palmitico (16:0) reduziu de 70,81% a 28 °C (FERNANDES et al, 2019) para 52,25% a 22 °C
(NOBREGA et al, 2019). Houve também reducdo da digestibilidade em 20% da proteina da
farinha de Aurantiochytrium sp. a 22 para 28 °C, para tildpia-do-nilo (NOBREGA et al, 2019).
A 22 °C, todos PUFAs na farinha de Aurantiochytrium sp. apresentaram alta digestibilidade,
quer em temperatura 6tima ou subotima de 22 °C, variando de 96 a 100% (NOBREGA et al,
2019). Resultados similares foram reportados para o salmdo do Atlantico, quando mantidos a
8.8 °C, temperatura abaixo da 6tima para a espécie (KOUSOULAKI et al, 2016). Estes achados
demonstram a importancia de incluir fontes de PUFAs nas formulagdes comerciais para tilapia-
do-nilo criadas em temperatura baixa. Dietas com alta inclusdo de SFA pode reduzir a
digestibilidade de acidos graxos monoinsaturados, MUFA, PUFA e lipidios dietéticos. Este

efeito negativo ¢ mais evidente em temperaturas subotimas (NOBREGA et al, 2020).

1.1.1 Temperatura e criacio de tilapia-do-nilo

A temperatura da dgua ¢ um fator extrinseco importante que influencia diretamente o
comportamento ¢ bem-estar de organismos ectotérmicos como os peixes (LU et al, 2019;
SAUCEDO et al, 2004). Em geral, as temperaturas mais frias reduzem a taxa metabolica e as
atividades bioquimicas, afetando a fisiologia e crescimento dos peixes, que ficam sujeitos ao
estresse, principalmente quando a temperatura ambiente excede sua capacidade de tolerancia
térmica (DONALDSON et a/, 2008). Dentre os peixes de aguas continentais, a tilapia-do-nilo
apresenta maior crescimento na faixa térmica ideal de 26 a 30 °C (AZAZA et al, 2008; MA et
al, 2015). Abaixo da temperatura ideal, ha redugdo significativa no crescimento desta espécie
(CORREA et al, 2017, 2018). Abaixo de 20 °C, ha uma drastica reducdo da ingestio de
alimento que, aos 16 °C, pode cessar; ja aos 12 °C, mortalidades severas podem ocorrer, sendo
que em temperaturas inferiores a 10 °C, a tilapia-do-nilo é incapaz de sobreviver por muito
tempo (BALARIN e HALLER, 1982; CHERVINSKI, 1982; DA SILVA et al, 2020; EL-
SAYED, 2006). Entretanto, importa salientar que a capacidade de tolerancia térmica varia
conforme a linhagem da tilapia, o tipo de manejo e da nutricio (ABDEL-GHANY et a/, 2019;
MA et al, 2015; NOBREGA et al, 2020).
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1.1.2 Efeito da temperatura na digestiao e absorcao de lipidios

Os lipidios sdo fontes de esterodis, acidos graxos e sdo veiculos importantes para a
absor¢do de vitaminas lipossoluveis (HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL, 2000). Os lipidios
sdo geralmente bem digeridos pelos peixes, porém os acidos graxos sdo absorvidos em taxas
diferentes (HERTRAMPF ¢ PIEDAD-PASCUAL, 2000; TURCHINI, NG, TOCHER, 2010).
Os lipidios dietéticos atendem a fungdes vitais importantes na nutricdo de peixes, entretanto seu
potencial ¢ limitado pelo seu grau de digestibilidade, que € a proporcao de nutrientes ingeridos
que transitam do limen intestinal para a circulagdo (TURCHINI, NG, TOCHER, 2010).

A digestdo dos lipidios inicia com a hidrélise dos triacilglicer6is por meio de lipases,
sendo que o produto da digestdo ¢ misturado com sais biliares para formacdo de micelas,
absorvidas por meio da mucosa intestinal (TOCHER, 2003; TURCHINI, NG, TOCHER, 2010).
A composic¢do da dieta e a adaptagdo do animal a temperatura da dgua, sdo os principais fatores
que influenciam a digestdo. Em peixes, a absor¢ao intestinal de acidos graxos decresce com o
tamanho da cadeia dos 4cidos graxos e aumenta com o seu grau de insaturagdo. A
digestibilidade de lipidios ¢ também afetada pela temperatura de fusdo, ja que quanto maior a
temperatura de fusdo, menor a digestibilidade (HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL, 2000).
Nesse aspecto, a composi¢cao de acidos graxos, o grau de insaturagdo ¢ comprimento da cadeia,
determinam a sua temperatura de fusdo e, portanto, seu potencial digestivo em peixes,
dependendo da temperatura de criagdao. Ainda, quanto maiores o comprimento e saturagdo da
cadeia de &cidos graxos, menor a digestibilidade. Normalmente, acidos graxos da série n-3 sao
preferencialmente absorvidos em relagdo aos acidos graxos da série n-6 (TURCHINI,
TORTENSEN, NG, 2009).

Assim, qualquer alteracdo na composicao de fontes lipidicas em dietas para peixes
pode também afetar a digestibilidade de outros nutrientes, tais como proteina (DE SILVA e
ANDERSON, 1995; TURCHINI, TORTENSEN, NG, 2009). A substituicdo do 6leo de peixe
por mistura de Oleos vegetais, em dietas semi-purificadas lipoproteicas e isolipidicas para
juvenis de bacalhau Murray (Maccullochella peelii peelii), resultaram na reducdo da
digestibilidade aparente de lipidio (95,0 a 90,8%) e da proteina (de 96,6 a 94,3%) (FRANCIS
et al, 2007).
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1.2 COLESTEROL

1.2.1 Importancia do colesterol no funcionamento das membranas plasmaticas

O colesterol ¢ constituinte essencial de células eucaridticas e exerce efeito sobre as
propriedades fisicas e funcionais das membranas plasmaticas, participando ativamente na
regulacdo da membrana plasmatica em condi¢des de adaptagdo térmica (HAZEL e
WILLIAMS, 1990; NOBREGA et al, 2020). Nas membranas, o colesterol interage com as
diferentes classes fosfolipidicas e de esfingolipidios, tendendo a formar pequenos agregados
com moléculas lipidicas mais saturadas, gragas a sua estrutura quimica apolar (OHVO-
REKILA et al, 2002). Na maioria das células eucarioticas, existe uma molécula de colesterol a
cada dez moléculas de fosfolipidios (TURCHINI, TORTENSEN, NG, 2009). O colesterol ¢
composto por um esqueleto de anel fundido tetraciclico, uma liga¢do dupla entre os carbonos 5
e 6, uma cadeia lateral de hidrocarboneto isoctil no carbono 17, além de um grupo hidroxila no
carbono 3, (Figura 1), que proporcionam a esta molécula, caracteristicas anfipaticas na
membrana plasméitica (OHVO-REKILA et al, 2002; HAZEL e WILLIAMS, 1990). Na
membrana, o grupo hidroxila do colesterol fica orientado para a parte mais externa, junto com
a fragdo polar dos fosfolipidios, sendo que a parte apolar fica orientada para a parte interna da
membrana, junto com diferentes cadeias de &cidos graxos dos fosfolipidios (HAZEL e
WILLIAMS, 1990). Ha evidéncias baseadas em modelos de membranas, indicando que o
colesterol tem baixa afinidade por acidos graxos insaturados (BACH e WACHTEL, 2003;
PIKE 2006).

Figura 1 - Estrutura do colesterol. Os anéis individuais do
sistema de anéis fundidos (A a D) ¢ que formam o anel
esteroide, o qual é responsavel por conferir rigidez a molécula
do colesterol, principalmente em temperaturas mais frias.
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Fonte: Adaptado de NELSON e COX (2014).
O metabolismo do colesterol envolve quatro etapas: biossintese, absorcao,

esterificagdo e degradacdo (LUO et a/, 2020). A sintese do colesterol inicia a partir do acetado
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e envolve reacdes quimicas que incluem pelo menos vinte enzimas, a maioria das quais
localizadas na membrana do reticulo endoplasmatico. O colesterol ¢ sintetizado por meio de
reacdes enzimaticas complexas, com custo metabolico relativamente alto, o que pode afetar o
status energético dos peixes, aspecto critico-vital em condicdes de estresse térmico
(NOBREGA et al, 2020; HAZEL e WILLIAMS, 1990). Diferentemente de invertebrados como
0s crustaceos, os peixes nao necessitam de uma fonte dietética de colesterol, uma vez que
podem produzi-lo a partir do acetato (DENG et al, 2010; NRC 1993; SEALEY et al, 2001;
TOCHER et al, 2008). Este fato pode ter limitado, por algum tempo, as pesquisas sobre o
possivel beneficio da suplementacao dietética de colesterol no desempenho zootécnico em
peixes, em condi¢cdes desfavoraveis para o crescimento, tais como em temperaturas subotimas
(BJERKENG et al, 1999; SEALEY et al, 2001; TWIBELL e WILSON 2004). Neste sentido,
se torna importante entender o possivel efeito do colesterol como suplemento exdgeno em
dietas para peixes.

Mudangas na temperatura ambiente impactam diretamente os peixes, ja que estes nao
mantém sua temperatura corporal constante. Essas mudangas da mesma forma, afetam o
funcionamento das suas membranas plasmaticas, proporcionando a estas um estado de fluidez
especifico, o qual pode ser mais ou menos liquido (OHVO-REKILA et al, 2002). De forma a
manter a homeostase fisiolégica em temperaturas baixas e desfavoraveis, os peixes podem
aumentar os niveis de insaturacao dos acidos graxos dos fosfolipidios que constituem suas
membranas celulares, mantendo assim a fluidez e permeabilidade necessarias para o melhor
funcionamento celular (NOBREGA ef al, 2020; TURCHINI, NG, TOCHER, 2010). Este
processo ¢ conhecido como adaptagdo homeoviscosa e € uma resposta adaptativa importante de
muitos ectotérmicos, como os peixes (ATWOOD et al, 2003; CRAIG et al, 1995; CROCKETT
e HAZEL, 1995; FRACALOSSI e LOVELL, 1995; WALLAERT e BABIN, 1994). Na
membrana de organismos ectotérmicos, a reestruturacdo dos fosfolipidios ¢ um mecanismo
comum que assegura a estabilidade da funcionalidade da membrana em diferentes
temperaturas.

As mudancas na distribuicdo relativa das classes de fosfolipidios (por exemplo,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e fosfatidilinositol) da membrana
celular, tem sido estudada como mecanismos potenciais de adaptacdo homeoviscosa (COSSINS
e SINENSKY, 1984; CROCKETT e HAZEL, 1995; HAZEL e WILLIAMS, 1990). O
colesterol pode aumentar a separacdo lateral dos lipidios presentes na bicamada,
independentemente de sua composi¢do ser mais simples ou complexa. Entretanto, pouca

atencdo tem sido dada ao potencial papel do colesterol na adaptacdo térmica das membranas
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biologicas em peixes. Em temperaturas baixas, a bicamada lipidica tende a formar um estado
de gel, ou seja mais denso, e permanece mais compacta; a medida que a temperatura aumenta,
a bicamada favorece o movimento tridimensional das moléculas lipidicas e o espaco interior
entre os dois folhetos torna-se mais fluido. E o estado de troca de fase gel/fluido que permite o
movimento horizontal e vertical dos lipidios e de outros componentes da membrana
(DOLGANIUC, 2011). O estado de fase liquido se difere do estado de fase gel, por apresentar
cadeias de acidos graxos com maior insaturagdo, conferindo assim maior mobilidade de
nutrientes, metabolitos e energia na bicamada celular (CROCKETT e HAZEL, 1995; OHVO-
REKILA et al, 2002).

1.2.2 Colesterol em dietas para peixes

Com a atual estagnagao das capturas pesqueiras tem sido reduzida a inclusdo dietética
de farinha e o6leo de peixe, principalmente em dietas comerciais para a tilapia-do-nilo. Assim,
ha maior inclusdo de ingredientes alternativos de origem vegetal, o que acaba reduzindo os
niveis dietéticos de colesterol, presente somente em ingredientes de origem animal (TOCHER
2003). Normalmente, dietas formuladas para peixes que utilizam a farinha e 6leo de peixe,
fornecem pelo menos 1 g de colesterol por quilo de dieta (TOCHER et al/, 2008). Ensaios
experimentais com suplementacdo de colesterol em peixes (Quadro 1) tém sido normalmente
realizados com fontes sintéticas, de forma a contornar a grande variagao do nivel deste nutriente
encontrada nas fontes animais tradicionais como farinha de visceras de frango, farinha de carne
e 0ssos ou farinha de peixe, sem causar variagdo do teor de lipidio entre as dietas (TOCHER et
al, 2008).

Estudos demonstram que peixes alimentados com dietas a base de ingredientes de
origem vegetal, em substitui¢do a farinha ou 6leo de peixe, apresentam melhor desempenho
zootécnico quando as dietas sdo suplementadas com doses moderadas de colesterol (Quadro 1).
Entretanto, nenhum trabalho com suplementacao dietética de colesterol para peixes foi
realizado em temperatura subotima de crescimento. Ainda assim, estudos realizados em
temperatura 6tima de criagdo, evidenciam até certo ponto, o papel importante da suplementagado
do colesterol em dietas para a criacdo de peixes; entretanto, o seu efeito em nivel fisioldgico e

molecular, precisa ser mais bem esclarecido (TOCHER et a/, 2008; ZHU et al, 2018).
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Quadro 1 - Resumo de trabalhos realizados com suplementagdo de colesterol em dietas para diferentes
espécies de peixe: temperatura, duracdo, doses e principais resultados.

A. hydrophila.

Espécie Temperatura® | Periodo, | Colesterol dietético, % Principais resultados Referéncia
(peso inicial) °C dias (doses testadas) 2 P
Bagre 1% de colesterol em Peixes alimentados com
americano, dietas com alta inclusdo | dietas contendo colesterol, | TWIBELL e
Ictalurus 27 56 de farelo de soja (55%) e | apresentaram maior ganho WILLSON
punctatus dieta controle sem em peso e eficiéncia (2004)
(9,70 g) colesterol. alimentar.
Carpa-capim, Suplementagido com
Ctenopharyn- 285 60 0,04; 0,33; 0,64; 0,93; colesterol comprometeua | WANG ef al.
godon idella ’ 1,24e 1,53 imunidade e agravou a (2018)
(225,37 g) resposta pro-inflamatoria.
Garoupa, 1% proporcionou maior
Epinephelus o brop WU et al.
29 56 0el,0 consumo, ganho em peso e
lanceolatus eficiéncia protéica (2019)
(12,39 g) P '
. o . .
Linguado, 0:0.5: 1¢1,5% em 1,0% proporcionou maior
Scophthalmus . consumo e ganho em peso, YUN et al.
. 19 to 22 63 dietas contendo farelo de ,
maximus sora ¢ acumulo colesterol no (2011)
(5,84 g) ) plasma e hepatopancreas.
Maior ganho em peso em
Linguado 150 18 70 0,38; 0,76; 1,30; 1,80 ¢ peixes alimentados com ZHU et al.
(5,18 g) 2,22 dietas contendo 1,30; 1,8 ¢ (2014)
2,2% de colesterol.
T11apla-d0- 0,4% de colesterol,
nilo, roporcionou maior ganho XU et al
Oreochromis 32 56 0.4:0.8;1,2; 1,624 | PP 5 '
S em peso e melhor (2018)
niloticus conversao alimentar
(2,20 g) '
1,6% reduziu a sintese de
Tilapia-do-nilo 28 56 0.0.8: 1,6:2.4¢32 colesterolNe aumentou a Llet al. (2023)
(1,63 9) expressdo de genes
relacionados a lipogénese.
Truta arco-fris, prospli)lilcigfcl)ﬁarfli(i)or
Oncorhy.nchus 14-18 63 0;0,3;0,6;0,9;1,2e 1,5 | acumulo de colesterol e DENG et al.
mykiss e (2013a)
(58 ) lipidio total no
hepatopancreas.
0,9 e 1,2%, melhoraram a
Truta arco-iris PSS capacidade antioxidante e DENG et al.
(58 g) 14-18 63 0,0,3;0,6,09:12¢ 1,5 resisténcia a infec¢do por (2013b)

' Todos os experimentos foram conduzidos dentro ou acima da faixa 6tima de temperatura de crescimento.
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1.2.3 Efeito do colesterol na absor¢ao de nutrientes
A composicao de acidos graxos e esterois das células intestinais pode ser diretamente
modulada pela composicao lipidica da dieta (CHRISTON et al, 1991). Os enterdcitos, células
pelas quais os nutrientes sdo absorvidos, apresentam composic¢ao lipidica especifica e, portanto,
critica, dependendo da temperatura. Tal como em mamiferos, a absor¢ao intestinal de colesterol
em peixes € um processo integrado que inclui pelo menos trés etapas principais: (1)
solubilizacdo nas micelas intestinais; (2) transporte através da membrana apical de enterocitos
e (3), mobilizacao por quilomicrons para secrecao na linfa e no sangue, através da membrana
basolateral dos enterocitos. O colesterol tem um papel regulador na membrana plasmatica dos
enterdcitos, pois induz a um estado intermediario de organizacao e distribui¢do das moléculas
fosfolipidicas com as quais interage (NOBREGA et al, 2020; OHVO-REKILA et al, 2002).
Outra adaptagao importante das membranas plasmaticas dos enterdcitos € a formacao
de microdominios ou aglomerados de moléculas especificas nas membranas plasmaticas, tais
como proteinas, fosfolipidios e colesterol (Figura 2). Este processo ¢ impulsionado por
interagdes lipidio/lipidio como consequéncia de suas propriedades fisicas, que podem ser
condicionadas por sua temperatura de fusdo, que ¢ o ponto em que os lipidios passam, por
exemplo de seu estado de fase gel para um estado mais liquido (OHVO-REKILA et al, 2002;
PIKE, 2006; SHAIKH e EDIDIN, 2006). Uma vez que o colesterol afeta as propriedades da
membrana plasmatica dos enterdcitos, pode também influenciar a absor¢ao de nutrientes, ou
seja, o comportamento e funcdes das proteinas associadas &8 membrana (canais de transporte,
receptores, enzimas), cujo funcionamento adequado ¢ crucial na adaptagdo térmica celular e

bem-estar animal (OHVO-REKILA et al, 2002).
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Figura 2 - Formagdo de microdominios (“rafts”), que sao
dominios pequenos (10-20 nm), heterogéneos, altamente
dindmicos, enriquecidos com colesterol e esfingolipidios. Estes
dominios compartimentam os processos celulares ao longo da
membrana plasmatica, podendo formar plataformas maiores
por meio de interagdes lipidio-lipidio ou proteina-lipidio.
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Fonte: Adaptado de NELSON e COX (2014).

Os lipidios que se agrupam firmemente t€ém uma alta temperatura de fusdo, enquanto os
que tém uma temperatura de fusdo baixa, favorecem uma fase mais fluida. Moléculas ricas em
cadeias acil longas e saturadas tendem a ter um posicionamento mais proximo entre eles,
aumentando, por conseguinte, sua temperatura de fusdo. Isto promove a formagdo de
aglomerados ao longo das membranas celulares (OHVO-REKILA et al, 2002). De fato,
bicamadas de lipidios poli-insaturados tendem a excluir o colesterol (SHAIKH e EDIDIN 2006;
PIKE 2006). Por outro lado, a membrana plasmatica das microvilosidades dos enterdcitos
constitui em si um reservatorio consideravel de colesterol, onde compde cerca de um tergo dos
lipidios, encontrando-se densamente empacotado (NAKANO, INOUE, MURAKOSHI, 2019).
Estes fatos: (1) alta temperatura de fusdo do colesterol e (2) presenga de colesterol nas
microvilosidades, evidenciam a necessidade de especial atencdo em estudos com

suplementagdo dietética de colesterol para peixes, principalmente em temperaturas mais frias.

1.2.4 Respostas moleculares ao consumo de colesterol

Sao poucos os relatos sobre respostas moleculares em peixes submetidos ao estresse
por baixas temperaturas (JUN et al, 2014; YANG et al, 2015). Ap6s o consumo de colesterol
dietético, ha normalmente aumento da expressao da proteina NPC1L1 (Niemann— Pick Cl-like
1), principal reguladora do processo de absor¢do do colesterol e outros esterdis, como 0s

fitosterois, nos enterocitos (BETTERS e YU, 2010). Entretanto, diferente de estudos em
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humanos, em peixes sdo limitados os estudos sobre as respostas moleculares da proteina
NPCIL1. No figado em humanos ou nos hepatopancreas em peixes como as tilapias, a HMG-
CoA redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase) ¢ a enzima reguladora da sintese
de colesterol (MAITA et al, 2006; ZHU et al, 2014). Ocorre ainda no hepatopancreas a
degradacdo ou conversdo do colesterol em acido biliar pela 7a hidroxilase, conhecida como
CYP7A1 (MATSUMOTO et al, 2005; YUN et al, 2011; ZHU et al, 2014).

O transporte de colesterol entre os tecidos e Orgdos ocorre com o auxilio de
lipoproteinas especificas. Dentre elas, se destacam a lipoproteina de baixa densidade (LDL),
que transporta o colesterol do hepatopancreas para os tecidos periféricos e a lipoproteina de alta
densidade (HDL), que transporta colesterol dos tecidos periféricos para o hepatopancreas
(CHEN et al, 2003; DENG et al, 2010).

Em situacdes de excesso de colesterol no sangue, resultado da sintese ou mesmo da
absor¢do, ocorre a esterificacdo do colesterol por acdo da enzima acil-CoA colesterol acil-
transferase (ACAT), presente no hepatopancreas. Nessas situagdes, o colesterol esterificado
pode retornar ao intestino, ser reabsorvido ou mesmo excretado. Em humanos e em peixes, ja
foi relatado que a eliminacao do colesterol ocorre principalmente por meio da excrecao direta
do colesterol em si, quando em excesso e por meio da sua degradacao em 4cidos biliares
(DIETSCHY 1984; LI et al, 2023).

Portanto, a integragcdo desses processos metabolicos sugere algum tipo de regulacao
dos niveis de colesterol corporal e plasmatico nos animais, como ja relatado em alguns trabalhos
com salmao do Atlantico, Salmo salar (LILAND et al, 2013; KORTNER et al, 2014;
SISSENER et al, 2017a, 2017b). Em estudo testando diferentes niveis de colesterol dietético
em truta arco-iris (DENG et al, 2013), foi verificada uma tendéncia de reducdo nas atividades
enzimaticas relacionadas com a biossintese, degradacdo e esterificacdo do colesterol, com sua
suplementagdo dietética (0,3 a 0,9 %), sugerindo serem atividades altamente responsivas ao
colesterol dietético. Os processos de absor¢do, sintese, degradagdo, esterificacdo, transporte,
distribuicdo, entre outros, sdo complexos e interrelacionados, mas ainda pouco estudados em

peixes criados em temperaturas subotimas.
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1.3 OBJETIVOS
Geral
— Avaliar o efeito da suplementagdo crescente de colesterol em dietas para juvenis de

tilapia-do-nilo criados em temperatura subotima de 22 °C.

Objetivos especificos
— Avaliar o ganho em peso, eficiéncia alimentar, composi¢ao proximal do corpo inteiro.
— Avaliar o perfil corporal de acidos graxos e colesterol.
— Determinar os coeficientes de digestibilidade aparente de nutrientes.
— Avaliar os indices hepatossomatico e viscerossomatico.
— Relacionar as concentragdes plasmaticas de colesterol total, triacilglicerdéis e HDL
circulantes no plasma a morfologia e composi¢ao proximal do hepatopancreas.
— Analisar as vias de absor¢ao, biossintese ¢ catabolismo do colesterol através de analises

de transcritos de genes especificos.
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RESUMO

Animais ectotérmicos como os peixes sdo diretamente afetados por mudangas na temperatura
da 4gua o que pode levar a uma diminui¢do significativa no crescimento. O colesterol
desempenha um papel essencial na membrana plasmatica dos peixes, reestruturando as classes
de fosfolipidios da membrana para garantir seu funcionamento adequado em diferentes
temperaturas. Assim, o presente estudo avaliou o efeito da suplementagao dietética de colesterol
no crescimento, composicao corporal, perfil corporal de 4cidos graxos e colesterol, além da
determinagdo da digestibilidade de nutrientes, em tilapias-do-nilo criadas em temperatura
subotima (22 °C), simulando condi¢des de outono e primavera de regides subtropicais. Dois
ensaios foram conduzidos: um ensaio de alimentacao, tipo dose-resposta (91 dias), com juvenis
(29,24 £ 0,02 g) seguido de outro, de digestibilidade, com peixes maiores (230,47 + 1,51 g),
por 60 dias. Para o ensaio de alimentacdo, dietas isonitrogenadas e isolipidicas foram
formuladas com cinco niveis crescentes de colesterol (0%, 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%) e foram
testadas em seis repetigdes cada. Tais doses foram suplementadas em uma dieta basal pratica
extrusada, pobre em acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LC-PUFA n-3). Duas
dietas foram selecionadas para o ensaio de digestibilidade, 0% e 0,25%, as quais foram testadas
em triplicata, utilizando-se 6xido de itrio como marcador inerte. A suplementacao dietética com
colesterol ndo afetou o crescimento (P > 0,05), mas favoreceu acimulo linear de colesterol no
corpo (P < 0,05). Da mesma forma, a composi¢do corporal proximal, incluindo matéria seca,
proteina, lipidios e cinzas, ndo foi afetada pela suplementagdo crescente de colesterol na dieta.
No entanto, a digestibilidade da matéria seca, proteina, lipidios e acidos graxos diminuiu (P <
0,05) com a suplementacdo de 0,25% de colesterol. A suplementacio de 0,25% de colesterol
na dieta ndo afetou o crescimento de juvenis de tildpia-do-nilo criados em temperatura
subotima, apesar de reduzir a digestibilidade nutrientes selecionados. Este ¢ o primeiro relato
sobre o efeito da suplementagdo dietética de colesterol sobre o crescimento e digestibilidade de
nutrientes para tilapia-do-nilo em temperatura subotima.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus; temperatura baixa; colesterol dietético; coeficiente de
digestibilidade aparente.
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ABSTRACT

Ectothermic animals such as fish are directly affected by changes in water temperature, leading
to a significant decrease in growth. Cholesterol plays an important role in the plasmatic
membrane of fish, restructuring membrane phospholipid classes to ensure adequate membrane
function at different temperatures. Thus, this study assessed the effect of dietary cholesterol
supplementation on growth, body proximal composition, fatty-acid and cholesterol body
profiles, and digestibility in Nile tilapia reared at cold suboptimal water temperature (22 °C),
simulating fall and spring conditions in subtropical regions. Two trials were conducted: a dose-
response feeding trial (91 days) with Nile tilapia juveniles (29.24 + 0.02 g) and a subsequent
digestibility trial with the same animals (230.47 + 1.51 g) for 60 days. For the feeding trial,
isonitrogenous and isolipidic diets were formulated with five increasing levels of cholesterol
(0%, 0.25%, 0.5%, 0.75%, and 1.0%), tested in six replicates each. Such doses were supplied
in a basal extruded practical diet low in long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA n-3)
and were tested in six replicates each. Two diets were selected for the digestibility trial, 0% and
0.25%, and were run in three replicates each, with yttrium oxide as the inert marker. Dietary
cholesterol supplementation did not affect growth (P > 0.05) but favored a linear accumulation
of cholesterol in the body (P < 0.05). Likewise, body proximal composition including dry
matter, protein, lipid, and ash were not affected by dietary cholesterol inclusions. However, the
digestibility of dry matter, protein, lipid, and fatty acids decreased (P < 0.05). The
supplementation of 0.25% of dietary cholesterol didn’t affect although it reduced the
digestibility of the selected nutrients. This is the first report on dietary cholesterol
supplementation effect on the growth and nutrient digestibility for Nile tilapia raised at
suboptimal temperature.

Key-words: Oreochromis niloticus; low temperature; dietetic cholesterol; apparent
digestibility coefficient.
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1 INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) € a terceira espécie de agua doce mais criada
no mundo e a primeira no Brasil, sua producao tem recebido muita atengdo especialmente
devido as altas taxas de crescimento, boa textura da carne e excelente sabor (EL-SAYED, 2006;
FAO, 2022; Peixe-BR, 2023). A tilapia-do-nilo atinge um 6timo desempenho de crescimento
dentro de uma faixa de temperatura de 26 a 30 °C (AZAZA et al, 2008). Embora seja uma
espécie tropical, a tilapia-do-nilo € produzida em regides subtropicais em todo o mundo,
incluindo no Brasil, onde a principal produgdo esta concentrada em regides subtropicais como
Parana e Sao Paulo (NOBREGA et al, 2020; Peixe-BR, 2023). A temperatura sub6tima para o
crescimento € um dos grandes desafios enfrentados pelos produtores de tilapia em todo o mundo
(AZAZA et al, 2008; NOBREGA et al, 2020; REDA et al, 2020).

Animais ectotérmicos, como 0s peixes, sao diretamente afetados por desvios da
temperatura de conforto para a espécie, os quais prejudicam os processos fisiologicos e
bioquimicos, levando a uma diminuigdo significativa no crescimento (CORREA et al, 2017,
2018; MA et al, 2015). O aumento da tolerancia ao frio em tilapias-do-nilo criadas em regides
subtropicais resulta em beneficio do desempenho zootécnico, reduzindo a mortalidade e perdas
economicas (AZAZA et al, 2008; REDA et al, 2020). De forma a contornar esse problema,
estratégias de manejo tém sido aplicadas para manter a tildpia-do-nilo durante o inverno,
incluindo aumento da profundidade e cobertura dos tanques (EL-SAYED et al, 2006;
MABDEL-AAL, 2008), criacdao em sistemas de bioflocos (CRAB et al, 2009; PEREZ-
FUENTES et al, 2013), bem como a sele¢ao de linhagens de peixes mais tolerantes a baixas
temperaturas (CNAANI et al, 2000; CHARO-KARISA et al, 2005; SIFA et al, 2002; SILVA
et al, 2020). Atencdo também tem sido dada a algumas estratégias nutricionais - como a
suplementagdo com aditivos alimentares ricos em acidos graxos insaturados de cadeia longa
(LC-PUFA) como o acido docosahexaenodico (DHA) ou fosfolipidios - com efeitos positivos
no crescimento de tildpias-do-nilo criadas em temperatura subdtima (BATISTA et al, 2023;
CORREA et al, 2017, 2018; CHEN et al, 2013; MUFATTO et al, 2019; NOBREGA et al,
2017; 2020; NG et al, 2013; REDA et al, 2020; TAKEUCHI et al, 1983). No entanto, o papel
do colesterol dietético, um constituinte lipidico essencial das membranas plasmaticas e,
portanto, crucial para a adaptagdo térmica dos peixes (CROCKETT e HAZEL, 1995), tem sido
pouco estudado em peixes.

Exposi¢des a baixas temperaturas ambientais demandam ajustes na taxa metabdlica dos

peixes, além da manuten¢do da fluidez de suas membranas celulares, por meio da adaptagao
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homeoviscosa (CROCKETT, 1998). O colesterol desempenha um papel importante nesta
homeostase, atuando na reestruturacao das classes de fosfolipidios, conforme seus diferentes
graus de saturagdo ao longo da membrana, para garantir seu funcionamento adequado mesmo
em temperaturas diferentes (CROCKETT e HAZEL, 1995; WANG et al, 2018). A aclimatagao
ao frio em peixes esta associada a um aumento na propor¢ao entre acidos graxos insaturados:
saturados ligados aos fosfolipidios da membrana (NOBREGA et al, 2020; HAZEL ¢
WILLIAMS, 1990). Além disso, o colesterol tem uma influéncia ordenadora, a qual ¢
particularmente pronunciada em membranas ricas em fosfolipidios saturados em comparagao
com aquelas ricas em fosfolipidios insaturados (CROCKETT 1998; MERKLE et al, 1987;
KUSUMI et al, 1986).

Estudos para avaliar os efeitos dietéticos do colesterol no crescimento dos peixes sao
inconclusivos. Trabalhos mostram, por um lado, que quando os peixes sao alimentados com
dietas ricas em ingredientes vegetais e, consequentemente com baixos teores de colesterol, o
crescimento ¢ melhorado por uma suplementagdo dietética moderada de colesterol. Essa
melhora no crescimento foi relatada para bagre do canal (Ictalurus punctatus, TWIBELL e
WILSON, 2004), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss, DENG et al, 2013), linguado
(Scophthalmus maximus, ZHU et al, 2018), bem como a propria tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus, XU et al, 2018), cujas dietas comerciais sdo geralmente pobres em LC-PUFA. Por
outro lado, foirelatado que a inclusao de colesterol purificado na dieta ndo afetou o crescimento
de truta arco-iris (NORAMBUENA et al, 2013; DENG et al, 2014), garoupa gigante
(Epinephelus lanceolatus, WU et al, 2019), salmao do Atlantico (Salmo salar, BIERKENG e
STOREBAKKEN, 1999) e robalo listrado (Morone chrysops x M. saxatilis, SEALEY et al,
2000).

Nenhum estudo demonstrou ainda o efeito da suplementagdo dietética de colesterol
sobre a digestibilidade de nutrientes, em temperatura subdtima para a tilapia-do-nilo. Isto ¢
particularmente importante, considerando-se a redugdo em ingredientes de origem animal em
racdes para a espécie nos Ultimos anos. Uma compreensao mais profunda sobre o processo de
digestao em peixes em condigdes subotimas de temperatura, € critica para melhorar a eficiéncia
da utilizagdo de nutrientes e crescimento (GILANNEJAD et al, 2019; MOCK et al, 2022;
NORDRUM et al, 2003; VALEN et al, 2011).

O objetivo deste estudo, portanto, foi avaliar o efeito da suplementacdo dietética de
colesterol no crescimento, composicao corporal - incluindo perfil de 4cidos graxos, colesterol -
e digestibilidade de nutrientes selecionados para tilapias-do-nilo criadas em &agua com

temperatura subotima de 22 °C.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CONDICOES EXPERIMENTAIS, PEIXES E DIETAS

Dois ensaios foram conduzidos: um ensaio de alimentacao, tipo dose-resposta (91 dias)
com juvenis de tilapia-do-nilo (29,24 + 0,02 g, média + desvio padrao) seguido de outro, de
digestibilidade, com tilapias-do-nilo (230,47 £+ 1,51 g), por 60 dias. Para o ensaio de
alimentacao, dietas isonitrogenadas e isolipidicas foram formuladas com niveis crescentes (0%,
0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%) de colesterol de uma fonte 92,5% pura (Sigma, St. Louis, USA).
Tais doses foram suplementadas em uma dieta pratica extrusada basal e foram testadas em seis
repeticoes cada. Duas dietas foram selecionadas para o ensaio de digestibilidade, 0 e 0,25%
sendo testadas em triplicata, com inclusdo de 6xido de itrio como marcador inerte.

Juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem GIFT (Epagri SC03), sexualmente invertidos
para machos, selecionados para temperaturas baixas, foram obtidos da Empresa de Pesquisa,
Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI, Cambori, SC, Brasil). O manejo
dos peixes seguiu o protocolo nimero 5227201021, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA, UFSC). Os peixes foram
inicialmente estocados em quatro tanques de 1000 L (mil litros), conectados a um sistema de
recirculagao de dgua doce, equipado com filtros mecanicos e bioldgicos, suprimento de ar e
troca de calor. A vazao de dgua de entrada nas unidades experimentais variou de 10 a 25 mL s”
!, proporcionando a troca de 4gua de, no minimo, oito vezes o volume total de cada unidade
experimental por dia.

O fotoperiodo foi ajustado para um ciclo claro-escuro de 12 h. Apos duas semanas,
trinta grupos de treze peixes, na densidade de 0,13 L', foram distribuidos aleatoriamente em
tanques de 100 L e aclimatados as condi¢cdes experimentais a 28 °C, por uma semana. Na
segunda semana, a temperatura da agua foi gradualmente reduzida para 22 °C (1 °C por dia) e,
a partir da terceira semana de aclimatacdo, a temperatura da 4gua foi mantida a 22 °C. Durante
o periodo de aclimatacdo de trés semanas, os peixes foram alimentados com a dieta basal
(Tabela 1), sem suplementacdo de colesterol.

Dietas semelhantes em teores de nitrogénio, energia e lipidios foram formuladas para
atender as exigéncias nutricionais da tildpia-do-nilo (NRC, 2011). Para o ensaio de alimentagao,
quatro niveis crescentes de colesterol foram suplementados em uma dieta extrusada pratica
basal, além da dieta controle sem a suplementacdo. A farinha de visceras de frango e o dleo de
milho foram as principais fontes dietéticas de acidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados

(MUFA) e poli-insaturados (PUFA). Propor¢des semelhantes de SFA, MUFA e n-6 PUFA
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foram mantidas nas dietas (Tabela 1). Para evitar interferéncia no possivel efeito do colesterol
dietético no desempenho dos peixes, ndo foram incluidas fontes LC-PUFA n-3 nas dietas
experimentais.

Os ingredientes praticos foram moidos (peneira de 1 mm, moinho de martelo),
peneirados (0,6 mm, peneira manual), pesados ¢ homogeneizados (misturador horizontal). O
6leo foi entdo incorporado e homogeneizado na mistura. Por fim, a umidade foi ajustada para
30%. As dietas foram produzidas em extrusora de rosca simples, Modelo MX40 (INBRAMAQ,
Ribeirdo Preto, Brasil). Os parametros de extrusao foram os seguintes: temperatura 75 °C, vazao
30% da capacidade nominal, velocidade da rosca 200 x g, relacao L/D 2,3/1, didmetro da rosca
92,5 mm e comprimento do cilindro 210 mm. Apds a extrusdo, os pellets foram secos em estufa
de circulagdo forcada de ar (50 °C) até atingir 7% de umidade. Ao final foram obtidos pellets
de 2 e 3 mm, para os ensaios de alimentacao e digestibilidade, respectivamente, com 100% de
flutuabilidade. As dietas foram acondicionadas em recipientes hermeticamente fechados e
armazenadas a 4 °C. Durante o periodo experimental de 91 dias, os peixes foram alimentados
com as dietas experimentais duas vezes ao dia (9:00 e 16:00 h) até a saciedade aparente.

O consumo de ragao e a mortalidade foram registrados diariamente. Os parametros
indicadores da qualidade da 4gua foram medidos semanalmente, exceto temperatura da agua e
oxigénio dissolvido, que foram medidos diariamente. Os valores médios (+ desvio padrao)
foram os seguintes: temperatura 22,08 = 0,19 °C; oxigénio dissolvido 7,74 + 0,48 mg L™'; pH
7,25 + 0,08; salinidade 0,98 + 0,09 g L™'; alcalinidade 41,97 + 6,03 mg L™'; amonia total 0,13 =
0,10 mg L'; nitrito 0,06 = 0,01 mg L™ e nitrato 3,68 + 0,33 mg L. Estes indicadores estavam
dentro dos niveis aceitos para a tilapia-do-nilo (EL-SAYED et al, 2006), exceto a temperatura
da agua, que foi mantida a 22 °C para simular condi¢des de outono-primavera em regides

subtropicais.



Tabela 1 - Formulagio e composi¢do das dietas experimentais utilizadas no ensaio de
alimentagdo dose-resposta de colesterol'.
Ingredientes, Suplementacio dietética de colesterol, %

g 100 g ! peso seco

0,00 0,25 0,5 0,75 1,00
Farelo de soja 38,00 38,00 38,00 38,00 38,00
Farinha de arroz 33,74 33,48 33,21 32,94 32,66

Concentrado proteico de soja 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Farinha de visceras de frango 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00

Oleo de milho 3,30 3,30 3,30 3,30 3,31
Colesterol 2 0,00 0,26 0,53 0,80 1,07
Fosfato bicalcico 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20
Premix 3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Butil-hidroxitolueno 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
DL-metionina 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
L-treonina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Sal 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Composi¢iio analisada“, g 100 g ! peso seco

Matéria seca 92,65 91,41 93,07 93,35 91,57
Energia bruta, kcal kg™! 4794 4846 4843 4779 4799
Proteina bruta 32,88 31,98 31,74 31,86 32,40
Extrato etéreo 7,65 8,30 8,40 8,39 8,47
Cinzas 6,82 6,83 6,86 6,81 6,90
C16:0 0,93 0,95 0,92 0,91 0,90
C18:0 0,18 0,16 0,15 0,13 0,13
C18:1 n-9 1,67 1,65 1,62 1,63 1,58
C18:2 n-6 2,11 2,09 2,09 2,10 2,08
C20:2 n-6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
SFA® 1,19 1,19 1,16 1,12 1,13
MUFA 2,05 2,05 2,04 2,02 1,98
PUFA 2,12 2,09 2,10 2,11 2,08
PUFA n-6 2,12 2,09 2,10 2,11 2,08
LC-PUFA n-6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
PUFA n-3 nd® nd nd nd nd
LC-PUFA n-3 nd nd nd nd nd
Fitosterol 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Colesterol 0,04 0,30 0,58 0,81 1,05

! Farinha de arroz e Farelo de soja, adquiridos em CRAVIL (Palhoga, Brasil). Concentrado proteico de
soja, fornecido por C.J. Selecta (Araguari, Brasil). Farinha de visceras de frango fornecido por Kabsa
S.A. (Porto Alegre, Brasil). Oleo de milho fornecido por Bunge Brasil (Gaspar, Brasil). Butil-
hidroxitolueno, produzido por
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Rhoster (Aragoiaba da Serra, Brasil). DL-metionina e DL-treonina, produzidos por Evonik Industries
AG (Essen, Alemanha).

2 Pureza = 92,5%, fornecido por Sigma (St. Louis, USA).

3 Premix vitaminico-micromineral (produzido por DSM, Jaguaré, Sdo Paulo), composic¢do por kg: 4cido
folico 2,666,66 mg, acido pantoténico 2,666,66 mg, biotina 333,33 mg, sulfato de cobalto 27 mg, cobre
3,333,33 mg, sulfato de ferro 20,000 mg, iodeto de calcio 666,66 mg, sulfato de manganés 1,666,000
mg, niacina 8,333 mg, selenita 100 mg, vitamina (vit.) A 5,333,333 UlI, vit. B; 6,666,66 mg, vit. Bi»
13,33 pg, vit. B, 10,000 mg, vit. B 10,000 mg, acido ascorbico equivalente 100,000 mg, vit. D3
1,000,000 UL, vit. E 6,666,66 Ul, vit. K3 3,333,33 mg, sulfato de zinco 2,660,000 mg, inositol 50,000
g, propionato de calcio 250,000 mg.

4 Acidos graxos detectados e totalizados em todas as dietas, mas ndo incluidos na tabela: C8:0, C10:0,
C14:0,C16:1n-7,C17:0, C17:1 n-7, C 18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:0, C20:2 n-6, C22:0, C22:1 n-11.

3 Grupos de 4cidos graxos: SFA = saturados, MUFA = monoinsaturados, PUFA = poli-insaturados, LC-
PUFA = poli-insaturados de cadeia longa (> 20 carbonos, > 2 ligagdes duplas).

®Nio detectados (< 0,01 g 100 g! peso seco).

2.2 CRESCIMENTO E AVALIACAO DA UTILIZACAO DO ALIMENTO

Os peixes foram pesados individualmente no inicio e no final do ensaio de alimentagao
(precisao de 0,01 g). Antes disso, todos os peixes foram mantidos em jejum por 24 h e
anestesiados com 100 mg L' de Eugenol® (BiodinAmica Quimica e Farmacéutica Ltda.,
Ibipora, Brasil). Para as andlises de composi¢ao proximal de corpo inteiro, acidos graxos e
colesterol, trés grupos de 30 peixes foram amostrados no inicio do ensaio de alimentagao e trés
peixes por unidade experimental foram amostrados no final. Antes da amostragem, os peixes

foram mantidos em jejum por 24 h, eutanasiados por overdose (200 mg L) com Eugenol®.
Dados de biometria e consumo de ragdo foram usados para calcular as seguintes
variaveis: ganho em peso (g) = peso final — peso inicial, ganho em peso diério (g dia™! ) = ganho
em peso x dia!), consumo total de ragio (% vivo peso dia ') = 100 x { [consumo de ra¢io x
dias™'] x [ (peso final + peso inicial) x 27!']™' }, eficiéncia alimentar = [(ganho em peso) X
(consumo total de ragdo) !, retengdo de proteina (%) = 100 x [(proteina corporal final — proteina
corporal inicial)]x[(ingestdo de proteina)]™' e sobrevivéncia (%) = 100 x (niimero final de

peixes) x (niimero inicial de peixes) .

2.3 ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE
Para avaliar a digestibilidade da matéria seca, proteina bruta, lipidios, acidos graxos e
colesterol, foram selecionadas a dieta basal, sem colesterol, e a dieta com 0,25% de colesterol,
que propiciou o maior ganho de peso numérico dentre todas as dietas. O o0xido de itrio foi
adicionado na dieta seca como marcador inerte, substituindo 0,1% da farinha de arroz (Tabela
2). O teor de proteina bruta das dietas de digestibilidade foi maior do que no ensaio anterior,
pois foi utilizado um lote diferente de farinha de visceras de aves; no entanto, o contetido

proteico e lipidico se mantive semelhante entre as dietas.
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Parte dos peixes remanescentes do experimento dose-resposta de colesterol foram
novamente aclimatados, sendo agrupados em tanques de 1000 L e alimentados com dieta basal
sem colesterol por duas semanas a 28 °C. Estes peixes foram entdo submetidos a0 mesmo
protocolo de reducdo térmica descrito no ensaio de alimentacdo, em seis tanques cilindrico-
conicos de 200 L (duas dietas x trés repeticdes), conectados ao sistema de recirculagdo utilizado
no ensaio de alimentagio. Oito peixes, na densidade de 0,04 L', foram distribuidos por unidade
experimental (peso médio 230,47 + 1,51 g), os quais foram alimentados com as respectivas
dietas experimentais por duas semanas. Apos esse periodo, iniciou-se a coleta das fezes por 60
dias.

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (9:00 e 16:00 h) até a saciedade aparente.
Uma hora apo6s a alimentacao, as paredes dos tanques foram limpas e aproximadamente 70%
da dgua foi gradualmente renovada. Este procedimento foi realizado para evitar a contaminagao
das fezes com qualquer resto de racao ou alimento regurgitado pelos peixes, bem como remover
qualquer biofilme das paredes dos tanques.

Para coleta, os tanques de 200 L foram equipados com um tubo Falcon de 50 mL, no
fundo, para coleta das fezes por decantacdo. Esses tubos, por sua vez, foram imersos em
recipientes isotérmicos com gelo para evitar a degradagdo microbiana das fezes. Os tubos e o
gelo foram sendo trocados a cada 2 h. Feita a limpeza dos tanques, as fezes eram coletadas
diariamente das 11h as 15h e das 19h as 7h, com duas e seis coletas por periodo,
respectivamente. Ao final de cada periodo de coleta, os tubos de coleta com amostras de fezes
eram centrifugados por 1 min a 1077 x g e as fezes eram liofilizadas, homogeneizadas e
armazenadas a -20 °C até andlises posteriores. Tais procedimentos foram anteriormente

descritos por Rodrigues et al (2011).



Tabela 2 - Formulagdo e composicao das dietas experimentais utilizadas no ensaio de
digestibilidade de nutrientes'?.

Ingredientes, Suplementacio dietética de colesterol, %
g 100 g ! peso seco 0,00 0,25
Farelo de soja 38,00 38,00
Farinha de arroz 33,64 33,38
Concentrado proteico de soja 12,00 12,00
Farinha de visceras de frango 10,00 10,00
Oleo de milho 3,30 3,30
Colesterol 3 - 0,26
Fosfato bicalcico 1,20 1,20
Premix * 1,00 1,00
Butil-hidroxitolueno 0,10 0,10
DL-metionina 0,26 0,26
L-treonina 0,20 0,20
Sal 0,20 0,20
Oxido de itrio 0,10 0,10
Composi¢iio analisada, g 100 g ! peso seco
Matéria seca 92,62 91,73
Energia bruta, kcal kg™! 4720 4796
Proteina bruta 37,12 37,33
Extrato etéreo 6,61 6,89
Cinzas 7,51 7,57
C16:0 1,00 1,01
C18:0 0,21 0,21
C18:1 n-9 1,75 1,76
C18:3 n-3 0,02 0,02
SFA> 1,32 1,32
MUFA 2,00 2,01
PUFA 2,13 2,09
PUFA n-6 2,11 2,07
LC-PUFA n-6 0,02 0,02
PUFA n-3 0,01 0,01
LC-PUFA n-3 nd® nd
n-3 / n-6 0,01 0,01
Fitosterol 0,01 0,01
Colesterol 0,04 0,31

! Farinha de arroz e Farelo de soja, fornecidos por CRAVIL (Palhoga, Brasil). Concentrado proteico
de soja, fornecido por C.J. Selecta (Araguari, Brasil). Farinha de visceras de frango fornecido por
Kabsa S.A. (Porto Alegre, Brasil). Oleo de milho fornecido por Bunge Brasil (Gaspar, Brasil). Butil-
hidroxitolueno, produzido pela Rhoster (Aracoiaba da Serra, Brasil). DL-metionina ¢ DL-treonina,
produzidos pela Evonik Industries AG (Essen, Alemanha)

2 Acidos graxos detectados e totalizados em todas as dietas, mas ndo incluidas na tabela: C8:0,
C10:0, C14:0, C16:1 n-7, C17:0, C17:1 n-7, C 18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:0, C20:1 n-9, C20:2 n-6,
C22:0,C22:1 n-11.

3 Pureza = 92,5%, fornecido por Sigma (St. Louis, USA).
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4 Premix vitaminico-micromineral (fornecido por DSM, Jaguaré, Sdo Paulo), composigdo por kg:
acido folico 2,666,66 mg, acido pantoténico 2,666,66 mg, biotina 333,33 mg, sulfato de cobalto 27
mg, cobre 3,333,33 mg, sulfato de ferro 20,000 mg, iodeto de calcio 666,66 mg, sulfato de manganés
1,666,000 mg, niacina 8,333 mg, selenita 100 mg, vitamina (vit.) A 5,333,333 UI, vit. B; 6,666,66
mg, vit. Bi> 13,33 pg, vit. B, 10,000 mg, vit. B 10,000 mg, acido ascorbico equivalente 100,000
mg, vit. D3 1,000,000 UI, vit. E 6,666,66 UI, vit. K3 3,333,33 mg, sulfato de zinco 2,660,000 mg,
inositol 50,000 g, propionato de calcio 250,000 mg.

> Grupos de 4cidos graxos: SFA = saturados, MUFA = monoinsaturados, PUFA = poli-insaturados,
LC-PUFA = poli-insaturados de cadeia longa (> 20 carbonos, > 2 ligagdes duplas).

®Nio detectados (< 0,01 g 100 g *! peso seco).

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA), foi calculado por meio da seguinte

equacao:

Marcador dieta Nutriente fezes
CDA,% = 100 — [100x ( ) ( )]

Marcador fezes Nutriente dieta

As médias dos indicadores de qualidade da agua (média = desvio padrdo) foram:
temperatura 22,04 + 0,13 °C, oxigénio dissolvido 7,36 + 0,36 mg L', pH 7,32 + 0,40, salinidade
1,21 £ 0,13 g L'}, alcalinidade 87,34 + 1,13 CaCOs3 mg L'!; aménia total 0,07 = 0,04 mg L,
nitrito 0,07 = 0,05 mg L™ e nitrato 0,03 + 0,13 mg L. Os indicadores de qualidade da 4gua
estavam dentro dos niveis aceitos para a tildpia-do-nilo (EL-SAYED et al, 2006), exceto a

temperatura da 4gua. A vazdo de entrada de agua foi de 50 mL s™.

2.3 ANALISES DE COMPOSICAO PROXIMAL

As analises de composicdo proximal foram realizadas nos ingredientes, dietas
experimentais ¢ corpo inteiro, seguindo os procedimentos padronizados pela Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 1999): matéria seca, secagem a 105 °C até peso constante,
método 950.01; cinzas, incineragao a 550 °C, método 942.05; proteina bruta por LECO (método
de DUMAS 990.03, fator de conversdo de 6,25); analises lipidicas de ingredientes e dietas
foram realizadas por Soxhlet, método 920.39C. A energia bruta foi determinada em calorimetro
(PARR, modelo ASSY 6200), conforme instrugdes do fabricante. Nas fezes foram analisadas a

matéria seca, proteina bruta, esterdis, acidos graxos e o0xido de itrio.

2.4 ANALISES DE ACIDOS GRAXOS E ESTEROIS
A quantificacdo de acidos graxos nos ingredientes, dietas, corpo e fezes foram
realizadas por cromatografia gasosa. Para as analises de dcidos graxos corporais e colesterol,
as amostras coletadas foram liofilizadas, homogeneizadas e armazenadas a -20 °C, até a

extracdo dos lipidios. O lipidio foi extraido a frio e quantificado pelo método de Bligh e Dyer
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(1959). Os lipidios extraidos foram divididos em duas fra¢des, uma para quantificagdo de acidos
graxos e outra para quantificacdo de esterois.

Para analises de acidos graxos, o extrato lipidico foi esterificado usando o método de
O'Fallon et al (2007) e depois separado por um cromatografo a gas (AGILENT 7890B, Santa
Clara, Califérnia, EUA) com um detector FID, usando uma coluna capilar CP-Sil 88
(AGILENT - 60 m, 0,25 mm, 0,20 um). As condi¢cdes cromatograficas foram as seguintes:
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. Hélio
foi o gas de arraste, com vazdo 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, Sigma, Saint Louis, EUA) e 6leo de
menhaden (SUPELCO, Bellenfonte, Pensilvania, EUA). As concentragdes de dcidos graxos nas
amostras foram calculadas de acordo com JOSEPH E ACKMAN (1992), utilizando C23:0
(acido tricosandico, Sigma, Saint Louis, EUA) como padrao interno.

A quantificacdo de esterois nos ingredientes, dietas, corpo e fezes também foi realizada
por cromatografia gasosa. A outra por¢ao do extrato lipidico foi derivatizada conforme descrito
por LAAKSO (2005) e separada por cromatdgrafo a gas (AGILENT 7890B, Santa Clara, EUA)
com detector FID, usando uma coluna capilar HP-5 (Agilent — 30 m, 0,32 mm, 0,25 um). As
condi¢des cromatograficas foram as mesmas aplicadas para a determinacao de acidos graxos.
Os esterois foram identificados com base no tempo de retencao de dois padrdes: colesterol
(Sigma, Saint Louis, EUA) e estigmasterol (Sigma, Saint Louis, EUA). As concentragdes de
esterdis nas amostras foram calculadas de acordo com JOSEPH E ACKMAN (1992), utilizando

o0 5-a-colestan (Sigma, Saint Louis, EUA) como padrdo interno.

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Os dados do ensaio de dose-resposta foram analisados pelo teste de Levene para
verificar a homoscedasticidade e pelo teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade. Foi
aplicada andlise de regressao para verificar o efeito do colesterol dietético sobre as varidveis de
desempenho, utilizacdo de nutrientes, composi¢do proximal, dcidos graxos corporais e perfis
de colesterol. Os dados de digestibilidade foram submetidos ao teste t de Student. Para todas as
analises foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 8.0.1 e foi considerado o nivel de

significancia de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DESEMPENHO, SOBREVIVENCIA E INDICES CORPORAIS

Este ¢ o primeiro estudo avaliando o efeito da suplementacdo de colesterol dietético
sobre o crescimento de juvenis de tilapia-do-nilo em temperatura subdtima de 22 °C. No
presente estudo, todas as dietas foram prontamente aceitas pelos peixes. No final do ensaio de
alimentacdo, os peixes aumentaram 6,4 vezes o seu peso inicial, apesar da temperatura da agua
estar abaixo da ideal. A suplementacao com colesterol dietético ndo afetou o ganho em peso, o
ganho em peso diario, o consumo de racdo, a eficiéncia alimentar nem a sobrevivéncia de
juvenis de tildpia-do-nilo criados a 22 °C (Tabela 3). Estudos avaliando a adi¢do de colesterol
dietético em peixes criados em temperaturas de agua abaixo do ideal para tilapias sdo escassos
e geralmente sdo realizados com espécies naturalmente adaptadas a estas condigdes. Aqueles
conduzidos na faixa de temperatura ideal, sdo conflitantes, j4 que em alguns, a suplementagao
dietética com colesterol favoreceu o desempenho do bagre do canal (Ictalurus punctatus,
TWIBELL e WILSON, 2004) e tilapia-do-nilo (XU et al, 2018), enquanto em outros trabalhos,
foi demonstrado que a inclusdo de colesterol purificado na dieta ndo afetou o desempenho de
crescimento de truta arco-iris (NORAMBUENA et al, 2013), da garoupa gigante (Epinephelus
lanceolatus, WU et al, 2019), do salmdo do Atlantico (Salmo salar, BJERKENG e
STOREBAKKEN, 1999; KORTNER et al, 2014) ou robalo listrado (Morone chrysops x M.
saxatilis, SEALEY et al, 2000), quando criados em temperaturas ideais de crescimento.

Embora nao tenha sido detectado efeito da inclusao dietética de colesterol sobre o ganho
em peso, a eficiéncia alimentar (de 0,81 a 0,85) foi satisfatoria e semelhante a relatada para
juvenis de tilapia-do-nilo (0,76 a 0,84) mantidos a 22 °C e alimentados com farinha de

Aurantiochytrium sp. dietética, uma fonte rica em DHA (NOBREGA et al/, 2019).
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Tabela 3 - Desempenho, eficiéncia alimentar, retengdo proteica e sobrevivéncia de juvenis de tilapia-
do-nilo alimentados com inclusdes crescentes de colesterol por 91 dias, a 22 °C.

Suplementacio de colesterol na

Variaveis de desempenho dieta, % ' SEM? (‘lleallgz
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Ganho em peso?, g 82,89 95,48 85,10 87,07 79,05 2,50 0,166
Ganho em peso didrio, g dia™ 2,01 2,15 2,03 2,06 197 0,03 0,217
Consumo alimentar, % peso vivo dia® 2,33 2,28 2,13 2,17 2,28 0,16 0,189
Eficiéncia alimentar 0,81 0,82 0,84 0,82 0,85 0,01 0,425
Retengdo proteica aparente, % 35,23 37,92 39,40 40,67 36,28 3,38 0,079
Sobrevivéncia, % 94,87 98,72 98,46 100,00 93,59 1,12 0,056

! Valores representam a média de seis tanques (13 peixes por tanque) por tratamento.
2 Peso inicial = 29,24 g.
3 Erro padrio da média.

A composicdo corporal proximal (matéria seca, proteinas, lipidios e cinzas) nao foi

afetada pelas inclusdes de colesterol na dieta em temperatura subotima (Tabela 4).

Tabela 4 - Composi¢do corporal proximal (expressa na matéria umida) de juvenis de tilapia-do-
nilo alimentados com inclusdes crescentes de colesterol por 91 dias, a 22 °C.

. 1501‘293_5:'; oo Suplementacio de colesterol na dieta, % SEM 2 Valor
imido!  Tnicial 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 de P
Matéria seca 3,33 32,64 33,13 31,92 33,68 33,28 0,73 0,412
Proteina 4,45 1590 16,10 15,82 16,50 1591 0,18 0,607
Extrato etéreo 538 13,19 13,77 12,64 13,776 13,95 0,68 0,167
Cinzas 3,34 343 347 3,53 3,50 3,53 0,34 0,615

! Resultados representam a média de trés tanques por tratamento (3 peixes por tanque).
2 Erro padrio da média.

Como esperado, o teor de colesterol corporal aumentou, de forma linear, a medida que
aumentou a inclusao de colesterol na dieta. Similarmente, em outro estudo, niveis crescentes de
colesterol no plasma e no hepatopancreas também foram relatados para juvenis de linguado
(Scophthalmus maximus), quando alimentados com niveis crescentes de colesterol na dieta
(0,38 a2,22%) (ZHU et al, 2014).

No entanto, a suplementacdo com colesterol ndo afetou a composi¢do corporal em
acidos graxos (Tabela 5), mas foi afetada pela composicao dietética em acidos graxos. Os peixes
foram capazes de modular seu perfil de 4cidos graxos corporais, independentemente da

quantidade de suplementacao de colesterol.
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Tabela 5 - Perfil de acidos graxos e colesterol corporais (expresso em g 100 g™ peso seco) de juvenis
de tilapia-do-nilo alimentados com inclusdes crescentes de colesterol por 91 dias, a 22 °C ',

FONETIVRIT, o
Nutriente Suplementacio dietética de colesterol, % SEM? Valor de
Inicial 0,00 025 050 0,75 1,00 P

C16:0 4,03 900 887 874 8,69 9,68 045 0,272
C18:0 0,95 2,54 256 226 228 2,56 0,20 0,604
C18:1 n-9 538 13,53 13,42 12,65 12,86 14,21 0,80 0,665
C18:2n-6 2,03 465 500 479 451 487 0,24 0,926
C18:3n-3 0,03 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,01 0,308
C20:4 n-6 0,10 034 034 037 030 034 0,02 0,640
C20:5 n-3 0,02 nd® nd nd nd nd - -
C22:4 n-6 0,08 043 042 039 041 046 0,04 0,524
C22:5n-3 0,01 0,03 0,03 002 0,02 0,02 0,00 0,007
C22:6 n-3 0,04 0,07 0,08 0,07 0,07 0,08 0,01 0,128
SFA* 577 13,24 13,08 12,49 12,53 14,03 0,64 0,524
MUFA 6,71 16,78 16,70 15,81 16,04 17,80 0,88 0,509
PUFA 283 6,68 7,02 6,771 648 695 0,34 0,990
PUFA n-6 2,32 569 6,06 581 552 596 0,29 0,974
LC-PUFA n-6 0,29 1,05 1,07 1,01 1,01 1,09 0,08 0,838
PUFA n-3 0,18 0,14 0,14 0,13 0,14 0,15 0,01 0,437
LC-PUFA n-3 0,10 0,10 0,10 0,09 0,09 0,10 0,01 0,931
n-3/n-6 0,08 0,02 002 002 003 0,02 0,00 0,058
Colesterol ° 0,55 034 037 054 075 090 0,05 <0,001

! Resultados representam a média de trés tanques por tratamento (3 peixes por tanque).

2 Acidos graxos detectados e totalizados mas ndo incluidos na tabela: C8:0, C12:0, C14:0, C15:0, C16:1 n-7, C 16:2 n-4, C17:0,
Cl17:1 n-7, C 18:1 n-7, C16:3 n-4, C20:0, C20:1 n-9, C18:3 n-4, C20:1 n-11, C18:4 n-3, C20:2 n-6, C22:0, C20:3 n-6, C22:1
n-11, C22:2 n-6, C24:0, C24:1 n-9, C22:3 n-3.

3 Erro padrdo da média.

4 Grupos de acidos graxos: SFA = saturados, MUFA = monoinsaturados, PUFA = poli-insaturados, LC-PUFA = poli-
insaturados de cadeia longa (> 20 carbonos, > 2 ligagdes duplas).

> Equagao da regressio linear significativa: colesterol corporal, y = 0.572x + 0.262, R> = 0.96.

%Nio detectado (< 0,01 g 100 g ! peso seco).

3.2 DIGESTIBILIDADE DE NUTRIENTES

Este ¢ o primeiro estudo avaliando o efeito da suplementacao de colesterol dietético
na digestibilidade de nutrientes para juvenis de tilapia-do-nilo, sendo que os resultados
fornecem uma melhor compreensao do seu efeito na digestibilidade de diferentes nutrientes em
temperatura subotima de 22 °C.

Nao houve variacdo no consumo (P > 0,05) entre os peixes alimentados com a dieta
de 0,25% de colesterol e os alimentados com a dieta controle (1,94 versus 1,96% de ganho em
peso vivo dia™). A digestibilidade dos nutrientes selecionados foi negativamente afetada pela
inclusdo de colesterol na dieta (Tabela 6). Em geral, a digestibilidade da matéria seca total,

proteina e lipidio diminuiu com a inclusdo de colesterol na dieta. Neste estudo, os coeficientes
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de digestibilidade aparente para proteina bruta foram inferiores (P < 0,05) quando comparados
com os da dieta sem colesterol. Diferente destes resultados, Jin et al (2023), relataram maior
digestibilidade da proteina bruta (P < 0,05) em peixes alimentados com dieta com colesterol
(1,6%), mantidos de 21,2 a 32,8 °C. Entretanto, surpreendentemente os peixes alimentados com
esta dieta apresentaram menor proteina corporal total e de aminodcidos livres no
hepatopancreas, em relacdo com os peixes alimentados sem a suplementa¢do de colesterol.
Segundo esses autores, este fato pode estar relacionado com o aumento de niveis de transcritos
de genes envolvidos no catabolismo de aminoacidos demonstrada em peixes alimentados com
dietas com colesterol e especulam ainda que o colesterol pode ter promovido a absor¢dao de
proteina, mas também promovendo o catabolismo de aminoécidos livres para fornecimento de
energia.

Em relagdo aos grupos de acidos graxos, a digestibilidade de SFA, MUFA e PUFA
total foi também menor em peixes alimentados com a dieta de 0,25% (Tabela 6). As
digestibilidades do 4cido palmitico C16:0 e acido estearico C18:0 foram menores nos peixes
alimentados com a dieta suplementada com colesterol, contribuindo para a menor
digestibilidade do grupo SFA. Da mesma forma, a menor digestibilidade do acido linoleico
C18:2 e do acido a-linolénico C18:3, com suplementagdo de colesterol dietético, contribuiu

para a menor digestibilidade dos grupos n-6 PUFA e n-3 PUFA, respectivamente.
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Tabela 6 - Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) de nutrientes
selecionados para juvenis de tilapia-do-nilo quando alimentados com ragdes com
ou sem inclusdo de colesterol, a 22 °C ',

Suplementacio dietética de

210 O‘Fz;i:o seco colesterol, % Val(l))r de
0,00 0,25
Matéria seca 80,01 +£0,95 76,20+1,45 0,030
Proteina 90,27 +0,76 87,72+ 0,86 0,010
Lipidio 94,72 +£0,35 92,56+0,81 0,010
C16:0 93,83+0,27 91,01 £0,71 0,003
C18:0 92,50+0,44 89,30+0,71 0,003
C18:1 n-9 97,15+0,10 95,74+0,10 <0,001
C18:2n-6 98,38+0,04 9742+0,12 <0,001
C18:3n-3 96,76 £0,42 94,92+0,26 0,003
SFA3 93,67 +0,27 90,80+ 0,69 0,003
MUFA 97,07+0,11  95,66+0,09 <0,001
PUFA 98,36 0,04 97,41 +0,12 <0,001
PUFA n-6 98,38 +0,04 97,43+0,12 <0,001
LC-PUFA n-6 100,00 = 0,00 100,00 +0,00 0,100
PUFA n-3 96,76 £+ 0,42 9492 +0,26 0,003
Colesterol 90,21 +1,27 92,32+0,86 0,076

! Resultados expressos por média de trés tanques por tratamento (8 peixes por tanque), Peso inicial:
(229.62 £+ 0.44 g), média seguida de desvio padrio.

2 Acidos graxos detectados e totalizados, mas ndo incluidos na tabela: C8:0, C10:0, C14:0, C16:1
n-7, C17:0, C17:1 n-7, C18:1 n-9, C 18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:0, C20:2 n-6, C22:0, C22:1 n-11.

3 Grupos de 4acidos graxos: SFA = saturados, MUFA = monoinsaturados, PUFA = poli-insaturados,
LC-PUFA = cadeia longa PUFA (> 20 carbonos, > 2 liga¢des duplas).

As propriedades quimicas e fisicas dos lipidios, incluindo a fonte lipidica e a
temperatura de fusdo dos acidos graxos, podem influenciar diretamente na digestibilidade dos
lipidios em peixes (MENOYO ef al, 2003; NG et al, 2004; TURCHINI, NG, TOCHER, 2010).
A digestibilidade dos lipidios diminui com o comprimento da cadeia de acidos graxos, mas
aumenta com o grau de insaturacdo. A combinagdo desses fatores ¢ critica para a ordem
preferencial especifica de absor¢ao de acidos graxos em peixes. Dessa forma, a digestibilidade
aparente dos acidos graxos ¢ maior para LC-PUFA, seguido por C18 PUFA, MUFA e SFA,
sendo que os SFA sdo os acidos graxos menos facilmente digeridos, especialmente em baixas
temperaturas (TURCHINI, NG, TOCHER, 2010). De fato, em nosso estudo, o grupo PUFA
mostrou maior digestibilidade quando comparado ao grupo SFA, independentemente da
suplementagdo de colesterol. Na dieta com suplementagdo de colesterol a 0,25%, a
digestibilidade de PUFA (97,41%) e MUFA (95,66%) foi maior que a digestibilidade de SFA
(90,8%).
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Outro aspecto importante a ser considerado sdo as diferentes temperaturas de fusdo do
colesterol e dos 4cidos graxos. Quanto maior a temperatura de fusdo de um lipidio, menor sua
digestibilidade, conforme a seguinte ordem: colesterol, SFA, MUFA, PUFA, LC-PUFA, que ¢
muito critica para a digestibilidade destes lipidios, mais ainda em baixas temperaturas,
conforme testado neste estudo. Ainda, a inclusdo de colesterol na dieta pode ter aumentado a
viscosidade da digesta (TURCHINI, TORTENSEN, NG, 2009; TURCHINI, NG, TOCHER,
2010), reduzindo a taxa de absorcdo de nutrientes no intestino, especialmente considerando a
baixa temperatura e a auséncia de acidos graxos altamente insaturados, n-3 LC-PUFA na dieta.

Registramos que a inclusdo de colesterol na dieta diminui a digestibilidade dos
macronutrientes para tilapias-do-nilo mantidas em temperaturas abaixo do ideal. No entanto,
tal diminuicdo na digestibilidade ndo foi suficiente para promover uma diminui¢cdo no
crescimento dos peixes, considerando o periodo de crescimento de 91 dias. Ainda, foi
observado que o colesterol reduziu a digestibilidade dos nutrientes para a tildpia-do-nilo em
temperatura baixa, sendo sugerido alguns mecanismos de acdo: (1) aumento da viscosidade da
digesta, (2) aumento da rigidez das membranas, resultando em redugdo do transporte de
nutrientes e (3) aumento da concentracao de colesterol nas microvilosidades dos enterocitos,
local de absor¢ao de todos os nutrientes. Levando isso em consideragdao, sugere-se que, em
condicdes de criagdo em temperatura subotima, a suplementagao dietética de colesterol, aliada
ao baixo teor dietético em n-3 LC-PUFA, contribui para a diminui¢cdo da digestibilidade dos
macronutrientes e acidos graxos, conforme demonstrado neste estudo.

Este € o primeiro relato sobre a suplementagao dietética de colesterol em tilapia-do-nilo
em condi¢des subdtimas de temperatura. Mais estudos sdo necessarios para elucidar se a
inclusdo de colesterol na dieta, juntamente com n-3 LC-PUFA, ou se diferentes proporc¢des de
colesterol: n-3 LC-PUFA neutralizariam o efeito negativo do colesterol na digestibilidade dos
nutrientes aqui evidenciado. Além disso, valeria a pena investigar como a inclusdo de colesterol
afeta as propriedades fisicas da dieta, a absor¢ao de nutrientes e o metabolismo do colesterol na

tilapia-do-nilo quando criada em temperatura fria abaixo do ideal.

4 CONCLUSOES

O colesterol da dieta ndo afetou o crescimento de juvenis de tilapia-do-nilo criados em
temperatura subotima, apesar de reduzir a digestibilidade da matéria seca, proteina, lipidios e
acidos graxos, quando suplementado a 0,25% da dieta. Portanto, ndo ¢ recomendada a

suplementagdo de colesterol nas doses testadas no presente estudo, em dietas para a tilapia-do-
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nilo criada em temperatura subdtima, até que seu efeito na redugdo da digestibilidade dos

nutrientes seja mais bem elucidado.
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RESUMO

A temperatura desempenha um papel importante no metabolismo lipidico em peixes. Estudos
relatam melhora no crescimento em peixes alimentados com suplementagdo moderada de
colesterol em dietas pobres em ingredientes de origem animal, quando criados em temperatura
6tima de crescimento. Entretanto, pouco ou quase nada se sabe sobre o efeito da suplementagao
de colesterol dietético no metabolismo lipidico em juvenis de tildpia-do-nilo. Assim, o presente
trabalho avaliou o efeito da suplementacdo dietética crescente com colesterol (0,0%, 0,25%,
0,5%, 0,75% e 1,0%) na nos indices viscerossomatico e hepatossomatico, composi¢ao proximal
do hepatopancreas, perfil plasmatico de colesterol, triacilglicerois, HDL, além de alteragdes
morfologicas no hepatopancreas e nivel dos transcritos de genes envolvidos nos processos de
absorcdo, sintese e degradacdo de colesterol em juvenis de tildpia-do-nilo, criados em
temperatura subotima de 22 °C. A suplementacdo com colesterol proporcionou o aumento
crescente dos indices viscerossomatico e hepatossomatico, favoreceu o acumulo crescente de
colesterol e triacilglicer6is no hepatopancreas. No plasma, houve aumento linear do colesterol
e das lipoproteinas nao-HDL, mas diminui¢do linear de triacilglicerdis. A suplementacao com
colesterol dietético causou alteragdes morfologicas no hepatopancreas dos peixes, causou
congestao e dilatacdo nos sinusoides, intensificando a esteatose € a perda do nucleo dos
hepatocitos a partir de 0,5% de colesterol dietético. Os niveis crescentes de suplementacao de
colesterol nas dietas ndo causaram necrose no hepatopancreas. Ainda, a suplementacdo com
colesterol a partir de 0,5% reduziu o nivel de transcricio de HMGCr, gene codificante da
enzima responsavel pela sintese de colesterol no hepatopancreas. Estes resultados indicam que
a suplementacdo dietética com colesterol afetou a morfologia e composicdo proximal do
hepatopancreas, promovendo o acimulo de colesterol e triacilglicerdis, além de afetar o

metabolismo lipidico em juvenis de tilapia-do-nilo, quando criados em temperatura subotima
de 22 °C.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, Esterois; Histologia; Nivel de transcritos.



57

ABSTRACT

Temperature plays an important role in lipid metabolism in fish. Studies report improve of
growth in fish fed moderate cholesterol supplementation on diets low in animal ingredients
when raised at optimal growth temperatures. However, little or nothing is known about the
effect of dietary cholesterol supplementation on lipid metabolism in Nile tilapia juveniles. Thus,
the present study evaluated the effect of increasing dietary supplementation with cholesterol
(0.0%, 0.25%, 0.5%, 0.75%, and 1.0%) on viscerossomatic end hepatossomatic index, on the
viscerossomatic and hepatossomatic indexes, proximal composition of the hepatopancreas,
plasma cholesterol, triacylglycerols, and HDL contents, besides morphological alterations in
the hepatopancreas and level of transcripts involved in the processes of absorption, synthesis,
and degradation of cholesterol in Nile tilapia juveniles reared at a suboptimal temperature of 22
°C. Cholesterol supplementation increased viscerossomatic and hepatossomatic indexes,
increased the cholesterol and triacylglycerols deposition in the hepatopancreas. In plasma, there
was a linear increase in cholesterol and non-HDL lipoproteins but a linear decrease
triacylglycerols. Supplementation with dietary cholesterol caused morphological changes in the
hepatopancreas of fish, causing congestion and dilation in the sinusoids, intensifying
macrosteatosis and loss of hepatocyte nucleus from 0.5% of dietary cholesterol. Increasing
levels of dietary cholesterol supplementation did not cause hepatopancreas necrosis. Also,
supplementation with cholesterol from 0.5% reduced the level of transcription of HMGCr,
coding gene for the enzyme responsible for the synthesis of cholesterol in the hepatopancreas.
These results indicate that dietary supplementation with cholesterol affected the morphology
and proximal composition of the hepatopancreas, promoting the accumulation of cholesterol,
triacylglycerols, in addition to affecting lipid metabolism in juvenile Nile tilapia when reared
at a suboptimal temperature of 22 °C.

Keywords: Oreochromis niloticus, Sterols; Histology; Transcript levels.
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1 INTRODUCAO

Os lipidios sdo nutrientes com fun¢ao estrutural e metabolica importantes nos peixes.
As classes distintas de lipidios sdo compostas por triacilglicerois, fosfolipidios, glicolipidios,
esterdis, eicosanoides e vitaminas lipossoluveis (GLENCROSS, 2009; GURR, HARWOOD,
FRAYN, 2002). Representam um dos principais macronutrientes da dieta, necessarios para o
desenvolvimento e crescimento dos peixes, sendo importante fonte de energia, acidos graxos
essenciais € de componentes estruturais das membranas plasmaticas como fosfolipidios e
colesterol (TURCHINI, TORTENSEN, NG, 2009).

A temperatura desempenha um papel importante no metabolismo lipidico de peixes
como as tilapias. Os lipidios exercem funcdo estrutural e funcional determinantes na
manutencdo da fluidez e permeabilidade das membranas, quando os peixes sdo mantidos em
temperaturas subdtimas frias (GLENCROSS, 2009). Neste aspecto, a nutrigdo pode melhorar a
tolerancia térmica dos peixes, como ja demonstrado por meio da suplementagdao de acidos
graxos insaturados da série n-3 (BATISTA et al, 2021, CORREA et al, 2017; CORREA et al,
2018; NOBREGA et al, 2017; NOBREGA et al, 2019), bem como a suplementagado de lecitina
de soja como fonte de fosfolipidios (BATISTA et al, 2023). Entretanto, pouco ou quase nada
se sabe sobre o efeito da suplementacdo de colesterol, outro elemento indispensavel para o bom
funcionamento das membranas plasmaticas, sob o ponto de vista nutricional (TOCHER, 2008).
Entender como o colesterol pode modular positivamente o funcionamento da membrana celular
da tilapia-do-nilo em condigdes térmicas subotimas de criagdo, pode contribuir para sua
aplicacao em formulag¢des de dietas para uso em periodos de frio.

A tilapia-do-nilo ¢ a terceira espécie de peixe comercial mais produzida mundialmente,
com os maiores paises produtores da espécie localizados nas regides subtropicais,
caracterizadas por grandes variacdes de temperatura durante o ano, o que limita a expansao da
criagdo da espécie pelos prejuizos devido a mortalidade em massa (FAO, 2022; NOBREGA et
al, 2020). O Brasil ¢ o quarto maior produtor de tildpia-do-nilo e concentra os maiores estados
produtores da espécie nas regides subtropicais (PEIXE-BR, 2023). A temperatura ideal de
crescimento da tildpia-do-nilo varia de 26 a 30 °C (AZAZA et al, 2008; MA et al, 2015). A
temperatura na qual o consumo alimentar e crescimento cessam, assim como a temperatura
letal, podem ser influenciados pela genética e nutricdo da espécie (ABDEL-GHANY et al,
2019; NOBREGA et al, 2020). A 22 °C, temperatura adotada neste estudo, ocorre relativa
redu¢do na taxa metabolica e de crescimento em comparagdo com criagdo em temperatura

Otima, entretanto sem cessar o consumo alimentar ou causar letalidade por baixa temperatura,
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conforme ja demonstrado em varios trabalhos (BATISTA et al, 2021; CORREA et al, 2017,
CORREA et al, 2018; NOBREGA et al, 2017, 2019, 2020).

O colesterol ¢ o esterol mais estudado em vertebrados, sendo precursor de varios
compostos bioativos, incluindo hormonios esteroides e 4cidos biliares, além de exercer papel
estrutural importante em condigdes de estresse salino ou térmico (TURCHINI, TORTENSEN,
NG, 2009). Os peixes sdo capazes de sintetizar o colesterol per se, principalmente no
hepatopancreas, por meio de um processo metabdlico complexo que inclui pelo menos vinte
reacoes, que visam garantir sua homeostase e dar resposta a demanda fisiologica
(HENDERSON e TOCHER 1987; ZHU et al, 2020). Estudos demonstram que a suplementagao
moderada de colesterol em dietas pobres em ingredientes de origem animal, pode melhorar o
crescimento de peixes, quando criados em temperatura 6tima dentro da faixa de conforto
térmico de criagdo, mas pouco se sabe sobre seu efeito em temperaturas subdtimas (TOCHER
et al, 2008; TWIBELL e WILLSON 2014; WU et al, 2019; XU et al, 2018).

Niveis de colesterol plasmatico podem servir de ferramenta de previsdao do estado de
bem-estar em peixes. Estudos tém demonstrado que dietas suplementadas com colesterol
induziram a aterosclerose em salmao-do-Atlantico. Altas concentragdes de colesterol no plasma
devido ao consumo de dietas com altas doses de colesterol dietético (1,526%), ja foram
associadas a disfungdo do metabolismo lipidico e baixo crescimento de carpa capim. Por outro
lado, o nivel de colesterol plasmatico pode estar associado com o melhor crescimento em
peixes, como relatado para juvenis de linguado, que variou de 5.47 a 6.95 mmol L' (WANG
et al, 2018).

A histologia ¢ uma ferramenta 1til para a analise de tecidos envolvidos na digestdo e
metabolismo, sendo possivel extrair informagdes importantes sobre possiveis efeitos toxicos de
substancias as quais os peixes estdo expostos, como aditivos alimentares (SCHWAIGER et al.
1997). O consumo de dietas com altas concentragdes de colesterol, ou seja, acima de 1%, pode
ocasionar disfun¢des hepaticas em peixes, como o acumulo de gordura no hepatopancreas e
comprometimento no crescimento (LI ef al, 2023). Desta forma, o monitoramento do bem-
estar por meio da avaliagdo de alteragdes morfologicas em tecidos de peixes, torna-se
importante para verificar o efeito da suplementagdo de colesterol em dietas para peixes.

Os processos e vias do metabolismo do colesterol em peixes sdo bastante semelhantes
aos dos mamiferos. A mobilidade do colesterol na circulagdo consiste em duas vias: 1) ex6gena,
que transporta o colesterol dietético absorvido para o enterdcito, por meio de quilomicrons para
o hepatocito e, 2) enddgena, que se refere a sintese endogena de colesterol e seu transporte para

os diferentes tecidos via lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL, very low density
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lipoprotein), lipoproteina de baixa densidade (LDL, low density lipoprotein) e lipoproteina de
alta densidade (HDL, high density lipoprotein) (YAN et al, 2015). A ingestdo de dietas
suplementadas com colesterol, exerce influéncia direta nos niveis de transcritos de genes
codificadores de proteinas envolvidas na absor¢do, sintese ¢ degradagdo do colesterol, como:
(1) aNPCIL1 (Niemann — Pick Cl-like 1), proteina presente no intestino e principal reguladora
do processo de absor¢do do colesterol, via enterécitos (BETTERS e YU, 2010); (2) a HMG-
CoA redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase), enzima-chave reguladora da
sintese de colesterol no hepatopancreas (MAITA et al, 2006, ZHU et al, 2014); (3) e a 7-a-
hidroxilase (CYP7ALl), enzima responsavel pela degradagdo ou conversao do colesterol em
acido biliar, sendo a enzima chave, atuando na primeira reag¢do, da via classica da sintese de
acido biliar (CHIANG e FERREEL, 2020; MATSUMOTO et al, 2005; YUN et al, 2011; ZHU
et al, 2014).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da suplementacao dietética crescente
com colesterol nos indices hepatossomatico e viscerossomatico, na composi¢do proximal e
morfologia do hepatopancreas, no lipidograma plasmatico e no nivel dos transcritos envolvidos
nos processos proteico-enzimaticos de absor¢ao, sintese e degradacao de colesterol, em juvenis

de tilapia-do-nilo, quando criados em temperatura subotima de 22 °C.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PEIXES, DELINEAMENTO E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Juvenis de tilapia-do-nilo (29,24 + 0,02 g, média = desvio padrao) foram alimentados
com dietas isonitrogenadas e isolipidicas com cinco niveis crescentes (0,0%, 0,25%, 0,5%,
0,75% e 1,0%) de colesterol de uma fonte 92,5% pura (Sigma, St. Louis, EUA), por 91 dias.
Durante o periodo experimental, os peixes foram alimentados com as dietas experimentais duas
vezes ao dia (9:00 e 16:00 h) até a saciedade aparente. Tais doses foram suplementadas em uma
dieta pratica extrusada basal e foram testadas em seis repeticdes cada (Tabela 7), em
delineamento completamente casualizado. Detalhes sobre os procedimentos experimentais
relacionados com o ensaio de crescimento, preparacdo das dietas e composicao corporal, podem
ser encontrados no Capitulo II desta tese.

Os peixes foram inicialmente estocados em quatro tanques de 1.000 L, conectados a
um sistema de recirculacdo de agua doce, equipado com filtros mecanicos e bioldgicos,
suprimento de ar e troca de calor. Apos duas semanas, trinta grupos de treze peixes foram

distribuidos aleatoriamente em tanques de 100 L (unidades experimentais) e aclimatados as
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condigdes experimentais a 28 °C, por uma semana. Na segunda semana, a temperatura da agua
foi gradualmente reduzida para 22 °C (1 °C por dia) e, a partir da terceira semana de
aclimatagdo, a temperatura da dgua foi mantida a 22 °C. Durante o periodo de aclimatacdo de
trés semanas, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, até saciedade aparente com a dieta
basal (Tabela 7), sem suplementacdo de colesterol. O fotoperiodo foi ajustado para um ciclo
claro-escuro de 12 h.

Os parametros indicadores da qualidade da 4gua foram medidos semanalmente, exceto
temperatura da dgua e oxigénio dissolvido, que foram medidos diariamente. Os valores médios
(£ desvio padrdo) foram os seguintes: temperatura 22,08 + 0,19 °C; oxigénio dissolvido 7,74 +
0,48 mg L!'; pH 7,25 + 0,08; salinidade 0,98 + 0,09 g L''; alcalinidade 41,97 + 6,03 mg L';
amonia total 0,13 = 0,10 mg L'; nitrito 0,06 = 0,01 mg L"!; nitrato 3,68 + 0,33 mg L. Estes
indicadores estavam dentro dos niveis aceitos para a tildpia-do-nilo (EL-SAYED et al, 2006),
exceto a temperatura da dgua, que foi mantida a 22 °C para simular condigdes de outono-
primavera em regioes subtropicais.

O manejo dos peixes seguiu o protocolo niimero 5227201021, aprovado pelo Comité

de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA, UFSC).

Tabela 7 - Formulagdo e composi¢do das dietas experimentais utilizadas no ensaio de
alimentagdo dose-resposta de colesterol (Capitulo II).

Ingredientes, Suplementacio de colesterol na dieta, %
g 100 g ! peso seco

0,00 0,25 0,5 0,75 1,00
Farinha de arroz 33,74 33,48 33,21 32,94 32,66
Colesterol ! 0,00 0,26 0,53 0,80 1,07
Outros 2 66,26 66,26 66,26 66,26 66,27
Composic¢do analisada*, g 100 g ' peso seco
Matéria seca 92,65 91,41 93,07 93,35 91,57
Energia bruta, kcal kg™! 4794 4846 4843 4779 4799
Proteina bruta 32,88 31,98 31,74 31,86 32,40
Extrato etéreo 7,65 8,30 8,40 8,39 8,47
Cinzas 6,82 6,83 6,86 6,81 6,90
SFA?® 1,19 1,19 1,16 1,12 1,13
MUFA 2,05 2,05 2,04 2,02 1,98
PUFA 2,12 2,09 2,10 2,11 2,08
Colesterol 0,04 0,30 0,58 0,81 1,05

! Pureza = 92,5%, fornecido por Sigma (St. Louis, USA).

2 Farelo de soja, adquiridos em CRAVIL (Palhoga, Brasil), (38,0 g 1007'g, peso seco). Concentrado proteico de
soja, fornecido por C.J. Selecta (Araguari, Brasil) (12,0 g 100'g, peso seco). Farinha de visceras de frango
fornecido por Kabsa S.A. (Porto Alegre, Brasil) (10,0 g 100'g, peso seco). Oleo de milho fornecido por Bunge
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Brasil (Gaspar, Brasil) (3,30 g 100!g, peso seco). Butil-hidroxitolueno (0,10 g 100'g, peso seco), produzido pela
Rhoster (Aragoiaba da Serra, Brasil). DL-metionina (0,26 g 100'g, peso seco) e DL-treonina (0,20 g 100"'g, peso
seco), produzidas por Evonik Industries AG (Essen, Alemanha). Sal (0,20 g 100"'g, peso seco).

3 Premix vitaminico-micromineral (produzido por DSM, Jaguaré, Sdo Paulo) (1,0 g.100"!g, peso seco), composi¢io
por kg: acido félico 2,666,66 mg, acido pantoténico 2,666,66 mg, biotina 333,33 mg, sulfato de cobalto 27 mg,
cobre 3,333,33 mg, sulfato de ferro 20,000 mg, iodeto de calcio 666,66 mg, sulfato de manganés 1,666,000 mg,
niacina 8,333 mg, selenita 100 mg, vitamina (vit.) A 5,333,333 UI, vit. B; 6,666,66 mg, vit. Bi> 13,33 pg, vit. B,
10,000 mg, vit. B 10,000 mg, acido ascorbico equivalente 100,000 mg, vit. D3 1,000,000 UL, vit. E 6,666,66 Ul,
vit. K3 3,333,33 mg, sulfato de zinco 2,660,000 mg, inositol 50,000 g, propionato de calcio 250,000 mg.

4 Acidos graxos detectados e totalizados em todas as dietas, mas nao incluidos na tabela: C8:0, C10:0, C14:0,
C16:1n-7,C17:0, C17:1 n-7, C 18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:0, C20:2 n-6, C22:0, C22:1 n-11.

> Grupos de 4cidos graxos: SFA = saturados, MUFA = monoinsaturados, PUFA = poli-insaturados, LC-PUFA =
poli-insaturados de cadeia longa (> 20 carbonos, > 2 ligagdes duplas).

2.2 INDICES SOMATICOS
No final de 91 dias de ensaio alimentar, foram coletados e imediatamente pesados, as
visceras e hepatopancreas de 12 peixes por tratamento (dois peixes por unidade experimental),
para o calculo do indice viscerossomatico (IVS) e indice hepatossomatico (IHS), conforme as
equagoes seguintes: indice viscerosomatico (%) = 100 x (peso das visceras) x (peso corporal)
! ¢ indice hepatossomatico (%) = 100 x (peso do hepatopancreas) x (peso corporal) ! e,

(NUTRIAQUA, 2012).

2.3 COMPOSICAO PROXIMAL DO HEPATOPANCREAS
As analises de composi¢ao proximal nos hepatopancreas foram realizadas seguindo os
procedimentos padronizados pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1999):
matéria seca, secagem a 105 °C até peso constante, método 950.01; proteina bruta por LECO
(método de DUMAS 990.03, fator de conversao de 6,25). J4 a fragdo lipidica foi extraida a frio
e quantificada pelo método de Bligh e Dyer (1959).

2.4 DETERMINACAO DE LIPIDOGRAMA

Ao final de 91 dias de alimentagdo, trés peixes por unidade experimental foram
anestesiados com Eugenol® (100 mg L) e o sangue coletado por pungio caudal, com seringas
cobertas contendo anticoagulante 4cido etilenodiamino tetra-cético a 10% (EDTA) (Hemstab®,
Lagoa Santa, Brasil). Posteriormente o sangue foi centrifugado a 15000 x g, por 15 min, e o
plasma sanguineo coletado e armazenado a -20° C até realizacdo das analises.

A concentragdo plasmatica de colesterol total (CT), triacilglicerdis (TAG), e
lipoproteina de alta densidade (HDL), que foram determinados por métodos enzimaticos

colorimétricos, utilizando kits comerciais (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, Brasil), de
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acordo com as recomendagdes do fabricante. J& o ndo-HDL foi determinada por célculo e
representa a fragdo correspondente ao conjunto formado por lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade intermédia (IDL) e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). Os valores de ndo-HDL, foram calculados por meio da subtragdo do

colesterol total do HDL.

2.5 ALTERACOES MORFO-HISTOLOGICAS DO HEPATOPANCREAS

Ao final de 91 dias de alimentagdao com doses crescentes de colesterol dietético, dois
peixes por unidade experimental (seis por tratamento) foram anestesiados com Eugenol® (100
mg L) e eutanasiados para coleta de hepatopancreas. Os tecidos foram imediatamente fixados
em formol a 10% por 24 h, desidratados em séries crescentes de alcool etilico (70%),
clarificados em xilol e incluidos em parafina a 60 °C. Cortes de 4 pm de espessura (micré6tomo
PAT - 54 MRI10), foram corados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Posteriormente a
coloragio, as laminas foram montadas em meio Etellan® e analisadas em microscopio de
contraste de interferéncia de fase (DIC) Axio Imager A.2 com o programa Zen Pro (Zeiss,
Gottingen, Alemanha).

No hepatopancreas, foram consideradas como alteragdes histopatologicas conforme
Brum et al (2018), as seguintes: o aspecto balonoso, congestdo do pancreas, congestao nos
sinusoides, deslocamento do nucleo dos hepatocitos, dilatagdo dos sinusoides, esteatose,
necrose, nucleo com caridlise, niicleo com cariorrexe, perda do aspecto cordonal, perda do
nucleo dos hepatocitos, e hipertrofia dos hepatdcitos.

Para analise do tecido, atribuiram-se valores as alteragdes histologicas, conforme o
grau de intensidade: 0 (auséncia de alteragdo), 1 (alteragdo moderada, 25% a 50%) e 3 (alteracao
severa, acima de 50% da érea do tecido), de acordo com o método descrito por Schwaiger et a/

(1997), ligeiramente modificado por Brum et a/ (2018).

2.6 ANALISES MOLECULARES
No final do ensaio alimentar, foram amostrados intestinos e hepatopancreas de 12
peixes por tratamento (dois peixes por unidade experimental), para isolamento de RNA total
(RNA;). Os tecidos coletados foram imediatamente conservados em nitrogénio liquido e
mantidos a -80 °C até realizagdo das andlises. No intestino, foram quantificados os transcritos
de gene codificador da proteina NPCI1-/ikel (NPCL1), principal reguladora de absor¢do do
colesterol nos enterocitos. No hepatopancreas, foram quantificados os transcritos de genes

codificadores da enzima HMG-CoA redutase e CYP7A41, reguladoras da sintese e degradagao
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do colesterol, respectivamente. Foi adotado o mesmo procedimento de extragdo de RNA para

intestino e hepatopancreas.

2.6.1 Extraciao de RNA; e sintese de cDNA por transcricio reversa

O RNA foi extraido utilizando-se o reagente Qiazol (Qiagen, Hilden, Alemanha),
conforme as instru¢des do fabricante. Amostras congeladas de intestino (100 mg) e
hepatopancreas (30 mg) foram adicionadas a 1 mL do reagente e rapidamente homogeneizados.
Na etapa final de precipitacio de RNA do hepatopancreas, foram adicionados 400 uL da fracao
sobrenadante, 250 pL de uma solug¢dao de NaCl (1.2 M) e citrato de sddio (0.8 M), além de 250
puL de isopropanol para evitar coprecipitacao de glicogénio.

No final, as amostras foram eluidas em 20 pL de agua ultrapura e armazenadas a -80
°C. A concentragio total e pureza das amostras de RNAt foram avaliadas em Nano Drop® One
(Nano-Drop Technologies, Wilmington, DE, EUA). Para cada amostra, 1 nug de RNAt foi
tratado com DNAse e submetido a reacao de transcrigdo reversa com o uso do kit Quantitech
Reverse transcription (Qiagen, Hilden, Alemanha) para a sintese do DNA complementar

(cDNA), que entao foi diluido e armazenado a -20 °C, para uso posterior.

2.6.2 Desenho de iniciadores e reacoes de qPCR

A sequéncia dos iniciadores foi delineada a partir das sequéncias nucleotidicas dos
genes de interesse para tildpia-do-nilo. Os iniciadores usados nas reagdes de qPCR foram
desenhados com o auxilio do programa Primer Quest, disponivel em https://www.idtdna.com
(IDT), seguindo os seguintes parametros: (a) tamanho do iniciador: minimo (min) 18, 6timo
(opt) 24 e maximo (max) 28; (b) temperatura: 55 (min), 60 (opt), 65 (méax); (c) iniciador GC%:
45 (min), 50 (opt), e 55 (max); (d) tamanho do produto amplificado: 80 (min), 130 (opt), 200
(max); aceitando como maximo de diferenga de temperatura de 1 °C. Os genes selecionados,
codigos de acesso no Genebank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e seus respectivos

pares de iniciadores estdo mostrados no Quadro 2.
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Quadro 2 - Genes de interesse, suas respectivas fungoes e sequéncias de iniciadores.

Nome do gene
(codigo de Sequéncia dos iniciadores 5'- 3" Funcio biolégica

Simbolo
acesso)

Genes de interesse

Gene codificador de

NPCILI Ni eé”]””;l’; 17 ick | & _1GC TCA TTC TCC TGA TAC TTT CC prgfgsgigiaggm
B R-TGC CTT TAC CTC TGT GTATTCC
(XM _013271592.3) colesterol nos
enterocitos.
3-hidroxi-3- Gene codificador de

metilglutaril- | F - TCT TTG AAC AGG CTG AGA TGG enzima reguladora

HMGCr | enzima A |R-GAT GGA GGA TTT AGG GTG TGG dals“:tes‘;' de
(XM _003437610.5) colesterol no
- hepatopancreas.
Gene codificador de
Cyprap | 7% hidroxilase |F-CTACAT CTG TCA AGG CGT TTG G GSZ‘madChﬁve d“a
(XM 003456729.5) | R - TCT CAA TAA GGG AGG GAA GAGC cgradagao do

colesterol no
hepatopancreas.

Os niveis de transcritos dos genes selecionados foram analisados por qPCR em um
termociclador Rotor Gene (Qiagen, Hilden, Alemanha), utilizando-se o kit Quantiova Sybr
Green (Qiagen, Hilden, Alemanha). Para cada gene foi produzida uma curva padrao do cDNA,
contendo de 400 ng/reagdo até 25 ng/reagdo. A eficiéncia da curva para cada gene de interesse
foi determinada com base na regressao linear, usando o ciclo em que cada ponto da curva padrao
de cDNA cruza o ciclo limiar (Cq). Todas as curvas apresentaram R? maior ou igual a 0,99 e
eficiéncia entre 98 e 100%. Para andlise comparativa e escolha dos genes de referéncia, bem
como dos genes de interesse, foi utilizado o método 29 (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).

Todos os dados foram relativizados com grupo 0% colesterol.

3 ANALISE ESTATISTICA
Foi aplicada andlise de regressdo para verificar o efeito do colesterol dietético nos
indices viscero e hepatossomatico. Os dados de composi¢do proximal do hepatopancreas, perfis
de colesterol total, triacilglicer6is, HDL e ndo-HDL, foram submetidos a andlise de regressao.
Para a andlise dos dados de intensidade das altera¢des histoldgicas, foi aplicado o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn para comparacdo de médias. Para os

niveis de transcritos, foi aplicado o teste de Grubb para de detectar os outliers, sendo que a
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normalidade e homoscedasticidade dos dados foram avaliadas através dos testes de
D’Agostino-Pearson e Levene, respectivamente. Para a comparagdo de médias entre a dieta
controle e as demais com as diferentes doses de colesterol, foi aplicado o teste de Kruskall-
Wallis, seguido do pos-teste de Dunn. Para todas as analises foi utilizado o programa estatistico

GraphPad Prism 8.0.1. e foi considerado o nivel de significancia de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 INDICES SOMATICOS

Houve aumento dos indices viscerossomatico e hepatossomatico (Figura 3) com a
suplementagado de colesterol (P < 0,05). Resultados semelhantes para o indice hepatossomatico
foram relatados em peixes (salmao do Atlantico, BIERKENG e STOREBAKKEN, 1999) e
mamiferos (hamsters dourados, KAHLON et al, 1997), o que pode indicar comprometimento
do metabolismo lipidico do hepatopancreas associado a dietas com alto teor de colesterol. Por
outro lado, este aspecto pode estar relacionado com a inibigdo de genes responsaveis pela
lip6lise hepatica e aumento da expressao de genes relacionados com a lipogénese no
hepatopancreas, ja relatado para juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com 1,6% de colesterol

na dieta (LI et al, 2023).

Figura 3 - Suplementacdo dietética com colesterol e indices viscerossomdtico (IVS) e
hepatossomatico (IHS) em juvenis de tilapia-do-nilo alimentados por 91 dias, a 22 °C.
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Colesterol dietético (%) Colesterol dietético (%)

No presente estudo, a suplementacdo dietética com colesterol pode ter gerado efeito
similar. No entanto, o0 mecanismo molecular especifico da deposicdo de lipidios em peixes
causado por esterdis dietéticos permanece desconhecido. Além disso, em outro estudo, a
inclusdo de colesterol na dieta causou o aumento de triglicerideos no hepatopancreas da

garoupa-pintada-de-laranja (Epinephelus coioides, ZHANG et al, 2016).
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No presente estudo, a inclusdo de colesterol dietético a 0,78 % promoveu o maior indice

corporal viscerosomatico (Figura 3).

4.2 COMPOSICAO PROXIMAL DO HEPATOPANCREAS

Apds 91 dias de alimentacdo, os juvenis de tildpia-do-nilo apresentaram acumulo de
colesterol e lipidio total no hepatopancreas (P <0,05), quando alimentados com suplementagao
crescente de colesterol nas dietas (Tabela 8). A deposicao lipidica € um processo complexo,
resultante de um desequilibrio entre absor¢do, oxidagdo, sintese e secre¢do lipidica (JIN et al,
2023; YAN et al, 2015; ZHENG et al, 2014). Este resultado corrobora com o encontrado em
juvenis de truta arco-iris quando alimentados com 1,2% de colesterol dietético (DENG et al,
2013). Similarmente, a suplementacdo de colesterol dietético causou o aumento de
triacilglicerois no hepatopancreas de garoupa-verdadeira (Epinephelus coioides, ZHANG et al,
2016) e robalo hibrido (Morone chrysops x M. saxatilis, SEALEY et al, 2001). Esses resultados
podem ser explicados pela (1) inibi¢do da B-oxidacdo de 4cidos graxos; (2) diminuicdo da
expressao de genes relacionados com a lipolise (azgl e hsl) e (3) aumento da expressao de genes
relacionados com a lipogénese (dgat, fasn, acly, acco. e srebpl), tal como relatado em juvenis
de tilapia-do-nilo, quando alimentados com 1,6% de colesterol dietético a 28 °C (LI et al, 2023).
Neste ultimo trabalho, com tildpia, houve ainda a diminuicdo nos niveis de carnitina,
acetilcarnitina, malonilcarnitina e acido B-hidroxibutirico, que sao marcadores da -oxidagao.
Isto sugere que a suplementagdo dietética com colesterol promoveu a deposicao lipidica,
inibindo a lip6lise, lipofagia e B-oxidagdo de acidos graxos. Tais achados corroboram com os
do presente estudo, onde também foi registrado o aumento de triacilglicerois e colesterol no

hepatopancreas, com o aumento da suplementagao dietética.

Tabela 8 - Composi¢do proximal do hepatopancreas de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados
com doses crescentes de colesterol dietético, por 91 dias, a 22 °C.

Composi¢iona  gyplementacio de colesterol na dieta’, %

matéria umida, SEM:? Valor de
% 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 P:
Matéria seca 94,09 93,33 95,44 95,15 9521 044 0,010
Lipidio 17,30 16,29 33,41 33,69 3599 2,11 <0,001
Proteina bruta 33,07 30,01 23,45 2343 22,68 1,31 <0,001
Colesterol total 0,39 0,50 2,17 2,85 3,05 0,16 <0,001

! Valores expressos em média de trés repetigdes por tratamento (n=9 peixes por tratamento).

2 Erro padrio da média.

3 Para regressdes significativas (P < 0,05), as seguintes equagdes foram geradas: matéria seca, y = 1,624x + 93,831 (R2=0,41);
lipidio; y = 22,716x + 17,449 (R?= 0,76); proteina bruta, y = -10,947x + 32,001 (R>= 0,78); colesterol total, y = 3,2133x +0,2767
(R?=0,89).
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Estudos que abordam o efeito do consumo de colesterol dietético no conteudo de
proteina bruta no hepatopancreas sdo limitados. No presente estudo, houve diminui¢do da
proteina bruta no hepatopancreas com a suplementacio dietética com colesterol. O acimulo
linear de lipidio no hepatopancreas pode ter contribuido para reducdo progressiva da proteina
bruta neste tecido, ja que o consumo de colesterol parece promover lipogénese hepatica e, por
conseguinte, o aumento de goticulas de lipidio nos hepatécitos dos juvenis de tilapia-de-nilo,
conforme relatado por Li e colaboradores (2023). Além disso, este mesmo estudo recente relata
aumento no nivel de transcritos dos genes relacionados com o catabolismo de aminoacidos em
tilapia alimentada com dietas suplementadas com colesterol dietético (1,6%), o que corrobora
com os resultados encontrados no presente estudo.

Houve acimulo de colesterol total no hepatopancreas, corroborando com o consumo
das dietas com suplementacdo crescente de colesterol. O actimulo de colesterol no
hepatopancreas, no corpo inteiro € no musculo foi também relatado em juvenis de tilapia-do-
nilo alimentados com dietas suplementadas com colesterol a 28 °C (LI ef al, 2023), bem como
em juvenis de linguado (Scophthalmus maximus) mantidos de 19 a 22 °C, onde a alimentagao
com dietas contendo colesterol proporcionou maior acimulo de colesterol no corpo (P <0,05),
quando comparado com peixes alimentados sem tal suplementacdo (YUN et. al., 2011). No
presente estudo, o acimulo de colesterol no hepatopancreas pode estar relacionado a
homeostase de colesterol, ja que este € o drgao responsavel pela excrecao de colesterol, quando
em excesso nos hepatocitos (NAKANO, INOUE, MURAKOSHI, 2019). Segundo Li et al
(2023), o acimulo de colesterol no hepatopancreas também esta associado ao aumento de
colesterol nas vesiculas biliares e nas fezes, sugerindo que a dose de 1,6 % provoca alteracao
na homeostase de colesterol nos hepatocitos. Este fato corrobora com os resultados encontrados
no presente estudo, ja4 que o acimulo linear de colesterol no hepatopancreas esteve também
associado ao acumulo crescente de colesterol no plasma e no corpo (Capitulo II). Resultados
similares relacionados ao acumulo de colesterol no hepatopéancreas foram relatados em juvenis
de truta arco-iris, com 0,9 e 1,5 % de colesterol dietético (DENG et a/, 2013), em juvenis de
linguado, com 1,5% (YUN et al, 2011) e 1,8% de colesterol dietético (ZHU et al, 2014), bem

como em tilapia-do-nilo, com 0,8% de colesterol dietético (XU et al, 2018).

4.3 LIPIDOGRAMA
No presente estudo, houve aumento linear crescente de colesterol no plasma com a
suplementagdo dietética do colesterol (Tabela 9). O colesterol é prontamente absorvido no

intestino para o interior dos enterdcitos e, em seguida, transportado para os diferentes tecidos
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através da corrente sanguinea (GURR, HARWOOD, FRAYN, 2002). Como os lipidios sdo
insoluveis no plasma sanguineo, estes precisam ser transportados por meio de lipoproteinas.
Portanto, o colesterol sanguineo geralmente aumenta com o aumento do colesterol dietético
(DENG et al, 2014; SCHOKNECHT et al, 1994). Neste estudo, o aumento do colesterol no
plasma confirma a absor¢ao do colesterol dietético pelos juvenis de tilapia-do-nilo. O consumo
de colesterol dietético foi suficiente para elevar os seus niveis no plasma, mesmo com a inibi¢ao
da sintese endogena de colesterol, conforme demonstrada neste estudo. Estes resultados
corroboram aqueles relatados em juvenis de linguado, quando alimentados com 1,5% de
colesterol na dieta (YUN et. a/, 2011). Ainda, juvenis de truta arco-iris apresentaram maiores
niveis de colesterol plasmaticos quando alimentados com dietas suplementadas com colesterol
em comparagdo aos peixes que nao receberam suplementagdo (DENG et al, 2014). Os
resultados do presente estudo corroboram ainda com o relato de Zhu et al (2018) em juvenis de
linguado, quando alimentados com 1 e 2% de colesterol na dieta.

No presente estudo, houve diminuicdo de triacilglicerdis no plasma com a
suplementagao crescente de colesterol (Tabela 9). Segundo Gurr, Harwood e Frayn (2002), a
diminuicdo de triacilglicer6éis na circulacdo pode estar relacionada a acdo da enzima
lipoproteina lipase, responsavel por clivar moléculas de triacilglicerdis presentes nas
lipoproteinas como quilomicrons, VLDL e LDL. Com a a¢ao da lipoproteina lipase sao gerados
acidos graxos livres, os quais podem ser destinados a produgao de energia (KUMAR et al,
2018). Portanto, sugere-se que a diminuicao de triacilglicerdis no plasma com a suplementagao
crescente de colesterol, observada no presente estudo, bem como relatada na revisao realizada
por Mead e colaboradores (2002), se deva a sua utilizagdo para produgdo de energia ou
armazenamento. Salienta-se que os juvenis de tildpia apresentaram aciimulo crescente de
gordura hepética e visceral (Figura 3) com a suplementacdo crescente de colesterol, mesmo
sendo alimentados com dietas isolipidicas e isoenergéticas. Entretanto, a reducdo de
triacilglicerois no plasma pode ser explicada pela baixa digestibilidade de lipidios e 4cidos
graxos relatada no Capitulo II, quando juvenis de tildpia-do-nilo sdo alimentados com dieta

suplementada com colesterol.
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Tabela 9 - Perfil de colesterol total, triacilglicerdis e lipoproteinas no plasma de juvenis de tilapia-do-
nilo alimentados com doses crescentes de colesterol dietético, por 91 dias, em temperatura subotima de
22°C.

Perfil plasmatico, Suplementacio de colesterol na dieta, % SEM: Valor de
mmol/L 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 P>
Colesterol total 3 6,73 6,03 11,75 17,92 23,93 0,73 <0,001
Triacilgliceréis 4,54 3,67 1,76 2,61 1,57 0,22 0,020
Lipoproteina HDL 1,46 1,50 2,13 1,68 1,98 0,03 0,070
Lipoproteinas nao-
HDL* 5,44 4,17 9,62 16,23 22,22 0,73 <0,001

! Valores expressos em média de trés repetigdes por tratamento (n=9 peixes por tratamento).

2 Erro padrio da média.

3 Colesterol total expressa pela soma das lipoproteinas HDL e nio-HDL.

4Nao-HDL: representa a fracio correspondente ao conjunto formado por lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade intermédia (IDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Os
valores foram calculados por meio da subtracdo do colesterol total do HDL.

3 Para regressdes polinomiais significativas (P < 0,05), as seguintes equacdes foram geradas: colesterol total, y = 24,505x2 —
2,9573x + 6,316 (R?>= 0,98); triacilglicerdis, y = 24,505x> — 2,9573x + 6,316 (R?>= 0,50); lipoproteinas ndo-HDL, y = 24,505x>
—-2,9573x + 6,316 (R*= 0,95).

Por outro lado, o acumulo de colesterol no hepatopancreas pode ter causado disfuncao
hepéatica por meio da inibi¢do da B-oxidacdo de &cidos graxos, conforme ja demonstrado em
tilapia-do-nilo por Li ef al (2023). Sugere-se que este fato pode ter ativado a lipoproteina lipase
circular, clivando as moléculas de triacilglicerois, de forma a suprir uma suposta demanda por
acidos graxos, devido a baixa oxidacao destes no hepatopancreas. Embora este mecanismo de
acao nao tenha sido suficientemente esclarecido em peixes, a diminuicao de triacilglicerois no
plasma ja foi relatada também para juvenis de truta-arco-iris, quando alimentados com dietas
suplementadas com colesterol (DENG et al, 2014).

Como os lipidios sdo pouco soluveis no plasma sanguineo, estes precisam ser
transportados por meio de lipoproteinas. Os juvenis de tilapia-do-nilo apresentaram aumento
linear crescente das lipoproteinas nao-HDL plasmaticas com o consumo de dietas com
suplementagao crescente de colesterol (Tabela 9). As nao-HDL sdo lipoproteinas constituidas
por quilomicrons, VLDL e LDL, ricas em triacilglicerdis e colesterol (LUO, YANG, SONG,
2020). Estas lipoproteinas respondem a homeostase celular de colesterol, fazendo o transporte
deste do hepatopancreas para os diferentes tecidos (ALVES-BEZERRA e COHEN, 2018).
Segundo Yun et a/ (2011), a suplementagdo crescente de colesterol (0 a 1,5%) em dietas para
juvenis de linguado favoreceu o aumento da lipoproteina LDL, principal transportadora de
colesterol no plasma, o que corrobora os resultados encontrados no presente estudo. Um
aumento significativo de LDL no plasma também foi relatado para juvenis de linguado, quando

alimentados com dietas com 1 e 2% de colesterol (ZHU et al, 2018). Portanto, ficou

demonstrado que a suplementagdo crescente com colesterol dietético favoreceu o seu aumento
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linear no corpo e hepatopancreas da tilapia, o que reflete ao teor igualmente crescente das

proteinas ndo-HDL na circulacao.

4.4 ALTERACOES MORFO-HISTOLOGICAS NO HEPATOPANCREAS

A suplementacdo com colesterol promoveu diferentes alteragdes morfologicas no
hepatopancreas dos juvenis de tilapia-do-nilo, indicando limitacdo sobre a capacidade do
organismo lidar com o consumo de dietas com suplementacao crescente de colesterol dietético.
Apo6s 91 dias de alimentacdo, os peixes apresentaram diferenca significativa na congestao dos
sinusoides, que se mostrou significativamente menos intensa nos peixes alimentados com a
dieta 0,75% de colesterol dietético, quando comparado com os tratamentos controle ¢ 0,5%. A
esteatose foi significativamente mais intensa nos peixes alimentados com a dietas 0,5% de
colesterol dietético, em comparagdo aos que receberam a dieta 0,25% e controle (Tabela 10).
Neste caso, a partir de 0,5% de colesterol dietético se mostrou excessiva, causando areas de
acimulo de gordura no hepatopancreas de juvenis de tilapia-do-nilo criados a 22 °C (Figura 4

— A eB).
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Figura 4 - Alteracdes histologicas de tecidos hepaticos em juvenis de tilapia-do nilo alimentados
com doses crescentes de colesterol dietético a 22 °C. Em “A”, tratamento 0% observa-se esteatose
em menor intensidade, (setas), escala 50 pm; Em “B” , tratamento 0,5%, tém-se esteatose em maior
intensidade (setas), barra 50 pm; Em “C” tratamento 0%, observa-se menor intensidade de perda do
nucleo dos hepatocitos (setas), barra 20 pum; Em “D” Tratamento 0,5%, observa-se maior
intensidade de perda do niicleo dos hepatdcitos (setas), barra 20 pm. Coloragdo: H&E.

Entretanto, a perda do nucleo dos hepatdcitos foi significativamente mais intensa nos
peixes alimentados com as dietas 0,5%, 0,75% e 1% de colesterol dietético (Figura 4-C),
quando comparado com os que receberam a dieta 0,25%, ou aos que foram alimentados sem
suplementacdo de colesterol. Estes resultados podem indicar um comprometimento do
funcionamento normal do hepatopancreas quando os peixes sdo alimentados com dietas
suplementadas a partir de 0,5% de colesterol, em temperatura subdtima de 22 °C. Ainda, sdo
limitados os relatos do efeito da suplementacdo de colesterol na morfologia hepatica de peixes,
ainda assim, o presente estudo demonstra possiveis efeitos deletérios da suplementacio

dietética do colesterol principalmente no hepatopancreas dos peixes.
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4.5 RESPOSTAS TRANSCRICIONAIS

Os peixes obtém colesterol por meio da dieta ou da sintese de novo e sua homeostase
¢ alcangada por meio da regulacdo da biossintese, absorcao, transporte, efluxo e esterificagdo,
de forma a evitar a excessiva acumulacdo (LUO, YANG, SONG, 2020).

Sao limitados os trabalhos com a suplementagdo dietética de colesterol em peixes que
avaliam os niveis de transcritos, quando comparados com aqueles que avaliam atividade
proteica ou enzimatica (DENG et al, 2014; ZHU et al, 2018). Este € o primeiro estudo sobre o
efeito da suplementacao de colesterol dietético nos niveis de transcritos de genes envolvidos no
metabolismo de colesterol em juvenis de tilapia-do-nilo criados em temperatura subdtima de
22 °C. Os niveis de transcritos de trés genes-chave relacionados com o metabolismo do
colesterol foram analisados neste estudo: Niemann — Pick Cl-like 1 (NPCILI), 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A redutase (HMGCr) e colesterol 7a-hidroxilase (CYP7A41).

O nivel de transcritos de HMGCr reduziu significativamente com a suplementacao
crescente de colesterol na dieta (Figura 5-B), o que significa que a suplementacdo reduziu o
nivel de transcritos do gene codificante da proteina HMGCr, responsavel pela sintese de
colesterol no hepatopancreas. Resultados similares ja foram relatados para juvenis de linguado
(ZHU et al 2018), bem como em mamiferos (LINN, 1967, SHAPIRO e RODWELL, 1969;
SIPERSTEIN e FAGAN, 1966). Baixos niveis de colesterol dietético suplementar (0,3 a 0,9%)
foram suficientes para reduzir significativamente a atividade da HMGCr, em juvenis de truta-
arco-iris (DENG et al, 2013). Isto sugere que, no presente estudo, a inibi¢ao da sintese de
colesterol - registrada principalmente nas tilapias alimentadas com dietas suplementadas com
0,5%, 0,75% e 1% de colesterol - seja um mecanismo adaptativo para contrapor as altas
concentragdes de colesterol fornecidas na dieta. Esta fato ¢ esperado e resultados semelhantes
foram relatados em estudo recente com juvenis de tilapia-do-nilo criados a 28 °C e alimentados
com dieta suplementada com colesterol, variando de 0,8 a 3,2% (LI et a/, 2023), bem como em
outro estudo com juvenis de truta criados a 14 a 18 °C, quando alimentados com 0,9% de
colesterol (DENG et al, 2014). A inibicao da sintese endogena de colesterol demonstrada neste
estudo a temperatura subotima de 22 °C, se mostra similar aos relatados em outros estudos
conduzidos em temperatura 6tima de crescimento de outras espécies, incluindo a propria tilapia-
do-nilo (DENG et al, 2013; LI et al, 2023; ZHU et al, 2018). Este fato pode estar relacionado
com a eficiéncia na absorcdo de colesterol dietético em peixes alimentados com dietas
suplementadas com fontes sintéticas de colesterol, independentemente da temperatura de

criagdo ou de conforto para a espécie.
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A absor¢do do colesterol ¢ regulada pela proteina NPCI1L1, presente no limen do
intestino (LUO, YANG, SONG, 2020). No presente estudo, observaram-se perfis
aparentemente diferentes em niveis de transcritos de NPCILI, mas sem diferenga estatistica
(Figura 5-A). Diferentemente do presente estudo, outros estudos conseguiram detectar
alterag¢des nos niveis de transcritos de NPCILI. Houve reducdo da expressao da NPCILI em
juvenis de Takifugu rubripes e juvenis de salmdo do Atlantico quando alimentados com dietas
contendo 1% e 1,5% de colesterol, respetivamente (SONG et al, 2023; KORTNER et al, 2014).
Nesses estudos, a redu¢do na expressao da NPCILI, pode estar relacionada a uma resposta
regulatdria tipica dos peixes de forma a reduzir a absorcao do colesterol, com vista a prevenir
uma influéncia potencialmente negativa de excesso de colesterol.

Uma resposta ao excesso de colesterol nos hepatocitos ¢ a degradacao deste pela
proteina CYP7A1 para a sintese de acidos biliares, importantes na digestdo de lipidios. Neste
estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre niveis de transcritos da CYP7A41

(Figura 5-C).
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Figura 5 - Niveis de transcritos dos genes (A) NPCIL1, (B) HMGCr e (C) CYP7A1, relacionados a
absorcao, sintese e degradacdo de colesterol, respectivamente, em juvenis de tilapia-do-nilo, quando
alimentados com niveis crescentes de colesterol e criados em temperatura subdtima de 22 °C. Valores
expressos em média de seis repetigdes por tratamento (n=12).
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Em outro estudo, foi possivel detectar diferengas estatisticas para niveis de transcritos
da CYP7A41, conforme relatado por Zhu et a/ (2018). Nesse estudo, realizado em temperatura
Otima de crescimento para juvenis de linguado, a suplementagdo de 1 e 2% de colesterol
dietético favoreceu a degradacao de colesterol no hepatopancreas (P < 0,05). Ainda, em outro
estudo, juvenis de tildpia-do-nilo criadas a 28 °C, apresentaram acumulo significativo de
colesterol e de sais biliares no hepatopancreas bem como aumento dos niveis de transcritos da
CYP7A1, quando alimentados com dietas suplementadas com e alimentados com 1,6% de
colesterol dietético (LI er al, 2023). Ainda nesse estudo, os juvenis que receberam a

suplementa¢do apresentaram maior conteido de colesterol nas vesiculas biliares e fezes,
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quando comparados aqueles alimentados com dieta sem suplementagdo. Entretanto, salienta-se
que no estudo de Li e colaboradores (2023) foram ofertadas dietas contendo 1,6% a 3,2% de
colesterol, doses superiores a0 maximo utilizado no presente estudo.

Os resultados do presente estudo sugerem que a inibi¢do da sintese de colesterol no
hepatopancreas pode ter contribuido para a sua homeostase nos hepatocitos, frente a
suplementagdo de doses crescentes de colesterol dietético. Entretanto, mais trabalhos visando
esclarecer os mecanismos metabolicos de modulacio do colesterol, principalmente em

condicdes de temperatura subdtima de 22 °C para tilapias-do-nilo, se tornam necessarios.

5 CONCLUSOES

A suplementac¢do de colesterol dietético em juvenis de tilapia - criados em temperatura
de 22 °C - refletiu no seu acumulo crescente no hepatopancreas e plasma. A suplementagao
favoreceu ainda o aumento de lipidio no hepatopancreas e diminui¢do no plasma, o que
corrobora com o aumento crescente da gordura visceral e hepatica, além das alteracdes
morfoldgicas observadas no hepatopancreas. O aumento da intensidade de esteatose no
hepatopancreas e a perda de nicleos dos hepatdcitos sugere efeito direto da suplementagao no
acimulo de gordura nos peixes. A suplementagdo crescente nao afetou a absor¢ao e degradagao
de colesterol pelos peixes, mas contribuiu para alteracdes metabolicas importantes. Houve
reducgdo da sintese de colesterol no hepatopancreas, favorecendo principalmente o acumulo de
gordura e dano hepatico, o que pode afetar o funcionamento normal deste tecido e bem-estar
dos peixes. Sugere-se, desta forma, que a suplementagdo dietética de colesterol ndo ultrapasse

0,5%, para tilapias criadas em condigdes de temperatura subdtima de 22 °C.
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CONCLUSOES GERAIS

Este é o primeiro estudo sobre a suplementagdo dietética com colesterol para juvenis
de tilapia-do-nilo criados em temperatura sub6tima de 22 °C.

A suplementagdo dietética com colesterol em dietas para juvenis de tilapias-do-nilo
criados em temperatura de 22 °C, mostrou-se importante para elucidar o seu efeito no
desempenho, digestibilidade de nutrientes, histologia e aspectos do metabolismo. Dentre os
efeitos positivos, pode se destacar a ndo reducao do crescimento com a suplementagdo. Destaca-
se o efeito negativo da suplementacdo de colesterol sobre a digestibilidade da proteina bruta,
extrato etéreo, e acidos graxos, em juvenis de tildpia-do-nilo criados a 22 °C.

Este estudo, demonstrou que em condigdes de temperatura baixa as propriedades dos
lipidios dietéticos como: temperatura de fusdo, comprimento da cadeia acil e grau de
insaturacao sao determinantes na digestibilidade de nutrientes e efici€éncia alimentar.

As alteracdes morfologicas no hepatopancreas demonstradas no presente estudo,
contribuem com resultados importantes sobre possivel limite na capacidade dos peixes de lidar
com o consumo de colesterol dietético, a partir de 0,5%.

Em relacdao a expressdo de genes, este estudo demostrou que a suplementacdo com
colesterol influencia a homeostase celular de colesterol, reduzindo a sintese de colesterol.

Mais estudos com juvenis de tilapia-do-nilo em temperatura subotima de 22 °C, com
dietas contendo doses de colesterol dietético inferiores as testadas no presente estudo, sao
necessarios para elucidar sua importancia no desempenho das tilapias. Ainda, estudos com
diferentes relacdes de colesterol: LC-PUFA, sdo interessantes para a elucidagdo o possivel
efeito deste esterol no crescimento da tilapia-do-nilo em temperatura abaixo do seu conforto

térmico, sem comprometer o metabolismo e bem-estar da espécie.
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