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Introducao

1. Sintese e fun¢do dos &cidos graxos

Os lipidios sdo moléculas agrupadas pelo seu carater insoltvel em &gua, uma
vez que apresentam caracteristicas quimicas, fisicas e funcionais muito distintas entre
as classes. Com base nesta caracteristica, sdo classificados em lipidios neutros
(conhecidos como lipidios de armazenamento), por exemplo os triacilglicerois, ceras e
pigmentos, ou em lipidios polares (também chamados de lipidios estruturais), como 0s
esfingolipidios e fosfolipidios, os quais podem, respectivamente, atuar tanto como
reserva energética e isolante térmico, quanto como componentes de membranas
celulares e precursores de hormonios e vitaminas (Sargent et al., 2002; Nelson e Cox,
2019).

A maioria dos lipidios s@o ésteres de acidos graxos (FAs, do inglés fatty acids)
com alcoois, formados por cadeias de hidrocarboneto contendo de 4 a 36 4&tomos de
carbono (C), sendo encontrados preferencialmente entre 16 e 22C em eucariotos
multicelulares. Essas moléculas apresentam em uma de suas extremidades um grupo
carboxila (-COOH) e, de acordo com a presenca de duplas ligagdes (insaturacdes) ao
longo da cadeia, podem ser classificados em: &cidos graxos saturados (SFAs, do
inglés saturated fatty acids), que sdo FAs que ndo apresentam insaturacGes em suas
cadeias carbonicas; monoinsaturados (MUFAs, do inglés monounsaturated fatty
acids) que apresentam apenas uma insaturacéo; e polinsaturados (PUFAs, do inglés
polyunsaturated fatty acids) que possuem duas ou mais insaturacdes (Tocher, 2003a;
Yaqoob, 2004; Nelson e Cox, 2019).

Além disso, PUFAs com mais de 18C também podem ser chamados de
PUFAs de cadeia longa (LC-PUFAs, do inglés long-chain polyunsaturated fatty
acids), como é o caso do ARA (acido araquidénico, C20:4n6), EPA (&cido
eicosapentaenoico, C20:5n3) e DHA (&cido docosahexaenoico, C22:6n3) (Tocher,
2003a). Os LC-PUFAs apresentam um relevante papel para a manutencdo da
homeostase, uma vez que atuam na estrutura e fluidez das membranas celulares,
sendo importante no funcionamento cerebral, salude cardiovascular, crescimento,
reproducdo e sistema imunolégico (Yagoob, 2004; Brenna et al., 2009; Arts e Kohler,
2009; Simopoulos, 2011).



Todos os organismos apresentam a capacidade de realizar a sintese de novo de
FAs originando um SFA, como o acido palmitico (C16:0), a partir da acetilcoenzima
A (acetil-coA). Desta forma, pode-se dizer que a biossintese de FA é catalisada
através de 2 sistemas enzimaticos citosolicos: a acetil-coA carboxilase, que é capaz de
transportar o acetil-coA presente na mitocondria para o citosol na forma de citrato; e a
acido graxo-sintase (FAS, do inglés fatty acid synthase), um complexo
multienzimatico responsavel pela sintese de FA a partir de moléculas de acetil-coA,
sendo sua principal fonte de carbono (Nelson e Cox, 2019).

Apbs a sintese do acido palmitico, pode haver a insercdo de uma dupla ligacéo
nessa molécula por meio da acdo de enzimas dessaturases (FAD, do inglés fatty acid
desaturase) originando um MUFA, o C16:1n7 (&cido palmitoleico). Por outro lado, o
acido palmitico também pode sofrer a acdo de enzimas elongases (ELOVL) sendo
elongado por meio da adicdo de 2 4tomos de carbonos (acetil-coA) dando origem ao
acido estearico (C18:0), o qual posteriormente pode ser dessaturado, originando um
MUFA, como o &cido oleico (C18:1n9) (Tocher, 2003a; Yagoob, 2004; Nelson e Cox,
2019).

No entanto, PUFAs, como o C18:2n6 (&cido linoleico) e o0 C18:3n3 (&cido a-
linolénico), ndo podem ser sintetizados por animais devido a auséncia das enzimas
delta (A) 12 e 15 FAD, que bioconvertem o C18:1n9 nesses FAs. Neste sentido, tanto
0 C18:2n6 quanto o C18:3n3 sdo classificados como FAs essenciais para a maioria
dos animais, e devido a sua importancia como precursor de LC-PUFAs (os FAs
fisiologicamente ativos) devem ser obtidos através da dieta (Sargent et al., 2002;
Tocher, 2010).

Uma vez ingeridos, os FAs C18:3n3 e 0 C18:2n6 podem sofrer a acdo de
enzimas dessaturases, como a A6 € a A5 FAD, e ELOVL 5, sendo bioconvertidos em
EPA e ARA, respectivamente. O EPA, por sua vez, pode ainda ser elongado e
dessaturado originando o DHA (Figura 1) (Sargent et al., 2002; Tocher, 2003a; 2010;
Tocher, 2015; Nelson e Cox, 2019). Adicionalmente, vias paralelas utilizando outras
dessaturases, como a A8 ¢ a A4 FAD, podem também estar envolvidas nesse processo
(Figura 1) (Park et al., 2009; Fonseca-Madrigal et al., 2014).
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Figura 1. Processo de bioconversdo dos PUFAs C18 (C18:2n6 e C18:3n3) ingeridos através da dieta,
uma vez que ndo sdo sintetizados pelos animais, sob a acdo das elongases (ELOVL 2, 4 e 5) e
dessaturases (A4, 5, 6 ¢ 8 FAD — fatty acid desaturase) em LC-PUFAs. Fonte: Tocher (2015),
adaptado.

Geralmente, espécies de peixes de dgua doce e salmonideos apresentam uma
maior capacidade de bioconversdo de PUFAs C18 em seus derivados LC-PUFA
quando comparados com a maioria das espécies marinhas (Zheng et al., 20009;
Turchini et al., 2009; Tocher, 2010; Fonseca-Madrigal et al., 2014; Monroig et al.,
2022). Esta caracteristica provavelmente se deu pelo fato de animais de agua doce
viverem em um ambiente com uma maior pressdo seletiva, pois a base da cadeia
tréfica dos ambientes aquaticos dulcicolas € rica em PUFA C18. Por outro lado, no
ambiente marinho, a base da cadeia trofica apresenta algas ricas principalmente em
EPA e DHA, apresentando, portanto, uma menor pressao seletiva para reterem a
habilidade endogena de producdo de LC-PUFAs (Tocher, 2010; Carmona-
Antofianzas, 2013; Castro et al., 2016; Monroig et al., 2022). Além disso, o nivel
trofico e a diadromia tem sido sugerido como potenciais moduladores da extensdo da
capacidade de elongacéo e dessaturagdo em teledsteos (Castro et al., 2016).

O padrdo apresentado de producédo de LC-PUFA a partir de PUFA C18 faz uso
das mesmas enzimas dessaturases e elongases que atuam em ambas as séries n3 e n6,
com uma preferéncia por n3 (Senadheera et al., 2011; Thanuthong et al., 2011; Teoh e
Ng, 2016; Xie et al., 2018). Um estudo com cobia (Rachyncentron canadum)
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demonstrou que por mais que a expressdo da elovl tenha se mostrado igualmente ativa
em ambos os substratos, a A6 fad demonstrou preferéncia pelo substrato n3, alem de
ser mais expressa no cérebro do que nos outros tecidos, sugerindo um papel
importante do DHA nas funcdes cerebrais (Zheng et al., 2009). Além disso, diante do
excesso de dmega 3, pode ser observado a inibicdo ou até mesmo o bloqueio da
transcricdo da A6 fad, impedindo a dessaturacdo dos PUFA n6 (Senadheera et al.,
2011; Thanuthong et al., 2011). Neste sentido, esta preferéncia pode ser justificada
através da pressdo seletiva causada frente & importancia de LC-PUFA n3, como o
EPA e DHA nestes animais, resultando em enzimas com maior atividade em relacao
aos substratos da série n6 (Zheng et al., 2009).

Deste modo, a composicdo de FA presente na dieta somada a habilidade dos
animais em bioconverter os PUFAs C18, pode ser um determinante no perfil de FA
presente nos tecidos e, assim influenciar as respostas fisiologicas dependentes dessas
biomoléculas (Martino et al, 2002; Calder, 2008; Gongalves et al., 2012).

2. FAs e o sistema imune

Entre as funcdes dos LC-PUFASs esta a sua participacdo nas respostas imunes.
Diversos estudos na literatura vém demonstrando que a composicdo de PUFAS na
dieta de tele6steos pode influenciar a imunidade n&do-especifica desses animais
(Montero et al., 2008; Holen et al., 2015; Chen et al., 2016; Cornet et al., 2018;
Sissener et al., 2020; Magalhdes et al., 2021). Isto se da uma vez que o EPA, o DHA e
0 ARA sdo capazes de atuar como precursores de eicosanoides, como por exemplo
leucotrienos (LT), prostaglandinas (PG), tromboxanos e resolvinas (Yagoob, 2004;
Calder, 2008; Yang et al., 2014; Nelson e Cox, 2019), podendo interferir na
fagocitose, atividade da lisozima sérica e expressdo de genes relacionados ao sistema
imune (Xu et al., 2010; Kiron et al., 2011; Sun et al., 2011).

Esses FAs estdo presentes nos fosfolipidios de membrana, os quais sob um
estimulo adverso, como a presenga de patdgenos ou injurias, podem ser clivados
através da acédo da fosfolipase A2, que age na posigdo sn-2 dos fosfolipidios. Uma vez
que 0 ARA ou o EPA sdo liberados dos fosfolipidios, eles sofrem a acdo de enzimas
lipoxigenases (LOX), produzindo os LT, ou de enzimas ciclooxigenases (COX),
originando as PG e tromboxanos (Araujo et al., 2019; Nelson e Cox, 2019). A enzima
COX é conhecida por apresentar duas isoformas, a COX 1, que € considerada uma

enzima constitutiva, pois esta sempre operante no organismo, liberando mediadores
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que atuam em processos fisioldgicos diversos; e a COX 2, que é uma enzima indutiva,
ativada apenas durante o processo inflamatorio (Nelson e Cox, 2019). Vale ressaltar
que, tanto a COX 1 quanto a 2 podem atuar sobre o ARA e o EPA (Figura 2) (Calder,
2006; Nelson e Cox, 2019). Desta forma, ap6s a acdo da COX sobre o substrato ARA,
por exemplo, sdo produzidas PGs da série E2 (PGE2), a qual apresenta de forma
geral, uma acdo pré-inflamatoria. Por outro lado, a atuacdo da COX sobre o substrato
EPA, produz PGE3, conhecida por sua agdo anti-inflamatoria (Bagga et al., 2003;
Calder, 2009; Pettersen et al., 2012; Yang et al., 2014) (Figura 2).

LC-PUFA

ﬁ FOSFOLIPIDIOS DE MEMBRANA

f FOSFOLIPASE A2 }N

CoxX1 COX2 cox1 COX2

Pro-inflamatorio Anti-inflamataério

Figura 2. Processo de sintese de eicosanoides, mais especificamente da prostaglandina E2 (PGE2) e E3

(PGE3), apés a clivagem dos fosfolipidios de membranas induzida por um estimulo adverso.

Ja foi observado que dietas com maiores quantidades de C18:3n3 foram
capazes de modular o sistema imune de juvenis de tilapias-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), aumentando a atividade anti-inflamatoria desses animais, por meio da
diminuicdo da producdo de citocinas pro-inflamatdrias nos macrofagos, menor
producdo de eicosanoides e reducdo da producdo de 6xido nitrico apds estimulo
bacteriano (Chen et al., 2016). Além disso, foi documentado que dietas ricas em DHA
ou EPA, quando associada ao cadmio, apresentaram diferentes resultados na truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), uma vez que no grupo alimentado com uma maior

qguantidade de DHA foi observado uma maior expressdo de genes que codificam



citocinas pré-inflamatorias, enquanto no grupo alimentado com a dieta rica em EPA
foi observado uma maior expressdo de genes que codificam citocinas anti-
inflamatorias (Cornet et al., 2018).

Adicionalmente, rgdos como o timo, bago e rim sdo importantes no processo
imunologico e parecem ser influenciados pelo perfil de LC-PUFAs presente na dieta
(Zapata et al., 2006; Bjorgen ¢ Koppang, 2021). Foram observadas alteragdes na
secrecdo de PG nas células do rim de salméo-do-Atlantico (Salmo salar) ao serem
expostas ao EPA, DHA e ARA ou apenas um desses LC-PUFAs, resultando na
reducdo da secrecdo de PGE2 quando expostas somente ao ARA ou DHA, e aumento
guando expostas a combinacdo de ARA e EPA (Holen et al., 2015).

O intestino também tem sido alvo de diversas pesquisas quando se trata de
impacto da alimentagdo ou ingestdo de contaminantes na imunidade dos peixes, uma
vez que esta intimamente associado ao tecido linfatico (Rauta et al., 2012; Salinas et
al., 2015; Bjergen e Koppang, 2021). Neste sentido, foi observado que,
principalmente a segunda e a terceira por¢do do intestino apresentam antigenos, o0s
quais podem ser transportados tanto para o sistema imunolégico local quanto
sisttmico (Harstad et al., 2008; Roumbout et al., 2011). Neste sentido, achados na
literatura mostram que a substitui¢do da farinha de peixe (rica em LC-PUFA da série
n3) pela farinha de soja (rico em PUFA C18 da série n6, como o C18:2n6), por
exemplo, foi capaz de desencadear uma inflamagédo na porcao distal do intestino do
salmao-do-Atlantico (S. salar), sendo agravada quando a mesma alimentacdo foi
estendida por 4 meses (Uran et al., 2008a). No entanto, é importante destacar que a
gravidade da inflamacdo depende da espécie estudada, visto que a carpa comum
(Cyprinus carpio), quando alimentada com dieta rica em C18:2n6, desenvolveu um
qguadro de enterite apenas até a quarta semana de experimento, dando inicio a um

processo de recuperacgdo da inflamag&o apos a quinta semana (Uran et al., 2008b).

3. Justificativa e problematica

O lambari-do-rabo-vermelho (Psalidodon aff. fasciatus, Cuvier, 1819)
previamente nomeado de Astyanax aff. fasciatus foi revisado e reintroduzido como
pertencente ao género Psalidodon (Téran et al., 2020). Esta geograficamente
distribuido desde o Sul do México até o rio da Prata (de Carvalho et al., 2009), sendo
comumente encontrado nos rios do Estado de S&o Paulo. S&o peixes de pequeno porte

(Teran et al., 2020), muito ativos, inclusive realizam curtas migrac6es reprodutivas



(Arcifa et al., 1991) e sdo bem conhecidos por sua habilidade em habitar diferentes
ambientes (rios, riachos, lagos e reservatorios) com diferentes niveis de preservacao,
incluindo os altamente poluidos (Alonso et al., 2019). Esta espécie tem uma dieta
generalista e oportunista, tendo alta habilidade para mudar de presa em resposta as
mudancas ambientais (Casatti et al. 2000; Wolff et al., 2009). Adicionalmente,
servem de alimento as espécies carnivoras, além de atuarem como dispersores de
sementes, desempenhando assim, um importante elo na cadeia alimentar (Esteves,
1996; Gealh e Hahn, 1998; Vilella et al., 2002).

No entanto, ndo ha informacdo na literatura sobre a capacidade de elongacdo e
dessaturacdo de P. fasciatus, contudo por ser um animal onivoro e de agua doce
acredita-se que a espécie apresente habilidade de bioconverter FAs. Estudos recentes
realizados em reservatorios eutroficos com P. fasciatus, tem evidenciado uma alta
porcentagem de EPA e DHA em seus tecidos, incluindo nos fosfolipidios, mesmo
com a base da cadeia trofica sendo dominada por cianobactérias, algas ricas em
C18:3n3 e, principalmente, C18:2n6. Neste sentido, 0s autores sugeriram que iSSO
pode ser decorrente de bioconvers@es realizadas ao longo da cadeia trofica e/ou da
prépria capacidade de dessaturacdo e elongacdo de P. fasciatus em bioconverter 0s
PUFA C18 em LC-PUFA e retencdo destes FAs (Gomes et al., 2016; 2021).

Deste modo, sabendo que as exigéncias de FAs entre teledsteos sdo diferentes,
entender o processo de dessaturacdo e elongacdo de PUFAs C18 em LC-PUFAs,
assim como sua possivel influencia na producdo de eicosanoides, e
consequentemente, na resposta imune basal de P. fasciatus se faz necessaria,
contribuindo para o conhecimento desta area tdo pouco explorada, bem como para o
entendimento das respostas fisiologicas desses animais.

Considerando o que foi apresentado, as principais hipdteses deste trabalho séo:
1) Os animais apresentardo a capacidade de modificar a composi¢édo do perfil de FA,
seja através da bioconversdo bioquimica ou pela retencdo de FAs especificos; 2) Os
animais alimentados com altas porcentagens de PUFAs C18 (C18:2n6 e C18:3n3)
apresentardo uma maior expressao génica das enzimas A6 fad e elovl 5 e 2 quando
comparados aos animais alimentados com altas porcentagens de LC-PUFASs, como
EPA, DHA e ARA; 3) As enzimas dessaturases apresentardo uma maior afinidade em
bioconverter PUFAs C18 n3 em seus derivados ao inves de PUFAs C18 n6,
aumentando a porcentagem de EPA e DHA nos tecidos devido a competicdo e
afinidade especifica entre os substratos; 4) Por fim, nossa previsdo é que animais com



maior porcentagem de FA n6 nos tecidos apresentardo maior producdo de PGEZ2,

resultando em uma maior resposta imune ndo-especifica.



Objetivos

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a capacidade de P. fascatus
em elongar e dessaturar PUFAs C18, como o C18:2n6 e C18:3n3, em LC-PUFAs,
além de investigar se o resultado da bioconversao seréa capaz de influenciar a resposta

imune ndo-especifica basal destes animais.

1. Objetivos especificos

- Comparar o perfil de FAs teciduais dos animais em relacdo as diferentes
dietas analisadas;

- Avaliar a capacidade hepatica de P. fasciatus em bioconverter, através de
enzimas elongases e desaturases, as moléculas de PUFA C18 em LC-PUFA;

- Investigar se ha preferéncia no acimulo e bioconversao de FAs n3 quando ha
excesso de PUFAS da série n6;

- Avaliar o efeito das dietas em relacdo a resposta imune ndo-especifica basal
através da sua influéncia na expressdo de genes imunes no rim, producédo de PGE2 do

figado e atividade da superdxido dismutase do intestino.
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Materiais e Métodos

1. Dietas experimentais

A producdo da base das dietas experimentais foi realizada no Laboratério de
Nutricdo de Peixes localizado no Departamento de Zootecnia da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” da USP, sob orientacdo do Prof./Dr. José Eurico
Possebon Cyrino. Essa dieta (Tabela 1) foi produzida com baixo contetdo lipidico,
utilizando a farinha de peixe desengordurada através de uma série de lavagens com
hexano para remocéo da gordura (restando apenas 3,5 % de lipidio mensurado atraves
de analises gravimétricas). Posteriormente, pellets extrusados foram produzidos e
secos em estufas de circulacdo de ar forgcada no Instituto de Pesca localizado em Sao

José do Rio Preto- SP, sob a orientacéo do Dr. Giovani Sampaio Gongalves.

Tabela 1. Composi¢do da dieta base utilizada no experimento.

Ingredientes (%)
Farinha de peixe 2 56,0
Tapioca ® 9,6
Hemoglobina © 6,0
Farinha de trigo ¢ 14,0
Premix Min. Vit. ¢ 2,8
Stay Cf 1,0
Taurina ¢ 0,5
Benzoato de Sodio 0,1
BHT' 0,1

2 Farinha de peixe (desengordurada por extracdo 3 x hexano); € Vitamina e mineral premix (IU kg—1 ou
g/kg de premix): vitamina A, 2.5MIU; vitamina D3, 0.25 MIU; vitamina E, 16.7 g; vitamina K3, 1.7 g;
vitamina B1, 2.5 g; vitamina B2, 4.2 g; vitamina B3, 25 g; vitamina B5, 8.3; vitamina B6, 2.0 g;
vitamina B9, 0.8; vitamina B12, 0.005 g; biotina, 0.17 g; vitamina C, 75 g; colina, 166.7 g; inositol,
58.3 g; etoxiquina, 20.8 g; cobre, 2.5 g; ferro ferroso, 10.0 g; magnésio, 16.6 g; manganés, 15.0 g;

zinco, 25.0 g; @bed.e o0 Nutricon Ltda-Me, Sdo Paulo, Brasil.

As dietas experimentais foram preparadas utilizando a dieta base com adigédo
de 6leos variados (Tabela 2), por infusdo a vacuo, para obtencdo de diferentes perfis
de PUFAs C18 e LC-PUFAs (Tabela 3), sendo todas consideradas isolipidicas. A

guantidade de 6leo utilizada em cada dieta esta apresentada no Anexo 1.
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Tabela 2. Perfil de acidos graxos (%) da racdo base e dos 6leos adicionados (Média + Desvio Padréo

da Média).

FA (%) Ragéo base Soja Linhaca EPA DHA ARA Coco
C15:0 0,7+0,06 - - - - - -
C17:.0 0,6 £0,10 - - - - - -

Y OFA 1,3+0,15 - - - - - -
C12:0 - - - - - - 57,4 +3,71
C14:0 4,9+ 0,62 - - - 1,9+0,10 - 21,7+0,71
C16:0 24,0 £ 0,62 119+0,04 6,0+£0,04 0,7%0,02 3,1+£0,10 6,8 + 0,02 9,3+1,42
C18:0 55+1,14 42+004 35%0,16 2,5+0,06 - 83+144 31+0,86
C20:0 - - - - - 0,7+0,24 -
C22:0 - 0,6 £0,03 - - - 1,1+0,57 -

X SFA 34,4 £0,89 16,7+0,04 9,5+0,19 3,2+0,07 50+£0,19 168+223 915%0,72
C16:1n7 8,1+0,73 - - - 2,1+0,09 - -
C18:1n9 17,0+ 0,97 240+0,17 205+044 85%0,10 16+0,07 10,7+0,17 560,99
C18:1n7 3,0+£0,15 1,6 £0,01 0,7+003 34003 060,05 - -

Y MUFA 28,0+ 0,78 25,7+0,17 212+047 136+0,16 43+020 10,7+0,17 560,99
C18:3n3 1,1+0,04 54+0,13 536+071 1,1+0,01 - - -
C18:4n3 0,8 £0,07 - - 3,2+0,02 1,0£0,03 - -
C18:2n6 10,9+0,35 52,2+0,08 157+0,06 1,4+0,00 - 185+124 2,4+0,22
C18:3n6 - - - 0,6 £0,00 - 2,6 +£0,33 -
C20:4n3 - - - 1,9+£0,02 0,8 +0,02 - -
C20:5n3 9,4+0,88 - - 55,1+0,25 13,9+0,13 - -
C22:5n3 - - - 0,7+1,27 - - -
C22:6n3 10,0+ 1,61 - - 13,3+0,08 652+037 0,7%1,25 -
C20:2n6 - - - - - - -
C20:3n6 - - - - - 1,4+0,02 -
C20:4n6 2,5+0,13 - - 310,05 09+0,07 488+285 -
C22:2n6 - - - 1,4 +£0,02 1,4+0,02 - -
C22:4n6 - - - - 1,8 +0,08 - -
C22:5n6 1,7+0,16 - - 15+£129 58+0,03 0,5+0,79 -

Y PUFA 36,4+ 1,68 576+021 693+067 832+023 90,8+040 725+24 241022

Y~ PUFA n3 21,3+£1,40 54+0,13 536+071 754+134 809+£031 0,7+£1,25 -
Y PUFA né6 15,1+0,34 52,2+0,08 157+0,06 78+133 99+0,16 71,7+365 24+022

SFA - acido graxo saturado; MUFA - 4&cido graxo monoinsaturado; PUFA - &cido graxo

polinsaturado; n3 — série 6mega 3; n6 — série 6mega 6; C18 — PUFAs com 18 carbonos.

A dieta Controle foi adicionado apenas 6leo de coco (marca COPRA, rico em
SFA, principalmente C12:0 e C14:0), apresentando uma quantidade reduzida de
PUFA (Tabela 3). As demais dietas (LIN 1, LIN 2 e LIN 3) representam, em ordem
crescente, um gradiente de C18:2n6, a partir da inclusdo de diferentes propor¢oes de
6leo de soja (SOYA, rico em C18:2n6) e 6leo de linhaca dourada (PAZZE, rico em
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C18:3n3). Desta forma, a dieta LIN 1 apresentou a razdo C18:3n3/C18:2n6 igual a 0,9
+ 0,04, LIN 2 igual a 0,5 + 0,07 e LIN 3 igual a 0,4 £ 0,03 (Tabela 3). E por fim,
temos a dieta LC-PUFA, denominada assim devido a sua alta porcentagem de LC-
PUFA, a partir da inclusdo de 6&leos concentrados de EPA (Phosphotech
Laboratories)), DHA (CRODA™) e ARA (Jangsu Tiankai Biotechnology),
apresentando baixas porcentagens dos precursores C18 (Tabela 3). Vale ressaltar que
a base de todas as dietas foi o Oleo de coco, a fim de manté-las isolipidicas e
minimizar a inclusdo de PUFAs C18.

Tabela 3. Perfil de &cidos graxos (%) das dietas utilizadas no experimento (Média + Desvio Padréo da
Média).

FA (%) Controle LIN1 LIN 2 LIN3 LC-PUFA
C12:0 431+2,76 152+123 162%+206 12,3+0,71 12,6 £ 0,97
C14:0 16,5+0,20 6,1+0,22 6,9+0,41 5,4+0,15 5,8+0,55
C16:0 153+09 145+031 169+208 16,2+0,75 14,4 +241
C18:0 4,7+0,34 50%0,10 54+0,54 51+0,31 51+0,26
X SFA 79,7+161 409+181 454+034 39,0+0,98 37,8+1,14

C16:1n7 2,3+0,26 2,5%+0,04 3,0+0,59 2,7+0,31 3,2+0,45

C18:1n9 104+106 181+049 176018 18,1+0,17 11,9+0,70

C18:1n7 1,3+0,12 1,6 £0,02 1,9+0,28 19+014 2,4+0,23

C20:1n9 - 0,5+0,00 0,6 £0,09 0,6 +0,05 1,0+0,07

X MUFA 139+144 228+045 231+114 233034 185+131

C18:3n3 - 14,8 + 1,00 8,2+1,63 9,0+0,67 0,7+0,06

C18:4n3 - - - - 0,8+0,10

C18:2n6 11+041 16,0+055 175+104 230+151 7,2+0,96

C20:5n3 1,7+0,27 1,9+ 0,06 2,0+0,44 2,0+0,32 14,3+1,23

C22:6n3 2,3+0,31 28+0,17 29+0,7 3,0+£0,52 15,0+0,89

C20:2n6 0,6 £0,04 - - - -

C20:4n6 0,7+0,06 0,7+0,05 0,8+0,24 0,8+0,13 38+115

C22:5n6 - - - - 1,9+0,10

X PUFA 6,4 +0,31 363+137 315+136 37,8+120 43,8 + 2,45

X PUFA n3 4,0+0,57 196+0,87 13,1+055 140+0,83 30,8 £2,17
X PUFA né6 2,4 £0,40 16,8+050 184+081 238+138 12,9+0,28
n3/n6 1,7+ 0,47 1,2+£0,02 0,7+0,01 0,6 £ 0,06 24+0,12

C18:3n3/C18:2n6 - 09+004 05007 040,03 0,1+0,00
SFA - acido graxo saturado; MUFA - &cido graxo monoinsaturado; PUFA - é&cido graxo

polinsaturado; n3 — série dmega 3; N6 — série dmega 6; n3/n6 — razdo entre PUFAS da série n3 e n6;
C18 — PUFA com 18 carbonos.
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Por fim, como forma de verificar se as porcentagens de lipidios totais das
dietas experimentais se mantiveram, foi realizada a analise gravimétrica das ragdes
apos a inclusdo dos dleos, se mantendo dentro de uma faixa de aproximadamente
7,8% a 10%, como utilizado em dietas comerciais e experimentais para o teledsteo do

género Astyanax (Gongalves et al., 2014).

2. Delineamento experimental

As préticas experimentais aqui descritas foram desenvolvidas conforme
aprovacdo do Comité de Etica Animal da Universidade de S&o Paulo pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais — IBUSP (n° 367/2020). O experimento foi conduzido na
Piscicultura da Barragem de Ponte Nova do DAEE (Departamento de Aguas e
Energia Elétrica), localizada no municipio de Salesopolis, Sdo Paulo, durante o verdo
(fevereiro/marco).

A fim de evitar a influéncia da mobilizacdo gonadal de FA que ocorre nas
fémeas durante o periodo reprodutivo (Gongalves et al., 2014), machos adultos de P.
fasciatus, produzidos na prépria Piscicultura mencionada acima, foram utilizados no
experimento.

Durante o experimento, os animais foram mantidos em tanques rede de 1 m*
com malha de 1 mm, instalados dentro de um tanque de concreto de 300 m, sendo
cobertos com uma malha para evitar a predagdo. 300 peixes (9,6 = 2,17 g) foram
distribuidos aleatoriamente em 5 grupos experimentais em triplicata (15 tanques,
sendo 20 animais por tanque), totalizando uma densidade de estocagem de 0,193 +
0,01 kg/m>. Os animais foram mantidos nessa condi¢do por 2 semanas para um ajuste
pré-experimental, sendo alimentados com dieta comercial (SUPRA Acqua Line;
Anexo II). Posteriormente, os animais foram alimentados 2x ao dia (as 9h e as 15h)
por 8 semanas com as dietas experimentais descritas anteriormente (Figura 3). A
quantidade de racéo fornecida foi de 1 % da massa corporea média encontrada nos
tanques e o excesso de alimento foi retirado a fim de ndo comprometer a qualidade da

agua.
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8 semanas

Figura 3. Descricdo esquematica do desenho experimental proposto.

Parametros da qualidade da agua como oxigénio dissolvido (manha: 6,52 +
0,44; tarde: 6,97 + 0,78 mg/L) e temperatura (manha; 26,46 + 1,34; tarde: 27,73 +
1,19°C) foram mensurados diariamente através de um medidor multipardmetros.
Também foram mensurados o pH da &gua diariamente (7,40 + 1,12) e, 3 vezes por
semana, o nitrato e a amonia (0 ppm durante todo o periodo do experimento) atraves

de kits especificos para analise de dgua (Labcon),

3. Amostragem

No inicio (n = 10) e no final do experimento (n =8 por tanque), 0s animais
foram anestesiados com 0,1 g/L* de benzocaina previamente solubilizada em 10 mL
de etanol e os dados biométricos como massa corporea total (MC), comprimento total
(Ct) e massa das visceras e do figado (para obten¢do dos indices viscerossomatico -
IVS - e hepatossomético - IHS; massa do tecido / massa corporea x 100) foram
mensurados. Em seguida, os animais foram eutanasiados por overdose de anestésico
e dissecados para a coleta de amostras biol6gicas, como: 1) Mdasculo: Tecido
envolvido no metabolismo lipidico, onde comumente ocorre acimulo de lipidios,
podendo, em sua maioria, refletir o perfil de FA da dieta (Gongalves et al., 2012); 2)
Figado: relacionado ao metabolismo de lipidio, incluindo FA, e as respostas imunes,

uma vez que alguns LC-PUFAs presentes nos fosfolipidios de membrana sao
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considerados precursores de eicosanoides (Nelson e Cox, 2019); 3) Rim: Principal
orgao envolvido na resposta imunologica de peixes (assim como o baco, que €
extremamente pequeno na espécie em estudo, por isso ndo foi coletado) (Bjergen e
Koppang, 2021) e por fim; 4) Intestino (regido distal com a retirada méxima do
conteudo fecal): Tecido que apresenta contato direto com a alimentacdo, além de estar
envolvido no sistema imunolégico do organismo, sendo assim, utilizado com o
objetivo de avaliar a resposta inflamatdria que poderia ser causada pelas diferentes
dietas administradas (Roumbout et al., 2011). Imediatamente ap6s a coleta, 0s
materiais biologicos foram armazenados no nitrogénio liquido e posteriormente

mantidos em freezer -80°C até o processamento.

4. Processamento das amostras

4.1 Lipidios totais

Os lipidios totais das amostras Umidas do mausculo, figado e rim foram
extraidos com cloroférmio: metanol: dgua (2:1:0,5) (Folch et al., 1957), adaptado para
organismos aquaticos (Parrish et al., 1999). Os extratos lipidicos muscular e hepatico
foram quantificados pelo método colorimétrico de Frings et al., (1972), utilizando

uma curva padrao de 6leo de figado de bacalhau.

4.2 Perfil de FA

Para a analise do perfil de FA foram utilizadas amostras do musculo, figado e
rim. Para andlise da composicdo de acidos graxos dos fosfolipidios hepaticos, o
extrato lipidico do figado foi separado em fracdo neutra (triacilglicerdis) e polar
(fosfolipidios) usando uma coluna de silica ativada (Yang, 1995). Devido ao baixo
teor lipidico do rim, o mesmo ndo foi separado, tendo a analise do perfil de FA total
do tecido.

O extrato lipidico total das amostras de musculo e rim e a fracdo polar do
figado foram metilados, apds a adicdo do padrdo interno &cido tricosanoico (23:0),
com cloreto de acetila (5 % de HCL em metanol), convertidos em metil ésteres de
acidos graxos (FAME) e identificados por cromatografia gasosa (CG; modelo 3900,
Walnut Creek, CA, USA) acoplada a um ionizador de chama (FID) e auto injetor.

Os FAs do figado foram analisados utilizando uma coluna capilar CP Wax 52
CB, 0.25 pm de espessura, 0.25 mm de didmetro interno e 30 m de comprimento,
utilizando o hidrogénio como carreador a uma velocidade linear de 22 cms?. A
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temperatura foi estabelecida da seguinte forma: 170 °C durante 1 minuto, seguido de
uma rampa de 2.5 °C minuto™ até 240 °C, e um tempo de espera final de 5 minutos,
totalizando 31 minutos de corrida. No detector, a temperatura foi mantida a 250 °C e
no FID & 260 °C. Os FAMEs foram identificados através da sua comparagdo com 0s
tempos de retencao dos padrdes comerciais (Supelco, 37 components, Sigma-Aldrich;
Mixtures, Me95, Mel00, BR3 e BR4, Larodan). Os dados foram apresentados em
microgramas por grama (Jg/g), baseado na anélise da area do pico do padréo interno,
sendo a férmula utilizada: pg/g = concentracdo do padrdo interno x porcentagem de

acido graxo / porcentagem do padrao interno.

4.3 Expresséo génica
4.3.1 Extragéo e normalizacédo de RNA total

Para extracdo do RNA, amostras de figado e rim foram homogeneizadas com
Trizol (Invitrogen®) e beads magnéticas, utilizando o homogeneizador Precellys, de
acordo com especificagcfes do fabricante. A quantificacgdo do RNA total foi
mensurada no NanoDrop Spectrophotometer, sendo utilizadas apenas amostras com a
razdo Abs260/Abs280 maiores que 1.8. As amostras foram padronizadas com 500
ng/uL para o figado e 170 ng/pL para o rim e diluidas em &gua ultrapura para

posterior sintese do cDNA.

4.3.2 Sintese de cDNA
Foi utilizado como molde de RNA para o processo de transcri¢do reversa, 1 ug
de RNA do figado e 1,7 pug de RNA do rim. Para isto foi utilizado o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription seguindo as normas do fabricante.

4.3.3 Extracédo e Purificacdo de DNA
Bandas especificas e Unicas, provenientes do produto da PCR, foram
recortadas do gel de eletroforese e passaram por um processo de extracdo e
purificacdo de DNA, utilizando o kit MinElute Gel Extraction (Qiagen), conforme
informacdes do fabricante. Posteriormente as amostras foram destinadas ao
sequenciamento no Genoma IB-USP, para obtencdo da sequéncia de DNA e
consequente sintese de primers especificos para a espécie em estudo (P. fasciatus)

como detalhado posteriormente.
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4.3.4 Primers utilizados

A fim de avaliar o metabolismo de bioconversdo de FA do figado, primers
para elovl 2, 5 e A6 fad foram desenhados com base nas informagdes do
sequenciamento obtidas no transcriptoma do figado do Astyanax lacustris
(anteriormente classificado como A. altiparanae) e assim sequéncias especificas para
P. fasciatus foram obtidas e confirmadas.

Para avaliar a expressdo de genes relacionados a resposta imune no rim,
primers para o componente 3 do sistema complemento — c3 e interleucina 10 — il10,
bem como genes de referéncia para o figado e rim (B-actina e efla — do inglés
elongation factor la) foram desenhados e testados com base nas informagdes do
transcriptoma do rim de P. fasciatus. Todos os primers foram sintetizados pela
Thermofisher S.A (Invitrogen ™) (Tabela 4).

Tabela 4. Primers sintetizados para P. fasciatus.

Primer Sequéncias 5° > 3’
elovl2_FW TGGGCCCATGCTGAACAGTTTCATC
elovi2_RV CTGGATCAGTTGAGCTTGTGTGAGGTA
elovl5s_FW GCCAAGACACCCACAGCGCAG
elovl5_RV TGGCGTGATGGTAGACGTGCAGG

A6 fad _FW GGCGCTGCTCTGGCATTTTGGCA
A6 fad _RV CCACCAGTTTGCTGAGGCACCCT
c3_FW GAGCAGGTGGTTCTGGGAAAGGTG
c3_RV CGAGCACAGAGCGCCGTCCAAT
i110_FwW TAGGGCAGTGGTGGCTCAGTGGT
i110_RV CCTCCACTGTAGCACCTGGGG

S-actina_FW ATGAGCTGACTGACGGGCAGGTCA
S-actina_ RV TACCACCAGACAATAGAGTGTTGGCATAC
eflo_FW CGTCGTGGTAACGTGGCTGGAG
eflo_RV GGTGTAGCCCTGAGAGATCTGACC
FW — Forward; RV — Reverse.

Foi realizado uma PCR convencional para amplificar produtos especificos do
DNA com os primers para os genes citados acima, usando Top Tag MasterMix
(200403-Qiagen): desnaturacgéo inicial a 95 ° C por 5 min, 35 ciclos de desnaturagéo a
95 ° C por 30 s, anelamento a 60 ° C por 30 s, e extensdo a 72 ° C por 1 min, seguido
por 10 min para a extenséo final.

Os produtos de PCR amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose de 1,5 % contendo SYBR Safe DNA Gel Stain (S33102 - Invitrogen ™) em
tampdes Tris-Acetato-EDTA (TAE) (AM9869 - Invitrogen ™) a fim de avaliar se
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houve ligacdo e com isso, especificidade. As bandas especificas aos genes foram

observadas por excita¢do com luz UV.

4.3.5 PCR em tempo real

A andlise de PCR em tempo real foi realizada utilizando SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems), 0,4 uL de primer (forward e reverse). A reacdo foi
incubada por 2 min em 50 °C, 10 min em 95 °C, seguido por quarenta ciclos de 15 s
em 95 °C e 40 s em 60 °C. Ao final destes ciclos, foi realizada a anélise da melt curve
para testar a especificidade da reacdo. A reacdo foi realizada em duplicata em
StepOne (Applied Biosystems). O ef1a foi utilizado como referéncia endogena para a
anélise da expressdo relativa dos genes do figado, enquanto a B-actina e efla foi

utilizado como referéncia para analise dos genes do rim.

4.4 Quantificacdo de prostaglandina PGE2

A quantificacdo de prostaglandina PGE2 do figado foi realizada utilizando o
kit Prostaglandin E. - ELISA - Monoclonal (Cayman Chemical), conforme
especificacdo do fabricante. As amostras foram diluidas em 10 e 50 x, dependendo da

sua concentracdo. Os dados foram expressos em ng/mL-1.

4.5 Superéxido dismutase

A atividade da superdxido dismutase (SOD) do intestino foi analisada com
base na reducdo do citocromo c provida pelo anion superéxido derivado do sistema
xantina e xantina oxidase, conforme descrito por McCord e Fridovich (1969). A
dosagem de proteina para normalizacdo dos dados foi realizada utilizando o kit de

Comassie Blue de acordo com as especificacdes do fabricante.

5. Analise dos dados

Tanto os resultados referentes as variaveis metabolicas quanto imunoldgicas,
foram apresentados como média + desvio padrdo da média e analisados previamente
pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. A comparacdo entre os diferentes
grupos experimentais (dieta como fator) foi realizada por meio do teste estatistico
One-way ANOVA (P<0,05), sequido pelo teste post-hoc Holm-Sidak ou Dunn'’s.
Correlacdes de Pearson foram utilizadas para avaliar a relacéo entre a concentracéo de
PUFA C18 e LC-PUFAs como EPA, DHA e ARA, bem como a relacdo do perfil de
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LC-PUFA das membranas do hepatocito e a concentracdo de PGE2 presente no
figado. Em todos os casos, os Vvalores foram considerados significativamente
diferentes quando P<0,05. Todas as anélises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa estatistico Sigma Stat 3.5 para Windows (Systat Software, Inc., USA), com
excecao da correlacdo de Pearson, que foi realizada no programa Graph Pad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, California, USA), sendo os dados considerados
verdadeiramente correlacionado quando P<0,05 (two tailed), podendo indicar, de
acordo com Cohen (1988), uma correlacdo fraca quando o coeficiente de Pearson
varia entre 0,10 a 0,29, moderada entre 0,30 a 0,49 e forte entre 0,50 a 1.



20

Resultados

1. Dados biométricos

N&o houve variacdo na MC total, Ct e IHS entre os animais dos diferentes
grupos tratados ao final do experimento (P>0,05) (Tabela 5). O valor de IVS foi maior
nos animais alimentados com a dieta Controle em relagdo ao grupo alimentado com a
dieta LIN 2 (P=0,019; Tabela 5).

Tabela 5. Dados biométricos dos animais apés o periodo de tratamento com as diferentes dietas
experimentais. Massa corpérea (MC), comprimento total (Ct), indice viscerossomatico (IVS) e indice
hepatossomaético (IHS) (Média + Desvio Padrdo da Média).

Dieta n MC total (g) Ct (cm) 1VS (%) IHS (%)
Controle 24 10,0 + 1,49 9,2+0,51 6,7+1,07* 080,18
LIN 1 24 96+151 9,1+041 6,3+1,44® 0,7+0,16
LIN 2 24 9,0+1,57 9,0+0,56 55+1,17° 0,7+0,14
LIN 3 24 9,0+1,32 9,1+0,44 58+1,09% 1,0+1,26
LC-PUFA 24 93+141 8,9+0,55 6,3+165% 0,7+0,25

Total 120 9,4+1,48 9,1+0,49 6,1+135 0,8+0,59
Andlise estatistica One Way ANOVA P<0,05. As letras indicam diferencas estatisticas entre os

tratamentos.

2. Variaveis metabdlicas
2.1 Lipidios totais
As concentraces de lipidios totais do musculo e figado ndo apresentaram

diferenca estatistica entre os tratamentos (Figura 4).
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Figura 4. Lipidios totais (mg/g) do musculo e figado de P. fasciatus alimentados com as dietas com
Controle (n=24/musculo; n=12/figado), LIN 1 (n=24/musculo; n=10/figado), LIN 2 (n=24/musculo;
n=12/figado), LIN 3 (n=24/musculo; n=12/figado) e LC-PUFA (n=23/musculo; n=10/figado) (Média
Desvio Padrdo da Média). Analise estatistica One Way ANOVA P<0,05.

2.2. Perfil de acidos graxos (ug/g)

As andlises do perfil de &cidos graxos sdo normalmente apresentadas na
literatura em porcentagem (%). No entanto, a analise da concentracdo dos acidos
graxos (ug/g) vem sendo muito utilizada, pois representa os valores absolutos destes
compostos. Este calculo foi realizado nas amostras de musculo, figado e rim dos
animais da coleta final, ou sejam aqueles alimentados com as dietas experimentais
(Tabelas 6-8), como descrito abaixo.

Levando em consideracdo os resultados obtidos dos animais tratados com as
dietas experimentais, foi possivel observar no musculo uma maior concentracdo de
SFA e MUFA nos animais alimentados com a dieta Controle quando comparado aos
alimentados com a dieta LC-PUFA (P=0,015 e P=0,038, respectivamente; Tabela 6 e
Figura 5). Os FA C16:0 e C18:1n9 foram o0s principais responsaveis por essas
diferencas (P=0,018 e P=0,025, respectivamente; Tabela 6).

O mdasculo dos animais tratados com a dieta LIN 3 apresentou uma maior
concentracdo de C18:2n6 quando comparado ao grupo LC-PUFA (P=0,035). O EPA
apresentou uma maior concentracdo no grupo LC-PUFA quando comparado aos
grupos LIN 1 e LIN 3 (P<0,001), enquanto o DHA se mostrou maior no LIN 2 e
menor no LIN 1 e LC-PUFA (P=0,004; Tabela 6, Figura 5).

Os é&cidos graxos C20:2n6 e o C20:3n6 apresentaram uma menor
concentragdo no grupo LC-PUFA comparado aos tratamentos Controle, LIN 2 e LIN
3 (P<0,001 em ambos) e 0 C22:5n6 uma menor concentracdo no LC-PUFA e LIN 1
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comparado aos demais tratamentos (P<0,001; Tabela 6). O ARA foi maior no LIN 2

comparado ao grupo LIN 1 (P=0,001). Por fim, as somatorias de PUFAs n3 e n6

apresentaram uma maior concentragcdo no grupo LIN 2, quando comparado com o
LIN 1 (P =0,024) e LC-PUFA (P=0,019) respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Perfil de acidos graxos totais (ug/g) do musculo de P. fasciatus alimentados com as dietas
Controle, LIN 1, LIN 2, LIN 3 e LC-PUFA (Média + Desvio Padrdo da Média).

Controle LIN1 LIN 2 LIN 3 LC-PUFA
FA (ug/g)
n=23 n=22 n=20 n=21 n=19

C12:0 82,7+67,37 - - - -

C14:.0 128,2 + 96,422 39,7 +27,14° 60,1 + 45,02%® 39,2 +20,09° 52,1 +59,59°

C16:0 1567,1 + 832,662 996,1 + 539,83%* 1289,5 + 712,70% 983,9 + 328,61 1065,1 + 936,99°

C18:0 654,4 + 333,56 463,3 £ 260,77 565,9 + 303,21 420,3 £ 167,76 456,3 + 375,27

X SFA 2404,8 +1287,684%  1499,2 + 824,84% 18257 +1110,88% 1380,7 +568,59% 15734 + 1366,194°
C16:1n7 180,3 £ 126,30 114,5+ 89,72 134,1 + 109,38 90,9+41,78 132,7 £ 158,11
C18:1n9 2727,0 £1931,58% 16225+ 1316,83% 19874 + 1657,51®® 13546 + 740,44  1797,8 + 2162,59°
C18:1n7 171,9 £ 94,60 313,1 £ 922,95 152,0 £ 93,20 118,0 £ 38,62 126,4 +£ 110,42
C20:1n9 81,9+ 56,16 55,4 + 40,82 62,6 £ 49,46 46,4 £ 22,71 55,7 £ 54,99
X MUFA 3161,1 +2200,56° 2105,4 +1606,58®  2132,9+1938,39®  1539,9 + 884,40®  2006,9 + 2453,87"
C18:3n3 66,6 £ 30,31 75,9+ 3541 91,7 £ 69,04 81,2+52,21 53,3+ 47,21
C18:2n6 4925 + 358,86 446,8 + 315,12% 535,7 + 387,38% 472,2 + 201,162 399,7 + 458,2°
C20:5n3 62,9 + 29,92%® 40,7 +£12,02° 58,9 + 18,10%® 53,2 + 23,80° 102,7 £ 54,42
C22:5n3 36,6 £ 16,78 24,8 + 7,49 34,3+5,72 34,7+14,49 36,1+16,34
C22:6n3 509,5 + 262,24® 392,8 + 132,83 579,8 £ 171,102 5224 + 149,50 430,5 + 180,89°
C20:2n6 42,8 + 22,662 30,0 + 11,83%® 41,3+18,86° 36,5+ 10,772 19,9 +11,68°
C20:3n6 42,5 + 22,242 29,4 + 8,73 43,8 16,67 40,3 + 11,902 19,3 + 6,68°
C20:4n6 196,6 + 85,32% 130,2 + 38,38° 196,5 + 46,252 180,3 + 66,14%® 161,0 + 74,08%
C22:5n6 65,7 £ 31,972 41,6 +16,91° 64,2 £ 17,042 57,7 £ 15,382 38,2 +11,56°
Y PUFA 1398,5 + 629,12 1191,1 + 405,24 1629,2 + 661,43 1465,8 £ 502,90 1166,7 + 662,35

Y PUFA n3 597,1 + 307,27® 524,4 + 161,18 747,7 £ 244,562 678,8 + 235,90% 571,1 + 260,28%
Y PUFA né6 801,4 + 418,79% 666,7 + 319,64% 881,5 + 460,622 787,0 + 288,43 595,6 + 486,40°
n3/né 0,8+0,35 0,9+0,29 0,9 +0,26 0,9+0,15 1,2+0,59

SFA - &cido graxo saturado; MUFA - 4&cido graxo monoinsaturado; PUFA — 4&cido graxo

polinsaturado; n3 — série dmega 3; n6 — série 6mega 6; n3/n6 — razdo entre PUFAS da série n3 e n6. As

letras diferentes indicam diferengas entre os tratamentos. Andlise estatistica One Way ANOVA
P<0,05.
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Figura 5. Perfil de acidos graxos totais (ug/g) do musculo de P. fasciatus alimentados com as dietas
Controle, LIN 1, LIN 2, LIN 3 e LC-PUFA (Média + Desvio Padrdo da Média). As letras diferentes

indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos Analise estatistica One Way ANOVA P<0,05.

Com base no perfil de acidos graxos obtido, foram feitas correlagdes entre 0s
principais PUFA C18, como o C18:3n3 e C18:2n6, e os LC-PUFAs EPA, DHA e
ARA, sendo considerada significativa o valor P<0,05 (Figura 6). Neste sentido, ndo
foi possivel observar nenhuma correlacdo entre as concentragdes de C18:3n3 e EPA
(P=0,2006; Figura 6A). Por outro lado, tanto o C18:3n3/DHA quanto C18:2n6/ARA
apresentaram uma correlacdo positiva moderada (P=0,0002 e P=0,0001,
respectivamente; Figura 6B e C). Por fim, a relagdo entre o C18:2n6 e o DHA

apresentou uma correlacdo positiva fraca (P=0,0019; Figura 6D).
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Figura 6. Correlagdo de Pearson entre FA com 18C e LC-PUFA do musculo de P. fasciatus (n=105)
alimentados com as dietas Controle, LIN 1, LIN 2, LIN 3 e LC-PUFA (Média = Desvio Padrdo da

Média).

Na fracdo polar do figado ndo foram observadas diferengas estatisticas na
concentragdo de SFA e MUFA. Da mesma forma, o C18:3n3 ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos, contudo o C18:2n6 se mostrou elevado no LIN 3
quando comparado as dietas Controle e LC-PUFA (P<0,001; Tabela 7 e Figura 7).

Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica entre 0 EPA e ARA nos
diferentes tratamentos, o DHA se mostrou elevado no LIN 3 quando comparado ao
grupo LC-PUFA (P=0,046). O C22:5n3 se mostrou elevado em todos com
tratamentos quando comparado com o LIN 2 (P<0,001). Por outro lado, o FA
C20:2n6 foi maior no grupo Controle quando comparado ao LIN 1 e LC-PUFA
(P=0,004) e menor no grupo LC-PUFA comparado ao LIN 3. O C20:3n6 foi menor
no LC-PUFA quando comprado aos demais grupos (P<0,001; Tabela 7).
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As somatdrias de PUFA total, PUFA n3 e PUFA n6, no geral, foram maiores
no grupo LIN 3 (e LIN 2 no caso do PUFA n6) em compara¢do ao LC-PUFA
(P=0,002, P=0,046 e P<0,001, respectivamente).

Tabela 7. Perfil de acidos graxos (ug/g) da fragdo polar do figado de P. fasciatus alimentados com as
dietas Controle, LIN 1, LIN 2, LIN 3 e LC-PUFA (Média * Desvio Padrdo da Média).

Controle LIN1 LIN 2 LIN 3 LC-PUFA
FA (ug/g)
n=12 n=12 n=12 n=12 n=10
C17:0 11,1+1,48 11,7+ 2,59 12,6 + 3,20 125+ 2,77 10,1+ 3,01
Y OFA 10,1+ 3,62 11,7 £ 2,59 12,6 + 3,20 125+ 2,77 10,1+ 3,01
C14:.0 9,3 + 3,84® 8,1 +2,64® 8,2 +2,83® 7,8+3,27° 9,5+6,122
C16:0 195,0 + 59,53 163,2 + 44,09 166,1 £ 57,18 185,2 + 66,84 209,8 + 85,08
C18:0 215,3 £ 46,02 209,0 + 50,49 205,4 + 33,54 235,4 £ 79,72 226,9 + 82,02
X SFA 417,3+101,54 377,6 + 86,53 376,3 + 87,63 427,1 +146,2 4443 + 169,35
C16:1n7 16,7 £5,30 15,1+ 2,63 14,8 + 5,55 17,0+ 8,48 176 £6,13
C18:1n9 359,9 + 116,58 284,8 + 56,76 251,6 + 65,66 320,6 +172,91 301,7 £ 103,59
C18:1n7 16,5+5,61 15,4 + 3,16 15,8+4,71 19,3+9,12 17,9+ 5,65
C20:1n9 22,6 £ 8,45 179+7,34 19,6 +4,90 20,0 + 10,36 19,2 +£5,46
X MUFA 415,7 +131,78 333,1+ 62,44 301,8 + 75,73 376,9 + 199,79 362,9 £ 121,66
C18:3n3 - 19,7 £ 5,63 13,7+ 4,22 20,0 £ 10,50 -
C18:2n6 47,2 +15,79° 71,0 + 15,52® 70,1 + 16,35%® 120,9 + 51,96% 28,3 +£9,87¢
C20:5n3 18,3+ 8,32 20,1 +6,43 16,8 £ 6,57 22,0+ 13,33 18,5+9,71
C22:5n3 8,2 + 2,942 8,0+1,572 75+1,46° 9,3+5,41° 8,6 + 2,872
C22:6n3 175,3+ 108,96 1409 +51,24®  150,3 +66,16% 207,7 + 114,222 95,8 + 61,61°
C20:2n6 26,3+9,682 15,1+ 3,61°% 17,1 + 4,67 8¢ 22,2 +10,79% 73+232°¢
C20:3n6 28,8 £ 12,152 25,7 + 6,052 28,2 + 6,962 43,4 + 19,182 10,3 + 3,96"
C20:4n6 83,4 £ 43,52 69,6 + 22,64 78,2+ 23,12 105,7 £ 53,93 64,1+ 29,10
C22:5n6 245+ 11,612 14,6 + 4,64% 17,8 + 6,88% 22,7 +12,70® 9,9 +4,58°
Y PUFA 396,0 £ 214,73% 382,3 +104,34® 3944 +12525% 5732+27797% 2305+ 118,56°
Y PUFA n3 194,7 +122,03% 1874 +62,492® 1859+ 76,59%® 2583+ 140,642  119,4 + 75,40°
Y PUFA né6 201,3+94,93%  194,9 + 47,443  208,5+51,63%2 315,0 + 140,822 111 + 45,64°
n3/né 0,9+0,28 1,0+£0,21 0,9+0,20 0,8+0,15 1,0+£0,34

SFA - é&cido graxo saturado; MUFA - &cido graxo monoinsaturado; PUFA — 4cido graxo

polinsaturado; n3 — série dmega 3; n6 — série 6mega 6; n3/n6 — razdo entre PUFAS da série n3 e n6. As

letras diferentes indicam diferengas entre os tratamentos. Andlise estatistica One Way ANOVA

P<0,05.
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Figura 7. Perfil de &cidos graxos totais (ug/g) do SFA e MUFA total, bem como dos PUFA C18 e LC-

PUFA mais importantes da fracdo polar do figado de P. fasciatus alimentados com as dietas Controle,
LIN 1, LIN 2, LIN 3 e LC-PUFA (Média + Desvio Padrdo da Média). As letras diferentes indicam

diferencas estatisticas entre os tratamentos. Analise estatistica One Way ANOVA P<0,05.

A analise da correlacdo de Pearson entre os FAs da fracdo polar do figado, se
mostrou positiva moderada entre 0 PUFA C18 da série n3 e o EPA (P=0,0005) e
DHA (P=0,0016; Figura 8A e B), bem como uma correlacéo positiva forte entre o
PUFA C18 da série n6 e 0 ARA e DHA (P<0,0001, em ambos os casos; Figura 8C e

D).
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Figura 8. Correlagdo de Pearson entre FA com 18C e LC-PUFA do figado de P. fasciatus (n=58)
alimentados com as dietas Controle, LIN 1, LIN 2, LIN 3 e LC-PUFA (Média = Desvio Padrdo da

Média).

Por fim, no perfil de &cidos graxos do rim dos peixes alimentados com as
dietas experimentais ndo foi observado grandes alteracGes, com excec¢do do C12:0,
gue se apresentou elevado nos animais alimentados com a dieta Controle comparado

ao grupo LIN 3 (P=0,030: Tabela 8, Figura 9).
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Tabela 8. Perfil de acidos graxos totais (ug/g) do rim de P. fasciatus alimentados com as dietas
Controle, LIN 1, LIN 2, LIN 3 e LC-PUFA (Média + Desvio Padrdo da Média).

Controle LIN1 LIN 2 LIN3 LC-PUFA
FA (ug/g)
n=8 n=7 n=9 n=9 n=8
C15:0 - 88,8 + 28,54 80,3 + 58,63 113+0,10 -
X OFA - 88,8 + 28,54 80,3 + 58,63 113+0,10 -
C12:0 4515+ 372,88% 143,5 + 67,13%® 175,5 + 136,062 101,8+0,1° 125,2 + 127,23%
C14:0 488,7 + 354,37 240,3 + 135,83 220,5+ 144,72 183,4 £ 0,15 242,0 £ 224,92
C16:0 2941,8 £2020,62 2787,6 + 1427,45 2157,8 +1300,23 2394,6 +1,72 27715+ 2446,14
C18:0 1211,1 + 882,70 1210,6 + 577,54 948,1 + 641,32 1175,6 £0,76  1164,3 £ 922,49
¥ SFA 5093,1 £ 3573,05 4361,5+2210,62 3482,4+2183,35 37134+2,75 43029 + 3688,94
C16:1n7 4547 + 322,42 467,8 + 255,37 329,7 + 196,44 349,3+ 0,25 461,6 £ 407,63
C18:1n9 6176,9 £ 4739,68  6225,0 + 3307,29 4308,7 £2834,54 4798,3+3,89 5640,2 + 4846,81
C18:1n7 277,2+ 175,48 344,9 + 173,93 236,5 + 140,42 266,7 £ 0,18 314,9 £ 262,59
C20:1n9 200,3 + 144,90 220,4 + 120,49 155,4 + 99,40 162,8 £0,12 196,6 +£ 175,49
¥ MUFA 7109,2 £5374,73  7258,0 + 3846,78 5030,3 £ 3261,99 5577,0+4,43 6613,3 £5678,32
C18:3n3 - 1745 +£ 104,34 185,1 + 131,17 135,8+0,11 -
C18:2n6 807,5+ 715,01 983,4 + 656,31 688,5 + 687,07 898,7+ 0,71 733,5+ 657,79
C20:5n3 - - - 61,6 +£0,02 -
C22:6n3 - - - 93,56 +29,17
Y PUFA 879,2 + 882,35 1133,0 + 770,00 807,2£882,05 1048,8+904,13 780,8 £ 645,00
Y PUFA n3 43,0+121,73 149,6 + 115,85 106,7 £188,34  119,9+ 210,99 36,0 + 76,74
Y PUFA né6 836,2 £ 779,90 983,4 + 656,31 700,4 £709,23 928,9+743,18 744,8 +£651,97
n3/né 0,0 £0,05 0,1+0,06 0,1+0,10 93,1 + 105,32 0,1+0,15

SFA - &cido graxo saturado; MUFA - &cido graxo monoinsaturado; PUFA — 4&cido graxo

polinsaturado; n3 — série dmega 3; n6 — série 6mega 6; n3/n6 — razao entre PUFAS da série n3 e n6. As

letras diferentes indicam diferengas entre os tratamentos. Analise estatistica One Way ANOVA

P<0,05.
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Figura 9. Perfil de &cidos graxos totais (ug/g) do SFA e MUFA total, bem como dos PUFA C18 e LC-
PUFA mais importantes do rim de P. fasciatus alimentados com as dietas Controle, LIN 1, LIN 2, LIN
3 e LC-PUFA (Média *+ Desvio Padrdo da Média). As letras diferentes indicam diferengas estatisticas

entre os tratamentos. Andlise estatistica One Way ANOVA P<0,05.

2.3 Expressao génica

Os resultados obtidos mostraram que o gene da elovl 5 se mostrou mais
expresso no figado do grupo alimentado com a dieta LIN 3 quando comparado ao
grupo LIN 2 (P=0,035). Contudo, ndo houve nenhuma diferenca estatistica na
expressdo génica da proteina elovl 2. Um padrdo de resposta semelhante a elovl 5 foi
observado para a expressdo da A6 fad, no entanto, provavelmente devido ao alto

desvio padrédo, ndo foi possivel observar diferenca estatistica (P=0,114; Figura 10).
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Figura 10. A) Expressdo génica da elongase (elovl) 2 do figado de P. fasciatus alimentados com as
dietas Controle (n=8), LIN 1 (n=7), LIN 2 (n=8), LIN 3 (n=7) e LC-PUFA (n=7). B) Expressdo génica
da elovl 5 do figado de P. fasciatus alimentados com as dietas Controle (n=9), LIN 1 (n=8), LIN 2
(n=8), LIN 3 (n=9) e LC-PUFA (n=8). C) Expressdo génica da A6 dessaturase (A6 fad) do figado de P.
fasciatus alimentados com as dietas Controle (n=7), LIN 1 (n=8), LIN 2 (n=8), LIN 3 (n=8) e LC-
PUFA (n=7) (Média + Desvio Padrdo da Média). As letras diferentes indicam diferencas estatisticas

entre os tratamentos. Analise estatistica One Way ANOVA.

3. Variaveis imunes
3.1 Prostaglandina PGE2 hepatica
N&do houve diferenca estatistica na concentracdo de PGE2 hepatica apos o

tratamento com as dietas experimentais (Figura 11).
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Figura 11. Concentracdo da prostaglandina E2 (PGE2, ng mL™1) do figado de P. fasciatus alimentados
com as dietas Controle (n=8), LIN 1 (n=8), LIN 2 (n=6), LIN 3 (n=8) e LC-PUFA (n=9) (Média +
Desvio Padrdo da Média; Analise estatistica One Way ANOVA P<0,05).

FIGADO



31

Além disso, também nédo foi observado nenhuma correlagdo direta entre os
FAs EPA e ARA com a concentracdo de PGE2 citada anteriormente (P=0,4171 e
P=0,2747 respectivamente; Figura 12).
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Figura 12. Correlacdo de Pearson entre os FAs EPA e ARA presentes no figado e a concentracdo de

PGE2 hepética (n=30 em ambas as correlagdes).

3.2 Superoxido dismutase
Nenhuma alteracdo foi observada na atividade da SOD do intestino ap6s o

tratamento com as dietas experimentais (Figura 13).
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Figura 13. Atividade da superoxido dismutase no intestino de P. fasciatus alimentados com as dietas
Controle (n=11), LIN 1 (n=13), LIN 2 (n=11), LIN 3 (n=15) e LC-PUFA (n=12) (Média * Desvio
Padrdao da Média; One Way ANOVA P<0,05).
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3.3 Expresséo génica
A expressdo dos genes imunes c3 e il10 no rim também ndo apresentou diferenca

estatistica entre as dietas testadas (Figura 14).
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Figura 14. A) Expressdo génica da c3 do rim de P. fasciatus alimentados com as dietas Controle
(n=6), LIN 1 (n=6), LIN 2 (n=5), LIN 3 (n=6) e LC-PUFA (n=6). B) Expressdo génica da interleucina
10 (il10) do rim de P. fasciatus alimentados com as dietas Controle (n=5), LIN 1 (n=4), LIN 2 (n=5),
LIN 3(n=6) e LC-PUFA (n=6) (Média = Desvio Padrdo da Média). Andlise estatistica One Way
ANOVA P<0,05.
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Discussao

O perfil de FA presente nos tecidos dos organismos pode se assemelhar ao
perfil encontrado na dieta (Vargas et al., 2008; Arts e Kohler, 2009; Hixson et al.,
2015; Gomes et al., 2016; Mahbood et al., 2019). No entanto, este perfil também
pode variar de acordo com a capacidade da espécie em selecionar, reter e modificar
FAs em seus tecidos (Gladyshev e Sushchik, 2019), como visto no presente estudo.

De forma geral, os resultados obtidos indicaram que as dietas testadas,
independente do perfil de SFA e PUFA, ndo refletiram em diferengas nos dados
biométricos e na concentracdo de lipidios depositados no musculo e no figado. E
comumente observado que animais alimentados com altas quantidades de SFA
tendem a bioacumular e estocar esses FA no tecido adiposo, refletindo em uma maior
massa corporea (Fowler et al., 2021). No presente estudo, a quantidade administrada
de racdo ou o tempo de experimento pode ndo ter sido suficiente para que esse
acumulo fosse observado, sendo relatado apenas diferencas estatisticas no 1VS (%)
dos animais alimentados com altas quantidades de SFA, que se mostrou elevado
quando comparado aos animais alimentados com a dieta LIN 2 (rico em PUFA C18).
Alem disso, é frequentemente encontrado na literatura que o oferecimento de dietas
com diferentes perfis de FA é capaz de influenciar o crescimento dos peixes
(Torrecillas et al., 2017; Yu et al., 2022), no entanto, estes estudos sdo em sua
maioria com peixes juvenis, ou seja, que estdo em fase de crescimento. Desta forma, a
auséncia do crescimento (processo que ndo foi o objetivo do presente trabalho) dos
animais aqui investigados, pode ser justificada pelo fato de serem animais adultos,
nos quais a alimentagdo tem como finalidade a manutencdo de suas necessidades

nutricionais e ndo necessariamente o crescimento.

1. Capacidade do lambari-do-rabo-vermelho em bioconverter FA

Previamente a alimentacdo com as dietas experimentais, foi observado que 0s
animais apresentaram em todos os tecidos analisados (musculo, figado e rim) o perfil
de FA rico em C18:2n6, se assemelhando ao perfil de FA da dieta comercial, que tem
como a base de sua composi¢do principalmente o dleo de soja, rico neste FA (Gatlin

et al., 2007; Hardy, 2010). Isso também foi observado em A. lacustris e P. fasciatus
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selvagens, uma vez que refletem a base da cadeia trofica dos ambientes de agua doce,
resultando no acumulo de C18:2n6 em seus tecidos (Gongalves et al., 2014; Gomes et
al., 2016). Apos o tratamento com as dietas experimentais, o perfil de FA do musculo
e dos fosfolipidios do figado refletiu a dieta em relacéo a incorporagdo de PUFA C18
n3 e n6, corroborando com os dados da literatura que afirmam que o perfil de FA é
dependente da condicdo nutricional dos individuos (Hixson et al., 2013; Gomes et al.,
2016; Nayak et al., 2019; Marques et al., 2020; Xu et al., 2020; Gomes et al., 2021).
Contudo, os animais também apresentaram a capacidade de retencdo e bioconversdo
dos PUFAs C18 em LC-PUFAs.

Estudos tém demostrado que peixes, mesmo quando alimentados com dietas
contendo baixas quantidades de LC-PUFAs como ARA, EPA e DHA, apresentam em
seus tecidos quantidades semelhantes desses FA, sugerindo a ocorréncia do processo
de bioconversdo (Goncalves et al., 2012; Campelo et al., 2015; Chen et al., 2018; Yu
et al., 2022). Mesmo diante da pequena quantidade de LC-PUFA na dieta, ha relatos
de espécies de agua doce, como P. fasciatus selvagem, que apresentaram niveis
consideraveis desses FAs em seus tecidos (Gomes et al., 2016; 2021).

Corroborando com estes achados, observamos que 0s animais alimentados
com dietas pobres em ARA, EPA, DHA mantiveram esses FAs semelhantes aos
encontrados nos animais alimentados com a dieta rica em LC-PUFA, indicando que
independentemente da quantidade ingerida, os niveis se mantiveram de acordo com
seu requerimento, devido possivelmente a um ajuste do individuo com a finalidade de
manté-los conservados. Observamos também, que a bioconversdo do C18:2n6
ocorreu, mesmo que em menor proporcdo, uma vez que foi identificado nos grupos
alimentados com dietas ricas em PUFA C18 os intermediarios de LC-PUFA n6
(C20:2n6 e C20:3n6), indicando que a elongagdo e dessaturacdo estd de fato
acontecendo, sendo corroborado uma vez que estes intermediarios foram encontrados
em menor quantidade nos animais alimentados com dietas ricas em LC-PUFA.

Este processo de bioconversdo de FA também foi confirmado em outras
espécies de agua doce incluindo o Pseudoplatystoma coruscans (Martino et al., 2002;
Tanamati et al.,, 2009), Rhamdia quelen (Vargas et al., 2008), Piaractus
mesopotamicus (Tanamati et al., 2009) e Brycon cephalus (Almeida e Franco, 2007)
e salmonideos como O. mykiss (Lima et al., 2019). O lambari-do-rabo-amarelo, A.

lacustris, por exemplo, mesmo quando expostos a dietas com baixo LC-PUFA,
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mantiveram esses FAs conservados (Goncalves et al., 2012; Campelo et al., 2015),
acontecendo o mesmo quando foi alimentado com dieta comercial (com baixa
porcentagem de n3), apresentando maiores quantidades de n3 no musculo e no figado
quando comparado com o peixe selvagem, indicando uma clara capacidade de
bioconversdo (Gongalves et al., 2014).

Além disso, diversos trabalhos na literatura mostram uma relacéo direta entre
a quantidade de C18:2n6 e a maior quantidade de ARA, seguida da menor
concentracdo de EPA, enquanto o DHA se mantém igual (Sissener et al., 2020). No
entanto, mesmo quando alimentados com dietas contendo altas quantidades de
C18:2n6, observamos que os animais ndo bioconverteram todo o substrato em ARA,
ou seja, independentemente de apresentarem mais C18:2n6 do que C18:3n3, o
musculo e os fosfolipidios do figado apresentaram mais DHA ao invés de ARA,
sugerindo que o P. fasciatus seja capaz de regular esta conversao, produzindo apenas
as quantidades necessarias. Isto pode resultar em um maior investimento na
conversao de n3, uma vez que as quantidades dos substratos C18:3n3, sempre foram,
de certo modo, menores do que de C18:2n6. Junto a isso, foram observadas maiores
concentracdo de DHA do que de ARA, tanto no muasculo quanto nos fosfolipidios do
figado, atingindo, em certos grupos, uma concentracdo até mais elevada do que nos
tecidos alimentados com a dieta rica em LC-PUFA. Este padrdo pode ser resultado da
preferéncia da bioconversdo de FA da série n3 ou da resisténcia do DHA a oxidacéo,
sendo preferencialmente depositado nos tecidos, o que leva, consequentemente, a
uma maior retencdo deste FA devido a sua importancia fisiologica e menor
disponibilidade na dieta (Glencross et al., 2003; Stubhaug et al., 2007).

As correlagdes positivas encontradas entre C18:2n6 e ARA e C18:3n3 e DHA,
reforcam que quanto maior a quantidade dos precursores de LC-PUFA presente na
dieta, maior é a capacidade de bioconversdo, sendo o DHA preferencialmente
bioconvertido quando comparado ao EPA. Estudos em ambiente natural tem
demonstrado que o EPA ¢é preferencialmente retido nas cadeias alimentares dulcicolas
subtropicais por animais invertebrados, enquanto o DHA é preferencialmente retido
por peixes, independentemente do nivel trofico (Guo et al.,, 2017), estando
relacionado, em cada grupo, a sua importancia fisiologica. Na literatura ha estudos
que também correlacionaram positivamente o C18:2n6 e o ARA, no entanto,

observaram uma correlagdo negativa entre o EPA e o C18:3n3, com o EPA
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diminuindo linearmente com o aumento dos niveis de C18:3n3, indicando
possivelmente, que o EPA ¢ B-oxidado de forma mais ativa do que o DHA quando
fornecido em excesso (Stubhaug et al., 2007). Além disso, levando em consideracao
que o C18:2n6 se mostrou positivamente correlacionado ao DHA em ambos os
tecidos, podemos dizer que quanto mais PUFA n6, maior é a preferéncia do animal
em bioconverter a via n3, mesmo que de forma fraca, podendo até mesmo reter de
forma preferencial o DHA.

Embora fique claro pelo perfil de FA que os animais exibem a capacidade de
bioconversdo, os dados da expressdo génica ndo foram tdo condizentes com isso, uma
vez gque observamos em nosso estudo que a expressdo génica da elovl 5 do figado foi
maior apenas nos animais tratados com a dieta LIN 3. No entanto, curiosamente,
mesmo a 46 fad sendo expressa de forma semelhante, ndo apresentou diferencga
estatistica, podendo ser justificada através do alto desvio padrdo encontrado entre 0s
individuos, ou até mesmo através da utilizacdo da via ndo classica para bioconversdo
esses FA, envolvendo, em ordem, apenas as enzimas ELOVL 5, A8 e 4 FAD, sendo
considerada uma via mais direta neste processo (Castro et al., 2016; Xie et al., 2021).
Esta ideia pode ser confirmada ao observar que a expressao da elovl 2 também nao foi
alterada, bem como a presenca dos intermediarios C20:2n6 e C20:3n6, encontrado
apenas nesta via (Figura 1). Desta forma, no geral, é possivel afirmar que os animais
séo capazes de bioconverterem PUFAs C18 em LC-PUFAs, contudo para a melhor
compreensdo da via e enzimas utilizadas pelo P. fasciatus, a expressdo da elovl 4,
bem como da 44, 45 e 48 fad sdo necessarias. Além disso, levando em consideracao
que o perfil de FA do masculo se apresentou mais alterado que o figado, avaliar a
expressdo génica no mdasculo poderia ser interessante, complementando nossos
achados.

E comumente relatado que peixes como S. salar e Maccullochella peelii
alimentados com maiores quantidades de PUFA C18 dietéticos apresentam uma
maior expressao de elongases e dessaturases, enquanto animais alimentados com altas
quantidades de LC-PUFAs, proveniente do 6leo de peixe, apresentam menores
expressdes, seguida de uma menor atividade enzimatica (Tocher, 2003b; Stubhaug et
al., 2005; Francis et al., 2006). Neste sentido, ja foi observado que o Puntius
gonionotus, por exemplo, quando exposto a diferentes razdes de C18:2n6 e C18:3n3,

apresentou uma maior expressao da 46 fad e elovl 5 no figado, musculo, intestino e
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cérebro (Nayak et al., 2019). De forma semelhante, também foi observado um
aumento na expressdo génica da elovl 5 e 2, bem como 46 fad do figado de O. mykiss
alimentadas com diferentes balangos de n3 e n6 proveniente do 6leo vegetal, rico em
PUFA C18 (Lima et al., 2019). Visto estes trabalhos, esperdvamos um aumento na
expressdo das dessaturases e elongases analisadas entre os grupos alimentados com
altas quantidades de PUFA C18, mas isso ndo foi encontrado.

Neste contexto, vale relembrar que a biossintese de LC-PUFA através de
moléculas com 18 carbonos ocorre pelo processo de elongacéo (por meio das enzimas
ELOVL 2, 4 e 5), e dessaturacdo (através da A6, 5, 8 e 4 FAD, dependendo da via
utilizada) (Castro et al., 2016), sendo a ELOVL 5 crucial no elongamento de PUFA
com 18 a 20 carbonos, a ELOVL 2 envolvida preferencialmente no elongamento de
PUFA com 20 a 22 carbonos (Leonard et al., 2002) e a A6 FAD atuando na primeira
etapa da biossintese de LC-PUFA, uma vez que realiza a dessaturacdo dos
precursores C18:2n6 e C18:3n3 em LC-PUFAs (Castro et al., 2016). No entanto,
muitos estudos sugerem que pode haver competicdo entre os substratos (C18:2n6 e
C18:3n3) das enzimas envolvidas no processo de bioconversdo, especialmente pela
A6 FAD. Além disso, acredita-se que esta competicdo pode bloguear ou inclusive
estimular a bioconversdo, dependendo da dose administrada, uma vez que em
algumas espécies o excesso de C18:3n3 (ou DHA) pode retardar, ou até mesmo
bloquear a atividade destas enzimas (Tocher et al., 2002; Zheng et al., 2005;
Karapanagiotidis et al., 2007; Thanuthong et al., 2011). A maior afinidade da A6
FAD pelo substrato C18:3n3 ja foi observado em M. peelii (Senadheera et al., 2011),
O. niloticus (Chen et al., 2018), O. mykiss (Thanuthong et al., 2011) e Siganus
canaliculatus (Li et al., 2008; Xie et al., 2018), dentre outras espécies de peixes (Ng
etal., 2013; Teoh e Ng, 2016).

De forma mais detalhada, em O. niloticus alimentadas com diferentes
porcentagens de C18:2n6 e C18:3n3, foi confirmado que existe de fato a competicéo
entre os substratos n3 e n6 para acessar as enzimas A6 FAD e ELOVL, bem como
uma maior bioconversdo para EPA e DHA (Chen et al., 2018), sugerindo que as
atividades enzimaticas sdo afetadas pela disponibilidade de substrato (Izquierdo et al.,
2008; Xie et al., 2014; Kabyea et al., 2015; Xie et al., 2016; 2018). Além disso, ndo
foi observada a inibicdo da bioconversao pela alta quantidade de C18:2n6, concluindo

gue o O. niloticus apresenta a capacidade de produzir DHA a partir de C18:3n3,
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enquanto a producdo de EPA foi estimulada frente ao excesso de C18:2n6 ou dietas
pobres em LC-PUFA da série n3 (Chen et al., 2018). De forma contréaria, ha relatos
também que sugerem que a atividade da A6 FAD frente aos diferentes substratos ndo
apresenta nenhuma (ou pouca) competicio em O. mykiss, indicando que o
comportamento da A6 FAD € espécie especifico ou dependente de outras relagdes,
incluindo a historia nutricional dos animais experimentais, condi¢fes experimentais,
fontes lipidicas e concentragdes ou proporcdes dos substratos (Vagner e Santigosa,
2011; Emery et al., 2013).

Por fim, vale mencionar que o perfil de FA do rim se manteve inalterado
independente das dietas administradas, indicando que tais dietas ndo foram
suficientes para alterar o perfil lipidico deste tecido, no periodo experimental aqui
estabelecido. Além disso, como o rim ndo é um 6rgdo metabdlico, os FA retidos em

suas membranas bioldgicas tendem a ser mais conservados.

2. Efeito da alimentacdo no sistema imunolégico

Os FA sdo capazes de atuar nas células imunes como combustiveis para
geracdo de energia, componentes dos fosfolipidios (contribuindo para as propriedades
fisicas e funcionais das membranas celulares), reguladores de fatores de transcrigdo, e
precursores de mediadores lipidicos (como os eicosanoides: PG, LT, lipoxinas e
resolvinas) (Calder, 2007). Sabendo que os lipidios da dieta sdo capazes de alterar a
composicao de FA dos fosfolipidios de membrana, investigar o perfil de FA presente
nos fosfolipidios hepaticos e renal se torna relevante, visto que quando os LC-PUFAs
presentes nas membranas celulares séo alterados, a producéo de eicosanoides, bem
como a funcdo imunoldgica também pode ser alterada (Nelson e Cox, 2019).

Considerando que o rim é o principal componente do sistema imune e 0 maior
local de hematopoiese do peixe (Tort et al., 2003; Zapata et al., 2006), apresentando
muitas células envolvidas nas respostas imunologicas (revisada por Gallo e Civinini,
2003), alteragbes nos LC-PUFAs presentes em suas membranas celulares podem
desencadear diferentes respostas, sendo elas pr6 ou anti-inflamatérias (Xu et al.,
2010; Kiron et al., 2011; Sun et al., 2011; Holen et al., 2018). Entretanto, através
deste estudo, foi possivel observar que as diferentes propor¢des de PUFA C18 nao

foram suficientes para influenciar nenhum dos parametros imunoldgicos avaliados.
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E bem documentado que o ARA presente na membrana celular pode atuar
como substrato da COX 2, estando relacionado a sintese de PGE2, a qual é capaz de
promover quimiotaxia de leucdécitos, formacdo de espécies reativas de oxigénio e
regular a liberagdo de citocinas (Calder, 2006; Hii et al., 2007). Por outro lado, os
LC-PUFA da série n3, como o EPA e DHA, sédo conhecidos por competirem com o
ARA como substrato da COX 2, produzindo a PGE3, a qual reduz os derivados
inflamatorios do ARA, sendo associado (principalmente o DHA) as respostas anti-
inflamatorias (Calder, 2007; Tocher, 2015). Sabendo disso, estudos indicam que o
ARA, EPA e DHA presente na dieta é capaz de alterar os parametros imunologicos
de peixes como o Sparus aurata e o0 S. salar, uma vez que os processos fisioldgicos
dependem diretamente do equilibrio entre n3/n6 dietético (Montero et al., 2008;
Sissener et al., 2020; Magalhaes et al., 2021).

No presente estudo, foi observado que devido a bioconversdo de PUFA C18,
as concentracdes de ARA, EPA e DHA se encontraram semelhante entre 0s grupos,
até mesmo naqueles alimentados com dietas pobres em LC-PUFA. Estes dados
indicam um controle metabdlico dos animais frente a diferentes dietas, auxiliando na
manutencdo desses FA fisiologicamente importantes, resultando em concentracao de
PGE2 semelhantes no figado dos animais independente da dieta administrada. Junto a
isso, também néo foi observado correlacdo entre a PGE2 e 0 EPA ou ARA.

Adicionalmente, com o intuito de complementar e confirmar o impacto das
diferentes razGes de FA n3/n6 dietéticos na producdo de eicosanoides, tentou-se
avaliar a atividade da COX 2 presente no figado, no entanto, devido a quantidade
limitada de amostra e dificuldades encontradas durante a utilizacdo do Kkit,
infelizmente esta informacdo ndo foi obtida, sendo interessante tal investigacdo em
trabalhos futuros. Entretanto, uma vez que a PGE2 néo foi alterada, esperava-se que a
expressdo da COX 2 também se mantivesse inalterada dentre os tratamentos, se
mostrando consistentes aos resultados encontrados em S. aurata, que ndo mostrou
alteracdo na expressao desta enzima (Magalhées et al., 2021).

Na literatura, o ARA tem sido apontado como eficaz na modulagéo da fungéo
do sistema imunolégico associado a resisténcia a doencas, podendo aumentar a
atividade da SOD e da lisozimaem Anguilla japonica (Shahkar et al., 2016). No
entanto, peixes alimentados com uma dieta pobre em ARA podem compensar esta

deficiéncia através da deposicdo seletiva deste FA (Torrecillas et al., 2017), ou até
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mesmo através da bioconversdo do C18:2n6 em ARA (como bem discutido
anteriormente), mantendo o requerimento destes FA, ndo alterando,
consequentemente, nenhuma das variaveis imunoldgicas. Como exemplo, Magalhaes
et al. (2021) relataram a auséncia de alteracbes em alguns dos parametros
imunoldgicos avaliados frente a diferentes razdes de FA, como a expressdo da COX
2, como mencionado anteriormente, e de citocinas pré-inflamatérias do intestino,
sugerindo que estas respostas podem variar dependendo do tecido. Por outro lado, ha
trabalhos que demonstram que diferentes porcentagens de dmega 3 sdo capazes de
afetar a atividade da fagocitose, burst respiratério, atividade da lisozima, bem como
citocinas pro-inflamatdrias em O. niloticus, desencadeando uma maior resposta anti-
inflamatoria (Chen et al., 2016).

Além dos pardmetros anteriormente mencionados, a atividade da SOD do
intestino também foi analisada a fim de compreender o impacto das diferentes dietas
na defesa antioxidante deste tecido, intimamente relacionado a alimentacdo. No
entanto, levando em consideracdo que nenhuma alteracdo foi observada, seria
interessante avaliar o perfil de FA do intestino destes animais, podendo assim,
confirmar se a auséncia do efeito foi causada pela bioconversdo dos PUFA C18 em
LC-PUFA, compensando os niveis de ARA, EPA e DHA dentre os tratamentos, 0s
mantendo similares (observado no rim), ou devido a robustez do intestino frente a
certos parametros imunolégicos, como sugerido por Magalhaes et al. (2021).

Junto a isso, também ndo foram observadas alteracdes na expressdo dos genes
do sistema imune investigados, como o c3 (proteina envolvida no sistema
complemento) e il10 (citocina anti-inflamatdria) presentes no rim. Vale mencionar
aqui que a ideia inicial deste projeto era investigar diversos outros genes
imunoldgicos, como o TGF-1p4, lisozima, IL-6, IL-10 e TNF. No entanto, devido ao
fato do P. fasciatus ser uma espécie pouco estudada se faz necessario desenhar e
testar todos os primers desejados, tornando esta etapa muito mais complicada e
demorada, ndo sendo possivel analisar todos eles em tempo habil, desta forma,
pretendem-se ser investigados posteriormente.

Por fim, € importante contextualizar que o P. fasciatus é amplamente
encontrado na América do Sul (Reis et al., 2003) e é conhecido por sua alta
capacidade de se ajustar, vivendo em ambientes diversos, seja ele poluido ou ndo
(Souza e Lima-Junior, 2013 ; Carvalho et al., 2015 ; Alonso et al., 2019). Desta


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721017174?via%3Dihub#bb0595
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721017174?via%3Dihub#bb0635
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721017174?via%3Dihub#bb0145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721017174?via%3Dihub#bb0010

41

forma, a auséncia do impacto das diferentes dietas pode indicar uma relacdo mais
complexa entre a alimentacdo e o sistema imunologico desta espécie, exigindo
possivelmente cenarios ainda mais extremos para que alteraces sejam encontradas.
No entanto, os resultados aqui obtidos ndo significam, necessariamente, que
mudancas nas razdes de PUFA C18 n3/n6 na dieta destes animais ndo sdo capazes de
influenciar o sistema imunoldgico como um todo de P. fasciatus, uma vez que podem
ocorrer altera¢des nos demais parametros imunolégicos, como capacidade bactericida
do plasma, fagocitose e concentracdo de LT, os quais ndo foram investigados neste
estudo, principalmente frente ao excesso de FA, baseado no requerimento da espécie,
ou até mesmo frente a um desafio imunoldgico, aumentando a resposta imunolégica

do animal.
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Conclusoes

Com base nos resultados deste estudo, pode-se concluir que:

1) O perfil de FA do masculo e fosfolipidios hepéticos de P. fasciatus foi
dependente da condicdo nutricional dos individuos;

2) O P. fasciatus foi capaz de bioconverter PUFA C18 dietéticos em LC-
PUFA preferencialmente pela via n3, uma vez que foi observado um
acimulo de DHA, tanto no musculo quanto no figado, mesmo apos a
administracao de dietas experimentais ricas em PUFA n6.

3) Nenhum efeito foi observado nos pardmetros imunoldgicos analisados,
sugerindo uma relacdo ainda mais complexa entre a alimentacdo e o
sistema imunoldgico desta espécie, reforcando sua alta capacidade em se

ajustar a diferentes cenarios nutricionais.
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Resumo

Algumas espécies de teledsteos apresentam a capacidade de bioconverter acidos
graxos polinsaturados com 18 carbonos (PUFAs C18), como o C18:2n6 ¢ C18:3n3,
ingerido através da dieta, em PUFAs de cadeia longa (LC-PUFAs), como o acido
eicosapentaenoico (EPA), 4cido docosahexaenoico (DHA) e o acido araquidonico
(ARA), através da acdo de enzimas elongases e dessaturases, mantendo o
requerimento desses acidos graxos (FAs) tdo importantes fisiologicamente como
constituinte de membranas celulares, além de serem precursores de mediadores
inflamatorios. Considerando que o P. fasciatus € um teleésteo amplamente
encontrado na América do Sul, habitando locais com diferentes disponibilidades de
PUFA C18, este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de P. fasciatus em
elongar e dessaturar PUFAs C18 em LC-PUFA, além de compreender qual a possivel
influéncia desses FAs na resposta imune nao-especifica, através da analise do perfil
de 4cido graxo do musculo, rim, fosfolipideos do figado, analise da expressdo de
enzimas envolvidas no processo de bioconversao (elovl 2, 5 e 46 fad), bem como a
concentracdo da prostaglandina (PG), atividade da superoxido dismutase (SOD) e
expressao de genes do sistema imune como o c¢3 e i//0, contribuindo para esta area
tdo pouco explorada. Desta forma, observamos que 0 P. fasciatus foi capaz de
bioconverter PUFA C18 dietéticos em LC-PUFA preferencialmente pela via n3, uma
vez que foi observado um acumulo de DHA, tanto no musculo quanto no figado, ap6s
a alimentacdo com dietas ricas em PUFA n6. Além disso, foi observado que as
diferentes razdes de PUFA C18 n3/n6 da dieta, neste periodo experimental, ndo foram
suficientes para influenciar o sistema imunoldgico destes animais, indicando que o P.
fasciatus apresenta uma alta capacidade em se ajustar, necessitando de cenarios

nutricionais mais extremos para alterar seu sistema imunolégico.
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Abstract

Some teleost species have the ability to bioconvert 18-carbon polyunsaturated fatty
acids (C18 PUFA), such as C18:2n6 and C18:3n3, ingested through the diet, into
long-chain PUFA (LC-PUFA), such as eicosapentaenoic acid (EPA),
docosahexaenoic acid (DHA) and arachidonic acid (ARA), through the action of
elongase and desaturase enzymes, maintaining the requirement for these
physiologically important fatty acids (FA) as constituents of cell membranes, in
addition to being precursors of mediators inflammatory. Considering that P. fasciatus
is a teleost widely found in South America, inhabiting places with different
availability of C18 PUFA, this study aimed to evaluate the ability of P. fasciatus to
elongate and desaturate C18 PUFAs into LC-PUFA, in addition to understand the
possible influence of these FA on the non-specific immune response, through the
analysis of the fatty acid profile of the muscle, kidney, phospholipids of the liver,
analysis of the expression of enzymes involved in the bioconversion process (elovl 2,
5 and A6 fad), as well as the concentration of prostaglandin (PG), superoxide
dismutase (SOD) activity and expression of genes of the immune system, such as c3
and 110, contributing to this poorly explored area. Thus, we observed that P.
fasciatus was able to bioconvert dietary C18 PUFA into LC-PUFA, preferably to n3
pathway, since an accumulation of DHA was observed, both in muscle and liver, after
feeding diets rich in n6 PUFA. Furthermore, it was observed that the different ratios
of PUFA C18 n3/n6 in the diet, during this experimental period, were not sufficient to
influence the immune system of these animals, indicating that P. fasciatus has a high
capacity to adjust, requiring more extreme nutritional scenarios to alter its immune

system.
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Anexos

Anexo I. Quantidade de éleo adicionada em 1kg de racédo base.

Dieta Soja (9) Linhaca (g) EPA (g) DHA (g) ARA (g) Coco (9)
Controle - - - - - 65,24
LIN 1 - 50,19 - - - 15,05
LIN 2 20,08 30,11 - - - 15,05
LIN 3 35,89 14,30 - - - 15,05
LC-PUFA - - 20,08 20,08 10,04 15,05

Anexo I1. Perfil de FA (%) da dieta comercial (Média + Desvio Padrdo da Média).

Dieta comercial

FA (%) =3
C14:0 1,0£0,03
C16:0 18,9+0,14
C18:0 8,9+ 0,08
X SFA 28,8+£0,19
C16:1n7 1,2+0,01
C18:1n9 32,9+£0,09
C18:1n7 2,0 +0,04
C20:1n9 0,5+£0,01
X MUFA 36,6 £0,11
C18:3n3 1,4 +0,03
C18:2n6 33,2+0,27
X PUFA 34,6 + 0,29

Y. PUFA n3 1,4 +£0,03
X PUFA n6 33,2+0,27
n3/n6 0,4 +0,00
SFA - &cido graxo saturado; MUFA - &cido graxo monoinsaturado; PUFA — 4&cido graxo

polinsaturado; n3 — série 6mega3; n6 — série dmega 6; n3/n6 — razdo entre PUFASs da série n3 e né.
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