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RESUMO

O tambaqui é a principal espécie nativa produzida na aquicultura Brasileira e da
América Latina. Fato que fortalece a necessidade de estuda-lo em diferentes
temperaturas, considerando a grande amplitude térmica das regides de sua
producdo. Aditivos ricos em Aacidos graxos insaturados provenientes da
microalga (Schizochytrium sp.) para dietas de peixes, podem ser uma alternativa
afim de melhorar a capacidade fisiol6gica desses organismos ao combate de
danos durante a exposicéo de temperaturas mais baixas que as de seu conforto
térmico. Neste contexto, esta tese esta dividida em dois capitulos: 1- Introducao
Geral, revisando os principais aspectos abordados no estudo e capitulo 2 — No
qual foi realizado um experimento com objetivo de avaliar a influéncia dos acidos
graxos insaturados da farinha de microalga no perfil metabdlico, imunolégico e
do sistema antioxidante de tambaquis em temperaturas de 19,91+0,30 a
23,74+0,25°C e 29,65+0,47 °C. Foram testados dois grupos: controle -
alimentados com dietas comerciais (6 caixas) (T1 e T2 - C) e o grupo alimentado
com farinha de microalga (6 caixas) (T3 e T4 - FM). Ap6s 15 dias de alimentacdo,
3 caixas de cada grupo foram expostas a temperatura (19,91+0,30 a
23,74%0,25°C) e outros 3 permaneceram em temperatura ambiente (29,65+0,47
°C). Ap6s 1, 3 e 6 horas expostos a temperatura reduzida (19,91+0,30 a
23,74%0,25°C) e ambiente 29,65+0,47 °C, os peixes foram amostrados para
avaliacdo de indicadores fisiolégicos: metabdlicos (glicose, proteina e glicogénio
hepaticos, eritrocitos), imunoldgicos (atividade respiratoria de leucocitos/ARL,
concentracdo sérica de lisozima e atividade sérica do sistema
complemento/AHCs0) e do sistema antioxidante (atividade das enzimas
superoxido dismutase/SOD, catalase/CAT, glutationa peroxidase/GPx,
glutationa-S-transferase/GST, concentracdo de glutationa reduzida/GSH,
lipoperixidacao lipidica/LPO) (n=12, 4 peixes/caixa). A exposicao a temperaturas
(19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) e a dieta com farinha de microalga aumentaram as
concentracbes de glicose e numero de eritrocitos. A farinha de microalga
aumentou a disponibilidade do glicogénio. Temperaturas (19,91+0,30 a
23,74%0,25°C) aumentaram a ARL e a farinha de microalga diminuiu a ARL,
AHCso e a concentracdo sérica de lisozima. A atividade das enzimas do sistema
antioxidante SOD, CAT, GPx e GST e a concentracdo de GSH foram
aumentadas em funcdo da farinha de microalga. Nossos resultados
demostraram que a farinha de microalga influenciou no perfil metabdlico,
imunidade inata e sistema antioxidante de tambaquis expostos a temperaturas
de 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C, reforcando um possivel papel protetor dos acidos
graxos insaturados contidos na farinha de microalga.

PALAVRAS-CHAVE:

Resposta ao choque térmico, acidos graxos, imunidade, estresse oxidativo,
metabolismo, Colossoma macropomum



ABSTRACT

Tambaqui is the main native species produced in Brazil and Latin American
aguaculture. This makes it necessary to study it at different temperatures, given
the wide temperature range in the regions where it is produced. Additives rich in
unsaturated fatty acids from microalgae (Schizochytrium sp.) for fish diets could
be an alternative in order to improve the physiological capacity of these
organisms to combat damage during exposure to temperatures lower than those
of their thermal comfort. In this context, this thesis is divided into two chapters: 1-
General Introduction, reviewing the main aspects covered in the study and
Chapter 2 - In which an experiment was carried out with the aim of assessing the
influence of unsaturated fatty acids from microalgae meal on the metabolic,
immune and antioxidant system profile of tambaquis at temperatures of
19.91+0.30 to 23.74+0.25°C and 29.65+0.47°C. Two groups were tested: control
- fed commercial diets (6 tanks) (T1 and T2 - C) and the group fed microalgae
meal (6 tanks) (T3 and T4 - FM). After 15 days of feeding, 3 tanks from each
group were exposed to temperature (19.91+0.30 to 23.74+0.25°C) and the other
3 remained at room temperature (29.65+0.47°C). After 1, 3 and 6 hours exposed
to reduced temperature (19.91+0.30 to 23.74+0.25°C) and ambient temperature
of 29.65+0.47°C, the fish were sampled to assess physiological indicators:
metabolic (hepatic glucose, protein and glycogen, erythrocytes), immunological
(respiratory activity of leukocytes/ARL, serum lysozyme concentration and serum
activity of the complement system/AHC50) and antioxidant system (activity of the
enzymes superoxide dismutase/SOD, catalase/CAT, glutathione
peroxidase/GPX, glutathione-S-transferase/GST, reduced glutathione
concentration/GSH, lipid peroxidation/LPO) (n=12, 4 fish/tanks). Exposure to
temperatures (19.91+0.30 to 23.74+0.25°C) and the diet with microalgae flour
increased glucose concentrations and erythrocyte numbers. Microalgae meal
increased glycogen availability. Temperatures (19.91+0.30 to 23.74%0.25°C)
increased ARL and microalgae meal decreased ARL, AHC50 and serum
lysozyme concentration. The activity of the antioxidant system enzymes SOD,
CAT, GPx and GST and the concentration of GSH were increased as a function
of microalgae flour. Our results showed that microalgae meal influenced the
metabolic profile, innate immunity and antioxidant system of tambaqui exposed
to temperatures ranging from 19.91+0.30 to 23.74+0.25°C, reinforcing a possible
protective role of the unsaturated fatty acids contained in microalgae meal.

KEYWORDS:

Heat-shock response, fatty acids, immunity, oxidative stress, metabolism,
Colossoma macropomum



CAPITULO 1

Introducéo Geral



1. Aquicultura

A aquicultura é uma atividade agropecuéria que tem como objetivo a
producdo de organismos aquaticos para a nutricdo humana em condicdes
controladas. Atualmente, 811 milhdes de pessoas sofrem de fome e 3 bilhdes
ndo podem pagar por dietas saudaveis (FAO, 2022). Tal situagéo intensifica a
urgéncia para transformar os atuais sistemas agroalimentares para serem mais
seguros, acessiveis e sustentaveis (Fialho et al., 2021).

A aquicultura destaca-se como potencial atividade sustentavel uma vez que
permite o desenvolvimento de novas técnicas de producgdo para o setor, além de
proporcionar o maior controle do ambiente aquatico (Golovacheva et al., 2022),
com beneficios ambientais relevantes, transformando estas caracteristicas em
ganhos de produtividade e qualidade no cultivo/criacdo de diferentes plantas e
animais aquéaticos (Siqueira, 2017).

O ultimo recorde histérico referente a aquicultura ocorreu em 2020,
resultando em 122,6 milh6es de toneladas de pescado, equivalente a 281,5
bilhdes de dblares. Neste mesmo ano, o consumo de alimentos aquaticos foi de
20,2 kg per capita, incremento que dobrou a taxa de consumo dos ultimos 50
anos. A nivel mundial, a Asia aparece como principal continente produtor (70%
do total), seguido das Américas, Europa, Africa e Oceania. A China, manteve-se
como o principal pais produtor (35 % do total) (FAO, 2022). O Brasil, neste
cenario mundial, ocupa a 21° posicdo, com maior expressividade para a
piscicultura (FAO, 2022; IBGE, 2022). Segundo o perfil econémico da atividade
aguicola brasileira de 2021, a producéo de peixes foi de 558,9 mil toneladas,
avaliada a 4,7 bilhdes de reais (IBGE, 2022).

Entre as espécies mais produzidas em 2021, estdo a tilapia (Oreochromis
niloticus) e o tambaqui (Colossoma macropomum), com 94,5 mil toneladas
despescadas (IBGE, 2022). Apesar do tambaqui ser a espécie nativa mais
produzida no Brasil e ter grande potencial interno de desenvolvimento e de
exportacdo, paises como a China tem se destacado na producdo de espécies
nativas brasileiras como tambaqui, pirapitinga e peixes ornamentais amazonicos.
Em 2022, o pais produziu 59,4 mil toneladas de pirapitinga superando a

producéo brasileira desta espécie (BBC, 2023).



Neste cenario, sdo necessarios estudos para desenvolver tecnologias que
explorem o potencial produtivo nacional de tambaqui visto que, apesar da
espécie apresentar producdo em todos os estados brasileiros, a maior producéo
ainda se encontra centralizada ao Norte do pais nos estados Rondénia, Roraima,
Amazonas e Tocantins e a um estado Nordestino, sendo o Maranhao (IBGE,
2022).

2. Tambaqui

O C. macropomum, conhecido popularmente como tambaqui, pertence a
superclasse Actnopterygii, ordem Characiformes, familia Characidae, sendo o
maior Characiforme da Bacia Amazoénica (Goulding, 1980). A espécie € natural
das bacias do rio Amazonas e do rio Orinoco (Gomes et al., 2020). Seu ambiente
natural é caracterizado por aguas ricas em nutrientes com temperatura média
entre 25 e 34°C, sendo capaz de resistir a baixas concentragdes de oxigénio na
agua (Val e Almeida-Val, 1995; Gomes et al., 2020).

Apresenta habito alimentar onivoro com comportamento frugivoro (Goulding,
1980; Araujo-Lima e Goulding, 1997; Baldisseroto, 2013). Enquanto larva, €
filtrador e sua alimentagéo natural consiste em zooplancton, no qual encontra
maior oferta de proteina de alta qualidade para os primeiros anos de vida
(Araudjo-Lima e Gomes, 2005; Gomes et al., 2020). Quando adulto, seu consumo
de frutos e sementes acontece principalmente na época da enchente e cheia,
quando ocorre o periodo de floresta inundada (Goulding, 1980), enquanto na
vazante e seca, o consumo é direcionado ao zooplancton (Oliveira et al., 2006).
Além disso, apresenta plasticidade tréfica, com maior aproveitamento de itens
alimentares e ainda plasticidade de enzimas digestivas para melhor
aproveitamento de nutrientes (Corréa et al., 2007). E uma espécie que se adapta
a diferentes sistemas de producado e aceita racGes industrializadas (Gomes e
Silva, 2009; Cortegano et al., 2019). Sua producdo em ambientes
controlados/viveiros escavados no estado do Amazonas pode chegar a 7200
kg/ha, com crescimento acelerado que resulta na producao de 1,80 kg de peso
médio de pescado para venda em um ciclo de producdo de oito meses,
considerando a fase de engorda (lzel e Melo, 2004).

No entanto, a temperatura é um dos desafios enfrentados para a
disseminacéao da espécie em todo pais, uma vez que em temperaturas abaixo
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de 20°C seu crescimento e bem-estar sdo limitados (Zaniboni Filho e Meurer,
1997). Assim, é importante compreender quais fatores limitam a producéo dessa

espécie nas demais regides do pais.

3. Temperatura como agente estressor

Na aquicultura em sistemas de criagéo intensivos, 0s peixes sdo expostos a
uma série de condi¢cdes desafiadoras (Oba et al., 2013; Islam et., 2021) como
variacfes nas concentracdes de oxigénio, osmolaridade da agua, variacées no
pH e na temperatura (Urbinati et al., 2014).

A temperatura € o principal fator abidtico que controla e limita o
desenvolvimento e a fisiologia dos peixes (Islam et al., 2022). Tal variavel esta
intimamente relacionada com a velocidade das reacfes quimicas, influencia a
bioquimica celular e, por conseguinte, a fisiologia dos ectotérmicos (Van Den
Burg et al. 2005). Assim, os impactos devido a temperaturas extremas em peixes
variam conforme a espécie, magnitude do estresse, genética, idade, estagios de
desenvolvimento, da aptidao fisioldgica e dos historicos anteriores de exposicéo
térmica (Ashaf-Ud-Doulah et al., 2019; Islam et al., 2022).

Os animais apresentam duas respostas primarias a flutuacéo da temperatura
ambiental: pecilotermia e endotermia. Para 0s peixes pecilotérmicos, a
temperatura corporal é determinada pela troca de calor entre a 4gua do ambiente
e 0 sangue nas branquias (Van Den Burg et al., 2005), no entanto, para os
animais endotérmicos a temperatura corporal ndo é influenciada por fontes
externas. Os peixes, de modo geral, sdo pecilotérmicos e ectotérmicos, e
possuem uma faixa de conforto térmico que favorece o desempenho de suas
funcdes bioldgicas, crescimento e bem-estar animal (Beitinger et al., 2000).
Mudancas no ponto de equilibrio dos peixes alteram a estabilidade de
membranas plasmaéticas, o que provoca variagdes no funcionamento de varios
orgaos e consequentemente uma série de mudancas fisioldgicas.

O aumento da temperatura eleva a energia cinética dos atomos e moléculas,
facilita as rea¢des quimicas, desestabilizando ligagcfes ibnicas e modificando o
ponto de equilibrio de reacdes de interacdo entre proteinas, como a afinidade
existente entre enzima-substrato, hormonio-receptor (Baldisseroto, 2018).



Nos peixes, a resposta tipica para a diminuigcdo da temperatura ambiental é
a reducéo de acidos graxos saturados com consequente aumento na proporcao
de acidos graxos insaturados. Isso ocorre pelo fato da inclusdo de uma dupla
ligacdo na cadeia de carbonos ter impacto tanto no formato da molécula quanto
nas propriedades fisicas dos fosfolipidios (Garcia et al., 2013).

Em salmao do Atlantico (Salmo salar) exposto a temperatura superior a 8°C,
0S acidos graxos poli-insaturados aumentavam, enquanto 0s acidos graxos
saturados diminuiam. A imunidade dos peixes foi afetada a partir de 16°C (Liu et
al., 2020). Estudos testando temperaturas mais baixas também relataram
alteracdes fisioldgicas que podem interferir no processo de defesa dos peixes
(Falcon, 2007; Junior et al., 2010; Panase et al., 2018). Um estudo com robalo
(Dicentrarchus labrax) exposto a um estresse térmico extremo demostrou que 0s
mecanismos de defesa desse peixe ndo sao suficientes para sua aclimatacao
(Islam et al., 2020). Baiacus (Takifugu obscurus) expostos a temperaturas baixas
(21, 17 e 13°C) tiveram seus parametros bioquimicos alterados, danos no DNA
e ainda ativagdo de genes relacionados com atividade protetora do sistema
antioxidante (Cheng et al., 2017).

Outro estudo, que buscava mitigar questdes relacionadas a possivel
introducéo de uma espécie brasileira em um pais com temperaturas mais baixas,
avaliou a tolerancia do pirarucu a temperaturas reduzidas a fim de diversificar a
producédo aquicola e compreender os fatores limitantes da producéo da espécie,
o estudo verificou que a espécie ndo suportaria temperaturas abaixo de 16°C
(Lawson et al., 2015).

Neste contexto, entende-se que para o bom desenvolvimento da atividade
aquicola, € necesséario o conhecimento da biologia das espécies criadas, da
fisiologia, do funcionamento dos sistemas organicos, suas interacfes e
respostas obtidas nas diferentes alteracbes ambientais e aos métodos de
criacdo que permitem melhores condi¢cdes de criacdo as espécies (Da Silveira et
al., 2009). Além disso, a variagdo térmica age como uma pressdo ambiental
capaz de promover estresse. Este pode ser superado, através da capacidade
adaptativa do organismo ao promover ajustes comportamentais e fisiolégicos
(Bilyk e Devries, 2011).



4. Respostas ao estresse x Sistema Imune x Sistema Antioxidante

O estresse pode ser definido como um fendmeno/estimulo no qual se
desencadeia um conjunto de respostas fisioldgicas e comportamentais, frente a
condicbes inesperadas de ameaca levando a quebra da homeostase (Barton,
2002; Tort, 2011; Urbinati et al., 2014). Seyle (1950) conceituou o estresse como
Sindrome Geral de Adaptacdo (SAG), na qual sequencialmente sé&o
apresentadas respostas de acordo com seu nivel de organizacdo (Barton et al.,
1991). Essas respostas ao estresse atuam em trés linhas. Respostas primarias,
também conhecida como reacdo de alarme, a nivel neuroendocrino. Segundos
apos a presenca de um estressor, ocorre a ativacao dos eixos hipotalamo —
sistema nervoso simpatico — células cromafins (HSC) e hipotalamo — hipofise —
interrenal (HHI) resultando na liberacdo dos produtos: catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina e dopamina) e o cortisol (glicorticoides),
respectivamente (Barton e Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997, Wendelaar
Bonga, 2011; Urbinati et al., 2014). Apds a secrecdo desses hormonios, ocorrem
alteracbes fisiologicas, metabdlicas e osmorregulatérias como resposta
secundaria, reponsaveis por uma fase de resisténcia e tentativa de adaptacao.
Segundo Pickering (1993), essa fase inclui uma série de eventos tais como
alteracdo das taxas de circulacdo e outros horménios (da pituitaria e tireoide),
das taxas de conversdo de neurotransmissores cerebrais, aumento da taxa
cardiorrespiratéria e mobilizacdo de energia (a partir de reservas de
carboidratos, lipidios e proteinas). Segundo Wendelaar Bonga (1997), a resposta
terciaria ao estresse ocorre numa fase de exaustdo do organismo. Quando a
condicdo estressante perdura por um periodo longo, ou seja, a exposicao se
torna cronica, as respostas secundarias do estresse mudam suas caracteristicas
e as respostas terciarias se instalam implicando diretamente em um
redirecionamento de energia para 6rgaos e funcdes prioritarias, relacionadas
com a sobrevivéncia como respiracdo, natagdo, osmorregulacdo e reparo
tecidual, diminuindo o aporte para atividades anabdlicas de investimento a longo
prazo comprometendo estoques energéticos, diminuido crescimento de peixes,
prejudicando a resisténcia as doencas e ocasionando a depresséo do sistema
imune (Tort, 2011;Urbinati et al., 2014).



O sistema imune dos peixes € dividido em inato (ndo especifico) e adaptativo
(especifico ou de memoéria) (Ellis, 1999). Ambos apresentam mecanismos de
defesa mediados por células e fatores humorais. O sistema inato € considerado
a primeira barreira contra agentes invasores. Entre os componentes desse
sistema, estdo o tegumento (pele e muco), os componentes celulares capazes
de fagocitar e destruir agentes infecciosos (granuldcitos, mondcitos e células
natural killer — NK) (Kantari et al., 2008) e os componentes humorais (sistema
complemento, sistema de enzimas antimicrobianos e mediadores n&o
especificos: interferon e as interleucinas) (Ellis, 1999). Por outro lado, o sistema
adaptativo é ativado somente na presenca do antigeno, o qual desencadeia uma
cascata de reacles responsaveis pelo aumento dos anticorpos circulantes
especificos e a promo¢do de memodria imune (Bernstein et al.,1998; Urbinati
2014), composta por linfocitos T e B, neste caso células imunocompetentes,
responsaveis pelo reconhecimento e destruicdo de microrganismos invasores
(bactérias, fungos, virus e parasitos). As células T apresentam a capacidade de
reconhecer o antigeno na presenca de receptores glicoproteicos. Durante o
processo de reconhecimento, as células T secretam citocinas que ativam as
células B, responsaveis pela producdo dos anticorpos (linfécitos citotoxicos,
macrofagos e outras células que irdo destruir microrganismos invasores (Abbas
e Lichtman, 2005; Urbinati et al., 2014). Os anticorpos, ao conectarem-se aos
microrganismos, iniciam a fagocitose e realizam a neutralizacdo e opsonizagao
do agente, ou seja, a ativacdo do complemento e citotoxicidade mediados por
células dependentes de anticorpos (Ellis, 2001; Holland e Lambris, 2002; Urbinati
et al., 2014). Este processo, fagocitose, interliga esses dois sistemas (inato e
adaptativo), assim uma vez que o0 processo de neutralizacdo dos agentes
patogénicos € iniciado ocorre aumento do consumo de oxigénio devido a
reducdo do oxigéni em anion superéxido (Oze-). Durante este processo, ha
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e, consequentemente, a
producdo de radicais livres (Biller e Takahashi, 2018). O excesso de radicais
livres produzidos em processos metabolicos promove danos oxidativos, que
ativam mecanismos de defesa antioxidante (Barbosa et al., 2010). Este sistema
desempenha um papel fundamental em varias vias metabdlicas. O organismo
naturalmente produz varias EROs, as quais se mantém em equilibrio ou séo

neutralizadas devido a acgéo eficiente do sistema antioxidante (Biller e Takahashi,
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2018), neste caso evitando ou atrasando a oxidagcao de componentes celulares
(Halliwell e Gutteridge, 1989). O estresse oxidativo se instala a partir de um
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacao dos sistemas
de defesa antioxidante. Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com
consequente perda de suas fungdes bioldgicas ou desequilibrio homeostatico
(Barbosa et al., 2010). Os processos de geracdo de EROs ocorrem normalmente
nas mitocondrias, quando a célula sintetiza ATP por meio da reducédo completa
de O2 na crista mitocondrial, formando agua (Sies e Murphy, 1991; Storey, 1996).
O oxigénio quando nao reduzido de forma completa produz as EROs, como
anion superoxido (Oze-) e o radical hidroxil (OHe), classificados como radicais
livres pois possuem elétrons ndo pareados e ainda peréxido de hidrogénio
(H202), uma espécie intermediaria que apesar de ndo ser um radical livre, por
ndo ter um elétron desemparelhado na sua ultima camada eletrbnica, € uma
espécie com alto potencial reativo (Barreiros e David, 2006; Halliwell e
Gutteridge, 2000; Barbosa et al., 2010).

Para lidar com esses potenciais danos oxidativos, as células vivas
desenvolveram numerosos mecanismos de defesa, afim de neutralizar os efeitos
nocivos dos radicais livres, como atuacdo do sistema de defesa antioxidante.
Esse sistema de defesa € composto por dois grupos, o enzimético e 0 nao
enzimatico. O sistema antioxidante enzimético, inclui enzimas como a
superoéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e
a glutationa-S-transferase (GST) (Zhang et al., 2004; Barbosa et al., 2010). O
sistema antioxidante ndo enzimatico inclui a glutationa reduzida (GSH) e
compostos antioxidantes de origem dietética, entre os quais se destacam:
vitaminas, minerais e compostos fendlicos (Barbosa et al., 2010; Halliwell e
Gutteridge, 2015).

A superéxido dismutase (SOD) é uma das primeiras enzimas a serem
requisitadas pelo sistema antioxidante. Além disso, pode ser encontrada sob
duas formas: no citoplasma, sendo dependente de cobre (Cu) e zinco (Zn) e na
mitocondria, necessitando do manganés (Mn) como cofator (Green et a., 2004;
Barbosa et al., 2010). A SOD por meio da reacdo de dismutacdo catalisa a
geracdo de peroxido de hidrogénio (H202), a partir do radical superoxido (O2¢)
Halliwell e Gutteridge, 2015). O peroxido de hidrogénio (H202) produzido, entao
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pode ser eliminado pela catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) ou ainda
liberado para o citoplasma das células (Biller e Takahashi, 2018). As enzimas
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), funcionam em conjunto para
impedir o acimulo de peréxido de hidrogénio (H202), que apesar de ndo ser um
radical livre, por meio das reacbes de Fenton e HaberWeiss, possibilita a
producao do radical hidroxila (OHe), contra o qual ndo ha defesa enzimatica
(Barbosa et al., 2010).

A catalase (CAT) enzima encontrada principalmente em peroxissomas e nas
mitocondrias, possui funcéo essencial para manter o equilibrio entre a formacao
e a eliminacdo de EROs, catalisando o peroxido de hidrogénio (H202) em agua
(H20) e oxigénio (O2) (Halliwell e Gutteridge, 2015; Biller e Takahashi, 2018). A
enzima glutationa peroxidase (GPx), também catalisa o perdxido de hidrogénio
(H202) em agua (H20), no entanto, utiliza a glutationa reduzida (GSH) como
cofator, a qual é transformada em glutationa oxidada (GSSG), sendo esta que
promove acdo oxidante em funcdo da ligacdo dissulfeto existente em sua
estrutura (Halliwell e Gutteridge, 2007; Barbosa et al., 2010). Desempenhando
papel importante na prevencdo da peroxidacdo lipidica (Biller e Takahashi,
2018).

A glutationa-S-transferase (GST) hepética, € uma enzima conhecida por seu
importante papel na defesa do organismo contra danos oxidativos. Atua nas
células no processo desintoxicacdo e de biotransformacéo, constituindo a
segunda linha de defesa contra a toxicidade causada pelos oxidantes (Santana
et al.,, 2021). A mesma realiza a conjugacdo de uma molécula de glutationa
reduzida (GSH) com compostos contendo um centro eletrofilico, formando

derivados menos toxicos e mais sollveis (Hayes et al., 2005).

A glutationa reduzida (GSH), tem papel fundamental na defesa contra o
estresse oxidativo, uma vez que a sua alta concentracao intracelular, lhe torna o
principal tamp&o que atua na oxirreducéo celular. Esse processo ocorre atraves
da reducdo da glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH)
novamente, pela atuacdo da glutationa redutase (GR) que -catalisa a
transferéncia de dois elétrons de uma molécula de NADPH para glutationa
oxidada (GSSG), formando um ciclo redox (Lu et al., 2009).
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Quando a atuagdo das enzimas antioxidantes ndo ocorre de maneira
coordenada para garantir a neutralizacdo dos radicais livres, ha o excesso de
EROs. Estas entdo, reagem com as biomoléculas levando a uma desregulacao
celular relacionando-se com uma variedade de doencas, incluindo cancer,
doencas hepéticas, aterosclerose e envelhecimento (Lima e Abdalla, 2001).
Essa relacdo se da pela propriedade das EROs sobre as duplas ligacfes entre
carbonos dos lipideos das membranas celulares, tornando os acidos graxos poli-
insaturados de membrana um dos seus principais alvos e iniciando assim a
peroxidacao lipidica (LPO).

A peroxidagéo lipidica (LPO), pode ser avaliada e utilizada como indicador do
estresse oxidativo, uma vez que é responsavel por danos nas proteinas,
carboidratos, lipideos, alteracdes nas membranas que levam a perda da
permeabilidade, alterando o fluxo i6bnico de entrada e saida de nutrientes e
substancias toxicas, alteracbes do DNA, além causar danos as células que
podem levar a apoptose induzida (Lima e Abdalla, 2001; Biller e Takahashi,
2018).

5. Farinha de microalga como fonte de acidos graxos

Os &cidos carboxilicos contém um grupo hidrofilico unido a uma cadeia
hidrocarbonada (CH) e possuem normalmente entre 4 a 36 carbonos de
comprimento (Lehninger et al., 1993). Diferente do que se pensava anos atras
que os acidos graxos seriam apenas substratos energéticos e componentes
estruturais de membranas, os lipideos sdo componentes importantes nas dietas
de peixes, uma vez que possuem funcbes que regulam o metabolismo e a
funcionalidade das células. Possuem papel fundamental na fisiologia dos peixes.
Entre as fun¢Bes dessas moléculas, em relacdo ao crescimento de peixes, pode-
se mencionar algumas como: energéticas, no metabolismo de lipideos, de
carboidratos e producdo de enzimas digestivas; estruturais, hormonais, no
sistema imune, na modulacao e producdo de bioquimicos e em outras reacdes
fisiologicas (Aradjo et al., 2013).

As proteinas e os lipideos séo considerados 0s principais constituintes

organicos dos tecidos corporais. As proteinas possuem 0 seu metabolismo
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controlado pela genética, enquanto o metabolismo dos lipideos € influenciado
pela dieta (Garcia et al., 2013).

Diversos estudos testam ingredientes e aditivos como fontes de acidos
graxos, buscando alternativas sustentaveis que favorecem a saude do
consumidor (Mourente et al., 2005; Li et al., 2009; Lin e Luo, 2011; Cortegano et
al, 2019). No entanto, estudos que avaliam a funcdo dos acidos graxos em
relacdo a aspectos imunoldgicos e de resisténcia ao estresse nos peixes sao
€scassos e necessarios. Em um estudo desta natureza, Montero et al. (2003),
verificou que douradas (Sparus aurata) alimentadas com dietas contendo 6leos
vegetais apresentaram diferentes padrdes de resposta ao estresse, aumento no
namero de eritrécitos e que a mistura desses 0Oleos vegetais proporcionou
melhores resultados em termos de salde e resisténcia aos peixes.

A farinha de microalga derivada da Schizochytrium sp. é uma importante
fonte de acidos graxos (Q. Wang et al. 2021). Essa microalga pertence ao Reino
Chromista, Sub-reino Harosa, Filo Stramenopiles, Classe Labyrinthulomycetes,
Ordem Thraustochytriales, Familia Thraustochytriaceae (C. Morabito, et al.
2019).

Disp6em alta capacidade de sintetizar DHA, por meio de um complexo
enzimatico utilizando como substrato o malonil-CoA e acetil-CoA (Metz et al.,
2001). Além disso, possuem rapida, continua e sustentavel producdo uma vez
que sdo organismos heterotréficos e possuem habito alimentar detritivoro,
bacterivoro (Lewis et al., 1999). Assim, conhecer os efeitos fisioldgicos,
oferecidos pela inclusdo de acidos graxos nas dietas de peixes em situacdes de
exposicdo a temperaturas reduzidas é determinante para obtencéo de sucesso

em possiveis novos manejos.

Assim, o presente trabalho investigou o0 uso da inclusdo de farinha de
microalga do género Schizochytrium, por seu conteiudo de &acidos graxos
insaturados, na dieta de tambaquis expostos a reducéo da temperatura da agua
do ambiente de criacdo. Verificando se esse suplemento poderia apresentar
efeito protetor e alterar as respostas metabdlicas, imune inatas e do sistema
antioxidante nos peixes quando desafiados a condi¢cdes diferentes do conforto

térmico para a espécie.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DE ACIDOS GRAXOS INSATURADOS DA FARINHA DE
MICROALGAS NO PERFIL METABOLICO, IMUNOLOGICO E DO SISTEMA
ANTIOXIDANTE DE TAMBAQUIS EM DIFERENTES TEMPERATURAS
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RESUMO

A temperatura pode ser considerada um estressor fisico, principalmente para
espécies com baixa tolerancia a mudancas bruscas na agua. Desta forma,
espécies nativas como tambaqui, quando expostos a temperaturas reduzidas,
apresentam impactos negativos em varios sistemas biolégicos, seguido de
crescimento reduzido e até mortalidade. Neste contexto, nosso estudo avaliou
os efeitos dos acidos graxos provenientes da farinha de microalga do género
Schizochytrium, sobre a modulacao de respostas metabdlicas, fungédo imunitéria
e sistema antioxidante em tambaquis expostos a temperaturas de 19,91+0,30 a
23,74+0,25°C e 29,65+0,47 °C. Foram testados dois grupos: controle -
alimentados com dietas comerciais (6 caixas) (T1 e T2 - C) e o grupo alimentado
com fonte de &cidos graxos (6 caixas) (T3 e T4 - FM). Apos 15 dias de
alimentacdo, 3 caixas de cada grupo foram expostas a temperatura (19,91+0,30
a 23,74+0,25°C) e outros 3 permaneceram em temperatura ambiente
(29,65+0,47 °C). Ap6s 1, 3 e 6 horas expostos a temperatura 19,91+0,30 a
23,74%0,25°C e 29,65%0,47 °C, os peixes foram amostrados para avaliacdo de
indicadores fisiologicos: metabdlicos (glicose, proteina e glicogénio hepaticos e
eritrécitos), imunoldgicos (atividade respiratéria de leucdcitos/ARL,
concentracdo sérica de lisozima e atividade sérica do sistema
complemento/AHCsp) e do sistema antioxidante (atividade das enzimas
superéxido dismutase/SOD, catalase/CAT, glutationa peroxidase/GPx,
glutationa-S-transferase/GST, concentragdo de glutationa reduzida/GSH e
peroxidacao lipidica /LPO) (n=12, 4 peixes/caixa). A exposi¢cao a temperatura de
19,91+0,30 a 23,74+0,25°C e as dietas com farinha de microalga aumentaram
as concentracfes de glicose e numero de eritrocitos. A farinha de microalga
aumentou a disponibilidade do glicogénio. A temperatura de 19,91+0,30 a
23,74%0,25°C aumentou a ARL e a farinha de microalga diminuiu a atividade da
ARL, AHCsp e a concentracao sérica de Lisozima. A atividade das enzimas do
sistema antioxidante SOD, CAT, GPx e GST e a concentracdo de GSH foram
aumentadas em funcgéo da farinha de microalga. Nossos resultados sugerem que
a farinha de microalga influenciou no perfil metabdlico, imunidade inata e sistema
antioxidante de tambaquis expostos a temperatura de 19,91+0,30 a
23,74+0,25°C, reforcando um possivel papel protetor dos &acidos graxos
insaturados contidos no aditivo.

PALAVRAS-CHAVE:

Colossoma macropomum, temperatura, metabolismo, imunidade, respiracdo celular.
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ABSTRACT

Temperature can be considered a physical stressor, especially for species with
low tolerance to sudden changes in water. Native species such as tambaqui,
when exposed to reduced temperatures, show negative impacts on various
biological systems, followed by reduced growth and even mortality. In this
context, our study evaluated the effects of fatty acids from Schizochytrium
microalgae about the modulation of metabolic responses, immune function and
the antioxidant system in tambaqui exposed to temperatures of 19.91+0.30 to
23.74+0.25°C and 29.65+0.47°C. Two groups were tested: control - fed
commercial diets (6 tanks) (T1 and T2 - C) and the group fed a fatty acid source
(6 tanks) (T3 and T4 - FM). After 15 days of feeding, 3 tanks from each group
were exposed to temperature (19.91+0.30 to 23.74+0.25°C) and the other 3
remained at room temperature (29.65+0.47°C). After 1, 3 and 6 hours exposed
to 19.91+0.30 to 23.74+0.25°C and 29.65+0.47°C, the fish were sampled to
assess physiological indicators: metabolic (hepatic glucose, protein and
glycogen, erythrocytes), immunological (respiratory activity of leukocytes/ARL,
serum lysozyme concentration and serum activity of the complement
system/AHC50) and antioxidant system (activity of the enzymes superoxide
dismutase/SOD, catalase/CAT, glutathione peroxidase/GPx, glutathione-S-
transferase/GST, reduced glutathione concentration/GSH and lipid
peroxidation/LPO) (n=12, 4 fish/tanks).BEExposure to temperatures ranging from
19.91+0.30 to 23.74+0.25°C and diets containing microalgae meal increased
glucose concentrations and the number of erythrocytes. Microalgae meal
increased glycogen availability. The temperature from 19.91+0.30 to
23.74+0.25°C increased ARL and microalgae meal decreased ARL activity,
AHCS50 and serum lysozyme concentration. The activity of the antioxidant system
enzymes SOD, CAT, GPx and GST and the concentration of GSH were
increased as a function of microalgae meal. Our results suggest that microalgae
meal influenced the metabolic profile, innate immunity and antioxidant system of
tambaquis exposed to temperatures ranging from 19.91+0.30 to 23.74+0.25°C,
reinforcing a possible protective role of the unsaturated fatty acids contained in
the additive.

KEYWORDS:
Colossoma macropomum, temperature, metabolism, immunity, cellular

respiration.
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1. Introducéao

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie onivora (Aradjo-Lima
e Goulding, 1997), ajusta-se fisiologicamente aos diferentes tipos de 4guas da
Amazobnia (Aride et al., 2007), apresenta carne de alta qualidade e sabor, e ainda
bom potencial de crescimento e rusticidade (Gomes et al., 2020; Araudjo-Dairiki
et al., 2018). E a espécie nativa mais produzida no Brasil e sua introducéo nas
pisciculturas do Sul do pais iniciou-se a partir da década de 70 (Zaniboni e
Meurer, 1997; Ranzani-Paiva et al., 1999). Ainda assim, sua criacdo nesta regiao
€ limitada em funcdo da temperatura, uma vez que possui problemas de
aclimatagdo durante o inverno, e, além disso, a taxa de crescimento é reduzida
por efeito da limitacdo da alimentacao (Zaniboni e Meurer, 1997; Gomes et al.,
2020).

Os peixes sdo ectotérmicos, logo a temperatura da agua influencia
diretamente a temperatura corporal dos mesmos (Islam et al., 2022; Beitinger et
al., 2000). Assim, quando sujeitos a mudancas bruscas de temperatura, como
as que podem ocorrer durante o ano, induzem respostas de estresse que
resultam no aumento do cortisol sanguineo e que podem gerar consequéncias
negativas no sistema imune (Islam et al.,, 2021; Tromp et al., 2018; Pérez-
Casanova et al., 2008; Tanck et al., 2000; Arends et al., 1998; Le Morvan-Rocher
et al.,, 1995). Essas consequéncias fisiologicas podem afetar o desempenho
zootécnico do animal (Gamperl et al., 2020; Phuc, Mather e Hurwood., 2017,
Wendelaar Bonga, 1997).

O estresse pode ser definido como o conjunto de respostas adaptativas afim
de se manter o equilibrio fisiolégico do peixe (Barton, 2002). Entretanto, em
situacdes prolongadas de estresse, 0s animais podem chegar a exaustdo e a um
estado patologico (Wendelaar Bonga, 1997). De acordo com Urbinati et al.
(2020), existem diferencas entre as respostas imunes inatas em peixes diante
do enfrentamento de condicbes estressantes agudas e crénicas. Exposicoes de
curto prazo (agudas) aprimoram a resposta do sistema, por mediagcdo das
catecolaminas, enquanto a resposta imune pode ser prejudicada em situacdes
de estresse prolongado (crénico), com envolvimento do cortisol (Kim et al., 2019;
Panase et al., 2018).
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E conhecido que o estresse afeta a homeostasia dos peixes, levando-os a
um quadro de imunossupressdo e suscetibilidade a infeccGes bacterianas
(Urbinati et al., 2014). Por conseguinte, aumentam o0s riscos de mortalidade
(Ferreira et al., 2019) que interferem diretamente nos custos de producao
(Oliveira e Cyrino, 1998). Os danos causados no processo de estresse térmico
resultam na reestruturacdo de membranas bioldgicas e em varias mudancas
metabdlicas, as quais podem afetar a suscetibilidade da membrana a
peroxidacgéo lipidica, potencialmente prejudicial (Crockett, 2008).

Os é&cidos graxos desempenham numerosos papeis, tais como,
componentes estruturais das células, fonte de energia e também reguladores de
expressao génica de respostas imunes e inflamatorias (Yaqoob e Calder, 2007).
Para os peixes e animais marinhos, principalmente aqueles de regides frias, 0s
acidos graxos desempenham func¢des especificas no metabolismo (Visentainer
et al., 2000). Em ectotérmicos, dois dos padrdes mais proeminentes de
reestruturacao lipidica em membranas envolvem contetddos de acidos graxos
poli-insaturados (Crockett, 2008).

Neste cenario, estudos que ajudem a compreensdo dos mecanismos que
modulam sistemas fisiolégicos em condi¢cbes de desafio térmico, com foco na
melhoraria da producéo da espécie em todo pais sdo necessarios. Por outro
lado, uma demanda bastante atual € o estabelecimento de boas praticas na
producdo animal e, neste sentido, produtos alternativos oriundos da aquicultura,
nao convencionais como aditivos de microalga do género Schizochytrium sp.,
ricas em acidos graxos (Cortegano et al., 2019) sdo altamente recomendaveis.

A microalga do género Schizochytrium sp. tem sido amplamente utilizada em
manejos da aquicultura. Este microrganismo tornou-se ideal para producdo
industrial do acido graxo poli-insaturado docosahexaenoico (DHA), necessario
para saude humana. Isso se da devido as suas vantagens, como facilidades para
cultivo, taxa de crescimento acelerada, composicdo simples de acidos graxos e
teor elevado de DHA (Wang et al.,, 2021). Assim, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia dos acidos graxos insaturados provenientes de farinha de
microalga no perfil metabdlico, imunolégico e do sistema antioxidante de

tambaquis em diferentes temperaturas.
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2. Material e Métodos

2.1.Animais e Local

Um total de 144 juvenis de tambaquis (peso e comprimento iniciais: 68,20
+6,19 ge 12,75 + 0,47 cm; peso e comprimentos finais: 100,49 £ 11,20 g e
14,54 = 0,57 cm) fornecidos pelo Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) foram distribuidos em 12 caixas de polietileno de 300L (12
peixes/caixa). Todos o0s procedimentos experimentais no estudo foram
realizados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2.Dietas Experimentais

Foram utilizadas duas dietas: uma dieta controle (comercial, NUTRIPICS,
28% de proteina bruta) e outra que era a ragao comercial suplementada com
5% de farinha de microalga, como fonte de &cidos graxos (All-G RichTM
product/Alltech®) de acordo com Cortegano et al. (2019). Para a elaboragéao
das dietas, a racao comercial foi reprocessada, sendo moida e peneirada em
1mm. As misturas entdo foram homogeneizadas com 30% de agua,
extrusadas a frio (25°C) e secas em estufa a 55°C. As dietas prontas foram
armazenadas a -20°C, em sacos pretos de polietileno para evitar fotoxidagao.

2.3.Delineamento e condi¢fOes experimentais

Doze caixas foram dispostas em sistema de recirculacéo e sistema de
aeracado individualizado. Os tambaquis (12 peixes/caixa) foram alimentados
duas vezes ao dia (8 e 16 horas), com 2,5% da biomassa durante 15 dias.

Apos 15 dias de alimentacéo, seis dessas caixas foram submetidas ao
sistema de resfriamento (19 a 23 °C). Sendo, trés caixas para 0 grupo
alimentado com dieta controle, denominado T2 e trés caixas, para 0 grupo
alimentado com farinha de microalga denominado T4.

As outras seis caixas permaneceram em temperatura ambiente (29 a 30
°C). Sendo, trés caixas para o grupo alimentado com dieta controle,
denominado T1 e trés caixas, para o grupo alimentado com farinha de

microalga, denominado T3. Ambos com aeragao constante.
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Para ativacdo do sistema de resfriamento, a recirculagéo foi interrompida
e a temperatura foi constantemente monitorada com medidor multiparametro
modelo AK88.

A temperatura da &gua foi gradualmente reduzida de 29,65+0,47 a
19,91+0,30 °C em 1 hora, por meio das placas de resfriamento que foram
colocadas nas caixas dos grupos T2 e T4. Apds 1 hora de exposicéo, a
temperatura aumentou gradualmente de 19,91+0,30 a 23,74+0,25 °C, da

primeira até a terceira coleta (6 horas) (Tabela 1).

Tabela 1. Monitoramento da temperatura das caixas d’agua nos diferentes

momentos de coleta.

Coletas Horario Grupos Temperatura °C
Controle 29,65 + 0,47
1 hora 08:10 Exposicéo ao frio 19,91 £ 0,30
Controle 29,65 +£ 0,47
3 horas 12:36 Exposicéo ao frio 21,3+0,20
Controle 29,65 + 0,47
6 horas 15:43 Exposicéo ao frio 23,74%0,25

Apoés 1, 3 e 6 horas de exposicao a temperatura 19,91+0,30 a 23,74+0,25
°C, os peixes foram amostrados par analise dos indicadores fisiol6gicos:
metabolicos e dos sistemas imune inato e sistema antioxidante (n=12, 4
peixes/caixa). Os peixes foram capturados e anestesiados em solucdo de
benzocaina (100 mg/L de agua) para amostragem sanguinea. O sangue foi
retirado por puncdo caudal e dispensado em microtubos contendo
anticoagulante (heparina e EDTA fluoretado) e em microtubos sem
anticoagulante para extracdo de soro. Em seguida, os peixes foram
eutanasiados por sec¢do medular, para coleta do figado que foi armazenado

a -80°C até realizacéo das analises.
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Durante o periodo experimental e para manter as condicfes de qualidade
de agua ideais ao tambaqui, as variaveis limnolégicas foram mensuradas
com o medidor multiparametro modelo AK88 — Akso (concentracdo do
oxigénio dissolvido na agua das caixas - 4,21+0,58 mg/L, temperatura
29,80+0,30°C, pH 7,07+£0,96 e condutividade - 114,53+12,86 uS/cm). O

fotoperiodo foi de 12 horas claro e 12 horas escuro.

2.4.Analises laboratoriais

2.4.1. Indicadores metabolicos (Glicose no plasma, Proteina total no
figado, Glicogénio hepéatico e Niumero de eritrécitos)

Apos centrifugacdo do sangue com EDTA fluoretado (Glistab —
Labtest) e separacéo do plasma, a concentragdo da glicose foi analisada
por kit comercial (Labtest, Sdo Paulo, Ref.133).

A determinacgéo da proteina total hepatica foi realizada pelo método
de Bradford (1976), que consiste na ligagdo do corante Coomassie
Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, Ref. 27815, St Louis, MO, USA) a
proteina, empregando como padrdo albumina de soro bovino (Sigma-
Aldrich, Ref. 4919-5G, St Louis, MO, USA). A leitura foi realizada em 595
nm, em espectrofotbmetro (Biotek Epoch 2 Microplate Reader) e a
concentracdo expressa em mg/mL.

A concentracdo de glicogénio hepatico foi determinada segundo a
metodologia proposta por Perry et al. (1988). As amostras de tecido
armazenadas a -80°C foram descongeladas, homogeneizadas e
desproteinizadas em &cido perclorico gelado, a 6%, e, a solucdo, foi
adicionado carbonato de potassio (3M) para neutralizacdo. Apoés
centrifugacdo, a 2885 rpm, por 15 min, a 10°C, o sobrenadante foi
hidrolisado com amiloglicosidase e incubado em temperatura ambiente,
por uma hora. Em seguida, adicionou-se &cido perclérico 6%, seguido de
neutralizacdo com carbonato de potéassio (2,25 M). Apés centrifugacéo a
2885 rpm por 10 min, a 10°C, a leitura foi determinada pelo reagente de
cor do kit de glicose, em espectrofotbmetro em 505 nm. As concentracdes
de glicogénio presentes no figado foram calculadas a partir da curva

padrao de glicogénio e expressas em porcentagem.
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A contagem dos eritrocitos (RBC) foi realizada em cémara de
Neubauer e medida em 106 células/ mm3, apoés diluicdo do sangue em

solucéo de citrato de formol (1:200).

2.4.2. Indicadores imunoldégicos (Atividade respiratéria de
leucécitos, Atividade do sistema complemento — via alternativa
e Concentracao sérica de lisozima)

Uma aliquota de sangue total com heparina foi utlizada para
determinacdo da atividade respiratoria de leucocitos, de acordo com o
protocolo de Siwicki (1995), adaptada por (Biller-Takahashi et al., 2013).
O método consiste na determinagéo colorimétrica das espécies reativas
de oxigénio (EROs) produzidas pelo “Burst” oxidativo, baseado na
reducdo do corante NBT (Nitroblue tetrazolium chloride - Sigma Aldrich®
N6876-100G), que forma precipitados de material insolivel com coloracéo
azul escuro no interior do fagdcito, denominados granulos de formazan
(Klein, 1990). A densidade Optica da solucdo foi determinada em
espectrofotometro (Genesys 10S) em comprimento de onda de 540 nm.

A atividade das proteinas da via alternativa do sistema complemento
(AHC50) foi determinada de acordo com Ferriani et al. (1990) e Polhill et
al., (1978), adaptada por Zanuzzo et al. (2015) para soro de pacu
(Piaractus mesopotamicus). Uma amostra de sangue foi misturada a
solucéo de Alsever para lavar e separar as células vermelhas do sangue
de coelho. As amostras de soro foram diluidas em TEA-EGTA-Mg e
misturadas a suspensdo de células vermelhas. Por meio de ensaio
cinético foi determinado o tempo necessario para cada amostra de soro
lisar 50% de uma suspenséo dos eritrécitos de coelho, com leituras a cada
30 segundos, durante 20 minutos, em comprimento de onda de 700nm.

A concentracdo sérica de lisozima foi determinada de acordo com
Smolelis e Hartsell (1949), com base na lise da bactéria gram-positiva
Micrococcus lysodeikticus, medida pela reducdo da absorbancia da
solucdo a 450nm a cada cinco minutos, durante dez minutos, utilizando

um aparelho ELISA.
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2.4.3. Indicadores do sistema antioxidante no figado (SOD, CAT,
GPx, GST, GSH, LPO)

As amostras de figado, apds pesagem, foram homogeneizadas em
tampéao PBS 0,1 M, pH 7,0 e centrifugadas a 4 °C por 20 minutos. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante foi utilizado para as analises dos
biomarcadores do sistema antioxidante. A concentracéo de proteina total
do homogenado foi determinado de acordo com Bradford (1976) (Iltem
3.4.1) foi utilizada para célculo da atividade das enzimas. A atividade da
enzima superéxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com
McCord et al. (1969), baseado no principio de que a SOD presente na
amostra inibe a reducéo do citocromo c¢ provida pelo anion superoxido, a

550 nm, 25°C. A atividade da SOD é expressa em mg proteinat.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo
com Beutler (1975). O principio do método consiste em catalisar a
decomposicdo do peroxido de hidrogénio em moléculas menos reativas
de Oz e H20 pela CAT, observado pelo decaimento da absorbéncia ao
longo do tempo, a 240 nm, a 25° C. A atividade da CAT € expressa em

nmol mg proteina* min-t.

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) foi estimada de
acordo com Hopkins e Tudhope (1973), baseada na oxidacdo do NADPH
em presenca de glutationa redutase (GR) e o substrato glutationa oxidada,
produzida pela acdo da GPx. A reducao da absorbancia foi lida a cada 15
segundos por 5 minutos, a 340 nm. A atividade da GPx é expressa em

mmol mg proteina* min-t.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada de
acordo com Keen et al. (1976), seguindo-se a complexac¢éo da glutationa
reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CNDB), em 340 nm e
é expressa em nmol mg proteinal. A glutationa reduzida (GSH) foi
determinada de acordo com a técnica de Beutler (1963), e o principio da
técnica se baseia na reacdo da glutationa com o DNTB, formando um

tiolato (TNB) de cor amarelada. Quanto maior a presenca de GSH, mais
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acentuada a cor. A leitura foi realizada em 405 nm e expressa em mmol

mg proteinat min-t.

A peroxidacdo lipidica (LPO) foi determinada pelo ensaio de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), realizado de acordo
com Camejo et al. (1998). As concentracdes de TBARS séo expressas

em nmol MDA mg proteina™.

2.4.4. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidade (Cramer-von
Mises) e homocedasticidade (Brown-Forsythe). Quando necessario, 0s
dados foram transformados para atender as premissas, e entao
submetidos a analise de variancia (ONE e TWO WAY ANOVA). Para
comparacao das médias foi utilizado o teste Duncan, com significancia de
5% pelo software SAS (versao 9.0). Os resultados foram apresentados

como média e erro padrao.
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3. Resultados
3.1.Indicadores metabélicos

3.1.1. Concentracao plasmatica de glicose

Uma hora apés a exposicdo a temperatura de 19,91+0,30°C, a
concentracdo plasmatica da glicose aumentou para os grupos T2 em
relacdo T1 (p=0,0150) e para o T4 em relacdo ao T3 (p=0,0418), os
grupos T1 e T3 permaneceram em temperatura ambiente 29.65+0.47°C.
Apébs 3 horas, observou-se aumento em todos os grupos (p<0,0001) e,
comparando os tratamentos, o grupo T4 apresentou concentracao mais
baixa que o grupo T3 (p=0,0335). Apds 6 horas, os valores da glicose
plasmatica reduziram, de modo geral, exceto no grupo T4, embora nao
tenham alcancado os valores iniciais (p=0,0125). Comparando 0s grupos,
0 T4 apresentou valores mais altos que os grupos T3 (p=0,0095) e T2
(p=0,0133) (Figura 1).
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Figura 1. Concentracdo plasmatica de glicose de tambaquis alimentados durante 15
dias com dietas Controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4)
apos 1, 3 e 6 horas. Letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos, no
mesmo tempo, entre as diferentes condi¢cdes de exposicao a temperaturas: letras A e
B — (T1 (C/29,65+0,47 °C) e T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C); e C e D — T3
(FM/29,65+0,47 °C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Letras minudsculas
indicam diferencas de amostragem em um mesmo tratamento entre 0s tempos.
Asterisco indica diferengas entre tratamentos em relagdo a inclusdo da farinha de
microalga (T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)).
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Os simbolos foram omitidos quando ndo houve diferencga estatistica. Os valores séo

médias * erro padrao. p<0,05.

3.1.2. Concentracao de proteina total no figado

A Unica diferenca observada na concentracdo de proteina total foi
uma reducédo na amostragem de 1 hora nos peixes que receberam dieta
suplementada com farinha de alga (T3), em relacdo aos peixes que
receberam a dieta controle (T1l), expostos a temperatura ambiente
29.65+0.47°C. (p=0,0242) (Figura 2).
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Figura 2. Proteina hepatica total de tambaquis alimentados durante 15 dias com dietas
Controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) apés 1, 3 e 6
horas. Letra X indica diferencgas entre tratamentos em relagéo a inclusédo da farinha de
microalga (T1 (C/ 29.65+0.47°C) e T3 (FM/ 29.65+0.47°C)) (p<0,05). Os simbolos
foram omitidos quando n&o houve diferenga estatistica. Os valores sédo médias + erro
padrdo. p<0,05.
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3.1.3. Concentracao de glicogénio hepatico no figado

As alteracbes nas quantidades (%) do glicogénio hepético foram
pontuais, sem um padréo estabelecido. Observou-se aumento no grupo
T2 (p=0,0141) em relacéo ao T1, peixes que receberam dieta controle e
foram expostos a temperaturas diferentes e no T3 (p=0,0078) em relacéo
ao T1, as 3 h (p=0,0078) em relacdo a inclusdo da farinha de microalga
na dieta (Figura 3). As 6 horas, a concentracdo do glicogénio diminuiu no
grupo T4 em relacdo ao T3 (p=0,0057), em relacdo a temperatura. Ao
longo do tempo, observou-se reducdo gradual nas concentracdes do
grupo T4 apdés 3 horas (p=0,0086) e 6 horas (p= 0,0125), exposto a
temperaturas de 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C.
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Figura 3. Concentracfes de glicogénio de tambaquis alimentados durante 15 dias com
dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) apés 1,3 e 6
horas. Letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos, no mesmo tempo,
entre as diferentes condicbes de exposicdo a temperaturas: letras A e B — (T1
(C/29,65+0,47 °C) e T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C); e C e D — T3 (FM/29,65+0,47
°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Letras mindsculas indicam diferencas de
amostragem em um mesmo tratamento entre os tempos. Letra X indica diferencas entre
tratamentos em relagdo a incluséo da farinha de microalga (T1 (C/29,65+0,47 °C) e T3
(FM/29,65+0,47 °C)). Os simbolos foram omitidos quando n&o houve diferenca

estatistica. Os valores sdo médias + erro padréo. p<0,05.
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3.1.4. Numero de eritrocitos (RBC)

Na amostragem de 1 hora, o RBC aumentou nos grupos T2
(p=0,0136) e T3 (p=0,0255) em relacdo ao grupo T1. As 3 horas, o nimero
do RBC aumentou no grupo T4 (p=0,0166) peixes alimentados com
farinha de microalga, em relacdo ao grupo T2, peixes alimentados com
dieta controle. Ao longo do tempo, houve redugcao no RBC nos grupos T2
e T3, com o menor valor, as 3 horas (p=0,0023) (Figura 4).
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Figura 4. Numero de eritrécitos (RBC) de tambaquis alimentados durante 15 dias com
dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) apés 1,3 e 6
horas. Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos, no mesmo tempo,
entre as diferentes condicbes de exposicdo a temperaturas: letras A e B — (T1
(C/29,65+0,47 °C) e T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C). Letras minusculas indicam
diferencas de amostragem em um mesmo tratamento entre os tempos. Asterisco indica
diferencas entre tratamentos em relacdo a inclusdo da farinha de microalga (T2
(C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Letra X indica
diferencas entre tratamentos em relacdo a inclusédo de farinha de microalga (T1
(C/29,65+0,47 °C) e T3 (FM/29,65+0,47 °C)). Os simbolos foram omitidos quando n&o
houve diferenca estatistica. Os valores sdo médias * erro padrao. p<0,05.
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3.2.Indicadores de resposta inata

3.2.1. Atividade respiratoria de leucécitos (ARL)

Na amostragem de 1 hora, a ARL aumentou no grupo T2
(p=0,0093) e no grupo T3 (p=0,0288) em relacdo ao grupo T1. Apos 3
horas, a ARL era maior nos grupos T4 (p=0,0056) e T1 (p=0,0347), em
relacdo ao grupo T3. Analisando ao longo do tempo, os grupos T1
(p=0,0072) e T4 (p=0,0147) apresentaram aumento na atividade na
amostragem de 3 horas. As 6 horas, a atividade retornou aos valores
iniciais, exceto no grupo T2 cuja atividade reduziu e no grupo T3 em que

a atividade apresentou um valor intermediario (Figura 5).
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Figura 5. Atividade respiratoria de leucdcitos de tambaquis alimentados durante 15 dias
com dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) ap6s 1, 3
e 6 horas. Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos, no mesmo tempo,
entre as diferentes condicbes de exposicdo a temperaturas: letras A e B — (T1
(C/29,65+0,47 °C) e T2 (C/19,91+0,30 a 23,7440,25°C); e C e D — T3 (FM/29,65+0,47
°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Letras minUsculas indicam diferencas de
amostragem em um mesmo tratamento entre 0s tempos. Asterisco indica diferencas
entre tratamentos em relacdo a inclusdo de farinha de microalga (T2 (C/19,91+0,30 a
23,74+0,25°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Letra X indica diferencas entre
tratamentos em relagdo a incluséo da farinha de microalga (T1 (C/29,65+0,47 °C) e T3
(FM/29,65+0,47 °C)). Os simbolos foram omitidos quando ndo houve diferenca

estatistica. Os valores sédo médias + erro padréo. p<0,05.
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3.2.2. Atividade hemolitica do sistema complemento no soro (AHCso)

Na amostragem de 1 hora, a AHCso foi maior no grupo T1 quando
comparado ao grupo T2 (p=0,0181), em relacdo a temperatura. O grupo
T2 também apresentou AHCso maior quando comparado ao grupo T4
(p=0,0463), em relacéo a inclusdo da farinha de microalga. As 6 horas, o
grupo T2 apresentou maior AHCso em relagcdo ao grupo T4 (p=0,0080),
em relagéo da incluséo da farinha de microalga. Analisando ao longo do
tempo, o grupo T2 (p=0,0122) e o grupo T3 (p=0,0043) apresentaram

aumento na atividade do sistema complemento as 6 horas (Figura 6).
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Figura 6. Atividade hemolitica sérica do sistema complemento (AHCso) de tambaquis
alimentados durante 15 dias com dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de
microalga (T3 e T4) apos 1, 3 e 6 horas. Letras maiusculas indicam diferengas entre os
tratamentos, no mesmo tempo, entre as diferentes condicbes de exposicdo a
temperaturas: letras A e B — (T1 (C/29,65+0,47 °C) e T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C).
Letras minUsculas indicam diferen¢as de amostragem em um mesmo tratamento entre 0s
tempos. Asterisco indica diferengas entre tratamentos em relac@o a incluséo da farinha
de microalga (T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) e T4 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)).
Os simbolos foram omitidos quando ndo houve diferenca estatistica. Os valores séo

médias * erro padrdo. p<0,05.
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3.2.3. Concentracao sérica de lisozima

As 3 horas, a concentragio sérica da lisozima aumentou no grupo
T2 em relacdo ao grupo T4 (p= 0,0213), expostos a temperaturas de
19,91+0,30 a 23,74+0,25°C (Figura 7).
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Figura 7. Concentracéo sérica de lisozima de tambaquis alimentados durante 15 dias com
dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) apés 1, 3 e 6
horas. Asterisco indica diferengas entre tratamentos em relagédo a inclusdo da farinha de
microalga (T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Os
simbolos foram omitidos quando n&o houve diferenca estatistica. Os valores sdo médias +

erro padréo. p<0,05.
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3.3.Indicadores do sistema antioxidante no figado

3.3.1. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Na amostragem de 1 hora, a atividade da SOD aumentou no grupo
T3, quando comparado aos grupos T4 (p=0,0340) em relacdo a
temperatura e ao T1 (p=0,0253) em relacdo a inclusdo da farinha de
microalga. Apés 3 horas, a atividade da SOD aumentou no grupo T4
guando comparado ao grupo T3 (p=0,0253) em relac&o a temperatura. Ao
longo do tempo, o grupo T3 apresentou os menores valores de atividade
da SOD as 3 horas (p=0,0323) (Figura 8).
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Figura 8. Atividade hepatica da superdxido dismutase (SOD) de tambaquis alimentados
durante 15 dias com dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3
e T4) apés 1, 3 e 6 horas. Letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos, no
mesmo tempo, entre as diferentes condi¢cdes de exposicao a temperatura: letras C e D —
T3 (FM/29,65+0,47 °C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Letras minUsculas
indicam diferencas de amostragem em um mesmo tratamento entre os tempos. Letra X
indica diferencas entre tratamentos em relacéo a inclusdo da farinha de microalga (T1
(C/29,65+0,47 °C) e T3 (FM/29,65+0,47 °C)). Os simbolos foram omitidos quando néo

houve diferenca estatistica. Os valores sdo médias + erro padréo. p<0,05.
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3.3.2. Atividade da catalase (CAT)

As 3 horas, a atividade da CAT aumentou no grupo T4 quando
comparado aos grupos T3 (p=0,0365) em relacdo a temperatura, e ao T2

(p=0,0337) em relacéo a inclusdo da farinha de microalga (Figura 9).
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Figura 9. Atividade hepética da catalase (CAT) de tambaquis alimentados durante 15 dias
com dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) apés 1, 3
e 6 horas. Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos, no mesmo tempo,
entre as diferentes condicbes de exposicdo a temperatura: letras C e D — T3
(FM/29,65+0,47 °C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C). Asterisco indica diferencas
entre tratamentos em relac@o a inclusao da farinha de microalga (T2 (C/19,91+0,30 a
23,74+0,25°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Os simbolos foram omitidos

guando néo houve diferenga estatistica. Os valores sdo médias * erro padrao. p<0,05.
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3.3.3. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

As 6 horas, a atividade da GPx diminuiu no grupo T4 quando
comparado ao grupo T3 (p=0,0312), em relacdo a temperatura.
Analisando ao longo do tempo, o grupo T3 apresentou 0s menores valores
de atividade da GPx as 3 horas e os maiores as 6 horas (p=0,0985)
(Figura 10).
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Figura 10. Atividade hepatica da glutationa peroxidase de tambaquis alimentados durante 15
dias com dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) apoés 1,
3 e 6 horas. Letras maiulsculas indicam diferencas entre os tratamentos, no mesmo tempo,
entre as diferentes condi¢Ges de exposicdo a temperatura: letras C e D — T3 (FM/29,65+0,47
°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C). Letras minusculas indicam diferencas de
amostragem em um mesmo tratamento entre os tempos. Os simbolos foram omitidos

guando n&o houve diferenca estatistica. Os valores sdo médias * erro padrdo. p<0,05.
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3.3.4. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

Na amostragem de 1 hora, a atividade da GST aumentou no grupo
T3, quando comparado ao grupo T1 (p=0,0305) em relagéo a incluséo de
farinha de microalga. As 3 horas, a atividade foi maior no grupo T4 quando
comparado ao grupo T3 (p=0,0005), em relacdo a temperatura.
Analisando ao longo do tempo, o grupo T3 apresentou reducdo na
atividade da GST apos 3 horas, com recuperacao parcial apds 6 horas
(p=0,0094) (Figura 11).
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Figura 11. Atividade hepética da glutationa S-transferase (GST) de tambaquis
alimentados com dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3
e T4) apés 1, 3 e 6 horas. Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos,
no mesmo tempo, entre as diferentes condi¢cfes de exposicao a temperatura: letras C
e D-T3(FM/29,65+0,47 °C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C). Letras mindsculas
indicam diferengas de amostragem em um mesmo tratamento entre 0s tempos. Letra
X indica diferencas entre tratamentos em relacéo a incluséo da farinha de microalga
(T1 (C/29,65+0,47 °C) e T3 (FM/29,65+0,47 °C)). Os simbolos foram omitidos quando

nao houve diferenca estatistica. Os valores sdo médias + erro padrao. p<0,05.
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3.3.5. Concentracéao da glutationa reduzida (GSH)

Na amostragem de 1 hora, a concentracdo da GSH aumentou no
grupo T2 (p=0,0474) em relacdo a temperatura e ao T3 (p=0,0105) em
relacédo a inclusdo da farinha de microalga, quando comparados ao grupo
T1. Ao longo do tempo, o grupo T3 apresentou reducédo na concentracao
da GSH apoés 3 horas, com recuperacao parcial apds 6 horas (p=0,0086).
No grupo T4, a concentracdo de GSH diminuiu apés 6 horas (p= 0,0175)
(Figura 12).
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Figura 12. Concentragdo hepatica da glutationa reduzida (GSH) de tambaquis
alimentados com dietas controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3
e T4) apo6s 1, 3 e 6 horas. Letras mailsculas indicam diferencgas entre os tratamentos,
no mesmo tempo, entre as diferentes condi¢cdes de exposicdo ao frio: letras A e B —
(T1 (C/29,651+0,47 °C) e T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C). Letras minuUsculas
indicam diferencas de amostragem em um mesmo tratamento entre os tempos. Letra
X indica diferenca entre tratamentos em relacdo a incluséo da farinha de microalga
(T1 (C/29,65+0,47 °C) e T3 (FM/29,65+0,47 °C)). Os simbolos foram omitidos quando

ndo houve diferenca estatistica. Os valores sdo médias + erro padréo. p<0,05.
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3.3.6. Peroxidacéo lipidica (LPO)

A peroxidacao lipidica apresentou valores aumentados, mas as
variagbes foram muito grandes, sem significancia estatistica, como
observado na amostragem de 1 hora, que todos 0s grupos apresentaram
maior concentracdo de TBARS em relacdo ao controle T1 sem exposi¢cao
a temperatura reduzida. No grupo T4, alimentado com farinha de
microalga e exposto a 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C, a peroxidacdo
diminuiu ao longo do tempo (p=0,0076). As 6 h, comparando 0s grupos, o
gue recebeu a suplementacdo de farinha e foi exposto a temperatura
reduzida, T4 apresentou menor peroxidacao lipidica que os grupos T3
(p=0,0138) e T2 (p=0,0024) (Figura 13).
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Figura 13. Peroxidacdo lipidica no figado de tambaquis alimentados com dietas
controle (T1 e T2) e dietas contendo farinha de microalga (T3 e T4) apés 1, 3 e 6 horas.
Letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos, no mesmo tempo, entre
as diferentes condi¢ces de exposicdo a temperatura: letras C e D — T3 (FM/29,65+0,47
°C) e T4 (FM/19,9140,30 a 23,74+0,25°C). Letras minUsculas indicam diferencas de
amostragem em um mesmo tratamento entre 0os tempos. Asterisco indica diferencas
entre tratamentos em relacdo a incluséo da farinha de microalga (T2 (C/19,91+0,30 a
23,74+0,25°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)). Os simbolos foram omitidos

guando nédo houve diferenca estatistica. Os valores sdo médias + erro padrdo. p<0,05.
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4. Discussao

Os padrbes de temperatura global estdo mudando acentuadamente e
mudangas mais intensas sdo esperadas, com efeitos diretos nos peixes
(Campos et al., 2019; Sara et al., 2018). Assim, compreender como 0s ambientes
de criacdo alterados influenciam na fisiologia dos animais € relevante para
implementar intervencgdes e praticas de manejo na piscicultura, uma vez que este
conhecimento pode subsidiar estratégias para minimizar os efeitos do estresse

causado por alteracdes térmicas (Cogliati et al., 2019).

Em nosso estudo, observamos que a exposicdo de tambaquis a
temperaturas mais baixas que a temperatura de conforto, aumentou os niveis de
glicose plasmatica na primeira hora de exposi¢do, nos dois grupos expostos (T2
(C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) e T4 (FM/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C)), embora
a farinha de microalga néao tenha interferido significativamente nessa resposta.
Essa alteracdo sugere uma condicdo de estresse causada pela temperatura
reduzida, quando o organismo ativa a producéo e distribuicdo de energia aos
tecidos para atender a nova demanda biolégica do organismo frente a exposicao
a uma condicao adversa (Urbinati et al., 2014). Nos peixes, a glicose no sangue
desempenha um papel fundamental no metabolismo energético e pode ser
usada como um preditor de estresse (Khieokhajonkhet et al., 2022). Outros
estudos avaliaram o perfil de glicose em condi¢cGes de temperaturas extremas
em peixes. Panase et al. (2018) observaram, em tilapias (Oreochromis niloticus),
0 aumento das concentracdes deste metabdlito apdés um choque térmico (25 a
13 °C). Islam et al. (2020) relataram que robalos (Dicentrarchus labrax),
alimentados com diferentes suplementos, apresentaram aumento da
concentracdo de glicose apds exposi¢do a uma temperatura extrema (8 a 32°C).
Acompanhando o perfil da glicose, as 3 horas, observamos uma elevacéo geral,
em todos 0s grupos, incluindo aqueles ndo expostos a temperaturas reduzidas,
0 que sugere que o aumento foi causado por um fator comum a todos 0s grupos,
como a movimentagdo do ambiente durante o experimento. J4, as 6 horas, as
concentracdes de glicose estao reduzidas, exceto nos peixes T4 que receberam
a farinha de microalgas e foram expostos a temperatura de 19,91+0,30 a

23,74%0,25°C. Nesse tempo, o resultado sugere que houve uma interagao da
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farinha com a temperatura, o que pode representar acao do suplemento na
manutencao da resposta de alerta dos peixes. A farinha de microalga € composta
por acidos graxos insaturados e representa uma excelente fonte de energia para
0s peixes (Cortegano et al.,, 2019; Gongalves e Cyrino, 2014). Os lipideos
constituem a principal fonte de energia dos peixes, seguidos pelas proteinas
(Smith, 1989; NRC, 2011).

O glicogénio € uma das muitas formas de armazenamento e retencdo de
energia e serve como substrato para disponibilizar glicose na corrente
sanguinea. Entretanto, ndo ha uma correlacao do perfil do glicogénio com o perfil
da glicose, sugerindo que a elevacdo da glicose observada ndo mobilizou
quantidade significativa do glicogénio hepatico. Importante destacar, para
corroborar esse fato, que a elevacdo ndo atingiu valores muito superiores aos
valores considerados normais para a espécie (foi de 40 para 80 c), mesmo tendo
elevac0es significativas. Em estudo de Gomes et al. (2003), em que tambaquis
foram transportados em diferentes densidades, as concentragdes da glicose nos
peixes do grupo controle foram em torno de 50 mg dI%, enquanto o transporte
em altas densidades elevou esses valores para cerca de 200 mg dIt. Essa
correlacdo e a comparagcdo com o trabalho de Gomes et al. (2003) nos sugere
gue a exposicdo a temperaturas reduzidas, da forma que foi feita, promoveu
menor mobilizacdo de energia que o transporte. Analisando a participacéo da
farinha de microalga na resposta deste metabdlito glicogénio, a alteracao
observada foi muito pontual, as 6 horas, nos peixes T4, que receberam a farinha
e foram expostos a 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C, nos quais ocorreu reducao do
metabdlito em relacdo aos peixes T3, que receberam a farinha e ndo foram
expostos a temperaturas reduzidas, resposta que se relaciona com alteracéo
observada na glicose, ou seja, a glicose aumentou enquanto o glicogénio

apresentou queda nos valores.

Os eritrécitos foram utilizados em nosso experimento como um indicador
metabdlico, visto que sdo as células mais abundantes na circulagcdo, cuja
principal fungéo é transportar oxigénio e gas carbonico por meio da combinagéo
da hemoglobina com O2 (Ranzani-Paiva, 2007) e podem ser mobilizadas para
atender as demandas metabdlicas. O perfil destas células se correlacionou com
o da glicose, 1 hora ap6s os peixes T2 (C/19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) serem
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expostos a temperaturas reduzidas, observamos maior nimero de eritrocitos e
maior disponibilidade de glicose para este grupo de peixes, sugerindo também
maior disponibilidade de oxigénio, uma vez que a solubilidade do oxigénio
aumenta em ambientes com menor temperatura (Cech e Brauner, 2011),
tornando o oxigénio mais disponivel para os animais. Além disso, a afinidade da
hemoglobina com oxigénio aumenta em temperaturas baixas, temperatura
observada nesse mesmo grupo (aproximadamente 19°C), favorecendo a
capitacdo de oxigénio. Em um estudo com tilapias (Oreochromis niloticus)
expostas a uma brusca reducao de temperatura, inicialmente os valores do RBC
reduziram e quando a exposicdo se prolongou o valor do RBC aumentou
(Panase et al., 2018).

Na mesma amostragem de 1 hora, observamos que a incluséo de farinha de
microalgas T3 (FM/29,65+0,47°C) aumentou o numero de eritrécitos,
independente da exposicdo a temperatura reduzida. Resposta semelhante, de
efeito promotor do suplemento no numero dos eritrocitos, € observada as 3
horas, nos peixes T4 (FM) em relacdo aos peixes T2 (C), em condicdo de
exposicao a temperatura de 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C, sugerindo que o0s
acidos graxos insaturados tiveram acao positiva na formacéo dos eritrocitos. Os
acidos graxos insaturados sdo um componente dos fosfolipidios nas membranas
celulares e ajudam a manter a fluidez da membrana (Pelley, 2022), mecanismo

protetor da célula.

Quanto aos componentes do sistema imune inato, observamos que a
atividade respiratéria de leucocitos (ARL) aumentou nos peixes do grupo
controle T2, ap6s 1 hora de exposicdo a 19,91+0,30°C, em relacdo aos que
permaneceram a temperatura de 29,65+0,47°C, seguindo o mesmo padrdo de
resposta das concentracdes de glicose e do numero de eritrécitos, sugerindo que
a ativacao dos leucdcitos foi sustentada por substrato energético (mais glicose e
oxigénio para o aumento da atividade respiratoria destas células). A atividade de
explosdo respiratéria € uma resposta antimicrobiana das células fagociticas
(Secombes, 1996), que sado mobilizadas durante uma resposta aguda de
estresse (Tort, 2011). Os leucocitos consomem oxigénio e geram espécies
reativas de oxigénio, com atividade bactericida, em resposta a estimulos

apropriados (Robinson, 2008). O aumento da ARL do grupo T2 (C), entretanto
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foi maior que dos peixes também expostos a temperatura de 19,91+0,30 a
23,74%0,25°C, mas alimentados com a farinha de microalgas T4 (FM), ou seja,
0 suplemento atenuou a ARL. Em estudo anterior, Faria et al. (2023) também
observaram aumento da ARL em pacus (Piaractus mesopotamicus) expostos a
16°C por 24 horas. Segundo Tort (2011), uma exposicao de curta duragao pode
potencializar respostas inatas. Em relacdo ao aumento da ARL em quanto a
suplementacdo com farinha de microalga, Mourent et al. (2005) observaram que
a ARL de robalos (Dicentrarchus labrax) foi afetada apés alimentagcdo com dietas
com Obleos vegetais (ricas em acidos graxos) quando comparadas aos peixes
que receberam dieta com 6leo de peixe. As 3 horas, observamos novamente a
influéncia da temperatura reduzida ativando a ARL, desta vez nos peixes que
receberam a farinha de microalga. Existem mecanismos biologicos atraves dos
quais os acidos graxos podem afetar a funcdo imunitaria dos peixes e a
resisténcias a doencas, entre 0s quais a capacidade de influenciar a composicao
lipidica da membrana celular e suas propriedades fisicas, visto que muitas
respostas imunitarias se baseiam nas interagdes entre as membranas celulares
dos leucdcitos (ativacao de citocinas) ou até mesmo interferéncias no sistema

imune através da producao de eicosanoides (Mourent et al., 2005).

A atividade do sistema complemento (AHCso) também mostrou uma reducao
em sua atividade para os grupos expostos a 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C e que
receberam dietas com farinha de microalga. Nikoskelainen et al. (2004) também
observaram menor AHCso em truta- arco-iris exposta a temperaturas baixas (5 e
10 °C). J4, em relacdo a concentracdo sérica da lisozima, a Unica alteracao
observada ocorreu apés 3 horas de exposicdo a temperatura de 19,91+0,30 a
23,74%0,25°C sendo mais elevada nos peixes do grupo controle em relagdo ao

grupo que recebeu farinha de microalga, sem um padrao definido.

O sistema antioxidante tem a funcdo de neutralizar a acdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs). Em relacéo ao sistema antioxidante hepatico dos
tambaquis, em nosso estudo, observamos que, logo na primeira amostragem, a
atividade da superéxido dismutase (SOD), que catalisa a converséo do radical
anion superoxido (O2¢) em perédxido de hidrogénio (H202), aumentou no grupo
gue recebeu farinha de microalga sem exposicao a temperatura reduzida T3 em

relacdo ao grupo T4, que também recebeu o suplemento mas foi exposto a
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19,91+0,30 a 23,74+0°C, sugerindo que nao houve necessidade da ativagao da
enzima frente ao desafio térmico, provavelmente pois estes peixes ja estavam
modulando o sistema antioxidante. A resposta deste grupo T3 (FM) também foi
maior que a dos peixes que nao receberam suplemento T1 (C) e foram expostos
a temperatura ambiente de 29,65+0,47°C. Nas amostragens seguintes, a
atividade da SOD se manteve estavel, com reducédo no grupo T3, que deixou 0s
valores mais baixos que do grupo T4, ambos alimentados com o suplemento.

Observamos que as respostas foram mais agudas, na primeira amostragem.

A catalase (CAT), outro indicador do sistema antioxidante, tem a funcéo de
catalisar a converséo de peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio e agua, ou
seja, pode eliminar os produtos da SOD. Esta enzima mostrou um perfil
semelhante ao da SOD, na primeira amostragem, mas as variagdes individuais
interferiram na significancia da diferenca, mas, as 3 horas, podemos observar
efeito protetor do suplemento na modulacdo desta enzima nos peixes do grupo
T4 exposto a 19,91+0,30 a 23,74+0°C, sugerindo modulacdo a medida que o
tempo se estendeu. Isso pode ser confirmado, pois a atividade também foi maior
no grupo T2, exposto a 19,91+0,30 a 23,74+0°C, mas sem o suplemento. Essa
enzima antioxidante € conhecida como essencial na defesa de primeira linha
contra 0 excesso de Eros. Em nosso estudo, observamos sua atividade
potencializada, tanto em funcdo da temperatura reduzida como também pelo
tratamento com dietas de microalga. Estudo anterior com baiacus (Takifugu
obscurus) expostos a temperaturas reduzidas (13 a 17°C) observou ativacdo da
expressao de genes relacionados a atividade da SOD e CAT, assim que as
temperaturas foram reduzidas, indicando que a defesa antioxidante foi reforcada
para proteger a célula (Cheng et al., 2017). Por outro lado, em outro estudo com
robalo-liso (Lateolabrax maculatus), alimentado com dietas contendo adicional
de ferro e expostos a temperaturas mais altas (33°C), a atividade das enzimas
SOD e CAT foi aumentada (Wang et al., 2023).

A glutationa peroxidase (GPx) é responsavel pela reducéo de diversos tipos
de perodxidos, incluindo peroxido de hidrogénio (H202) (Halliwell e Gutteridge,
2007; Nimse e Pal, 2015). Atua também na protecéo contra peroxidacao lipidica
e sua atividade € regulada pela extensdo da peroxidacao lipidica (Pereira de

Faria et al., 2021). Em nosso estudo, na primeira e segunda amostragem,
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observamos, na GPx o mesmo perfil de ativagdo da SOD e CAT, embora sem
significancia estatistica. As 6 horas, a atividade da GPx foi maior nos peixes T3
expostos a temperatura de 29,65+0,47°C, em relacdo aos peixes do grupo T4
expostos a 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C, reforcando a importancia da farinha de
microalga na modulacdo e estabilizacdo do sistema antioxidante. Estudos em
peixes expostos a temperaturas extremas evidenciaram esse mecanismo
compensatério da atividade das enzimas antioxidantes em resposta a
peroxidacado lipidica (Almeida et al., 2015; Madeira et al., 2016; Wang et al.,
2016; Almroth et al., 2019; Xu et al., 2022).

A glutationa S-transferase (GST) auxilia no processo de
biotransformacéo, catalisando a conjugacéo de uma variedade de metabdlicos e
produtos de lipoperoxidagdo com glutationa reduzida (GSH), transformando o
composto téxico a uma forma mais simples de ser excretada (Modesto &
Martinez, 2010). Em nosso estudo, a ativacdo do sistema antioxidante no grupo
T3 (FM/29,65+0,47°C) observada em relagdo as enzimas ja descritas (SOD,
CAT, GPx) é semelhante, e observamos sua ativacdo em fase mais aguda do

experimento (uma hora) e recuperacéao as 3 horas, como aconteceu com a SOD.

Complementando, a GSH atua como um cofator para agdo das enzimas
GST e GPx (Modesto & Martinez, 2010). Ao avaliarmos a concentracdo da GSH,
observamos que o padrdo de respostas das enzimas se repete, sugerindo que o
sistema teve a disponibilidade de substrato para acdo das enzimas. Segundo
Zhang et al. (2004), as concentragdes de GSH, durante um estresse oxidativo
moderado, podem aumentar como uma resposta adaptativa por meio do
aumento da sintese, no entanto em situacbes de estresse severo as
concentracfes podem diminuir devido a uma falha nos mecanismos adaptativos.
Em nosso estudo, observamos o aumento da concentracdo de GSH em fungéo
da farinha de microalga, bem como o aumento da atividade da GST. E importante
analisarmos a atuacdo dessas enzimas antioxidantes e substrato de forma
relacionada, uma vez que desajustes nas atividades podem causar estresse
oxidativo (Almroth et al., 2019).

Em relagdo a LPO, indicador que avalia a quantidade de TBARS,
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, formadas como um subproduto da
peroxidacao lipidica. A LPO, nos tambaquis, apresentou o mesmo perfil geral
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das enzimas e da GSH, na fase inicial do experimento (uma hora), também sem
significancia pelas altas variacdes observadas, o que nédo invalida a indicacéo
bioldgica da resposta. Novamente observamos, a modulacdo das respostas a
temperatura de 19,91+0,30 a 23,74%0,25°C nos peixes T4 pela farinha de
microalga, uma vez que a peroxidagao reduz ao longo do tempo as 6 horas. Esse
efeito protetor fica evidente pela diferenca observada entre os peixes T2 (C) e
T4 (FM), expostos a 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C. Nesta comparacéo
observamos, também, a colaborag&o da GPx, ativada neste momento, sugerindo

um mecanismo ativado contra o estresse oxidativo.

O conjunto das respostas dos diferentes participantes do sistema
antioxidante sugere a ativagdo destes mecanismos pela temperatura reduzida e

o efeito protetor da farinha de microalga.

5. Concluséao

Os &cidos graxos insaturados provenientes da farinha de microalgas:

1) influenciaram o perfil metabdlico de tambaquis, favorecendo a modulagéo e
ajustes fisioldgicos durante a exposi¢ao ao frio;

2) interferiram na resposta imunitaria de tambaquis, sendo que a exposi¢cao a

temperatura de 19,91+0,30 a 23,74+0,25 °C potencializou respostas inatas;

3) apresentaram efeito protetor na modulacdo do sistema antioxidante, quando
0os peixes foram expostos a temperatura de 19,91+0,30 a 23,74+0,25 °C,

reduzindo o estresse oxidativo.

Este estudo também auxilia na compreensdo de mecanismos que modulam
sistemas fisiol6gicos do tambaqui em desafio térmico, colaborando para criacédo

desta espécie na aquicultura.
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