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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi quantificar o desempenho, rendimento de filé, residuo mineral
fixo, proteina, lipidios e analise do perfil de acidos graxos no carne, e avaliar a expressao
génica de glutationa peroxidase (GPX) e da proteina de choque térmico (HSP70) no figado,
em alevinos de tildpia-do-Nilo alimentados com niveis crescentes de fumonisina, 0 (FBO),
20 (FB20), 40 (FB40) e 60 (FB60) mg de fumonisina (FB) por quilo de racdo. Foram
utilizados 180 peixes da linhagem Tailandesa revertidos sexualmente, como peso inicial de
aproximadamente 2,5g e distribuidos em trés caixas de fibrocimento com volume de 900L
cada, com sistema individual de renovagao da dgua (25% ao dia), aeragdo constante e quatro
hapas em cada tanque, totalizando 12 unidades experimentais com quatro tratamentos (FBO,
FB20, FB40 e FB60) e trés repeticdoes. Em cada hapa foram alojados 15 peixes, que passaram
por periodo de adaptacao de 15 dias antes do inicio do experimento. A temperatura foi aferida
duas vezes ao dia em cada tanque as 8h00 e 16h00. As variaveis oxigénio dissolvido e pH
foram controladas pela manha durante todo o experimento por meio de kit colorimétrico. A
alimentacdo dos peixes foi realizada de forma manual e individual até saciedade aparente,
trés vezes ao dia, para evitar contaminagdo entre hapas. A expressao génica foi realizada
utilizando aparelho de PCR em tempo real e primers especificos. A qualidade foi avaliada
por meio da composi¢do quimica e o perfil dos acidos graxos foi analisado por cromatografia
gasosa. Aos 14 dias, fumonisinas reduziram apenas a expressao de HSP70 comparados ao
controle. Porém, fumonisinas reduziram os niveis de HSP70 e aumentaram os niveis de GPX
em animais de 28 dias, para os tratamentos FB40 ¢ FB60. O ganho em peso diério aparente
foi menor (Y = 0,019x2-0,124x + 0,325; R? = 0,928) para peixes alimentados com dietas
contendo FB em comparacao ao grupo controle. O efeito negativo nas taxas de crescimento
resultou em reducgdo no rendimento de filé (P<0,001). Proteina foi menor (FB60 = 15,38%)
para a dose maior do que o controle (P= 0,0003). Os valorem de umidade na carne foram
maiores para o nivel de FB20, com efeito quadratico de regressao (R? = 0,688), os valores
para residuo mineral fixo apresentaram efeito linear de regressao (R?=0,811) e apresentaram
efeito quadratico de regressao (R? = 0,868). Os acidos graxos saturados totais foram maiores
em peixes alimentados com FB60 (37,13 + 0,99) que qualquer outro tratamento. Os acidos
graxos monoinsaturados totais ndo variaram entre os tratamentos dietéticos, assim como o
total de dmega 6 (w6). Os acidos graxos totais d6mega3 (w3) foram maiores nos peixes

alimentados com FB40 (4,99 + 0,15) e FB60 (5,20 + 0,13) do que no FB20 (4,36 = 0,03) e



no tratamento controle (4,43 + 0,18). Os &cidos graxos poliinsaturados totais foram
significativamente maiores nos peixes alimentados com FB40 e FB60. A fumonisina modula
a expressao hepatica de HSP70 e GPX em alevinos de tilapia-do-Nilo, piora o desempenho
em alevinos de tilapias-do-Nilo e modifica o perfil de dcidos graxos, pois eleva a quantidade
de 4cidos graxos saturados e poliinsaturados, ¢ reduz o nivel de 4cidos graxos

monoinsaturados.

Palavras-chave: glutationa peroxidase, Fusarium sp., micotoxina, perfil de acidos graxos,

proteina do choque térmico.



ABSTRACT

The objective of this research was to quantify the performance, fillet yield, fixed mineral
residue, protein, lipids and fatty acid profile analysis in fish meat, and to evaluate the gene
expression of glutathione peroxidase (GPX) and heat shock protein (HSP70). in the liver of
Nile tilapia fingerlings fed increasing levels of fumonisin, 0 (FB0), 20 (FB20), 40 (FB40)
and 60 (FB60) mg of fumonisin (FB) per kilo of feed. One hundred and eighty sexually
reversed Thai fish were used, with an initial weight of approximately 2.5g and distributed in
three fiber cement boxes with volume of 900L each, with individual water renewal system
(25% per day), constant aeration and four hapas in each tank, totaling 12 experimental units
with four treatments (FB0O, FB20, FB40 and FB60) and three replications. In each hapa 15
fish were housed, which went through an adaptation period of 15 days before the beginning
of the experiment. Temperature was measured twice a day in each tank at 8:00 and 16:00.
Dissolved oxygen and pH variables were controlled in the morning throughout the
experiment by colorimetric kit. Fish feeding was performed manually and individually until
apparent satiation, three times a day, to avoid contamination between hapas. Gene expression
was performed using real-time PCR apparatus and specific primers. Fish meat quality was
assessed by chemical composition and fatty acid profile was analyzed by gas
chromatography. At 14 days, fumonisins reduced only HSP70 expression compared to
control. However, fumonisins reduced HSP70 levels and increased GPX levels in 28-day
animals for FB40 and FB60 treatments. The apparent daily weight gain was lower (Y =
0.019x2-0.124x + 0.325; R?=0.928) for fish fed diets containing FB compared to the control
group. The negative effect on growth rates resulted in reduction in fillet yield (P <0.001).
Protein was lower (FB60 = 15.38%) for the higher dose than the control (P = 0.0003). Meat
moisture content was higher for FB20 level, with quadratic regression effect (R? = 0.688),
values for fixed mineral residue had linear regression effect (R* = 0.811) and quadratic
regression effect (R? = 0.868). Total saturated fatty acids were higher in fish fed FB60 (37.13
+ 0.99) than any other treatment. Total monounsaturated fatty acids did not vary between
dietary treatments, as did the total omega 6 (06). Omega3 (®3) total fatty acids were higher
in fish fed with FB40 (4.99 + 0.15) and FB60 (5.20 £ 0.13) than in FB20 (4.36 + 0.03) and
control treatment (4.43 + 0.18). Total polyunsaturated fatty acids were significantly higher
in fish fed with FB40 and FB60. Fumonisin modulates hepatic expression of HSP70 and

GPX in Nile tilapia fingerlings, worsens Nile tilapia fingerlings performance and modifies



fatty acid profile as it increases the amount of saturated and polyunsaturated fatty acids, and

reduces the level of monounsaturated fatty acids.

Keywords: Glutathione peroxidase, fatty acid profile, Fusarium sp., heat shock protein,

mycotoxin.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Nos tultimos anos a qualidade sanitdria de graos destinados a alimentagdo animal e
humana tem sido pesquisada para que se possa identificar a presenga de fungos, com o intuito
de aumentar a produtividade, reduzir prejuizos economicos e melhorar a qualidade de vida
da populag¢do mundial (JOBIM et al., 2001). O milho (Zea mays) possui grande participagao
na alimentagdo como matéria-prima bdasica na formulacdo de racdes para tilapias, e a
qualidade destes graos depende, entre outros fatore, da correta conservacao deste alimento
(ABDEL-GHANY et al., 2019).

A micotoxina fumonisina ¢ produzida durante o metabolismo secundario dos fungos
Fusarium verticillioides € Fusarium proliferatum (TURNER et al., 1999), e contamina em
larga escala os graos de milho (BORDINI et al., 2017; ROCHA, 2017). Estudos tém
demonstrado que as fumonisina promovem alteragdes no epitélio intestinal de suinos
(OSWALD et al., 2003) causando fusdo, atrofia e reduc¢do da altura das vilosidades
intestinais (PIVA et al., 2005; GRENIER, 2012), e em casos mais severos, promove necrose
na tinica média de artérias e veias na camada muscular do intestino de aves (JAVED et al.,
2005). Danos ao epitélio intestinal t€ém sido frequentemente associados a reducdo de
absorcao de nutrientes (ANDRADE et al., 2010), e mudanca no perfil nutricional na carcaca
de animais (DIESTEL et al., 2012).

Em nivel molecular, o consumo de fumonisina pode alterar o metabolismo lipidico por
meio da desrruptura da sintese de ceramida, iniciada pela condensacgao de serina e palmitoil-
CoA, um modulador da atividade do complexo enzimatico acido graxo sintase (HORTON
et al., 2002), além de alteragdes na expressao de genes em tildpias (CLAUDINO-SILVA et
al., 2018). O bloqueio da rota pode ainda ocasionar acumulo de esfinganina e gerar estresse
oxidativo (WANG et al., 1991). Deste modo, ¢ possivel que, devido ao bloqueio na sintese
de ceramida, o consumo de niveis crescentes de fumonisinas por alevinos de tilapia-do-Nilo
altere o perfil de 4acidos graxos na carcaca, além de modular a expressdo das enzimas

relacionadas ao estresse oxidativo, peroxidagao lipidica e protecao celular.
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arterial, a artrite e quantidade de triglicerideos no organismo (Debeuf et al., 2018; Suarez et
al., 2018).

Frequentemente o acido graxo docosahexaenoico (22:6n3, DHA) ¢ considerado o
produto do metabolismo do linoleato (Qiu, 2003; Chen et al., 2018). No entanto, o DHA
favorece a fluidez celular e possui efeitos benéficos quanto a saiude cerebral, pulmonar,
ocular e cardiovascular, encefalopatias, além de controlar a pressdo arterial e proteger o
endotélio e regular o processo inflamatério (Lauritzen et al., 2016; Mayurasakorn et al.,
2016; Yin et al., 2018). Do mesmo modo, o EPA possui a¢do anti-inflamatoria, pois auxilia
nas reagdes enzimadticas responsaveis pela producdo de prostaglandinas E3. Em nosso
estudo, os valores para DHA e EPA foram maiores nos tratamentos com fumonisina
comparados com o grupo controle. Gelderblom et al. (2002) observaram niveis maiores de
DHA e EPA na porg¢ao de fosfatidilcolina de hepatdcitos de ratos alimentados com 10mg FB
/ kg de ragdo, corroborando os resultados observados neste estudo. Isto evidencia que as
células dos animais foram danificadas pela acdo da fumonisina, e foi necessario a maior
sintese destes dcidos como mecanismo alternativo para recuperar o organismo do dano. Este
¢ o primeiro estudo envolvendo a a¢do de fumonisina sobre o perfil de 4cidos graxos em
tilapias, entretanto, ainda existem questdes a serem elucidadas sobre os mecanismos relativos

a biossintese lipidica e balanco final entre acidos graxos de tilapias.

5. Conclusao
A fumonisina piora o desempenho em alevinos de tildpias-do-Nilo e modifica o perfil
de 4cidos graxos, pois eleva a quantidade de acidos graxos saturados e poliinsaturados, e

reduz o nivel de 4cidos graxos monoinsaturados.
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Rumora et al. (2007) demonstraram que FBI1 altera o equilibrio redox celular, o que
leva a ativagdo especifica do tecido e a expressdo de moléculas de sinalizagdo sensiveis ao
redox, em especial glutationas. Estes autores evidenciaram aumento de 24% nas
concentragdes de GSH no figado de ratos tratados com FB1 por 7 dias, entretanto, este
aumento ndo foi evidenciado em 2 dias de exposi¢do evidenciando que a expressdo de
glutationa induzida por fumonisina é tempo dependente, como sugerem nossos dados.

A modulagdo co-dependente entre HSP70 e o sistema glutationa j& havia sido
previamente relatada por Rokutan et al. (1996) por meio da sub-regulacao de HSP70 mediada
pela deplecao de glutationa. Quando avaliados sinergicamente nossos dados e a literatura, ¢
possivel propor um mecanismo de defesa ao desafio com FB envolvendo GPX e HSP70
como demonstrado na Fig. 3B.

Em nosso estudo, quando avaliados de forma conjunta, a expressdo de HSP70
diminuiu e a expressdo de GPX aumentou conforme o tempo de desafio aumentou,
corroborando a hipdtese de que a resposta ao desafio por fumonisinas em tildpia envolve
resposta direta de HSP70 com modulagdo por GPX e, que esta resposta, ¢ tempo-dose
dependente. Nao foram encontrados na literatura, entretanto, estudos que evidenciem esta
relacdo HSP70-GPX em maior tempo de estresse, independente da fonte causadora, havendo

necessidade de novos estudos.

5. Conclusao

O desafio com FB em alevinos de tildpia-do-Nilo afeta a expressdo dos genes
envolvidos no equilibrio redox HSP70 e GPX, sendo inicialmente aumentada a expressao de
HSP70 com retroalimentacdo positiva para GPX, e esta por sua vez promove resposta de

retroalimentagdo negativa para HSP70 em maior tempo de desafio.



72

Referéncias

Barbosa, G. O., Silva, J. A., Siqueira-Berti, A., Nishan, U., Rosa-Ribeiro, R., Oliveira,
S. B., Bruni-Cardoso, A., 2019. Castration-induced prostate epithelial cell apoptosis results
from targeted oxidative stress attack of M 1142-macrophages. Journal of cellular physiology.
https://doi.org/10.1002/jcp.28544

Bhattacharjee, S., 2019. ROS and Oxidative Stress: Origin and Implication. In Reactive
Oxygen Species in Plant Biology (pp. 1-31). Springer, New Delhi.
https://doi.org/10.1007/978-81-322-3941-3 1

Bezuidenhout, S. C., Gelderblom, W. C., Gorst-Allman, C. P., Horak, R. M., Marasas,
W.F., Spiteller, G., Vleggaar, R., 1988. Structure elucidation of the fumonisins, mycotoxins
from Fusarium moniliforme. Journal of the Chemical Society, Chemical Communications,
(11), 743-745. https://doi.org/10.1039/C39880000743

Dellafiora, L., Galaverna, G., & Dall’Asta, C. (2018). Mechanisms of Fumonisin Bl
Toxicity: A  Computational  Perspective beyond the Ceramide Synthases
Inhibition. Chemical research in toxicology, 31(11), 1203-1212.
https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.8b00188

De Maio, A., 1999. Heat shock proteins: facts, thoughts, and dreams. Shock (Augusta,
Ga.), 11(1), 1-12. https://doi.org/10.1097/00024382-199901000-00001

Fernandez-Fernandez, M. R., Gragera, M., Ochoa-Ibarrola, L., Quintana-Gallardo, L.,
Valpuesta, J. M., 2017. Hsp70—a master regulator in protein degradation. FEBS
letters, 591(17), 2648-2660. https://doi.org/10.1007/BF01487101

Flohe, L., 1971. Die glutathionperoxidase: enzymologie und biologische

aspekte. Klinische Wochenschrift, 49(12), 669-683. https://doi.org/10.1007/BF01487101



73

Galvano, F., Campisi, A., Russo, A., Galvano, G., Palumbo, M., Renis, Barcellona, M.
M. L., Perez-Polo, J. R., Vanella, A., 2002. DNA damage in astrocytes exposed to fumonisin
B1. Neurochemical research, 27(4), 345-351. https://doi.org/10.1023/A:1014971515377

Gontijo A.M.M.C., Barreto R.E., Speit G., Reyes V.A.V., Volpato G.L., Salvadori
D.M.F.,2003. Anesthesia of fish with benzocaine does not interfere with comet assay results.
Mutat. Res. 534, 165—172. https://doi.org/10.1016/S1383-5718(02)00276-0

Khan, R. B., Phulukdaree, A., Chuturgoon, A. A., 2018. Fumonisin B1 induces oxidative
stress in oesophageal (SNO) cancer cells. Toxicon, 141, 104-111.
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2017.12.041

Kocso, D. J., Szabo-Fodor, J., Mézes, M., Balogh, K., Ferenczi, S., Szabd, A., Kovics,
M., 2018. Fumonisin B1 exposure increases Hsp70 expression in the lung and kidney of rats
without inducing significant oxidative stress. Acta Veterinaria Hungarica, 66(3), 394-407.
https://doi.org/10.1556/004.2018.036

Leal, M., Shimada, A., Ruiz, F., de Mejia, E. G., 1999. Effect of lycopene on lipid
peroxidation and glutathione-dependent enzymes induced by T-2 toxin in vivo. Toxicology
Letters, 109(1-2), 1-10. https://doi.org/10.1016/S0378-4274(99)00062-4

Livak, K. J., Schmittgen, T. D., 2001. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2— AACT method. methods, 25(4), 402-408.
https://doi.org/10.1006/meth.2001.1262

Nelson, D.L., Cox, M.M., 2014. Principios de bioquimica de Lehninger. 6. ed. Porto
Alegre: Artmed. 1328 p.

Rheeder, J. P., Marasas, W. F., Vismer, H. F., 2002. Production of fumonisin analogs by
Fusarium species. Appl. Environ. Microbiol., 68(5), 2101-2105.

https://doi.org/10.1128/AEM.68.5.2101-2105.2002



74

Rokutan, K., Hirakawa, T., Teshima, S., Honda, S., Kishi, K., 1996. Glutathione
depletion impairs transcriptional activation of heat shock genes in primary cultures of guinea
pig gastric mucosal cells. The Journal of clinical investigation, 97(10), 2242-2250.
https://doi.org/10.1172/JCI118665

Rumora, L., Domijan, A. M., Grubisi¢, T. 7., Peraica, M., 2007. Mycotoxin fumonisin
B1 alters cellular redox balance and signalling pathways in rat liver and kidney. Toxicology,
242(1-3), 31-38. https://doi.org/10.1016/j.tox.2007.09.006

Szabo, A., Fébel, H., Ali, O., & Kovacs, M. (2019). Fumonisin B1 induced compositional
modifications of the renal and hepatic membrane lipids in rats—Dose and exposure time
dependence. Food Additives & Contaminants: Part A, 1-18.
https://doi.org/10.1080/19440049.2019.1652772

Towner, R. A., Qian, S. Y., Kadiiska, M. B., & Mason, R. P. (2003). In vivo identification
of aflatoxin-induced free radicals in rat bile. Free Radical Biology and Medicine, 35(10),
1330-1340. https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2003.08.002

Turner, P. C., Nikiema, P., Wild, C. P., 1999. Fumonisin contamination of food: progress
in development of biomarkers to better assess human health risks. Mutation
Research/Genetic  Toxicology and Environmental Mutagenesis, 443(1-2), 81-93.
https://doi.org/10.1016/S1383-5742(99)00012-5

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M. T., Mazur, M., Telser, J., 2007. Free
radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The
international  journal  of  biochemistry &  cell  biology, 39(1), 44-84.

https://doi.org/10.1016/j.biocel.2006.07.001



75

Visconti, A., Boenke, A., Doko, M. B., Solfrizzo, M., Pascale, M., 1995. Occurrence of
fumonisins in Europe and the BCR-—measurements and testing projects. Natural
toxins, 3(4), 269-274. https://doi.org/10.1002/nt.2620030419

Wang, E., Norred, W. P., Bacon, C. W, Riley, R. T., Merrill, A. H., 1991. Inhibition of
sphingolipid biosynthesis by fumonisins. Implications for diseases associated with Fusarium
moniliforme. Journal of Biological Chemistry, 266(22), 14486-14490.
http://www.jbc.org/content/266/22/14486.full.pdf

Yang, C.G.; Wang, X.L.; Tian, J.; Liu, W.; Wu F.; Jiang, M.; Wen, H. Evaluation of
reference genes for quantitative real-time RT-PCR analysis of gene expression in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). Gene, 527:183-192, 2013.

https://doi.org/10.1016/j.gene.2013.06.013





