UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

Efeito da colina de extrato herbal no
metabolismo lipidico, sistema antioxidante,
Imunidade e resisténcia a Streptococcus
agalactiae em tilapias do Nilo alimentadas com
dietas ricas em amido

Thaise Mota Satiro

Zootecnista

Jaboticabal, SP
2025



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

Efeito da colina de extrato herbal no
metabolismo lipidico, sistema antioxidante,
Imunidade e resisténcia a Streptococcus
agalactiae em tilapias do Nilo alimentadas com
dietas ricas em amido

Thaise Mota Satiro

Orientador: Dr. Leonardo Susumu Takahashi

Tese apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Aquicultura do Centro de
Aquicultura da UNESP - CAUNESP, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Doutora em Ciéncias, area de
Aquicultura.

Jaboticabal, SP
2025



Satiro, Thaise Mota
S253e Efeito da colina de extrato herbal no metabolismo lipidico,
sistema antioxidante, imunidade e resisténcia a Streptococcus
agalactiae em tilapias do Nilo alimentadas com dietas ricas em
amido / Thaise Mota Satiro. -- Jaboticabal, 2025
89 p. :il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Centro de Aquicultura da Unesp, Jaboticabal
Orientador: Leonardo Susumu Takahashi

1. Carboidratos na nutricdo animal. 2. Colina. 3. Tilapia. 4.
Animais doengas. 5. Antioxidante. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalogréaficas da Unesp. Dados fornecidos pelo
autor(a).



AYA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

/\
unesp
Unidade Complementar - Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: Efeito da colina de extrato herbal no metabolismo lipidico, sistema
antioxidante, imunidade e resisténcia a Streptococcus
agalactiae em tilapias do Nilo alimentadas com dietas ricas em
amido

AUTORA: THAISE MOTA SATIRO
ORIENTADOR: LEONARDO SUSUMU TAKAHASHI

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em
Ciéncias, area de Aquicultura, pela Comissdao Examinadora:

Documento assinado digitalmente

“b LEONARDO SUSUMU TAKAHASHI
g Data: 24/07/2025 09:44:58-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Assoc. LEONARDO SUSUMU TAKAHASHI (Participacao
Presencial) Departamento de Produgdo Animal / FCAT - UNESP,
Dracena/SP

Decumento assinado digitalmente

“b LEONARDO TACHIBANA
g Data: 24/07/2025 15:04:07-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. LEONARDO TACHIBANA (Participacao Presencial)
Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Peixes Ornamentais / Instituto de Pesca, IP, Sdo Paulo-
SP

Documento assinado digitalmente

“b WARLEY JUNIOR ALVES
g Data: 30/07/2025 17:49:00-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Dr. WARLEY JUNIOR ALVES (Participacao Presencial)
.Vidara do Brasil

Documento assinado digitalmente

ub AULUS CAVALIERI CARCIOFI
g Data: 11/08/2025 16:35:55-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Titular AULUS CAVALIERI CARCIOFI (Participagao
Presencial) Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, / FCAV-
UNESP, Jaboticabal/SP



Documento assinado digitalmente

ub RAFAEL DE SOUZA ROMANELI
g Data: 12/08/2025 16:01:57-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Dr. RAFAEL DE SOUZA ROMANELI (Participagao
Presencial) Centro de Aquicultura da Unesp, /
Jaboticabal/SP

Jaboticabal, 23 de julho de 2025

Centro de Aquicultura - Unidade
Complementar - Jaboticabal - Via
de Acesso Prof. Paulo Donato
Castellani, s/n°, 14870000
http://www.caunesp.unesp.br/#!/pos
-graduacao/


http://www.caunesp.unesp.br/%23!/pos-graduacao/
http://www.caunesp.unesp.br/%23!/pos-graduacao/

“Believe in yourself and in all that you are. Know that there is something inside you that is
greater than any obstacle”.

Christian D. Larson



Dedico...

A Deus e minha familia!

Aos meus orientadores por todo apoio e ensinamentos!
As grandes e preciosas amizades construidas ao longo dessa trajetoria foram

essenciais...

...a voceés ofereco!



AGRADECIMENTOS

A vida sempre nos surpreende. Acredito que, embora cada um faga suas proprias
escolhas e essas decisbes nos direcionem a determinados caminhos, nada acontece por
acaso. Tudo faz parte dos planos de Deus. Muitas vezes, enfrentamos situagdes que, no
momento, parecem dificeis de entender, mas que, com o tempo, fazem total sentido. No
fundo, é a fé e a esperanca agindo.

Por isso, sou imensamente grata a Deus por cada experiéncia vivida, pois todas me
trouxeram até aqui. Com esfor¢o e dedicacdo, alcancei este momento, e nada disso seria
possivel sem salde, pela qual também agradeco profundamente.

Aos meus pais, Zely Mota e José Carlos, minha eterna gratidao por sempre confiarem
em mim e por me transmitirem valores inestimaveis. Obrigado pelo incentivo incondicional
aos estudos e pelo apoio, mesmo quando a distancia tornava tudo mais dificil. Sei que para
vocés também ndo foi facil, mas sua firmeza me inspirou e fortaleceu.

Expresso minha profunda gratiddo ao professor Leonardo Takahashi, cuja orientagéo
foi fundamental ao longo desses seis anos de trajetoria, desde o inicio do mestrado em 2019.
Durante esse periodo, consolidamos uma relagéo profissional baseada no respeito, marcada
por aprendizado, desafios e enriquecedoras trocas de conhecimento. Sua dedicacao,
incentivo e suporte constante foram essenciais para meu desenvolvimento académico e
pessoal. Sou imensamente grata por todas as oportunidades e ensinamentos compartilhados.
Levo comigo essa parceria e admiracdo para além dos muros da universidade, com sincera
gratidao e respeito.

N&o posso deixar de citar minha imensa gratidao a minha parceira Gabriela Carli, que
esteve ao meu lado em todos 0os momentos, tanto no campo profissional quanto no pessoal.
Sua parceria e amizade foram fundamentais, e espero que essa conexao perdure por toda a
vida.

Minha sincera gratiddo também ao técnico de campo Luiz Fernando, que se tornou
um grande amigo ao longo dessa jornada, assim como aos técnicos Valdecir e Marcio, por
todas as conversas, conselhos e apoio ao longo do caminho.

Aos amigos que fiz em Jaboticabal, vocés tornaram meus dias mais leves, alegres e
cheios de bons momentos. Nao citarei nomes, mas saibam que séo parte fundamental dessa
caminhada e que levo cada um de vocés comigo.

Ao Grupo de Aquicultura da UNESP de Dracena e Jaboticabal - GAUD e aos demais
laboratorios parceiros, minha gratiddo por toda colaboracdo e suporte que tornaram este
trabalho possivel.

Agradeco também ao Programa de Pd4s-Graduacdo do Centro de Aquicultura da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (CAUNESP) pelo suporte e estrutura
que possibilitaram a realizagédo deste trabalho.

As empresas Natural Remedies e Vidara, por acreditarem e confiarem neste projeto.

Por fim, agradeco a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo apoio fundamental por meio da bolsa concedida, que foi essencial para a
realizacdo e concluséo deste doutorado.

Salmo 23: “O Senhor é o meu pastor, nada me faltara.

Deitar-me faz em verdes pastos, guia-me mansamente a aguas tranquilas.

Refrigera a minha alma; guia-me pelas veredas da justica, por amor do seu nome.

Ainda que eu andasse pelo vale da sombra da morte, ndo temeria mal algum, porque tu estés
comigo; a tua vara e o teu cajado me consolam.

Preparas uma mesa perante mim na presenca dos meus inimigos, unges a minha cabeca com
6leo, o meu calice transborda.

Certamente que a bondade e a misericordia me seguirdo todos os dias da minha vida; e habitarei
na casa do Senhor por longos dias”.



APOIO FINANCEIRO

Este estudo foi viabilizado pelo apoio financeiro da Natural Remedies,
Bengaluru, india. E foi financiado em parte pela Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo Financeiro 001.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenag¢ao de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



SUMARIO

RESUMO ... 1
AB ST R A CT i 2
CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS ......ooviiieececeee e 3
L. INEFOAUGED ..ttt 3
1.1. Colina: estrutura e papel no metabolismo animal ............cccccccceeeeiieeennnnn, 4
1.2, FONTES @ COlINA .uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit bbb anennnnne 8
1.3. Colina na alimentag8o de PEIXES........uuuuuuuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeeeee 11
1.4. Carboidratos na alimentacao de PeIXES .......cccevvvveiiiiiiiiie e 14
2. HIPOIESES .. a e aaaaa 17
T ] =] =] Yo = L SRR 17
CAPITULO 2 - A colina de extrato herbal atenua os efeitos deletérios de dieta rica em
amido em tIIAPIAS O NIlO......ooiiiiiiieieieee e 29
RS UMD .. et e e e e e e e e e eaas 29
A D STIACT e 30
Lo INEFOAUGAD oot 31
N \V = (=T - I =T Y1 o Yo o 1 32
2.1. DeclaraCdo de GLICA .........uuuiiiii e e e e 32
2.2. Manejo dos animais e condi¢cdes experimentais............ccceeeeeeeeeeeeeeeee e, 32
2.3. Desenho experimental @ dietas ..o 33
2.4, Coleta de @mOSITAS.....cccoee i 36
2.5. Desempenho de CreSCIMENTO ......ccoeeeeeeee e 37
2.6. MetabolitoS dO SANQUE.......ccoeiii e 37
2.7. Indices SOMALICOS € reServas eNergeétiCas ...........ccovveeuveveeeeieeeeeieeseeesnanas 38
2.8. Atividade hepatica de enzimas das vias metabdlicas (glicose-6-fosfato
desidrogenase, acido graxo sintetase e enzima maliCa) ................vvveeeeieeeeeeeennnn, 39
2.9. Atividade hepética de enzimas do sistema antioxidante (glutationa
peroxidase, superoxido dismutase € catalase)..........ueuvvurvrrrririiiiinniiiiiiininnnninen. 40
3.0. ANAlISE EStALISHICA.....ccee e e 41
4.0. RESUITAAOS ..eeiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e ta e e e e e e e eeenee 42
4.1. Desempenho ProdutiVO..........coooeieiii e 42
4.2. Metabolitos SANQUINEOS.........cooiiiiiiiice e 43
4.3. Indices SOMALICOS € reServas ENErgetiCaS ..........ocivveveeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeseeeeas 44
4.4. Atividade hepatica de enzimas do sistema antioxidante (glutationa peroxidase,
superdxido dismutase € Catalase) .........vvveiiiieeeiiiiiiiiee e 47
T I LS o U 177> o SRR 48
L 0 o o 11 £ Lo 1SR 52
A 2 CC (=] (=1 1] =T PP UPPPPRTRPPT 52

CAPITULO 3 - A colina de extrato herbal modula as respostas fisiologicas e aumenta
a resisténcia da tilapia do Nilo a desafio bacteriano .............cccoooeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn, 60



N 1] 1 = Vo3 PP 61
I 11 o Yo [ U o= T LU 62
2 oV A =T g = L= 0 =] o Lo Ko F R 63
2.1. Aprovagao ética para USO animal..........ccoouiiiiiiiiiiiiieiiiiieieeee e 63
2.2. Formulacéo e preparacao das dietas ..........ccccevvrvuviiiieeeeeeeeiiiiieee e e e eeeennns 63
2.3. Animais e ambiente experimental...............cccovvviiiiiiiii e 66
2.4, Coleta de amMOSIIAS. .......cuuuuiiiiieeee it e e e e e eeeane 67
2.5. Analises do sistema antioXidante............cccoeeeeiiei 68
2.6. Analises imuNoIOQiCas INALA............ceuuuuiiiie e e e e e 69
2.7. indices bioquimicos € hematolOgiCoS ............ccvevveeveeveeeeeeeceeeeeeeee e, 70
2.8. Determinacao da dose letal-50 (DLso) com S. agalactiae................cccueeeee 71
2.9. Desafio com S. agalactiae ............ooevvuviiiiii e 71
2.10. ANAliSe EStatiStICA.......ccceee e e e 72
IO (LT | 1 = To Lo 1= 73
3.1. Sistema antioXidaNTE ......cccoevieiiieieeeee e 73
3.2. Analises ImuNOIOQICaS INALA ..........uueieeiieeeiiiiiiiieiiee e 75
3.3. Indices bioquimicos € hemMatolOGICOS ..........ceccvvieeeeiieeee e 76
3.4. Desafio com S. agalactiae ...........ccovvviviiiiiiii e e 78
O TR D TR o 1S - Lo SRS 79
SO T o o Yo 11 FS3 - Lo 1SR 82

B.0. REIBIBNCIAS onniene e e e e 83



Campus de Jaboticabal

A'A'A' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u ne sp “JULIO DE MESQUITA FILHO" y
aborcaba!

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Efeitos da substituicao do
cloreto de colina pela colina vegetal Kolin Plus™ na alimentagéo de juvenis da
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)”, protocolo n.° 7512/23, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. LEONARDO SUSUMU TAKAHASHI, que envolve a
producdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008,
no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE
CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-

SP, em reunido ordinaria de 20 de setembro 2023.

Vigéncia do Projeto 10/10/2023 a 10/10/2024 :]
Espécie / Linhagem Oreochromis niloticus

N° de animais 336

Peso / Idade 20g / 90 dias

Sexo Macho

Origem Laboratorio tilapicultura (Caunesp)

Jaboticabal, 20 de setembro de 2023.

Fmﬂdwo de Cléncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, sin CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil

Tel. 16 3209-7100 - www.fcav.unesp.br



RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementacédo de colina de
extrato herbal em dieta rica em amido sobre o metabolismo, o sistema antioxidante,
a imunidade e a resisténcia a Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo. Foram
utilizados 336 peixes (23,43 + 0,36 g; média = DP), alimentados por oito semanas no
primeiro ensaio e doze semanas no segundo. O experimento incluiu seis tratamentos:
uma dieta basal contendo 846 mg kg™ de colina proveniente dos ingredientes, e cinco
dietas suplementadas com colina em diferentes niveis: 400, 600, 800 e 1200 mg kg™
na forma vegetal, além de 1200 mg kg~ via cloreto de colina. Peixes alimentados com
a dieta basal, sem suplementacéo, apresentaram pior desempenho de crescimento e
distarbios metabdlicos, com aumento da lipogénese e estresse oxidativo. Também
demonstraram resposta imunoldgica enfraquecida antes e apds o desafio com S.
agalactiae, resultando em menor taxa de sobrevivéncia. Em contraste, a
suplementacdo com colina de extrato herbal promoveu melhora significativa no
crescimento, na deposicdo lipidica, na modulacdo dos sistemas antioxidante e
imunologico, e na resisténcia a infeccdo bacteriana. Os resultados ressaltam o
potencial da colina vegetal como aditivo funcional para melhorar o desempenho e a
saude de tilapias do Nilo em dieta rica em amido.

PALAVRAS-CHAVE

amido, biocolina, tilapicultura, metabolismo, saude.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of choline supplementation from a herbal
extract in a starch-rich diet on metabolism, antioxidant system, immunity, and
resistance to Streptococcus agalactiae in Nile tilapia. A total of 336 fish (23.43 +
0.36 g; mean + SD) were fed for eight weeks in the first trial and twelve weeks in the
second. The experiment included six treatments: a basal diet containing 846 mg
kg™ of choline from the ingredients, and five diets supplemented with additional
choline at different levels: 400, 600, 800, and 1200 mg kg™ from a plant source,
plus 1200 mg kg™ as choline chloride. Fish fed the basal diet without
supplementation showed impaired growth performance and metabolic disorders,
including increased lipogenesis and oxidative stress. They also exhibited a
weakened immune response before and after the S. agalactiae challenge, resulting
in lower survival rates. In contrast, supplementation with choline from the herbal
extract significantly improved growth, lipid deposition, modulation of antioxidant and
immune systems, and resistance to bacterial infection. These findings highlight the
potential of plant-derived choline as a functional additive to enhance performance
and health in Nile tilapia fed starch-rich diets.

KEY-WORDS
starch, biocholine, tilapia farming, metabolism, health.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. introducéao

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma das espécies mais cultivadas
na aquicultura mundial, destacando-se por sua adaptabilidade a diferentes
sistemas de producdo e tolerancia a variacbes ambientais (Mugwanya et al., 2022;
Tesfaye et al., 2021). Embora a espécie apresente um pacote tecnoldgico
desenvolvido, ainda h& desafios na nutricdo de precisdo, especialmente na inclusdo
eficiente de micronutrientes, cuja necessidade varia conforme o tamanho, a idade,
0 ambiente, as interacdes entre nutrientes e o tempo de suplementacéo.

Por exemplo, a colina, frequentemente classificada como uma vitamina, é
indispensavel para a formagcédo da lecitina, fundamental para a integridade das
membranas celulares e o metabolismo lipidico. Além disso, participa da sintese da
acetilcolina, um neurotransmissor crucial para o sistema nervoso, e atua como
precursora da betaina, essencial para rea¢fes de metilagdo no organismo (Goh et
al., 2021). Apesar de sua importancia, a exigéncia desse nutriente na dieta de
peixes ainda gera controvérsias, conforme apontado por Ren et al. (2025).

Além disso, o nivel de suplementacdo representa outro desafio,
principalmente devido a variacdo na quantidade de colina presente nos
ingredientes, o que dificulta a padronizacao das formulagdes. Para compensar as
perdas durante o processamento, muitos formuladores optam por incluir grandes
guantidades de colina. No entanto, o cloreto de colina é altamente higroscépico, o
que compromete sua estabilidade e disponibilidade (Mai et al., 2022).
Adicionalmente, interacfes negativas com vitaminas e minerais podem acelerar a
degradacédo de nutrientes essenciais (Wang et al., 2021), reduzindo a eficiéncia
nutricional das dietas

Diante dessas limitacdes, fontes alternativas, como a colina vegetal, vém
sendo investigadas na nutricdo animal. Estudos indicam que compostos de Acacia
nilotica e Curcuma longa podem melhorar o metabolismo lipidico hepatico,
estimulando a oxidac&o de acidos graxos e reduzindo a sintese de gordura por meio
da regulacdo de vias metabdlicas (Marimuthu et al., 2022). Além disso, a
suplementacao de colina vegetal demonstrou beneficios no crescimento muscular
e no desempenho produtivo de frangos (D’Souza et al., 2019), bem como potencial
imunomodulador (Zahid et al., 2023) e antioxidante (Alba et al., 2021).



Embora a colina seja reconhecida por sua capacidade de prevenir a
esteatose hepéatica, especialmente em dietas ricas em lipidios (Zheng et al., 2022;
Siciliani et al., 2023; Jin et al.,2019), seus efeitos em dietas com alto teor de
carboidratos ainda ndo s&do completamente compreendidos. Estudos recentes
indicam gue a tilapia metaboliza melhor dietas ricas em lipidios do que carboidratos
apos doze semanas de alimentacao (Ning et al., 2023). Isso sugere que dietas ricas
em carboidratos podem representar um desafio metabdlico adicional, aumentando
a necessidade de estratégias nutricionais especificas para minimizar impactos
negativos no desempenho e na saude dos peixes.

Além dos desafios metabdlicos, a nutricdo pode influenciar diretamente a
saude imunoldgica dos peixes (Karadas et al., 2023). Streptococcus agalactiae €
um dos principais patégenos da piscicultura, causando meningoencefalite e
septicemia em tilapias (Abdallah et al., 2024; Ferrari et al., 2024). Considerando que
a colina é precursora da acetilcolina, neurotransmissor capaz de modular a
atividade de macrofagos e neutréfilos através da ativacao de receptores nicotinicos
a7 (Kansakar et al., 2023; Malin et al., 2020), sua suplementacdo pode atenuar a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias por essas células, reduzindo a intensidade
da resposta inflamatéria durante infec¢cbes bacterianas (Malin et al.,, 2020). No
entanto, ainda ndo ha evidéncias diretas que comprovem um efeito protetor da
suplementacao de colina contra essa bactéria.

Portanto, este estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos da
suplementacao de colina vegetal em tilapias do Nilo alimentadas com dieta rica em
carboidratos. No capitulo I, investigamos os efeitos da colina vegetal sobre o
metabolismo intermediario, o estado hepatico e o sistema antioxidante dos peixes.
No capitulo Il, o objetivo foi avaliar a modulagdo da resposta imunolégica e a

resisténcia dos peixes a desafio bacteriano com S, agalactiae.
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5.0. Concluséo

Nossos resultados mostram que, embora alguns parametros da imunidade
inata ndo tenham apresentado diferencas significativas, os achados indicam que a
colina vegetal é capaz de fortalecer as defesas antioxidantes e imunolégicas da
tilapia do Nilo, especialmente sob condi¢cdes de estresse metabalico e infeccioso.
Nesse contexto, a inclusdo de 1200 mg kg™ demonstrou ser eficaz ao promover

maior atividade enzimatica antioxidante, uma resposta leucocitaria mais eficiente e
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uma resisténcia ampliada a infeccdo por S. agalactiae, refletida em uma taxa de

sobrevivéncia de 70%.
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