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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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I - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Panorama geral da aquicultura e tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

A aquicultura ¢ o setor de producao de alimentos que mais cresce no mundo, sendo
estimulada economicamente pela redugdo dos estoques pesqueiros naturais (MAURI et al.,
2017). Assim, a contribui¢do da aquicultura para o fornecimento mundial de peixes,
crustaceos, moluscos e outros animais aquaticos passou de 3,9% da produgao total em peso
em 1970 para 36% em 2006 (FAO/WHO, 2018).

Dentre as espécies mais exploradas na aquicultura, a tilapia-do-Nilo vem se
destacando em criagdes intensivas, principalmente nas duas ultimas décadas em virtude do
seu rapido crescimento, facilidade na obtencdo de larvas, precocidade, rusticidade e por
possuir carne com boas caracteristicas sensoriais com possibilidade de comercializacao de
filés sem espinhas intramusculares (BRABO et al., 2016).

De acordo com a Organizagdo Mundial das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura, em 2014 foram produzidos mais de 167 milhdes de toneladas de pescado, com
73,8 milhdes procedentes da aquicultura. Na América do Sul, o Brasil ocupa a segunda
posi¢do, com 561 mil toneladas de produgdo, ocupando a 13* posicao mundial dos maiores
produtores de pescado (FAO/WHO, 2018).

No Brasil, o maior produtor nacional ¢ o estado de Ronddnia, mas comparando entre
as regides, o Nordeste brasileiro apresenta a maior producdo e participagdo no mercado
(26,8%), seguido pelas regides Norte (25,7%), Sul (24,2%), Centro-Oeste (12,6%) e Sudeste
(10,7%). Em 2017, a producao de Tilapia no pais foi de 283.250 toneladas, faturando 1,6
bilhdes de reais (PICKLER; VIEIRA FILHO, 2018; IBGE, 2019).

O interesse na criagdo de tilapia cresceu rapidamente na década de 1990, por causa
da introducao da tecnologia de reversao sexual para produzir populagdes somente de machos
(REIS et al., 2016). A possibilidade de produzir peixes para pesqueiros e industrias de
filetagem também contribuiu para o desenvolvimento da produ¢do de tilapia no Brasil

(GOMES et al., 2016; CARVALHO, 2018).

2. Contaminacio de alimentos por micotoxinas
Micotoxinas s3o metabolitos secundarios de fungos ativos produzidos de maneira
especifica para provocar atividades toxicoldgicas, ndo exigidos para crescimento ou

reproducao de fungos (ANFOSSI et al., 2016; PEROMINGO et al., 2019). Sdo moléculas
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pequenas, estaveis e resistentes a altas temperaturas e as condigcdes de processamento
industrial, extremamente dificeis de remover dos alimentos, mantendo assim suas
propriedades toxicas (DIDWANIA; TRIVEDI, 2018). Em doses altas podem causar doengas
e prejudicar a saude, e em niveis cronicos podem reduzir a eficiéncia da reprodugao dos
animais (OLIVEIRA et al., 2015; PEREIRA; SANTOS, 2015).

A contaminagdo de alimentos e ragdes por micotoxinas atinge mais de 25% da
producao mundial de graos, na maioria das vezes, causada por armazenamento incorreto da
matéria-prima. Com prejuizo anual de mais de 5 bilhdes de dolares, a problematica se
concentra em primeiro lugar na saude humana, pelo risco de ingestdo de alimentos
contaminados, ¢ em segundo, na satde e producdo animal, devido a queda de produ¢do em
decorréncia da queda na sanidade dos animais (BRETAS, 2018; NOGUEIRA et al., 2018;
ZINEDINE; EL AKHDARI, 2019). A alternativa para isso poderia ser o melhoramento de
plantas resistentes; porém, as selecdes para a resisténcias a micotoxinas, além de
apresentarem resultados ineficientes na produtividade, ndo produziram resultados
significativos para a prote¢ao dos graos, pois nao ha niveis seguros de ingestao devido aos
efeitos sinérgicos entre os tipos existentes (GARRIDO-RAMIREZ et al., 2018;
GONCALVES et al., 2018; SAVI et al., 2018).

A producdo de micotoxinas por fungos ¢ determinada geneticamente e relacionada
com as vias metabodlicas primarias, como o metabolismo de aminodcidos e acidos graxos;
fatores ambientais favoraveis (composi¢ao e qualidade do substrato, temperatura e umidade)
podem aumentar a ocorréncia de alimentos contaminados (CHHONKER et al., 2018).
Geralmente as micotoxinas em alimentos assumem padrdo geografico; espécies de
Aspergillus sdo encontradas principalmente em regides tropicais, e espécies de Penicillium
e Fusarium em regides de clima temperado (ZINEDINE; EL AKHDARI, 2019). Assim, a
contaminag¢do atinge niveis globais, principalmente pelo amplo comércio de graos entre os
paises, e as commodities alimenticias sdo frequentemente contaminadas com mais de um
tipo de micotoxina, ja que as espécies de fungos produzem diferentes micotoxinas a0 mesmo
tempo (DIDWANIA; TRIVEDI., 2018; PEROMINGO et al., 2019).

O efeito toxico das micotoxinas na saide humana e animal depende do tipo da
micotoxina, nivel e duracdo da exposi¢do, idade, genética, saude e sexo do individuo
exposto, ¢ qualidade alimentar. Além disso, a deficiéncia de vitaminas, a desnutricdo e

doencas infecciosas sdo fatores que podem agravar as sequelas micotoxicas. Entre as
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principais micotoxinas destacam-se as do género Aspergillus e Fusarium, responsaveis pela
sintese de aflatoxinas e fumonisinas (ALIZADEH et al., 2012; CHHONKER et al., 2018;
URBANEK et al., 2018).

3. Fumonisinas e seus efeitos bioldgicos

A estrutura quimica das fumonisinas (FB) foi demonstrada pela primeira vez por
Bezuidenhout et al. (1988), e atualmente, 28 formas andlogas sdo conhecidas e ordenadas
em quatro grupos denominados de fumonisina das séries A, B, C ¢ P (RHEEDER et al.,
2002). As toxinas da série B sdo as variantes mais comumente encontradas, e sdo
subdivididas em fumonisina B1, B2 e B3, sendo que a Fumonisina B1 (FBI) ¢ geralmente
encontrada na propor¢do de 70% do total de fumonisina detectadas, seguidas pelas formas
B2 e B3 (VISCONTI et al., 1995).

As FB sdo conhecidas por alterar o balango das bases esfingoides (esfingosina e
esfinganina) pela inibicdo competitiva com a enzima ceramida sintase. A acumulacdo de
esfinganina pode promover mudangas nas concentragdes de acido palmitico, seu precursor

natural (Figura 1) (CLAUDINO-SILVA et al., 2018).
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Figura 1. Influéncia da fumonisina (FB) na sintese de ceramida e seus metabolitos
intermediarios. A FB age na célula competindo pelo sitio de ligagdo, e consequentemente
inibindo a acdo da esfingosina e esfinganina, precursores de ceramida (CLAUDINO-SILVA
et al., 2018).
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Fumonisinas sdo diésteres de propano-1,2,3-4cido tricarboxilico e 2-amino-12-16-
dimetilpoliidroxieicosanos, com o grupo hidroxila no C14 e C15 esterificados com o grupo
carboxila terminal do acido tricarboxilico (SORIANO; DRAGACCI, 2004). Sao altamente
polares, soliveis em agua e insoluveis em solventes apolares (PLEADIN et al., 2018; IZA
et al., 2019). FB podem prejudicar as fungdes do sistema imunoldgico, causar edemas
pulmonares, lesdes no figado e nos rins, levando o animal a morte, dependendo dos niveis
de contaminagao e tempo de exposi¢ao a toxina (BERTERO et al., 2018; BARAC, 2019).

A toxicidade da fumonisina pode afetar 6rgdos distintos em diferentes espécies;
entretanto o figado e rins parecem ser afetados de forma constante, sendo hepatoxica em
ratos, camundongos, coelhos, macacos, suinos e equinos, € nefrotdoxica em ratos, coelhos,
perus, frangos, suinos ¢ camundongos (ENONGENE et al., 2000; RIEDEL et al., 2016;
QIAN et al., 2016). O consumo de elevadas concentragdes de fumonisina pode causar
leucoencefalomalécia em equinos (PLATTNER et al., 1990), e sindrome de edema pulmonar
e hidrotorax em suinos (HARRISON et al., 1990).

Barbosa et al. (2013) reportaram a contamina¢do por fumonisina B1 em 98% das
amostras de ragdes oriundas de fazendas de tildpias-do-Nilo no Rio de Janeiro. Esta
incidéncia da micotoxina na dieta de peixes representa grande preocupac¢do, devido aos
prejuizos que pode causar. Em diferentes espécies de peixes a toxicidade da fumonisina ¢
apontada como causa de prejuizo na produgao (CLAUDINO-SILVA et al., 2018). Para
tilapias, niveis superiores a 40mg de FB por quilo de racdo pode reduzir o ganho de peso,
piorar a conversao alimentar além de afetar o equilibrio dos esfingolipidios intermedidrios
(TUAN et al., 2013).

Em bagres de um e dois anos de idade, o consumo de dietas contaminadas com 20mg
de FB por quilo de racdo provocaram alteragdes hepaticas como necrose e aumento no
volume de hepatocitos e infiltracdo de linfocitos (LUMLERTDACHA et al., 1995). Para
trutas (Oncorhynchus mykiss), a associacdo entre FB1 e aflatoxina B1 foi apontada como
possivel promotor de tumores hepaticos (CARLSON et al., 2001). J& em carpas (Cyprinus
carpio), dietas contaminadas com fumonisina promoveu maior incidéncia de lesdes
dermatoldgicas bacterianas, além do aumento na contagem de eritrocitos e plaquetas,
aumento nas concentragdes de creatinina e bilirrubina, e aumento da atividade enzimatica de

aspartato e alanina aminotransferase (PEPELJNJAK et al., 2002). Outro estudo realizado
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em carpas atribuiu as fumonisina efeito neurotdxico, por gerar vacuolizagdo, degeneragdo e
necrose de células neurais (KOVACIC et al., 2009).

O nivel de contaminagdo de ragdes de tilapias-do-Nilo aumenta a cada ano,
perfazendo até¢ 98% (BARBOSA et al., 2013). Devido ao seu papel carcinogénico, e por
afetar a sintese de esfingolipidios e seus metabdlitos intermedidrios, é provavel que o
consumo de fumonisina por estes animais possa alterar caracteristicas moleculares,
produtivas e nutricionais (CLAUDINO-SILVA et al., 2018). Até o presente momento, nao
ha relatos na literatura de estudos que demonstrem a expressao de genes relacionado ao
estresse oxidativo e perfil de acidos graxos em alevinos de tildpia-do-Nilo desafiados com

fumonisina, justificando o mérito da pesquisa.

4. Estresse oxidativo e enzimas antioxidantes: espécies reativas de oxigénios,
enzimas reparadoras e processo enzimatico de reparacao
No metabolismo celular normal e em eventos patolégicos sdo formados radicais
livres, e quando em excesso, podem danificar a célula. Para combater esse dano, também
conhecido como oxidagdo, o organismo mobiliza seu complexo sistema de prote¢ao
antioxidante (MACHADO et al., 2009), que atua como agente de defesa contra os radicais
livres (Figura 2).

Defesas
Antioxidantes

Radicais
Livres

[ em
Tl

Estabilidade de estruturas Danos e morte celular

Figura 2. O desequilibrio entre o desafio oxidativo e a capacidade de defesa antioxidante do

organismo ¢ denominado de estresse oxidativo. Quanto maior o desbalango, com maior
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quantidade de espécies reativas de oxigénios, maior a ocorréncia de morte celular

programada (apoptose) (MACHADO et al., 2009).

A oxidagdo ¢ parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo celular,
produzindo radicais livres de forma natural ou por disfuncdo biologica. Esses radicais livres
cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos dtomos de oxigénio ou nitrogénio sao
denominados de espécies reativas de oxigénio (ROS). ROS podem provocar sérios danos,
reagindo com enzimas, lipideos de membranas e acidos nucleicos (DNA), danificando-os
(NELSON; COX, 2014). Quando a producdo de radicais de oxigénio ¢ exacerbada, as
defesas celulares sdo sobrecarregadas e a célula ¢ danificada. Em circunstancias normais, os
niveis de produtos com oxigénio reduzido sdo baixos o suficiente para serem efetivamente
removidos pelos mecanismos naturais de defesa da célula, as enzimas do estresse oxidativo,
que formam a primeira linha de defesa antioxidante contra ROS (Figura 3) (IGHODARO;
AKINLOYE, 2018).
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Figura 3. Em mitocondrias que respiram ativamente, de 0,1 até 4% do oxigénio utilizado na
respiracdo formam O" (superoxido) mais do que suficiente para ter efeitos letais, a ndo ser
que o radical livre seja rapidamente descartado. Para impedir o dano oxidativo induzido pelo
07", as células t€ém a enzima superoxido-dismutase (SOD), que catalisa a rea¢do. O peroxido
de hidrogénio (H>O») assim gerado torna-se inofensivo pela a¢do da catalase (CAT) e da

glutationa-peroxidase (GPX), e esta ultima também agindo contra peroxidos organicos. Se a
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quantidade de H>O; estiver acima da capacidade de catalizacdo das enzimas, esta molécula
se liga a outra de Fe?" (reacdo de Fenton) e forma o radical hidroxila (OH"), que causa dano

celular IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

De modo geral, a interconexdo entre sistemas de sinalizagdo de segundos
mensageiros ¢ muito comum, apesar de complexa. Estudos reportaram que a intoxicagao por
fumonisina pode afetar a taxa de ganho de peso (LEDOUX et al., 1992; WEIBKING et al.,
1993; LUMLERTDACHA et al., 1995; LAZZARI, 1997), além de aumentar o estresse
oxidativo (BERNABUCCI et al., 2011). E provével que estas alteragdes do estado oxidativo
estejam relacionadas com mudangas nos padrdes de sinalizagdo, e consequentemente, de
expressao dos genes relacionados ao combate de ROS, como a glutationa peroxidase (GPX),

e as proteinas de choque térmico, popularmente chamadas de HSPs.

4.1.Glutationa Peroxidase (GPX)

A GPX foi descoberta inicialmente em eritrécitos de mamiferos (MILLS, 1957).
Depois foi encontrada em eritrocitos humanos (AWASTHI et al., 1975), pulmao (CHIU et
al., 1976) e figado de ratos (NAKAMURA et al., 1974), misculo de camundongos (TAPPEL
et al., 1982) e peixes (NAKANO et al., 1992). A reducdo de hidroperoxidos possui agdo
importante na prevencdo de danos oxidativos em tecidos (TOSHIRO et al., 1994). Duas
classes distintas desta enzima sdao conhecidas, a GPX selénio dependente (EC 1.11.1.9) e a
GPX selénio independente (EC 2.5.1.18), cada qual possui maior especificidade por
determinado substrato (DAUN; AKESSON, 2004).

A GPX selénio dependente ¢ capaz de reduzir perdxido de hidrogénio e outros
hidroperdxidos organicos, ¢ tetramérica e possui um atomo de selénio na forma de
selenocisteina em cada subunidade. J4 a GPX selénio independente esta apta a reduzir
qualquer hidroperoxido organico, exceto o peroxido de hidrogénio, e em substituicdo a
selenocisteina possui um residuo de tirosina no sitio catalitico (NELSO; COX, 2014;
CHAFIK et al., 2019). A atividade da GPX selénio dependente parece ter correlagdo positiva
com a ingestdo dietética deste mineral e, consequentemente, niveis inadequados de selénio
no organismo podem levar a reducdo na atividade desta enzima, causando prejuizo na fungao

de degradacao de peroxido de hidrogénio (HOLOYSKA et al., 2003); este ultimo em altos
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niveis estdo relacionados com a auto oxidacdo de membranas celulares, prejuizos a fungao
imune e danos ao DNA (DE VEGA et al. 2018).

Nos tecidos musculares a maior quantidade de mioglobina ¢ maior conteudo de
mitocondrias caracterizam as fibras vermelhas (oxidativas), que usam principalmente acidos
graxos como substratos (RAMANATHAN et al., 2019). Por outro lado, as fibras brancas,
chamadas de glicoliticas utilizam o glicogénio como fonte de energia principal (DAUN;
AKESSON, 2004). Localizada nas mitocdndrias e no citosol das células musculares, a maior
atividade da GPX nas fibras vermelhas pode ser correlacionada com a fun¢do de impedir a

oxidacdo nestas células que estdo sob metabolismo aerébico (CHAN et al., 1994).

4.2.Proteina do choque térmico (HSPs)

As HSPs sao um grupo de proteinas cujos niveis celulares aumentam em resposta ao
estresse quimico, fisico e ambiental, para limitar as consequéncias do dano, facilitar a
recuperacado celular, e auxiliar no reparo ou direcionamento de proteinas para a degradagao
(LUENGO et al., 2018).

Em condigdes normais, as HSPs, em particular a familia 70 kDa (HSP70), funcionam
como proteinas chaperonas assegurando a conformac¢do apropriada das proteinas recém-
sintetizadas (KIM et al., 2018). Além disso as HSP70s s3o altamente conservadas em quase
todos os organismos e evitam a desnaturacdo de outras proteinas sob estresse fisiologico
(ZUANAZZI et al., 2019).

As chaperonas da classe HSP70 também sdo necesséarias para a translocagdo de
proteinas codificadas nucleares do citoplasma para a mitocondria. Como duas membranas
precisam ser cruzadas para alcancar a matriz, existem dois complexos translocadores:
membrana externa de transporte € membrana interna de transporte. Para o transporte, as
proteinas sdo desdobradas no citoplasma e protegidas por HSP70 (ASEA; KAUR, 2018).

A membrana externa de transporte reconhece a sequéncia de sinal carregada
positivamente no N terminal da proteina e com a ajuda do potencial de membrana, envolve
as cadeias por meio dos poros centrais dos dois complexos. Dentro da membrana interna de
transporte, outras moléculas de HSP70 se ligam e puxam a cadeia completamente para dentro
da matriz. Tal como com a importagdo para o reticulo endoplasmatico, o sinal peptidico ¢
removido proteoliticamente por uma peptidase de sinal durante a translocagao (NELSON;

COX, 2014; LUENGO et al., 2018).
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A regulagdo da expressdao da HSP70 estd relacionada a doencgas gastrointestinais,
neuroldgicas e neurodegenerativas, renais, cardiovasculares, desordens no sistema
circulatorio, incluindo regulagdo do sistema imune, além do uso em terapias para o
tratamento de doencas humanas (ASEA; KAUR, 2018). Em animais, pesquisas com HSP70
reportaram aumento da expressdo em abelhas (4Apis mellifera) quando expostas a acaricidas
(SILVA-ZACARIN et al., 2006), aumento em ostras (Crassostrea gigas) expostas a toxinas
(MELLO et al., 2013), aumento em mexilhdes (Mytilus sp.) expostos a contaminantes
organicos (JONSSON et al., 2006), variagdes em tilapia-de-Mogambique (Oreochromis
mossambicus) submetidas as diferentes densidades (DINI et al., 2006), aumento em tilapia-
do-Nilo (O. niloticus) expostas a inseticidas (ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2016) ¢
aumento da expressao em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostas a ions metalicos,
como cobalto, cobre, zinco e prata (SOYUT et al., 2012).

Estes trabalhos demonstram que a expressdo da HSP70 pode ser indicador do estado
de estresse a que os animais foram submetidos. Intensas variagdes sazonais alteram a
expressao dessa proteina, principalmente quando os peixes sao expostos a altas temperaturas
(JESUS et al., 2013). Ainda, quando desafiados com poluentes xenobitticos, a HSP70
apresentou efeito crioprotetor no cérebro de peixes durante o estresse induzido
(EKAMBARAM; NARAYANAN, 2017).

A insuficiéncia do sistema antioxidante de defesa primario causa o aumento de
proteinas intracelulares danificadas. Devido ao estresse no animal, a HSP70 ¢ produzida pelo
organismo, protegendo-o contra possiveis danos celulares. A eliminacdo do excesso destas
proteinas intracelulares danificadas pode ser feita por intermédio das chaperonas ou
proteinas de estresse, que interagem com enzimas do sistema ubiquitina-proteossoma,
revertendo as proteinas danificadas a aminodcidos livres (MOREIRA-DE-SOUSA et al.,
2018).

Com isso, estudos tém abordado a HSP70 como biomarcador de estresse em peixes,
reportando efeitos provocado pelo calor e o aumento dos niveis de cortisol circulante (BASU
et al., 2001) e o efeito da hipoxia (LUCKSTADT et al., 2004), sendo capazes de sinalizar
possiveis alteragdes expressas nos organismos expostos a diversidades ambientais onde estdo
inseridos, por meio da expressdo de seu gene e consequente ativagdo da proteina, podendo

ser aumentada ou diminuida de acordo com a situacao do organismo. Assim, pesquisas com
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tildpia-do-Nilo sobre a expressdo do gene HSP70 sdo importantes pelas alteracdes no

desempenho dos animais provocadas pelo estresse.

5. Perfil de acidos graxos

O aumento da exigéncia dos consumidores pela qualidade dos produtos alimentares
exige que as organizagdes desenvolvam instrumentos com maior eficiéncia na seguranca,
diferenciagdo e agregacao de valor aos seus produtos (GARCIA et al., 2018) pois procuram
obter informagdes detalhadas sobre a origem e a qualidade dos alimentos fornecidos aos
animais (DIAS et al., 2018; SPENCE et al., 2018; SMULDERS et al., 2019). O consumo de
gordura de origem animal ¢ frequentemente relacionado com problemas de satde, com
destaque aos problemas cardiacos (BRIDI, 2014; TANAKA, 2016; PRATA; MARQUES,
2017; VAZ et al., 2018). Entretanto, estudos realizados demonstram que alguns isdmeros de
acidos graxos podem ter efeitos benéficos, evidenciando desta maneira a necessidade de
pesquisas que avaliem os efeitos dos acidos graxos isoladamente (LIMA et al., 2018; MELO
et al., 2018) e tem havido interesse crescente nas maneiras de manipular a composigao de
acidos graxos da carne, modificando a dieta do animal.

Maiores propor¢des de dmega 3 na dieta em humanos ¢ importante para evitar o
aparecimento de doencas coronarianas, neuroldgicas, autoimunes, cancer de mama, de
prostata e de colon e artrite reumatoide (FAO/WHO, 2008; DAS, 2017). Porém, ha poucos
trabalhos disponiveis que possibilitam caracterizar a carne de peixe contaminadas com
micotoxinas. O perfil de 4cidos graxos tem relevante importadncia na determinacdo das
propriedades fisicas, quimicas e sensoriais dos alimentos, e os lipidios nos dleos de sementes
sdo principalmente compostos por triglicerideos que contém acido linoleico e acido oleico
(VAN SOEST, 1994).

A alteracdo no perfil de acidos graxos ¢ interessante sob o ponto de vista de diminuir
os riscos de doengas coronarias, visto que os acidos de cadeia média (laurico, miristico e
palmitico) sdao hipercolesterolémicos (WILLIAMS, 2000). Em produtos de origem animal,
como o pescado, podem ser encontrados compostos benéficos a saude, dentre os quais se
destaca o CLA, que apresenta propriedades anticarcinogénicas e repartidor de nutrientes
(MCGUIRE e MCGUIRE, 2000).

Em humanos, acidos graxos poliinsaturados, principalmente o linoleico (18:2n-6,

AL) e o alfa-linolénico (18:3n-3, AAL) sdo considerados essenciais, pois sua sintese ocorre
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em baixas quantidades sendo necessaria sua ingestdo na alimentagdo (YOUDIM, MARTIN
e JOSEPH, 2000). Sao de extrema importancia para proteinas de membrana, envolvendo
processos como diferenciacdo e proliferagao celular (SLATER et al.,, 1996), para o
funcionamento de algumas enzimas (SAITO et al, 1994), neurotransmissores
(SRINIVASARAO et al., 1997; DAS, 2017) e para a manuten¢do das propriedades fisicas
da membrana (EHRINGER et al., 1990; LIU et al., 2017).

6. Objetivos

O objetivo deste estudo foi verificar se a fumonisina, quando ingerida pela tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus), causa alteracdes na expressdo de genes relacionados ao
estresse oxidativo (GPX) e prote¢ao contra danos celulares (HSP70), e se modifica a
qualidade da carne e o perfil de acidos graxos no fil¢.

As hipoteses foram:

1) O consumo de dieta contaminada por fumonisina modula a expressdo de genes
relacionados ao estresse oxidativo e protecao celular.

2) Por competir com o sitio de ligacao e inibir a sintese de ceramida, os animais
consumindo dietas com inclusdo de fumonisina terdo maior quantidade de 4cidos
graxos saturados.

3) O desempenho dos animais contaminados com fumonisina ¢ menor do que os

animais sem contaminagao.

Os capitulos 2, intitulado “Desafio com fumonisina FB1 + FB2 altera o perfil de acidos
graxos em alevinos de tilapia-do-Nilo”, e 3, intitulado “Fumonisina altera o equilibrio redox
em alevinos de tilapia-do-Nilo” estdo redigidos de acordo com as normas para publicagdo
no do periddico Aquaculture Journal - https://www.journals.elsevier.com/aquaculture,
disponivel em: <https://www.elsevier.com/journals/aquaculture/0044-8486/guide-for-

authors>.
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II - DESAFIO COM FUMONISINA FBi1 + FB: ALTERA O PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS EM ALEVINOS DE TILAPIA-DO-NILO (Aquaculture Journal)

https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.734546

Resumo

A toxicidade da fumonisina (FB) tem sido considerada para diferentes espécies de peixes
por causar desequilibrio entre as bases esfingdides e prejudicar varios processos celulares,
como a diferenciacdo celular e o crescimento. A hipdtese de que o FB altera o desempenho
e modifica o perfil de acidos graxos no musculo de alevinos de tildpia-do-Nilo foi testada.
Foram utilizados 180 peixes distribuidos em quatro tratamentos, controle (sem adicdo de
FB), 20 (FB20), 40 (FB40) e 60 (FB60) mg / kg de FB) para quantificar o desempenho,
rendimento de musculo (filé¢) apds o abate, residuo mineral fixo, proteina, lipidios e analise
do perfil de 4cidos graxos. O ganho em peso didrio aparente foi menor (Y = 0,019x2-0,124x
+ 0,325; R? = 0,928) para peixes alimentados com dietas contendo FB em comparagdo ao
grupo controle. O efeito negativo nas taxas de crescimento resultou em reducdo no
rendimento de fil¢ (P<0,001). Proteina foi menor (FB60 = 15,38%) para a dose maior do que
o controle (P= 0,0003). A umidade foi maior 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 6mega 6 (06). Os acidos graxos totais 6mega3
(03) 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 acidos graxos

poliinsaturados totais foram significativamente maiores nos peixes alimentados com FB40
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(33,70 + 1,01) e FB60 (33,73 + 0,29). A fumonisina piora o desempenho em alevinos de
tildpias-do-Nilo e modifica o perfil de acidos graxos, pois eleva a quantidade de 4cidos
graxos saturados e poliinsaturados, e reduz o nivel de acidos graxos monoinsaturados.

Palavras-chave: Fusarium moniliforme, lipidogénese, Oreochromis niloticus, toxicidade.

Abstract

The toxicity of fumonisin (FB) has been proposed for different fish species because it causes
imbalance between the sphingoid bases and impairs several cellular processes, such as cell
differentiation and growth. In this study, we tested the hypothesis that FB changes
performance and modifies the fatty acid profile in the muscle of Nile tilapia fingerlings. A
total of 180 fish were distributed in four treatments: control treatment (without addition of
FB), 20 (FB20), 40 (FB40) and 60 (FB60) mg/kg FB) in order to measure performance,
muscle yield, mineral residue, protein, total lipids and fatty acid content. The apparent daily
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 a reduction in
fillet yield (P<0.001). Crude protein was statistically lower (FB60 = 15.38%) for the higher
dose than for the control group (P= 0.0003). The moisture was higher for the FB20 level,
with quadratic regression effect (R*? = 0.688), the ashes had a linear regression effect
(R?=0.811) and showed a quadratic regression effect (R>=0.868). Total saturated fatty acids
were higher in fish fed with FB60 (37.13 £ 0.99) diet than for any other treatment. Total
monounsaturated fatty acids did not vary between dietary treatments, as did total omega 6
(06). Total omega 3 fatty acids (w3) were significantly higher in fish fed with FB40 (4.99 +
0.15) and FB60 (5.20 + 0.13) diets than for FB20 (4.36 £+ 0.03) and the control treatment
(4.43 + 0.18). Total polyunsaturated fatty acids were significantly higher in fish fed with

FB40 (33.70 = 1.01) and FB60 (33.73 £ 0.29) diets. Therefore, fumonisin worsens
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performance in Nile tilapia fingerlings and modifies their fatty acid profile, as it increases
the amount of saturated and polyunsaturated fatty acids and decreases the level of
monounsaturated fatty acids.

Keywords: Fusarium sp., lipidogenesis, Oreochromis niloticus, toxicity.

1. Introducao

A contamina¢do de alimentos e racdes por micotoxinas alcanca mais de 25% da
produ¢do mundial de graos (Zinedine e El Akhdari, 2019). No Brasil, a contaminagdo por
FB1 em ragdes de fazendas de tiladpias atinge mais de 97% das amostras (Barbosa et al.,
2013). Este valor ¢ preocupante, pois a fumonisina € conhecida por causar danos aos animais
e prejuizos a producdo (Bretas, 2018). As fumonisinas sdo micotoxinas produzidos por
fungos pertencentes ao género Fusarium, contaminante comum do milho. Em nivel
metabolico, a agdo das fumonisinas FB na redu¢do da sintese de ceramidas converge no
acumulo de bases esfingoides, como demonstrado por Wang et al. (1991).

A esfingosina, uma dessas bases acumulativas, tem como precursor estrutural a
molécula de palmitoil-CoA, que de forma semelhante ao citrato, possui ac¢do inibitoria da
atividade da acetil-CoA carboxilase, uma enzima chave na sintese de malonil-Coa. Este, por
sua vez, ¢ doador de carbono para o complexo multienzimatico da 4cido-graxo-sintase,
essencial para a sintese de acidos graxos nas células (Nelson e Cox., 2014). O desequilibrio
entre as bases esfingoides tem sido considerado responsavel por um efeito secundario das
fumonisinas em varios processos celulares, como diferenciagdo e crescimento celular
(Claudino-Silva et al., 2019), apoptose (Claudino-Silva et al., 2018a), estresse oxidativo

(Domijan e Abramov, 2011) e hipometilagdo do DNA (Chuturgoon et al., 2014).
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Em animais, a fumonisina tém sido associada a diversas doencas em animais como
leucoencefalomalécia equina, imunossupressdo em ratos, edema pulmonar suino, toxicidade
hepatica e renal e cancer hepatico em camundongos, além de carcinoma esofagico humano
em alguns paises africanos e populagdes chinesas (Harrison et al., 1990; Kellerman et al.,
1990; Gelderblom et al., 1997). A toxicidade da fumonisina, em particular para peixes, foi
testada em diferentes espécies. Em bagres pesando aproximadamente 1,2 e 31 g, o consumo
de dietas contaminadas com 20, 80, 320 ou 720 mg FB / kg de dieta levou a anormalidades
hepaticas como aumento do volume de hepatocitos, infiltragdo de linfocitos e hepatocitos
necroticos (Lumlertdacha et al., 1995).

Em truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), a aflatoxina Bl teve seu efeito
carcinogénico hepatico potencializado por sua associagdo com a fumonisina B1 (Carlson et
al., 2001). Um estudo com carpa (Cyprinus carpio) atribuiu o efeito neurotdxico a
fumonisina por vacuolizagdo, degeneragcdo e necrose de neuronios (Kovaci¢ et al., 2009).
Em tilapia (Oreochromis niloticus), Tuan et al. (2003) observaram que niveis de FB
superiores a 40 mg / kg de dieta poderiam reduzir o ganho de peso, piorar a conversao
alimentar e afetar diretamente o equilibrio dos intermediarios esfingolipidicos. No entanto,
ndo foram encontrados relatos sobre o efeito das fumonisinas na composi¢do de acidos
graxos na carne de quaisquer animais.

O presente estudo foi desenvolvido sob a hipotese de que a fumonisina altera a
composi¢ao quimica e o perfil de 4cidos graxos no musculo de alevinos de tildpia-do-Nilo.
Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de diferentes niveis de fumonisina na dieta
de alevinos de tilapias de 1 a 14 dias e de 15 a 28 dias sobre a composi¢ao quimica (proteina,
umidade, matéria mineral, lipidios totais) e perfil de 4cidos graxos (saturados,

monoinsaturados e poliinsaturados).
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2. Material e Métodos

2.1 Delineamento experimental

Os procedimentos adotados neste experimento obedeceram ao Comité de Etica em
Uso Animal da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus de Botucatu
(CEUA - FMVZ - UNESP, protocolo nimero 0016/2017). O experimento foi conduzido no
Laboratorio de Aquicultura da Universidade Estadual de Maringd (UEM), localizado em
Maringa-PR, Brasil. Um total de 180 alevinos machos, invertidos sexualmente, do grupo
GIFT x Thai, com peso médio de 2,64 + 0,06 g, foram utilizados no experimento.

Os peixes foram distribuidos em trés tanques de fibrocimento com volume util de
900 L cada, com sistema individual de restauragdo de dgua (15% / dia) e aeragdo constante
por meio de rocha porosa acoplada a um ventilador de ar central. Quatro tanques-rede (hapas)
foram inseridos em cada tanque, totalizando 12 unidades experimentais com quatro
tratamentos e trés repeticdes. Cada hapa liquida tinha um volume individual de 225 L, que
abrigava 15 peixes, totalizando 15 L por peixe. Os peixes passaram por periodo de

aclimatacdo de 15 dias antes do inicio do experimento.

2.2 Controle ambiental

A temperatura foi medida duas vezes ao dia em cada tanque, as 09h00 e as 17h00. A
renovacao da dgua foi realizada individualmente em cada tanque a uma taxa de 5% por dia
com aeragao constante por meio de pedra porosa acoplada a ventilador central. As variaveis
oxigénio dissolvido e pH foram medidas pela manha durante todo o periodo experimental

com kit individual.
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2.3 Dietas experimentais

Quatro dietas isocaloricas (aproximadamente 3.000 kcal de energia digestivel / kg de
dieta) e isoprotéicas (aproximadamente 33% de proteina bruta) foram formuladas (Tab. 1),
variando apenas na inclusdo de diferentes niveis de fumonisina B1 (6,06 mg toxina / g de
meio) + fumonisina B2 (1,35 mg de toxina / g de meio). O meio de crescimento do FB foi
obtido e avaliado pelo Laboratorio de Analises Micotoxicologicas (LAMIC) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As dietas foram formuladas considerando a

concentragdo de FB1 + FB2, totalizando uma concentracao de 7,41 mg toxina / g de meio.

Tab. 1 — Composicao das dietas experimentais para alevinos de tilapia-do-Nilo desafiados

com fumonisina (FB).

Dieta experimental

Ingrediente (%) Controle 20 mg FB/kg 40 mg FB/kg 60 mg FB/kg
Soja 53,7 53,7 53,7 53,7
Milho 31,0 31,0 31,0 31,0
Gluten de milho 60 8,2 8,2 8,2 8,2
Oleo de soja 2,0 2,0 2,0 2,0
Amido de milho 1,0 1,0 1,0 1,0
DL-methionina 0,01 0,01 0,01 0,01
Calcario calcitico 0,1 0,1 0,1 0,1
Fosfato Bicalcico 2.9 2.9 2.9 2.9
Vitamina C! 0,06 0,06 0,06 0,06
Suplemento vitaminico e mineral> 0,5 0,5 0,5 0,5
Sal comum 0,5 0,5 0,5 0,5
BHT (antioxidante)? 0,03 0,03 0,03 0,03
Fumonisina B1+B2 - 0,002 0,004 0,006
TOTAL 100 100 100 100

Composicdo quimica da dieta (%)*
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Proteina 33,62 33,60 33,61 33,61
Matéria seca 89,52 89,51 89,50 89,52
Gordura 4,33 4,33 4,30 4,29
Residuo mineral 5,79 5,75 5,76 5,78

Vitamina C: sais de calcio L-acido ascorbico 2-fosfatao, 42% ingrediente ativo; > Suplemento vitaminico e
mineral: Composi¢ao/kg de produto: vit. A =1.200.000 UI; vit. D3 = 200.000 UI; vit. E = 12.000 mg; vit. K3
= 2,400 mg; vit. Bl = 4.800 mg; vit. B2 = 4.800 mg; vit. B6 = 4.000 mg; vit. B12 = 4.800 mg; acido folico =
1.200 mg; vit. B5 = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotin = 48 mg; colina = 65.000 mg; vit. B3=24.000 mg;
Fe = 10.000 mg; Cu = 600 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg; I = 20 mg; Co = 2 mg; ¢ Se = 20 mg;

3Hidroxitolueno butilado (Antioxidante);  Composigdo com base na matéria natural.

Quatro grupos experimentais foram formados: GRUPO 1 - dieta controle, com 0 mg
de inclusdo de CE / kg de dieta; GRUPO 2 - 20 mg FB / kg; GRUPO 3 - 40 mg FB / kg; e
GRUPO 4 - 60 mg de inclusdao de CE / kg. Concentragdes de fumonisina na dieta foram
confirmadas por andlises laboratoriais. A dieta foi peletizada, seca em estufa a 55°C por 48
h e desintegrada em moinho manual. As particulas foram classificadas de acordo com seu

tamanho (1 a 2 mm) e fornecidas manualmente trés vezes ao dia para a saciedade aparente.

2.4 Desempenho

Para determinar o ganho de peso médio didrio, todos os peixes foram pesados no
primeiro, no 14° e no 28° dia de tratamento. A diferenca entre o peso inicial e final dentro de
cada tratamento foi feita para determinar o ganho por periodo e depois dividida pelo periodo,
14 ou 28 dias, para determinar o ganho didrio aparente. Para determinar o consumo médio
de racdo, o recipiente contendo as dietas experimentais foi pesado semanalmente, e a

diferenca entre os pesos inicial e final foi registrada. Os valores obtidos foram considerados
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apos a deducdo da mortalidade. A eficiéncia alimentar foi calculada como a razio entre o

ganho médio de peso dos animais e o consumo médio de ragao.

2.5 Abate e avaliagoes

Para as avaliagdes da composi¢dao quimica e dos perfis de acidos graxos, os peixes
foram anestesiados, eutanasiados e eviscerados (Gontijo et al., 2003). As avaliagdes da
composi¢ao quimica foram realizadas para umidade (39.1.02), proteina (método de Kjeldahl-
micro, 39.1.19), e residuo mineral fixo (39.1.09) (AOAC, 2012).

Os lipideos totais das dietas e dos peixes foram extraidos por meio da técnica de
extragdo a frio (Bligh e Dyer, 1959) e posteriormente a transesterificagdo de triglicerideos
(Hartman e Lago, 1973). Os ésteres metilicos foram analisados por amostrador automatico
de cromatografia gasosa (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, EUA) equipado com detector
de ionizagdo de chama a 240°C e coluna capilar de silica fundida (100m de comprimento,
0,25mm de didmetro interno e 0,20pum, Restek 2560). Acidos graxos foram identificados
com base no tempo de retencdo dos padrdes de acidos graxos das amostras (Sigma, FAME
Mix, C4-C24) e o célculo das areas de pico mg/g desses acidos graxos em mg/g de lipidios

totais foi realizada em relagdo ao padrdo interno, o metil tricosanoato (Sigma).

2.6 Analise estatistica
Os dados foram avaliados usando o procedimento REG (SAS Inst. Inc., Cary, NC,

EUA). Os resultados foram expressos como média e desvio padrao.
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3. Resultados

3.1 Controle Ambiental

Nos primeiros 14 dias de experimento, foram observadas mortalidades, variando de
24,88% para a dieta com 60 mg/Kg, 31,08% para 40 mg/Kg e 6,25% para 20 mg/Kg e
tratamento controle. Apos esse periodo, ndo houve mortalidade. Os valores médios para pH
e oxigénio dissolvido foram 7,0+0,3 e 7,5+0,2mg/L, respectivamente. A temperatura média
em tanques durante o periodo experimental foi de 24,5 + 3,8 °C, sem diferengas entre tanques

e tratamentos.

3.2. Desempenho

O ganho em peso diario aparente de alevinos de tildpia alimentados com niveis
crescentes de FB1 + B2, por 28 dias, ¢ mostrado na Fig. 1. O ganho em peso diario aparente
foi menor para peixes alimentados com FB1 + FB2 comparados ao controle; no entanto,
nenhuma diferenca foi obtida entre os niveis de FBs (P<0,0001). Da mesma forma, o efeito
negativo nas taxas de crescimento resultou em uma reducdo no rendimento de filés (Fig 2)

(P<0,001). Nao houve diferenca no consumo de ragao.

y=0.019x2 - 0.124x + 0.325
03 - R?=10,928
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Ganho médio diario aparente
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S
o
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Fig. 1. Ganho em peso aparente diario de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com niveis

crescentes de fumonisina B1 + B2

y =0.2503x2 - 1.7488x + 4.9024
R2=0,913

N et hs
N W W B~ W
1 1 1 1 J

Rendimento de filé (g)
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Fig. 2. Rendimento de file de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentadas com niveis crescentes

de fumonisina B1 + B2.

3.3. Composi¢do quimica

A composicao quimica do musculo de alevinos de tilapia alimentados com niveis
crescentes de FB1 + FB2, por 28 dias, ¢ mostrada na Tabela 2. Os niveis de proteina em
alevinos tratados com a dose mais alta de fumonisina (FB60) foram menores que o controle
e outras concentracdes de fumonisina (FB20 e FB40), com efeito de regressdo quadratica (Y
=-0,507x% + 1,912x + 16,13; R> = 0,646). A umidade foi maior para o nivel de FB20, com
efeito quadratico de regressio (Y = -8,682x> + 20,06x + 68,03; R = 0,688). As taxas de
residuo mineral mostraram-se nivel dependentes da dose, com efeito linear de regressao (Y
= 0,205x + 1,465; R* = 0,811). Os valores de lipidios totais em alevinos tratados com a
fumonisina (FB20, FB40 e FB60) foi menor que o controle, com efeito quadratico de

regressdo (Y = 0,140x2-0,806x + 1,796; R = 0,868).
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Tab. 2. Composi¢do quimica do musculo de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentadas com

niveis de FB1 + FB2

Proteina (%) Umidade (%)  Residuo mineral (%) Lipideos totais (%)
Controle 17,82+0,63 80,53+0,26 1.76+0.09 1.36+0.093
FB20 17,07+0,20 80,36+0,22 1.69+0.20 1.02+0.172
FB40 18,16+0,25 80,20+0,24 2.17+0.04 0.67+0.008
FB60 15,38+0,54 80,76+0,56 2.28+0.10 1.04+0.069
CV% 2,61 0,42 6,41 10,1
Pvalor 0,0003 0,0750 0,0004 0,0003

Valores representam média + desvio padrao.

3.4. Perfil de acidos graxos

Nao houve diferenga (P=0,0863) entre o perfil de acidos graxos das dietas fornecidas
aos animais para os quatro tratamentos (Tabela 3) O perfil de acidos graxos do musculo de
alevinos de tilapia alimentados com niveis crescentes de FB1 + FB2, por 28 dias, ¢ mostrado
na Tabela 4. Acidos graxos saturados (P<0,0001) e poliinsaturados (P<0,001) totais foram
maiores em peixes alimentados com FB60 que qualquer outro tratamento. Os acidos graxos
palmitico (C16:0) e estedrico (C18:0) obtiveram maiores valores nos tratamentos com
fumonisina (P<0,0001 e P<0,01, respectivamente). Os acidos graxos monoinsaturados totais
ndo variaram entre os tratamentos dietéticos (P=0,0874), mas os menores valores para o
acido oleico (C18:1) foram encontrados nos tratamentos FB40 e FB60 quando comparados
aos tratamentos FB20 e controle (P<0,001). Especificamente, os valores para &cido
araquidonico (C20:4n6) ndo diferiram (P=0.0783), porém para seus precursores, C18:2 e
C18:3, o tratamento FB60 apresentou os menores valores (P<0,01 e P<0,001,

respectivamente). EPA e DHA o apresentaram maiores valores em peixes alimentados com
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fumonisinas quando comparados tratamento controle (P<0.0001). Similarmente, os valores
para acidos graxos poliinsaturados (PUFA) totais foram maiores nos peixes alimentados com

FB40 e FB60 (P<0,001).

Tabela 3. Perfil de 4cidos graxos (AG) (mg/100g) das dietas experimentais'.

AG Saturado AG Monoinsaturados

C10:0 0,0068 + 0,0046 Cl4:1 0,0008 + 0,0015

C12:0 0,0692 + 0,2190 C15:1 0,0017 £ 0,0026

C13:0 0,0067 + 0,0073 Cle:1 0,1928 + 10,2301

C14:0 0,1085 + 0,0059 Cl17:1 0,0354 + 0,0116

C15:0 0,0307 + 0,0047 C18:1 23,3378 + 11,2475

Cl16:0 14,2161 + 0,8653 C20:1 0,2126 £ 0,1594

C17:0 0,1182 + 0,0633 C22:1 0,2196 + 0,0861

C18:0 2,3013 + 2,0373 C24:1 0,0709 + 0,0286

C20:0 4,5530 + 14,0079

C21:0 0,4171 + 0,1488

C22:0 0,3076 + 0,1006

C24:0 0,0085 + 10,0091

AG Omega 6 AG Omega 3
C18:2n6 0,7869 +  0,4823 C18:3n3 5,6317 + 11,6857
C18:3n6 46,6433 + 14,7764 C20:2n3 0,3045 + 0,1172
C20:3n6 0,0315 +  0,0135 C20:3n3 0,1045 + 0,0446
C20:4n6 0,0011 +  0,0027 C20:5n3 0,0291 + 10,0102
C22:2n6 0,0810 +  0,0552 C22:6n3 0,0323 + 0,0150
Total PUFA?
6 + o3 53,6462 =+ 14,2101

Walores médios de todos os tratamentos + desvio padrio em anélises de triplicata. *Acido Graxo

Poliinsaturado. P=0,0863
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Tabela 4. Perfil de acidos graxos (PAG) (mg/100g) do musculo de alevinos de tilapia-do-

Nilo, desafiadas com niveis de fumonisina FB1 + FB2.

PAG Controle FB20 FB40 FB60

Saturados

C10:07 0,008 + 0,001 0,008 + 0,001 0,009 + 0,002 0,011 =+ 0,002
C12:0%* 0,03 + 0,006 0,03 =+ 0,003 0,026 + 0,006 0,02 =+ 0,003
C13:07 0,005 + 0,001 0,004 + 0,001 0,005 + 0,013 0,01 =+ 0,002
C14:0* 0,82 + 0,009 081 + 0,023 0,9 + 0,018 0,87 + 0,052
Cl15:07 0,74 + 0,042 025 <+ 0,005 027 <+ 0,009 035 <+ 0,038
C16:07 21,87 + 0,011 22,55 + 0,064 22,52 + 0,029 2233 + 0,023
C17:07 047 + 0,035 045 =+ 0,027 0,53 <+ 0,012 0,63 £ 0,046
C18:0* 7,72+ 0291 8,62 + 0,161 835 <+ 0,511 881 =+ 0,027
C20:0* 0,3 + 0,023 0,26 = 0,009 0,3 + 0,013 0,29 =+ 0,021
C21:07 1,09 + 0,015 1,12 <+ 0,005 1,17 <+ 0,029 1,19 =+ 0,002
C22:07 1,58 + 0,024 145 <+ 0,022 1,54 <+ 0,036 1,66 <+ 0,018
C24:07 0,02 + 0,003 0,02 + 0,005 004 + 0,013 0,07 =+ 0,003
Total 3465 + 034 3557 £ 0,59 3566 + 081 3624 =+ 0,99
Monoinsaturados

Cl4:17 0,25 + 0,012 0,05 <+ 0,004 005 <+ 0,003 0,07 <+ 0,005
Cl15:17 0,06 + 0,006 0,06 <+ 0,007 0,08 <+ 0,008 0,09 <+ 0,008
Cle6:17 2,03 + 0,066 2,08 + 0,004 206 <+ 0031 192 <+ 0,028
Cl17:17 0,79 + 0,136 0,89 <+ 0,000 1,32 + 0,043 1,22 <+ 0,104
Ci18:1# 2448 + 0,127 2321 =+ 0,187 222 + 0,137 22,04 + 0,195
C20:1# 1,23 £+ 0,043 1,28 + 0,045 1,24 + 0,047 1,16 =+ 0,078
C22:17 1,6 + 0,024 1,5 + 0,024 1,65 + 0,031 1,7 + 0,031
C24:17 0,11 + 0,003 0,11 =+ 0,003 0,11 <+ 0,004 0,13 =+ 0,004
Total* 30,55 + 0,628 29,24 + 0,674 29,01 + 0,732 2833 =+ 0,737
®6 PAG

C18:2n6” 0,8 + 0,109 0,77 <+ 0,071 0,65 + 0,035 0,61 =+ 0,039
C18:3n6" 21,93 + 0,238 20,69 + 0,139 2095 + 0,142 20,64 + 0,049
C20:3n6" 0,21 + 0,011 021 + 0,007 0,2 + 0,005 0,2 + 0,008
C20:4n6* 733 + 0411 7,63 + 0325 789 + 0387 7,96 =+ 0,359
C22:2n6" 0,1 + 0,008 0,09 <+ 0,004 0,1 + 0,015 0,09 <+ 0,004
®3 PAG

C18:3n3* 1,58 + 0,06 1,64 + 0,047 1,62 + 0,048 1,59 =+ 0,086
C20:2n3” 0,09 <+ 0,007 0,11 + 0,009 0,1 + 0,009 0,1 + 0,024
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C20:3n3* 0,06 + 0,004 0,05 <+ 0,004 006 <+ 0,002 0,07 =+ 0,005
C20:5n3” 0,56 + 0,005 058 + 0,006 065 <+ 0,006 0,73 =+ 0,003
C22:6n3” 2,14 + 0,112 342 <+ 0,085 341 <+ 0,072 344 £ 0,038
Total PUFA'$ 348 + 0,007 3519 + 0,008 3533 + 0,003 3543 <+ 0,005

Valores representam média = desvio padrdo em analises de triplicatas; *ndo significativo; “P<0,01; #P<0,001;

'P <0,0001, 'Poliinsaturados.

4. Discussao

4.1. Desempenho e composi¢do quimica

No presente estudo, os diferentes niveis de fumonisina na dieta reduziram o ganho
em peso diario comparado ao tratamento controle. Este resultado era esperado, pois FB reduz
a expressao de IGF e IGH, hormonios responsaveis pelo crescimento (Claudino-Silva,
2018b).

Niveis de IGF-1, GH e seu receptores sdo associados as taxas de crescimento corporal
(Duncan et al., 2015; Cooper-Prado et al., 2018). Maiores niveis destes hormodnios sdao
associados a sintese proteica e deposic¢ao de lipideos na forma de triacilglicerol, enquanto
niveis reduzidos se relacionam ao catabolismo destas macromoléculas. Neste estudo, o teor
de proteina e de lipideos nos animais que receberam dietas com FB foram inferiores ao
controle. Consequentemente, os valores de residuo mineral fixo aumentaram, haja visto que
a menor deposigdo tecidual em proteina e gordura afetam o balango entre tecido muscular e
estrutura Ossea.

4.2. Acidos graxos saturados

O aumento da exigéncia dos consumidores pela qualidade dos produtos alimentares
conduz ao desenvolvimento de melhorias na rastreabilidade, principalmente com relagdo a

qualidade e composi¢ao dos alimentos fornecidos aos animais. (Garcia et al., 2018; Smulders
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et al., 2019). A alteracdo no perfil de acidos graxos por meio da alimentagdo ¢ interessante
sob o ponto de vista de diminuir os riscos de doengas corondrias em humanos, visto que os
acidos de cadeia média (laurico, miristico e palmitico) sdo hipercolesterolémicos (Palomer
et al., 2018). Apesar de conhecidamente maléficos, em peixes, estes dcidos graxos podem
trazer beneficios, pois podem ser alongados e dessaturados transformando-os em &cidos
graxos poliinsaturados (Ioan-Facsinay e Kloppenburg, 2018; Kris-Etherton et al., 2018).

O processo de sintese de acidos graxos em células animais comega com a formagao
do intermediario malonil-CoA de trés carbonos pela acdo da enzima acetil-CoA-carboxilase.
A molécula de malonil ¢ alongada pela enzima 4cido graxo sintase por meio da acilagdo
(introducao de um grupo acila em um composto organico) até a formagao do acido palmitico,
um 4acido graxo de dezesseis carbonos que ¢ entdo alongado para formar acidos graxos de
cadeia longa, ou liberado da enzima (Nelson e Cox, 2014).

Sabe-se que as fumonisinas alteram o equilibrio das bases esfingoides (esfinganina e
esfingosina) pela inibi¢do competitiva da enzima ceramida sintase (Wang et al., 1991). O
acumulo de esfinganina pode promover mudancas nas concentragdes do acido palmitico, seu
precursor natural, pois este ¢ precursor estrutural da molécula de esfinganina (Fig. 3). No
presente estudo, os valores para acido palmitico (C16:0) foram maiores em peixes
alimentados com fumonisina comparado ao controle. O excesso de acido palmitico ¢
conhecido por ser inibidor natural do complexo de dcido graxo sintase e aumenta os niveis
de ceramida no organismo (Palomer et al., 2018). Gelderblom et al., 1996 avaliaram o efeito
de dois niveis de fumonisina (150 e 50 uM) na capacidade de incorporagdo de acido
palmitico em hepatdcitos de rato, e provaram que as fumonisinas inibem a incorporagdo
deste acido. Esses mesmos autores sugerem que esse ¢ o provavel mecanismo de acdo pelo

qual as fumonisinas afetam o perfil dos &cidos graxos.
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Fig 3. Influéncia da fumonisina (FB) na sintese de ceramida e no acimulo de palmitoil-CoA.
A FB age na célula competindo pelo sitio de ligagdo inibindo a agdo da esfingosina e
esfinganina, precursores de ceramida, e consequentemente, modificando a biossintese de

acidos graxos.

Para os tratamentos com fumonisina neste trabalho, evidenciamos que a quantidade
de lipideos no musculo dos animais reduziu, porém o valor global de dcidos graxos saturados
aumentou, com destaque para o acido palmitico e o acido estearico (C18:0). Estes acidos
graxos sao responsaveis pela resisténcia a insulina, além de prejudicar a captacao de glicose
pelo figado. Ainda, dietas com altos niveis de acido estearico reduzem o gasto energético e
consequentemente aumenta a adiposidade (Van den Berg et al., 2010). Portanto, a
composicdo de acidos graxos na dieta ¢ mais importante para verificacdo de parametros
metabolicos do que a quantidade global de 4cidos graxos na dieta.

Embora o acido estearico seja convertido em acido oleico por desidrogenacao
(Bonamone et al., 1988), alguns pesquisadores apontam para a possivel relagcdo entre C18:0
e efeitos trombogénicos, pois os AGS sdo transportados por proteinas plasmaticas instaveis,
como a albumina, o que aumenta o risco de permanecer livre na corrente sanguinea (Hoak,

1994). A redugdo dos acidos graxos monoinsaturados, observada neste trabalho, sugere que
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a fumonisina ¢ capaz de impedir a biossintese destes acidos, o que pode ser explicado pelo
acimulo de palmitoil-CoA na célula e possivel alteracdo na peroxidagdo lipidica,

principalmente para C16:0 e C18:0.

4.3 Acidos graxos monoinsaturados (MUFA)

Os niveis séricos de acidos graxos monoinsaturados estdo diretamente relacionados
com as concentragdes e o tamanho das particulas de lipoproteinas, e consequentemente, com
seu metabolismo em nivel celular. Nesta classe de 4cidos graxos, o acido oleico (C18:1) € o
representante mais expressivo, responsavel por alterar a composi¢do e catabolismo de
lipoproteinas além induzir apoptose em células tumorais (Carrillo et al., 2012). Em nosso
estudo, os valores para C18:1 foram menores nos tratamentos FB40 e FB60, comparados aos
tratamentos FB20 e controle. Estes valores baixos podem ter levado a redugdo da protegdo
cardiovascular nos peixes, além de efeitos diretos na colesterolemia e possivel aumento nas
plaquetas, o que reduz o tempo de coagulagdo e aumenta o estado pro-trombotico,
caracteristico de doengas vasculares (Carluccio et al., 2007). Ainda, os valores globais de
acidos graxos monoinsaturados foram menores nos tratamentos com fumonisina comparados
ao controle. Por estarem diretamente correlacionados com a concentracao de insulina no
plasma pela acdo da estearoil-CoA-desaturase-1, os acidos graxos monoinsaturados
representam importante regulador das concentragdes de triacilglicerdis (Bouwens et al.,

2010).

4.4 Acidos graxos poliinsaturados (PUFA)
O alongamento dos acidos graxos araquidonico (20:4n6) e eicosapentaenoico

(20:5n3, EPA) geralmente ocorre as mesmas taxas no figado (Garcia et al., 1990), e isso
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acontece quando um aceptor especifico, [-acil-2-sn-glicero-3-fosfocolina, ¢ utilizado
(Lands, 1992). Assim, a acilagdo de acidos especificos de 22 carbonos em lipidios
membranares ndo ¢ apenas dependente de especificidades para o processo anabdlico, mas
também necessarios para a retroconversdao em acidos graxos de 20 carbonos.

Apesar do organismo alongar 4cidos graxos ao adicionar duas unidades de carbono,
ele ndo ¢ capaz de introduzir duplas ligagdes na por¢ao final (apds o carbono 9) destes acidos
(Koolman e Roehm, 2005). O 20:4n6 pode ser suplementado pela dieta, ou entdo ser
substituido pelos seus precursores, acido linoleico (C18:2) e acido linolénico (C18:3)
(Champe et al., 2008). Em nosso estudo, os valores destes precursores nos animais
consumindo a dieta com fumonisina foram menores comparados ao grupo controle. Nao
houve diferenca estatistica para os valores do 20:4n6, isto sugere que o organismo do animal
manteve a retroconversao deste acido aos niveis necessarios para o metabolismo regular, por
meio da redu¢do na quantidade de &cidos graxos com 22 carbonos nos peixes alimentados
com FB.

Em nosso estudo, os valores de EPA foram maiores para as dietas com fumonisinas
quando comparadas com os tratamentos controle, com efeito de regressdo quadratica
(R?=0,99). E possivel que estes resultados sejam decorrentes de maior retroconversio para
o EPA do que para o 20:4n6 nos tratamentos com fumonisina. Apesar da resposta distinta,
estes dois acidos graxos sdo sinergicamente importantes, pois o EPA possui propriedades
antioxidantes e antiinflamatoérias utilizadas no combate aos radicais livres, € 0 20:4n6 ¢
utilizado para sintetizar eicosanoides, responsaveis pela regulacdo do processo inflamatorio,
processo imune e atuam como mensageiros do sistema nervoso central (Wei e Gronert,

2018). A desregulagdo de eicosanoides pode afetar o sistema cardiovascular, a pressiao
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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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III - FUMONISINA ALTERA O EQUILIBRIO REDOX EM JUVENIS DE

TILAPIA-DO-NILO (Aquaculture Journal)

Resumo

Fumonisinas sao metabolitos secundarios de fungos do género Fusarium, e sua ingestao esta
associada a doencas hepdticas em diferentes animais. Neste estudo, a hipotese de que
fumonisinas alteram a expressdao de genes relacionado ao equilibrio redox em alevinos de
tilapia-do-Nilo foi testada. Foram utilizados 180 animais distribuidos em quatro tratamentos,
controle (sem adicao de FB), 20 (FB20), 40 (FB40) e 60 (FB60) mg / kg de FB), para avaliar
a expressao de mRNA de glutationa peroxidase (GPX) e proteina do choque térmico
(HSP70) no figado. Houve efeito de periodo (P=0,0067) e tratamento (P<0,0001) para GPX,
reduzidos aos 14 dias e aumentado aos 28 dias de exposi¢ao, mostrando ser tempo-dose-
dependente. De igual modo, houve efeito de periodo (P<0,0001) e tratamento (P<0,0001),
bem como sua interagdo para a expressao génica de HSP70, porém, com aumento aos 14
dias e redugdo aos 30 dias, mostrando-se inversamente proporcional a GPX. O desafio com
FB em alevinos de tilapia-do-Nilo modula a expressao dos genes envolvidos no equilibrio
redox GPX e HSP70, sendo inicialmente aumentada a expressaio de HSP70 com
retroalimentacdo negativa para GPX, e esta por sua vez promove resposta de
retroalimentagao negativa para HSP70 em maior tempo de desafio.

Palavras-chave: estresse oxidativo, Fusarium sp., micotoxina, Oreochromis niloticus
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Abstract

Fumonisins are secondary metabolites of Fusarium fungi, and their ingestion is associated
with liver disease in different animals. In this study, the hypothesis that fumonisins alter
redox balance-related gene expression in Nile tilapia fingerlings was tested. We used 180
animals distributed in four treatments, control (without addition of FB), 20 (FB20), 40
(FB40) and 60 (FB60) mg / kg of FB) to evaluate Glutathione peroxidase (GPX) mRNA
expression. and heat shock protein (HSP70) in the liver. There was a period effect (P =
0.0067) and treatment (P <0.0001) for GPX, reduced at 14 days and increased at 30 days of
exposure, showing to be time-dose dependent. Similarly, there was period (P <0.0001) and
treatment (P <0.0001) effects, as well as their interaction for HSP70 gene expression,
however, with increase at 14 days and reduction at 30 days, showing inversely proportional
to GPX. The challenge with FB in Nile tilapia fingerlings modulates the expression of the
genes involved in GPX and HSP70 redox equilibrium, and the expression of HSP70 with
GPX positive feedback is initially increased, and this in turn promotes negative feedback
response to HSP70 in a longer time of challenge.

Keywords: Fusarium sp., micotoxin, Oreochromis niloticus, oxidative stress

1. Introducio

Fumonisinas (FB) sdo micotoxinas produzidas por fungos das espécies Fusarium
verticillioides e Fusarium proliferatum durante seu metabolismo secundario (Turner et al.,
1999) e comumente encontradas no milho, ingrediente utilizado em grande parte das dietas
animais. A estrutura quimica destas micotoxinas foi demonstrada pela primeira vez por
Bezuidenhout et al. (1988). Atualmente, 28 formas analogas de FB sdo conhecidas e

agrupadas em quatro grupos, denominados séries A, B, C e P (Rheeder et al., 2002). As
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toxinas da série B sdo as variantes mais comumente encontradas, € sdo subdivididas em
fumonisinas B1, B2 e B3 (Visconti et al., 1995); a B1 ¢ geralmente encontrada numa
propor¢ao de 70% do total de fumonisinas detectadas, seguidas pelas formas B2 e B3
(Rheeder et al., 2002).

Uma das teorias mais bem aceitas sobre a toxicidade das FB estd diretamente
relacionada ao metabolismo dos esfingolipidios (Dellafiora et al., 2018; Szabo¢ et al., 2019).
Devido a semelhanca estrutural com precursores de ceramidas, FB desempenham inibigao
competitiva pelo sitio ativo da enzima ceramida sintase, comprometendo a produgdo de
ceramida intracelular (Wang et al., 1991). Outra teoria sobre a citotoxidade das FB relaciona-
se a indugdo de estresse oxidativo (Towner et al., 2003), que ¢ classicamente definido como
o desequilibrio entre fatores pro-oxidantes e anti-oxidantes, resultando no aumento geral dos
niveis celulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Valko et al., 2007). Um indicativo
de que esta micotoxinas pode causar estresse oxidativo ¢ a avaliacdo da modulagdo direta
dos mecanismos de defesas antioxidantes (Leal et al., 1999), como glutationas e proteinas
da familia HSP (heat shock protein).

A glutationa peroxidase (GPX), por exemplo, atua oxidando a glutationa reduzida
(GSH) ou ainda na redu¢ao de hidroperéxidos de acidos graxos. Ja as HSPs, um grupo de
proteinas funcionalmente relacionadas ao dobramento e desdobramento de outras proteinas,
tém sua expressao aumentada quando as células sdo expostas a temperaturas elevadas ou a
outras formas de estresse (De Maio, 1999). Até o momento pouco se sabe sobre a toxicidade
de fumonisinas sobre o estresse oxidativo em tilapias-do-Nilo. Deste modo, objetivamos com
esta pesquisa avaliar o efeito de diferentes niveis de fumonisina sobre a expressao génica de
HSP70 e GPX em alevinos de tilapia-do-Nilo. Para isso, um ensaio considerando os efeitos

dos niveis (20; 40 e 60mg/kg de racao) e tempo de consumo (14 e 28 dias) foi realizado.



61

2. Material e Métodos

Delineamento Experimental

O manejo e os procedimentos com os animais foram aprovados e conduzidos de
acordo com os principios €ticos na experimentacdo animal determinados pela Comissdo de
Etica em Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (CEUA — FMVZ — UNESP, protocolo
0016/2017).

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Aquicultura da Universidade Estadual
de Maringd (UEM — PR), onde 180 peixes revertidos sexualmente da linhagem Tailandesa,
como peso inicial de aproximadamente 2,5g, foram utilizados. Os peixes foram distribuidos
em trés caixas de fibrocimento com volume de 900L cada, com sistema individual de
renovacdo da agua (25% ao dia) e aeragdo constante por meio de pedra porosa acoplada a
um soprador central. Cada tanque foi dividido em quatro hapas, totalizando 12 unidades
experimentais com quatro tratamentos e trés repeticdes. Cada hapa teve volume individual
de 250L onde foram alojados 15 peixes. Os peixes passaram por periodo de adaptagdo de 15

dias antes do inicio do experimento.

Controle Ambiental

Duas vezes ao dia, a temperatura foi aferida em cada tanque as 09h00 e as 17h00. As
variaveis oxigénio dissolvido e pH foram controladas pela manhd durante todo o
experimento por meio de kit colorimétrico. A renovagdo da agua foi realizada em cada
tanque individualmente a taxa de 5% por dia com aeracao constante por meio de pedra porosa

acoplada a ventilador central.
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A temperatura foi medida duas vezes ao dia em cada tanque, as 09h00 e as 17h00. A
renovacdo da dgua foi realizada individualmente em cada tanque a uma taxa de 5% por dia
com aeragao constante por meio de pedra porosa acoplada a ventilador central. As variaveis
oxigénio dissolvido e pH foram medidas pela manha durante todo o periodo experimental

com kit individual.

Dietas Experimentais e Manejo dos Animais

As amostras de fumonisinas B1 + B2 foram adquiridas do Laboratorio de Analises
Micotoxicolégicas (LAMIC), da Universidade Federal de Santa Maria. O meio de
crescimento foi obtido e avaliado no LAMIC com base no fungo Fusarium verticillioides,
cepa MRC 826. As dietas foram elaboradas considerando a concentracdo de FB1 + FB2
indicadas em laudo fornecido pelo LAMIC, totalizando a concentragdo de 7,41mg de
fumonisina/g de meio de cultura (6,06mg de FB1 + 1,35mg FB2/g de meio).

Foram elaboradas trés dietas isocaloricas (aproximadamente 3000 kcal de energia
digestivel por kg de dieta) e isoprotéicas (aproximadamente 33% de proteina bruta), variando
apenas quanto a inclusdo de diferentes niveis de fumonisina, divididos nos seguintes grupos:
Grupo 1 — FBO, grupo controle da dieta, com inclusdo de 0,0 mg de fumonisina/kg de ragao
na dieta; Grupo 2 — FB20, 20 mg de fumonisina’kg (16,36 mg de FB1 + 3,64 mg de FB2);
Grupo 3 — FB40, 40 mg de fumonisina/kg (32,71 mg de FB1 + 7,29 mg de FB2); e Grupo 4
— FB60, inclusdo de 60 mg de fumonisina’/kg de ragdo na dieta (49,07 mg FB1 + 10,93 mg

FB2).
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Dieta experimental

Ingrediente (%) Controle 20 mg FB/kg 40 mg FB/kg 60 mg FB/kg
Soja 53,7 53,7 53,7 53,7
Milho 31,0 31,0 31,0 31,0
Gluten de milho 60 8,2 8,2 8,2 8,2
Oleo de soja 2,0 2,0 2,0 2,0
Amido de milho 1,0 1,0 1,0 1,0
DL-methionina 0,01 0,01 0,01 0,01
Calcario calcitico 0,1 0,1 0,1 0,1
Fosfato Bicalcico 2.9 2.9 2.9 2.9
Vitamina C! 0,06 0,06 0,06 0,06
Suplemento vitaminico e mineral> 0,5 0,5 0,5 0,5
Sal comum 0,5 0,5 0,5 0,5
BHT (antioxidante)? 0,03 0,03 0,03 0,03
Fumonisina B1+B2 - 0,002 0,004 0,006
TOTAL 100 100 100 100

Composigdo quimica da dieta (%)*

Proteina 33,62 33,60 33,61
Matéria seca 89,52 89,51 89,50
Gordura 4,33 4,33 4,30
Residuo mineral 5,79 5,75 5,76

33,61
89,52
4,29
5,78

! Vitamina C: sal célcica 2-monofosfato de acido ascorbico, 42% de principio ativo; > Suplemento
mineral e vitaminico: Composi¢ao/kg de produto: Vit. A=1.200.000 UI; vit. D3=200.000 UI; vit.
E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg; vit. B6=4.000 mg; vit.
B12=4.800 mg; acido fdlico=1.200 mg; pantotenato de calcio=12.000 mg; vit. C=48.000 mg;

biotina=48 mg; colina=65.000 mg; acido nicotinico=24.000 mg; Fe=10.000 mg; Cu=600 mg;
Mn=4.000 mg; Zn=6.000 mg; =20 mg; Co=2 mg e Se=20 mg; *> Butil-Hidroxi-tolueno

(Antioxidante); “Composi¢do com base na matéria natural.

As dietas foram peletizadas, secas em estufa de ventilagao forcada a 55°C por 48 horas,

desintegradas em moedor manual e as particulas classificada de acordo com a granulometria
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(1 a2mm). Apds prontas, as dietas foram novamente avaliadas para a confirmagao dos niveis
de fumonisinas adicionados. O teor de fumonisina real da dieta foi avaliado antes do
fornecimento aos animais por meio de analise micotoxicologica fornecida pelo LAMIC. As
dietas foram fornecidas manualmente aos peixes, trés vezes/dia, até saciedade aparente dos

peixes.

Expressdao Génica

Para andlise de expressdo génica, amostras de figado de seis animais de cada
tratamento, previamente anestesiados (Gontijo et al., 2003), foram coletadas aos 14 e 28 dias
de experimento, e armazenados em RNA Holder (BioAgency Biotecnologia, Sao Paulo,
Brasil) a -80°C até a extracdo de RNA total.

O RNA total foi extraido de amostras de figado (35mg) usando Trizol® (Invitrogen,
Carlsbad CA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Todos os materiais utilizados
para extracdo foram previamente tratados com RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), um inibidor de RNase. A concentragdo do RNA total foi medida em aparelho
espectrofotometro a um comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RNA foi avaliada
em gel de agarose a 1,5% corado com solucao de brometo de etidio (10%) e visualizado sob
luz ultravioleta. As amostras de RNA foram tratadas com DNase I (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante para remover possivel contaminagao
com DNA gendmico.

Para a sintese de cDNA foi utilizado kit SuperScriptTM III First-Strand Synthesis
Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) de acordo com as instrugdes do fabricante. Em
tubo estéril e RNA free foram adicionados 6 uL. de RNA total, 1 pL de oligo (dT) 50uM

oligo (dT) 20 e 1uL de tampao de anelamento (annealing buffer). A reagdo foi incubada por



65

5 minutos a 65°C e entdo colocadas sobre o gelo por 1 minuto. Foi adicionado em seguida
10 uL de solug¢do 2x First-Strand Reaction Mix e 2 pul. de solugdo contendo a enzima
transcriptase reversa SuperScript III e inibidor de RNAse. A solugdo foi incubada por 50
minutos a 50°C para que ocorra a sintese do DNA complementar. A reagdo foi incubada por
5 minutos a 85°C e imediatamente colocada sob o gelo. As amostras foram armazenadas a
-20°C até o momento do uso.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o corante fluorescente
SYBR Green (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA).

Os primers utilizados para avaliagdo dos genes glutationa peroxidase — GSHpx e
HSP70 foram desenhados com base nas sequéncias de genes depositados em
www.ncbi.nlm.nih.gov utilizando o site www.idtdna.com (Tabela 2). Trés controles
endogenos obtidos de Yang et al. (2013) foram testados: UBCE (enzima conjugadora de
ubiquitina - XM_003460024), EF1A (fator de elonga¢do la - AB075952) e B-ACT (B3 actina
- XM _003455949). Destes controles, B-ACT foi selecionado, pois apresentou melhor

eficiéncia (entre 90 e 110%) e ndo variou estatisticamente entre os tratamentos.

Tabela 2 — Sequéncia de primers utilizados para reagdes de PCR em tempo real

Primer Sequéncia Amplicon (bp)

GSHpx Tilapia — F 5' CAACCAGGGACTACACTCAAG 3' 75

GSHpx Tilapia — R 5' GCACACCCAAAATAACGAGAC 3!

HSP70 Tilapia — F 5' AGGACATCAGCCAGAACAAG 3 145
HSP70 Tilapia— R 5' CTGGTGATGGAGGTGTAGAAG 3
B-ACT -F S'TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG3' 217

B-ACT-R STGTTGGCTTTGGGGTTCA3Z'




66

Todas as reagdes foram realizadas para o volume final de 12,5 pL e em duplicatas.
As curvas de dissociacdo foram analisadas para a verificagdo de qualquer presenga de

dimeros de primers ou produtos nao especificos.

Analise estatistica

Para avaliar a expressao relativa, os dados provenientes da andlise de PCR em tempo
real foram transformados utilizando-se 22T, como demonstrado por Livak & Schmittgen,
(2001). Os dados de expressao génica foram avaliados usando o procedimento REG (SAS

Inst. Inc., Cary, NC, EUA).

3. Resultados

Controle Ambiental

A temperatura média em tanques durante o periodo experimental foi de 24,5 + 3,8°C,
sem diferencas estatisticas entre tanques e tratamentos. Os valores médios para pH e oxigénio
dissolvido foram 7,0+0,3 e 7,5+0,2mg / L, respectivamente. Nos primeiros 14 dias de
experimento, foram observadas mortalidades, variando de 24,88% para a dieta com 60
mg/Kg, 31,08% para 40 mg/Kg e 6,25% para 20 mg/Kg e tratamento controle. Apds esse

periodo, ndo houve mortalidade.

Expressdo génica
Para GPX, foi observado efeito de periodo (P=0,0067) e tratamento (P<0,0001), bem
como sua intera¢do (Fig. 1). Aos 14 dias de tratamento com fumonisina os niveis de GPX

foram significativamente reduzidos comparados ao controle, enquanto aos 28 dias a
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expressdao do gene foi aumentada. A interacdo entre periodo e tratamento evidenciou que a

expressdo de GPX em tilapias desafiadas com FB ¢ tempo-dose dependente.

GPX 14 dias GPX 28 dias

0.008 - y = 0,000x, - 0,002x + 0,008 y = 0,000x> + 0,000x + 0,002
2 = R2=10,793
0.007 - R=0.857

0.006 - +

0.005 -
0.004 -
0.003 - $
0.002 -
0.001 +

mRNA Unidades Arbitrarias (UA)

0 T T 1 r T T 1
¢FBO AF20 @F40 HF60 ¢FB0 AF20 ®F40 EF60

Fig 1. Expressao do gene GPX aos 14 e 28 dias para os tratamentos com inclusdo de
fumonisina, 0 (FB0), 20 (FB20), 40 (FB40) e 60 (FB60) mg/kg de ragdo. Os valores de

mRNA sdo expressos em unidades arbitrarias (UA).

Semelhantemente ao observado para GPX, a expressao génica de HSP70 apresentou
efeito de periodo (P<0,0001) e tratamento (P<0,0001), bem como sua interacao (Fig. 2). Aos
14 dias de tratamento os niveis de HSP70 foram significativamente aumentados, enquanto
aos 28 dias a expressdo do gene foi reduzida. A interacdo entre periodo e tratamento
evidenciou que a expressdo de HSP70 em tilapias desafiadas com FB, assim como a
expressao de GPX, ¢ tempo-dose dependente, entretanto a expressao destes genes se mostrou

inversamente proporcional.
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HSP70 14 dias HSP70 28 dias
0.0014 - y = 0,0001x - 0,0005x + 0,0007 y=0,0002x - 0,0013x + 0,0019
R>=0,9538 R =0,9595
0.0012 -
0.001
0.0008 -
0.0006 -
0.0004 -

0.0002 -
¢

O T T 1T T T
¢FB0 AFB20 @FB40 WFB60 ¢FB0 AFB20 @FB40 MNFB60

mRNA Unidades Arbitrarias (UA)

Fig 2. Expressdao do gene HSP70 aos 14 e 28 dias para os tratamentos com inclusdao de
fumonisina, 0 (FB0), 20 (FB20), 40 (FB40) e 60 (FB60) mg/kg de ragdo. Os valores de

mRNA sdo expressos em unidades arbitrarias (UA).

4. Discussiao

Os animais possuem o sistema de protecao antioxidante complexo, como mecanismo
de defesa contra os radicais livres, formados constantemente no metabolismo celular normal
e em varios eventos patoldgicos e, quando em excesso, podem ocasionar a oxidagdao de
moléculas bioldgicas. Este excesso, causado pelo desequilibrio entre o desafio oxidativo e a
capacidade de defesa antioxidante do organismo ¢ denominado de estresse oxidativo (Nelson
e Cox, 2014).

Um niimero variado de situagdes ¢ capaz de causar estresse oxidativo celular por
meio da geragdo de ROS e produtos da peroxidacao lipidica alterando, desta forma, o
equilibrio redox e vias de transducdo de sinal celular (Bhattacharjee, 2019). O organismo
que possui ROS ¢ danificado e busca a estabilidade energética; assim, retira energia

proveniente dos lipidios, carboidratos e proteinas, para manter-se em equilibrio; cerca de 1%
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a 3% deste processo ndo chega ao final, fazendo com que essas espécies reativas ataquem a
célula, causando apoptose, danos aos tecidos e alteragdes na expressao de genes (Barbosa et
al., 2019). Dentre estas diversas alteragdes, o aumento da expressdo de HSP70 tem sido
sugerido como resposta primaria ao estresse oxidativo causado pela FB (Kocso et al., 2018;
Khan et al., 2018; Galvano et al., 2002).

A chaperona HSP70 tem um papel essencial tanto na degradagdo de proteinas mal
dobradas por meio do sistema ubiquitina-proteossomo, quanto no direcionamento e
funcionamento adequado de diversas proteinas, como receptoras de membrana celular,
ativadores e inibidores de transcri¢do, reguladores do ciclo celular, supressores de tumor e
moduladores de crescimento por meio de ubiquitinacao simples (Fernandez-Fernandez et al.,
2017). Assim, ¢ possivel hipotetizar que o desafio por fumonisinas pode causar estresse
oxidativo e aumentar a concentracdo de proteinas danificadas pela acdo dos ROS, o que
geraria, em curto prazo, aumento da expressao desta chaperona como ferramenta de defesa.

Neste trabalho, observamos aumento da expressio de HSP70 aos 14 dias de
exposi¢ao a FB e este aumento foi diretamente proporcional aos niveis de fumonisina. Estes
resultados corroboram com o observado por Rumora et al. (2007), que verificaram aumento
significativo da express@o HSP70 no rim de ratos desafiados com 0,5 mg FB/kg por 7 dias.
Kocso et al. (2018) observaram que a exposi¢do a fumonisina B1 por 5 dias (50ug/kg)
aumentou a expressao de HSP70 no pulmao e rim de ratos, entretanto este curto periodo de
exposi¢do ndo foi suficiente para aumentar significativamente a atividade de GPX,
evidenciando que a resposta primdria ao estresse causado pela fumonisina envolve a agao
primaria de HSP70, como sugerem os nossos dados aos 14 dias de exposigao.

Em longo prazo, entretanto, a ativagdo de outras vias de combate ao estresse

oxidativo parecem ter mais efeito, e parecem ser ativadas em resposta ao aumento de HSP70
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(Khan et al., 2018). Neste trabalho, observamos redu¢do da expressao de HSP70 aos 28 dias
de exposi¢do a FB e esta reducgdo foi inversamente proporcional aos niveis de fumonisina e
de GPX, que aumentou significativamente aos 28 dias de exposi¢ao.

A glutationa peroxidase ¢ uma enzima responsavel pelo combate indireto dos
peroxidos, e faz parte do sistema de defesa antioxidante enzimatico celular. Sua atividade
depende diretamente da glutationa reduzida (GSH), que ¢ oxidada em glutationa oxidada
(GSSG) apdés uma cascata de regeneracdo de moléculas antioxidantes (Fig. 3A) (Flohe,

1971).

GLUTATIONA

REDUTASE
NADPH"H/ .\GLUTAM- \.
OXIDADA

A

Fig 3. A) Modelo esquematico da acdo da enzima GPX sobre o radical livre. Nas
mitocondrias, o radical livre H2O, ¢ convertido a H>O por meio da molécula de glutationa
reduzida (GSH) por meio da agdo da GPX. A manutengao dos niveis adequados de GSH ¢
feita por meio da enzima glutationa redutase (GR), que utiliza o equivalente redutor NADPH
como doador de elétron (Nelson e Cox, 2014). B) Hipotese de a¢ao priméria e secundaria de
fumonisina sobre moléculas envolvidas no estresse oxidativo. Inicialmente o estresse
oxidativo causado pelo desafio por fumonisina promove aumento de HSP70. Em longo prazo
o aumento de HSP70 juntamente com a produgao de ROS continuada estimula a expressao

de GPX. Aumento de GPX promove retroalimentacao negativa sobre a expressao de HSP70.
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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.
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IV - IMPLICACOES

A 1idealizagao do projeto tedrico conflitou com a realizagdo pratica. A ideia era
realizar testes de sangue para avaliagao do sistema imunologico, porém no dia dos abates os
peixes eram pequenos, dificultando as coletas dos 6rgaos para as analises de expressao.

A aquisi¢ao da micotoxina ¢ dificil, e as poucas empresas que faziam isso ja nao
fazem mais, devido ao grande risco de contaminacdo. A opg¢do ¢ utilizar micotoxina
purificada, mas o prego ¢ muito alto e em poucas quantidades, inviabilizando a sequéncia da
pesquisa.

O desenho dos primers, reagentes ¢ adequacdo da metodologia para andlises de
expressao génica sao caras e despendem tempo. Em nosso trabalho, os testes de primers nao
foram satisfatorios em algumas etapas, o que contribui para o atraso dos resultados
completos.

Os resultados obtidos foram de grande valia mesmo com as implicagdes e
dificuldades encontradas. Foi verificado a modificagdo no perfil de acidos graxos pela
contaminagdo com micotoxina fumonisina. Por ser produzida no milho, que ¢ base da
maioria de racoes e produtos para animais, podemos compreender a importancia deste estudo
em avaliar os efeitos da fumonisina em outra espécie animal, de modo rapido e com
resultados conclusivos.

Este trabalho ¢ um dos primeiros que relacionam os efeitos da fumonisina sobre
parametros genéticos e produtivos em tilapia-do-Nilo, e pode servir como base para outros

estudos de aprimoramento, desta e de outras espécies de peixes.



