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RESUMO

A rapida expansdo global da aquicultura e a producdo restrita de farinha de peixe (FP)
aumentaram consideravelmente a demanda por fontes alternativas de proteina em dietas para
peixes. As proteinas de origem vegetal tém sido favorecidas como substitutas da FP. No
entanto, a presenca de fatores antinutricionais pode limitar a sua utilizagdo. Por outro lado, as
microalgas tém sido cada vez mais incorporadas como suplemento na alimentagéo de peixes.
As microalgas, especialmente a chlorella (Chlorella sp) e a spirulina (Arthrospira platensis),
tém despertado atencdo devido ao alto teor de proteina, bom perfil de aminoacidos, acidos
graxos, compostos antioxidantes e imunoestimulantes. Este trabalho fornece resultados em trés
diferentes abordagens. No primeiro estudo, o zebrafish (Danio rerio) foi submetido a um teste
de alimentacg&o, no qual até 100% da FP foi substituida por Chlorella sp (CM) em 0, 10, 20, 30,
40 e 50 g/kg de dieta. Apds 60 dias de alimentacdo, os animais alimentados com 40 g/kg de
CM apresentaram crescimento significativamente maior em compara¢do com 0 grupo que
recebeu a dieta sem CM. Os menores niveis de colesterol total, LDL e triglicerideos foram
observados nos peixes alimentados com 50 g/kg de CM. Os niveis de CM aumentaram
significativamente a atividade fosfatase alcalina nos peixes. As dietas com 40 e 50 g/kg de CM
proporcionaram a maior producdo de ovos, taxa de eclosdo e sobrevivéncia das larvas aos 6
dias apos a fertilizacdo. O segundo estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da substituicdo
da FP por spirulina (A. platensis) em dietas para o zebrafish sobre o crescimento, desempenho
reprodutivo e na expressdo de genes por meio do sequenciamento de RNA (RNA-Seq). O teste
de alimentacdo consistiu em substituir a FP em até 100% por spirulina em 0, 10, 20, 30, 40 e
50 g/kg de dieta. Os animais alimentados com 50 g/kg de SM apresentaram crescimento e
desempenho reprodutivo significativamente maior do que os animais alimentados com a dieta
sem spirulina. O RNA-Seq revelou que os peixes alimentados com 50 g/kg de spirulina
regularam positivamente a expressdo de genes relacionados ao crescimento e imunidade. O
terceiro estudo avaliou os efeitos da substituicdo da FP por spirulina em dietas para juvenis de
pacu (Piaractus mesopotamicus) sobre o crescimento e parametros bioguimicos plasmaticos.
Também foram avaliadas as respostas antioxidantes antes e apds o teste de desafio com aménia
ionizada. Os peixes foram alimentados com seis dietas experimentais formuladas para conter
diferentes niveis de spirulina 0, 20, 40 e 60 g/kg em substituicdo a farinha de peixe. Os peixes
alimentados com as dietas 40 e 60 g/kg de spirulina apresentaram melhor crescimento e
menores niveis de colesterol total, triglicerideos, LDL e alanina amino transferase. As dietas
com 40 e 60 g/kg de spirulina aumentaram a atividade da catalase, superdxido dismutase e a
capacidade total antioxidante. As concentracdes hepéticas de malondialdeido apresentaram
diferencas somente apds a exposicdo a amoénia. Os resultados demonstraram que tanto a
Chlorella sp quanto a spirulina podem ser utilizadas na dieta do zebrafish e pacu.

Palavras-chave: Microalgas. Nutricdo. Chlorella. Spirulina. RNA-Seq.



ABSTRACT

The rapid global expansion of the aquaculture and the restricted production of fish meal (FM)
has considerably increased the demand for alternative sources of protein in fish diets. Plant-
based proteins have been favored as substitutes for FM. However, the presence of
antinutritional factors may limit their use. On the other hand, microalgae have been increasingly
incorporated as a supplement in fish feed. Microalgae, especially chlorella (Chlorella sp) and
spirulina (Arthrospira platensis), have attracted attention due to their high protein content,
adequate amino acid profile, fatty acids, antioxidant and immunostimulating compounds. This
study provides results in three different approaches. In the first one: zebrafish (Danio rerio)
was subjected to a feeding test, in which up to 100% of the FM was replaced by Chlorella sp
(CM) in 0, 10, 20, 30, 40, and 50 g/kg diet. After 60 days of feeding, the animals fed 40 g/kg
CM showed significantly greater growth compared to the group that received a diet without
CM. The lowest levels of total cholesterol, LDL and triglycerides were observed in fish fed 50
g/kg CM. The CM levels significantly increased alkaline phosphatase activity in fish. Diets
containing 40 and 50 g/kg CM provided the highest egg production, hatching rate, and larvae
survival at 6 days after fertilization. The second study aimed to evaluate the effects of replacing
FM by spirulina (SM - A. platensis) in zebrafish diets on growth, reproductive performance,
and gene expression through RNA sequencing (RNA-Seq). The feeding test consisted of
replacing FM is up to 100% with spirulina in 0, 10, 20, 30, 40 and 50 g/kg diet. Animals fed 50
g/kg SM showed significantly higher growth and reproductive performance than animals fed a
diet without spirulina. RNA-Seq revealed that fish fed 50 g/kg spirulina positively regulated
the expression of genes related to growth and immunity. The third study evaluated the dietary
substitution effect of FM with spirulina in pacu juveniles (Piaractus mesopotamicus) on growth
and serum biochemical parameters. Antioxidant responses were also evaluated before and after
the ionized ammonia challenge. The fish were fed six experimental diets formulated to contain
different spirulina levels (0, 20, 40 and 60 g/kg) to replace FM. Fish fed diets 40 and 60 g/kg
spirulina showed better growth and lower levels of total cholesterol, triglycerides, LDL, and
alanine aminotransferase. Diets containing 40 and 60 g/kg spirulina increased activities of
catalase, superoxide dismutase and total antioxidant capacity. Liver concentrations of
malondialdehyde differed only after exposure to ammonia. The results suggest that both
chlorella and spirulina can be used in zebrafish and pacu diets.

Keywords: Microalgae. Nutrition. Chlorella. Spirulina. RNA-Seq.



The use of microalgae as a supplement on growth, reproductive performance,
antioxidant defenses and nutrigenomics profiling in zebrafish (Danio rerio) and
pacu (Piaractus mesopotamicus)

Elaborado por William Franco Carneiro e orientado por Luis David Solis Murgas

A aquicultura é o setor de alimentos que mais cresce no mundo e é cada vez mais importante para
alcancar a seguranga alimentar. Um dos principais ingredientes utilizados na alimentacdo de
peixes é a farinha de peixe (FP). No entanto, com o crescimento da aquicultura, a producéo de
pescado destinadas a alimentacdo dos peixes levou a sobrepesca. 1sso reduziu a oferta da FP e
consequentemente, aumentou 0 seu custo. Para contornar essa situa¢do, as microalgas, como a
Chlorella sp. e spirulina, podem ser utilizadas como um complemento ou alternativa & FP nas
racOes para aquicultura. As microalgas sdo ricas em proteinas e compostos bioativos que podem
melhorar a salde e a resisténcia dos peixes em ambientes de cultivo. Nesta pesquisa, foram
avaliadas a substituicdo da FP por Chlorella sp e spirulina em dietas para o zebrafish e seus efeitos
no crescimento e desempenho reprodutivo. Também foram avaliados os efeitos da spirulina para
0 pacu no crescimento e resisténcia a amonia. Os resultados da substitui¢cdo da FP por Chlorella
sp. e spirulina promoveram um aumento no crescimento do zebrafish. Os reprodutores de
zebrafish alimentados com as microalgas produziram mais embrides e a prole apresentou maior
sobrevivéncia. Da mesma forma, a substituicdo de FP por spirulina aumentou o crescimento dos
pacus. Além disso, os pacus alimentados com spirulina na dieta apresentaram efeitos positivos na
atividade de enzimas antioxidantes, apds serem expostos a amonia. Estes resultados demonstram
que as microalgas podem ser utilizadas como um suplemento em dietas para os peixes.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura desempenha um papel importante no programa de seguranca alimentar
global. A producdo mundial de peixes provenientes da aquicultura atingiu 82,1 milhdes de
toneladas em 2018, o que representa 46% da producdo global de pescado (FAO, 2020). A
aquicultura € um dos setores de producdo animal que apresenta desenvolvimento mais
acelerado, com previsdo de dobrar a sua producdo nos préximos 10 ou 15 anos (FAO.2016,
2016; TACON; METIAN, 2015). Dessa forma, para garantir a producdo constante de peixes se
faz necessario o uso de ingredientes de qualidade nas dietas, permitindo assim um crescimento
adequado dos animais (CAIMI et al., 2020).

A farinha de peixe (FP) tem sido a principal fonte de proteina na alimentacdo de peixes
nos ultimos anos, gracas ao seu alto nivel de proteina, perfil de aminoacidos adequado, alta
palatabilidade e digestibilidade (GLENCROSS et al., 2020; OLSEN; HASAN, 2012). A
producdo da FP é dependente da captura de peixes peldgicos selvagens, os quais sdo
processados para a obtencdo de diferentes produtos (BOYD, 2015). No entanto, 0 uso
desenfreado da FP nas ultimas decadas tem pressionado 0s estogques pesqueiros, 0s quais ndo
apresentam perspectiva de rapida recuperacdo (PAULY; ZELLER, 2016). Consequentemente,
os fabricantes de ragGes enfrentam o problema da oferta limitada de FP e aumento nos seus
custos (CHEMELLO et al., 2020).

Nos ultimos anos, estudos tém sido realizados para avaliar o potencial de fontes
alternativas a FP. Como resultado, foi possivel reduzir a quantidade de FP usada em dietas para
espécies carnivoras, sendo 0 seu uso mais seletivo e dependendo do estagio de vida dos peixes,
muito utilizado como um ingrediente estratégico (OLIVA-TELES; ENES; PERES, 2015). De
acordo com estes mesmos autores, a FP também foi reduzida em dietas para peixes onivoros,
principalmente nas fases de crescimento.

As alternativas mais comumente utilizadas para substituir o FP sdo as proteinas de
origem vegetal (GLENCROSS et al., 2020). O uso dessas proteinas é vantajoso devido ao seu
menor custo e alta disponibilidade. No entanto, o perfil de aminoacidos desequilibrado, o alto
teor de carboidratos e a presenca de fatores antinutricionais levam a uma menor eficiéncia na
utilizacdo dos alimentos de origem vegetal, 0 que torna esses ingredientes inadequadas para
muitas espécies (CAIMI et al., 2020; GLENCROSS et al., 2020). Como resultado, as fontes de
proteina de origem vegetal ndo representam uma alternativa final ao uso da FP na aquicultura,

embora sua fermentacéo em condic¢des controladas possa melhorar a sua qualidade nutricional
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(DAWOOD; KOSHIO, 2020). Dessa forma, a busca por novos ingredientes para substituir a
FP ainda é um desafio para os pesquisadores e fabricantes de racdo para aquicultura (SKALLI
et al., 2020).

Uma fonte alternativa de proteina deve apresentar alguns requisitos, como: facil
digestdo, proteinas de alta qualidade, producdo sustentivel e segura e custos relativamente
baixos. Nesse sentido, as microalgas, devido a sua composi¢cdo quimica, surgem como
alternativas promissoras a FP, uma vez que podem aumentar o valor nutricional dos alimentos
convencionais por meio da sua incorporacao na dieta dos peixes.

As microalgas sdo ricas em pigmentos fotossintetizantes, como clorofilas e
carotenoides, compostos imunoestimulantes e antioxidantes e sdo moduladoras do
metabolismo, o que Ihes conferem propriedades funcionais (PLAZA et al., 2009). Alem disso,
as microalgas podem ser ingredientes promissores na alimentacao de peixes (Meena et al. 2013;
Becker 2007). Entre as diversas espécies de microalgas, a Arthrospira platensis - spirulina (SP)
e a Chlorella spp (CM) tém se destacado como suplemento em dietas para animais e até mesmo
como substituto da FP em dietas para aquicultura. A SP tem em sua composi¢éo ficocianinas e
ficoeritrinas e juntamente com a CM, possuem substancias que atuam no sistema imune e
atividade antioxidante. Em diferentes espécies de peixes foram demonstradas amplas funcGes
bioldgicas da SP e da CM no crescimento, modulagdo da microbiota intestinal, parametros
imunoldgicos e bioguimicos (ABDEL-TAWWAB; AHMAD, 2009; ABDELKHALEK;
GHAZY; ABDEL-DAIM, 2015; ELSHOUNY et al., 2017; LUO et al., 2018; SHI et al., 2017,
XU et al., 2014). Todavia, os efeitos das microalgas no desempenho reprodutivo e na protecédo
contra eventos estressantes para 0s peixes ainda sdo pouco compreendidos. Além disso, 0s
mecanismos de regulacéo das vias metabolicas ndo foram completamente desvendados.

A técnica de sequenciamento de RNA (RNA-Seq) permite aumentar a compreensdo dos
mecanismos moleculares basicos pelos quais 0s nutrientes da dieta regulam a expressao génica
do animal, as respostas bioquimicas celulares, os processos fisioldgicos e a expressao fenotipica
(HASAN; FEUGANG,; LIAO, 2019; NORHEIM et al., 2012). Dessa forma, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da substituicdo da FP por Chlorella sp e Spirulina nas dietas de
zebrafish (Danio rerio), modelo de experimentacdo animal, e de spirulina nas dietas de juvenis
de pacu (Piaractus mesopotamicus) no crescimento, desempenho reprodutivo, nutrigendmica,

respostas bioguimicas e capacidade antioxidante.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Microalgas

As microalgas sdo microrganismos fotossintéticos que incluem uma enorme
biodiversidade, entre elas as cianobacterias, microalgas verdes, diatomaceas, dinoflagelados
entre outros (HEIMANN; HUERLIMANN, 2015). Recentemente o cultivo de microalgas tem
despertado interesse, principalmente devido a sua capacidade de sintetizar varios compostos
bioativos, capacidade de alterar sua composi¢do bioguimica conforme as condi¢des de cultivo
e ao rapido crescimento da biomassa (DOLGANYUK et al., 2020). As microalgas produzem
biomassa a partir de substancias inorganicas oxidadas e de elementos minerais devido a energia
luminosa que é convertida durante a fotossintese (DEMIREL et al., 2018). A tecnologia de
producéo de biomassa de microalgas nao polui 0 meio ambiente, produz oxigénio e € capaz de
captar o dioxido de carbono (CO2) do ambiente. Além disso, consomem uma quantidade
relativamente pequena de &gua e podem ser produzidas em terras improdutiveis para outras
culturas agricolas (DEMIREL et al., 2018; SITEPU et al., 2020).

As microalgas sdo ricas em diversos nutrientes e compostos bioativos, como proteinas,
polissacarideos, lipidios, acidos graxos poli-insaturados, vitaminas, pigmentos,
ficobiliproteinas, enzimas, etc. (DOLGANYUK et al., 2020). Devido a essa variedade de
compostos produzidos, as microalgas possuem diversas aplicacfes biotecnoldgicas, como por
exemplo, na inddstria alimenticia, cosmética e farmacéutica, no tratamento de aguas residuais,
fixacdo de CO2, producédo de biocombustiveis e na nutricdo animal (NGUYEN; HEIMANN;
ZHANG, 2020; NOVOVESKA et al., 2019).

Até o presente momento, estudos sobre o uso de microalgas como possivel ingrediente
para formulacdo de dietas para diferentes espécies de peixes tém aumentado exponencialmente
(SHAH et al., 2018). As principais utilizacbes das microalgas na aquicultura sdo em sistemas
de producédo de larvas de peixes, moluscos e como alimento para zooplancton (ROY; PAL,
2015). Além disso, as microalgas tém o potencial de reduzir a dependéncia de matérias primas
convencionais, como a farinha de peixe, na fabricacéo de dietas para aquicultura. Devido a sua
composicao nutricional e presenga de compostos antioxidantes, as microalgas podem ter efeitos
benéficos significativos na taxa de crescimento dos peixes, além de melhorar a resisténcia a

doencas e diminuir a excrecdo de nitrogénio no meio ambiente (BECKER, W., 2007).



2.2 Principais nutrientes das microalgas

As microalgas tém grande potencial para fornecer proteinas, lipidios, vitaminas, e
carotenoides na alimentacdo dos animais. Embora as microalgas sejam consumidas desde a
antiguidade, a maioria delas é considerada um alimento ndo convencional e deve passar por
uma série de testes toxicoldgicos para comprovar sua inocuidade. Portanto, é importante usar
microalgas que j& superaram esses testes para aplicaces na industria de alimentos, como é o
caso da Spirulina e da Chlorella (BATISTA et al., 2013). A Arthrospira spp. (Spirulina) e a
Chlorella spp. estdo disponiveis comercialmente e tem sido utilizada como fonte de nutrientes
em dietas para animais de producdo nos ultimos anos (SHAH et al., 2018). Além de possuirem
uma composi¢do nutricional semelhante, estas microalgas sdo comparaveis a ingredientes

convencionais utilizados em dietas para peixes (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicéo geral de Chlorella sp e Spirulina sp

Nutrientes (% da matéria seca)

Espécies
Proteina Gordura Carboidratos Fibra Cinzas Umidade
Chlorella sp! 55-67 8-13 10-20 18-23 5-8 3-5
Spirulina sp* 55-70 6-9 10-20 2-4 6-8 2-5
Farinha de peixe? 65-70 8-12 2-6 0.1-1 9-17 90-94

Fonte: tAdaptado de Becker (2013). 2NRC (2011)

2.2.1 Proteinas e aminoacidos

As microalgas geralmente contém de 30-40% de proteina, uma das principais razfes
para considerar esses organismos como uma fonte alimentar (BROWN et al., 1997). No entanto,
devemos nos atentar que a metodologia de Kjeldahl é comumente utilizada para a determinagéo
de proteina em microalgas. Esse método consiste basicamente na digestdo da amostra,
conversao do nitrogénio (N) constituinte da amostra em amonio para posterior quantificacdo
por titulagdo em solucdo de &cido cloridrico. A concentracdo de N total é entdo convertida a
proteina por um fator de conversdo de 6,25, esse fator considera que o N representa 16% do
peso da proteina, portanto 100g + 16g = 6,25 (BENEDICT, 1987; MARIOTTI; TOME;
MIRAND, 2008). Todavia, a proteina bruta pode ser superestimada ao transformar o N total
em proteina. Uma vez que, todo material vegetal, incluindo as algas, tem fontes significativas

de material nitrogenado ndo proteico, como clorofila, acidos nucléicos, aminoécidos livres e
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nitrogénio inorganico (por exemplo, nitrato, nitrito e aménia) que também é contabilizado como
proteina (LOURENCO et al., 2004). Diante disso, com a ascensdo do uso de microalgas na
alimentacdo animal, a determinacdo da proteina na biomassa de algas deve passar por uma
padronizacdo dos processos de qualidade (ANGELL et al., 2016).

A qualidade das proteinas das microalgas deve ser determinada pela composi¢do dos
aminoacidos essenciais, e ndo somente pelo teor de proteina bruta (REITAN et al., 1997). Visto
que, os animais sdo limitados a biossintese de alguns aminoacidos (ndo essenciais), enquanto
os demais (essenciais), devem ser fornecidos através da alimentacdo (BECKER, 2013). Nesse
sentido, algumas espécies de microalgas também apresentam um perfil de aminoéacidos
essenciais compativeis com a farinha de peixe e outros ingredientes com alto valor bioldgico
(Tabela 2).

Tabela 2. Comparacg&o entre a composicéo de aminoacidos de duas espécies de microalgas
com farinha de peixe.

g por 100g™* de proteina
Chlorella vulgaris® Spirulina sp* Farinha de peixe?

Aminoacidos essenciais

Arginina 6,9 8,2 3,43-4,02
Cistina - 1,0 3,43-4,02
Histidina 2,0 4,7 1,34-1,78
Isoleucina 3,2 6,4 2,45-3,64
leucina 9,5 13,9 3,79-5,0
Lisina 6,4 7,7 4,22-7,3
Metionina 1,3 4,6 1,47-2,2
Treonina 5,3 4,7 2,31-2,82
Triptofano - 3,3 0,57-0,76
Valina 7,0 6,6 2,77-3,51

Fonte: *Adaptado de Becker (2013); 2Adaptado de NRC (2011)

O padrdao aminoacido de quase todas as algas, € semelhante ao de outras proteinas
alimentares e com o da referéncia proposta pela FAO (2013), o que faz delas potenciais
substitutos da farinha de peixe. Alguns estudos avaliaram a utilizacdo da biomassa de
Arthrospira sp e Chlorella sp como fontes de proteina ou até mesmo como substituto da farinha
de peixe na dieta de espécies de peixe onivoras e carnivoras (CAO et al., 2018; CARNEIRO et
al., 2020b; HUSSEIN et al., 2013; TEIMOURI; AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013). A
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inclusdo de niveis entre 0,5 e 10% de spirulina na dieta tem demonstrado bons resultados no
crescimento dos peixes. A inclusdo de 5% de Arthrospira sp na dieta de parrot (Oplegnathus
fasciatus) aumentou de forma significativa o ganho de peso, taxa de eficiéncia proteica e o
consumo de racdo, quando comparado com a dieta controle que possuia farinha de peixe na sua
composicdo (KIM, S. S. et al., 2013). Da mesma forma, um maior crescimento foi observado
em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) quando a farinha de peixe foi substituida por 7,5% de
spirulina (TEIMOURI; AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013).

As microalgas podem ser consideradas uma fonte alternativa de proteina viavel para uso
em dietas para peixes. Os resultados descritos anteriormente demonstram que a inclusdo de
microalgas pode melhorar o desempenho dos peixes. No entanto, mais pesquisas para avaliar o
potencial de crescimento de microalgas e identificar os fatores que afetam sua eficacia devem

ser realizadas.
2.2.2 Lipidios e &cidos graxos

A oxidacgdo de lipideos gera energia para as células. Porém, dependendo da classe de
lipideos, outras funcGes também se destacam como a fungdo estrutural em membranas
bioldgicas, por exemplo. O conteldo lipidico das microalgas pode variar 20 a 50%, e em alguns
casos pode exceder 60% da biomassa (GUSCHINA; HARWOOD, 2013). Os lipideos das
microalgas geralmente sdo divididos em lipideos neutros (triacilglicerol, diacilglicerdis e
ésteres de esterol), localizados principalmente em goticulas lipidicas no citoplasma ou
plastidios, e lipidios polares (fosfo e glicolipidios), que constroem as membranas celulares
(CANELLI et al., 2020).

Algumas espécies de microalgas contém naturalmente &cidos graxos poli-insaturados
(PUFA) da série n-3, em especial EPA e DHA (HARUN et al., 2010). Visto que, as microalgas
conttm as enzimas de dessaturacdo (dessaturases acil-CoA, dessaturases acil-ACP e
dessaturases acil-lipidicas) para produzir esses compostos (MORALES-SANCHEZ;
MARTINEZ-RODRIGUEZ; MARTINEZ, 2017). Algumas microalgas contém quantidade
significativas de PUFA, por exemplo, a Chlorella vulgarias apresenta na sua biomassa seca
1,5% e 3,7% de acido linoleico (LA, C18: 2n6) e acido a-linolénico (ALA, C18: 3n3)
respectivamente (BATISTA et al., 2013). O consumo de &cidos graxos 6mega 3 sdo agentes
terapéuticos contra doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (WYSOCZANSKI et al.,

2016). Os PUFAs geralmente sdo obtidos de peixes ou extraidos do 6leo de peixe. No entanto,
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0s PUFAs derivados de peixes podem acumular toxinas, além do sabor desagradavel e fraca
estabilidade oxidativa, o que tem limitado sua aplicacdo como aditivo alimentar (SPOLAORE
et al., 2006; YAAKOB et al., 2014). Dessa forma, as microalgas surgem como alternativa a
producdo de PUFAs dos peixes, pois quando comparadas o processo de producdo das
microalgas é simples e econémico (XIA et al., 2020).

Os PUFAs séo essenciais para garantir o crescimento e a sobrevivéncia das larvas de
peixes (FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2011). A suplementacio alimentar com
Parietochloris incisa, uma microalga rica em ARA, aumentou a sobrevivéncia de alevinos de
guppy (Poecilia reticulata) (NATH et al., 2012). Além disso, as microalgas também sdo
utilizadas como fonte de PUFAs em criagdes comerciais de peixes. Uma das principais fontes
de PUFAs na criacdo de salméo (Salmo salar) é obtida de Schizochytrium sp, uma microalga
caracterizada pelo teor de lipidios (55-75% na matéria seca) e até 49% de DHA dos lipidios
totais (REN et al., 2010; SHAH et al., 2018). A substituicdo total do 6leo de peixe por
Schizochytrium sp na dieta de tiladpia do Nilo (Oreochromis niloticus), melhorou
significativamente o ganho de peso, a taxa de conversdo alimentar e a taxa de eficiéncia
proteica, além de aumentar os niveis de DHA no filé (SARKER et al., 2016b). Estes resultados
indicam claramente que as microalgas podem ser um potencial candidato para substituir de

forma parcial ou completa do 6leo de peixe, na formulagdo de dietas para aquicultura.
2.2.3 Pigmentos e vitaminas

As microalgas contém varios tipos de pigmentos, como os carotenoides, xantofilas,
ficobilinas e clorofilas. O conteudo de carotenoides e de clorofila geralmente é maior do que o
encontrado em algumas plantas (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014). Entre as microalgas,
C. vulgaris contém fucoxantina, zeaxantina e luteina (TIBBETTS; MILLEY; LALL, 2015),
enquanto a Arthrospira sp contém ficobiliproteinas, zeaxantina e p-caroteno (RAGAZA et al.,
2020).

Os carotenoides podem ser armazenados no estroma do cloroplasto ou no citosol,
dependendo do tipo de microalga. Os carotenoides nas microalgas estdo geralmente presentes
em baixas concentragdes (0,5% pg—1 do peso seco), embora em algumas cloréfitas possam
atingir até 10% pg—1 do peso seco quando cultivados em condi¢des adversas, como € o caso da
Dunaliella salina (MULDERS et al., 2013). Os carotenoides tém grande valor nutricional e
terapéutico, devido a capacidade de atuar como provitamina A (GOUVEIA; EMPIS, 2003).
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Além disso, os carotenoides tém propriedades anti-inflamatdrias devido a sua a¢éo de extingédo
nas espécies reativas de oxigénio (ROY; PAL, 2015).

As microalgas também sdo uma fonte valiosa de vitaminas, como: A, B1, B2, B6, B12,
C, E, biotina, &cido folico e acido pantoténico (DOLGANYUK et al., 2020). Vérias vitaminas
estéo presentes em concentragcdes mais altas nas microalgas do que em fontes convencionais de
ingredientes para aquicultura (VENKATARAMAN; SOMASEKARAN; BECKER, 1994). Por
exemplo, a spirulina tem quatro vezes mais vitamina B12 do que o figado cru, que antes era
considerado a melhor fonte desse nutriente (RAGAZA et al., 2020). Outra vantagem da
spirulina € a sua utilizagdo em dietas “fishmeal - free” como fonte de vitamina B12, visto que
essas dietas sdo deficientes nestas dietas. A vitamina B12 também pode ser encontrada em
outras microalgas, como a Chlorella sp e a Pleurochrysis carterae. No entanto, nem sempre
estd na forma biodisponivel e mais estudos sdo necessarios para identificar fontes potenciais de
vitamina B12 entre as microalgas (KUMUDHA et al., 2015).

2.3 Potencial das microalgas na dieta de peixes

As dietas comerciais utilizadas na aquicultura representam a maior contribuicao para o
custo de producdo em um empreendimento aquicola (NAYLOR et al., 2009). A farinha de peixe
é usada ha muito tempo como fonte de proteina na dieta de peixes (GATLIN et al., 2007;
NAYLOR et al., 2009; TACON; METIAN, 2015). Porém, devido a indisponibilidade e ao
aumento do custo da farinha de peixe, tornou-se essencial a busca por uma fonte alternativa de
proteina para preparar uma racao balanceada para os peixes (ROY; PAL, 2015). Dessa forma,
muitas pesquisas foram realizadas para buscar novas alternativas para substituir farinha de peixe
por novas fontes, tanto econémica quanto ambientalmente sustentaveis.

Entre as matérias-primas, tem havido um nimero consideravel de pesquisas sobre 0 uso
de fontes proteicas de origem vegetal na dieta de espécies de aquicultura (GATLIN et al. 2007).
Sendo que, produtos a base de soja séo a fonte de proteina vegetal mais amplamente produzida
e utilizada em formulagdes de dietas para a aquicultura (GLENCROSS et al., 2020). As
proteinas a base de soja tém sido aplicadas com consideravel sucesso em dietas para diferentes
espécies (CARNEIRO et al., 2020a; GLENCROSS et al., 2004; LIN; LUO, 2011; RAMENA
etal., 2020; REFSTIE; STOREBAKKEN; ROEM, 1998). Por outro lado, outros concentrados
proteicos de origem vegetal produzidos a partir do milho, feijdo e ervilha também tem potencial
como fonte de proteina para aquicultura (GATLIN et al., 2007). Apesar dos substitutos a base
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de proteina vegetal proporcionam um bom crescimento em peixes, alguns podem apresentar
certas desvantagens. Entre as desvantagens de fontes proteicas vegetais, podemos destacar a
baixa digestibilidade de alguns nutrientes, deficiéncia em certos aminoacidos essenciais, como
lisina, metionina, treonina e triptofano, e podem resultar em mudancas significativas na
qualidade nutricional dos peixes (LI et al., 2009).

Uma alternativa sustentavel para substitui¢do a farinha de peixe, tem sido a incorporacéo
de microalgas nas racOes para aquicultura, além de apresentarem uma boa composi¢édo
nutricional, as microalgas podem melhorar a resposta imune dos animais (REYES-BECERRIL
et al.,, 2013; SARKER et al., 2016a). As microalgas sdo ingredientes promissores para
alimentacdo dos peixes, geralmente contém todos os aminoacidos essenciais (DAWCZYNSKI;
SCHUBERT; JAHREIS, 2007) e sdo ricas em EPA e DHA, acidos graxos 0mega-3
(CAMACHO-RODRIGUEZ et al., 2020; CHAUTON et al., 2015)

Inimeras espécies de microalgas apresentam na sua composi¢do, moléculas e
substancias com acdes antioxidantes, imunoestimulantes e moduladoras do metabolismo. Em
algumas cepas de Chlorella sp podemos encontrar o [B-1,3- glucano, que possui agédo
imunoestimulante em peixes (MEENA et al., 2013; RICHMOND; HU, 2013). Entre os
antioxidantes, a Spirulina sp é rica em ficocininas e ficoeritrinas (BOROWITZKA, 2013; E et
al., 2017). As microalgas também produzem acidos graxos poli-insaturados, reconhecidos por
terem importante papel na prevencéo e tratamento de doencas cardiacas, hipertensao, diabete,
artrite e outras doencas inflamatorias e autoimunes (GUEDES; SOUSA-PINTO; MALCATA,
2015; SIMOPOULOS, 2008).

2.3.1 Efeitos das microalgas na alimentacao de peixes

O uso de microalgas tem sido bem-sucedidas como fonte de alimento e aditivo alimentar
na criagdo comercial de muitos animais aquaticos (larvas e juvenis de peixe, larvas de camardes,
crustaceos e moluscos) tanto de dgua doce como marinha. As microalgas também podem ser
usadas para cultivar varios tipos de zooplancton (rotiferos, cladoceros, camarfes ou copépodes)
usados como alimento vivo na criagdo de peixes e crustdceos (BOROWITZKA, 2013; BROWN
etal., 1997).

A utilizacdo de microalgas na alimentacdo de peixes, aumentaram 0 crescimento,
melhorou a qualidade da composi¢do de carcaca (deposicdo proteica), além de aumentar a
eficiéncia alimentar dos peixes (MUSTAFA; Ghulam et al., 1994). Peixes alimentados com
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dietas contendo microalgas também tiveram uma reducéo na resposta ao estresse (OLVERA-
NOVOA et al., 1998). A suplementagdo com microalgas também foi capaz de aumentar a
tolerancia a restricdo alimentar a posteriori dos peixes (BELAY; KATO; OTA, 1996). Além do
crescimento, a utilizacdo de microalgas também tem impactos na reproducdo dos peixes. Por
exemplo, a producdo de ovos foi significativamente maior no ciclideo do rabo amarelo
(Pseudotropheus acei) alimentado com spirulina, quando comparados aos peixes do grupo
controle sem spirulina (GURQY et al., 2012). Da mesma forma, a spirulina como aditivo na
dieta de zebrafish (Danio rerio) aumentou a producdo de ovos, induziu a maturagéo precoce e
aumentou a expressao de vitelogenina no figado (CALABRO et al., 2020).

E evidente que as microalgas possuem diversas propriedades e caracteristicas
desejaveis para a nutricdo de organismos aquaticos e, apesar da escassez de relatos sobre os
resultados da incorporacdo da biomassa de microalgas em racles, alguns autores tém

conseguido bons resultados (Tabela 3).



Tabela 3. Estudos que utilizaram microalgas na nutricdo de peixes.
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Espécie de peixe

Microalga

Peso inicial/tempo

Experimento

Principais resultados

Referéncia

Paralichthys olivaceus

Carassius auratus

Salmo salar

Oreochromis niloticus

Sparus aurata

Oncorhynchus mikiss

Cyprinus carpio

Oreochromis
niloticus.

Chlorella ellipsoidea

Chlorella sp

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

Scenedesmus
almeriensis

Scenedesmus
almeriensis

Spirulina platensis

Spirulina sp.

1,139/ 12 semanas
29,99/60 dias

107g/4 semanas

909¢/21 dias

1,529/84 dias

759/82dias

100g/2 semanas

0,029/ 11
semanas

Incluséo, 1 -4%
Suplementacdo: 0,4; 0,8;
1,2;1,6 2%

Inclusao de 20%

Suplementagdo 5 e 10%

inclusdo na dieta: 12, 20, 25
e 39%

Substituicéo farinha de
peixe/0, 5, 10, 20 e 40%

Administracdo oral de rés
doses 1mg, 10mg e 25mg
peixe*

100% de substituicdo
do gliten de milho

2e4% >GPeTEP

Niveis acima de 0,8% > GP,
TCE, CAe TEP

Melhorou a saude intestinal,
evitando inflamacéo

10% > resposta ao estresse
oxidativo e imunoestimulacdo
do sistema inato.

20% > GP e TEP

Crescimento < nos tratamentos
com alga, mas dentro dos
valores normais para truta no
periodo de crescimento
Melhoram a resposta ao stress
oxidativo e > aumentaram a
atividade fagocitica nas células
do rim cefélico.

Spirulina aumentou o0 GP e
TCE.

KIM et al., 2002
XU etal., 2014

GRAMMES et al., 2013
ZAHRAN et al., 2014
VIZCAINO et al., 2014

TOMAS-ALMENAR et
al., 2018

WATANUKI et al.,
2006

HUSSEIN et al., 2013

1



16

Nakagawa et al. (1985) relataram que houve mudancas significativas na
composi¢do do musculo e na natureza dos adipdcitos em peixes alimentados com
microalgas. Estes mesmos autores verificaram uma reducdo nos niveis de albumina e
lipidio sérico, em peixes que receberam extrato de chlorella. A albumina sérica em peixes,
¢ uma lipoproteina e funciona como um transportador de lipidios. A reducdo do valor
com o extrato dietético de Chlorella estd provavelmente associada a melhora do
metabolismo lipidico.

Os peixes podem resistir a periodos de restricdo alimentar, tanto pelo inverno ou
até mesmo pela escassez de alimentos. Dessa maneira 0s lipideos de reserva sdo
metabolizados antes do consumo de proteina muscular. No entanto, peixes que recebem
uma dieta nutricionalmente desequilibrada, a proteina muscular é preferencialmente
mobilizada antes do lipidio de reserva, para obtencéo de energia necessaria durante a falta
de alimento (NAKAGAWA, HEISUKE; SATO; GATLIN, 2007). Como a tolerancia a
restricdo alimentar, esta relacionada ao funcionamento do metabolismo energético e é
critico para a sobrevivéncia, a mobilizacdo de constituintes corporais foi comparada em
peixes alimentados com dietas com ou sem suplementacdo de algas. O extrato de
Chlorella suprimiu a perda de peso corporal durante a restricdo alimentar em
(Plecoglossus altivelis) (NAKAGAWA, et al., 1983). Além disso, estes mesmos autores
relataram que o lipideo muscular diminuiu consideravelmente o consumo de proteina
muscular em animais que receberam o extrato de Chlorella. A mobilidade da energia
armazenada, como lipidio muscular e a gordura intraperitoneal, pode contribuir
substancialmente para o suprimento de energia. O extrato de chlorella parece ativar a
utilizacdo de lipidios para energia antes do consumo de proteina muscular
(NAKAGAWA, HEISUKE; SATO; GATLIN, 2007).

Os lipidios dietéticos, utilizados em dietas para peixes sdo uma importante fonte
de energia e acidos graxos essenciais (GORDON BELL et al., 2002). Niveis lipidicos
6timos resultam em maiores taxas de crescimento, diminuicdo nas taxas de conversao
alimentar, melhor aproveitamento de nutrientes e uma reducao da excrecdo de nitrogénio
(MARTINS; VALENTE; LALL, 2007; YIGIT; YARDIM; KOSHIO, 2002). No entanto,
0 excesso de lipidios pode levar a uma diminuigdo no consumo de racdo e pode reduzir a
utilizacdo de outros nutrientes, resultando em um baixo desempenho dos animais
(HEMRE; SANDNES, 1999). Além disso, concentracdes lipidicas elevadas podem

aumentar os niveis de gordura no figado, visceras e no corpo dos peixes, essa gordura tem
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um efeito prejudicial nos peixes, podendo afetar a textura, sabor e propriedades da carne
desses animais (GRIGORAKIS, 2010). Uma forma de evitar estes problemas é a
incorporacgdo de microalgas, conforme o relatado por Ohya e Nakagawa (1990) a inclusdo
de microalgas na dieta pode reduzir a gordura corporal e visceral em peixes.

A influéncia da incluséo de farinha de Ulva sp (espécie de alga verde), em dietas
com baixo (10%) e alto (20%) teor de lipideos para juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) foi avaliada por Yildirim et al. (2009). Estes mesmos autores
relataram um aumento no crescimento, eficiéncia alimentar e uma melhor utilizacdo de
nutrientes nas dietas com inclusdo de 5% de farinha de ulva, independentemente do nivel
de lipideo. Salienta-se ainda que, a inclusdo de farinha de ulva reduziu aproximadamente
30% do teor de lipideos corporal dos animais, quando comparados aos tratamentos sem
farinha de ulva. Os beneficios observados pelos referidos autores podem ser explicados
pelo alto teor de vitamina C, presente na farinha de ulva (GARCIA-CASAL et al., 2007;
ORTIZ et al., 2006), uma vez que a vitamina C afeta 0 metabolismo lipidico podendo
causar alteracdes na composicao corporal e deposic¢do de nutrientes nos peixes (JI et al.,
2003; NAKAGAWA, Heisuke et al., 2000).

Em um estudo utilizando ate 2% de spirulina na racdo, Mustafa et al., (1994),
observaram uma diminuicg&o de triglicérides no masculo e na gordura intraperitoneal em
goraz (Pagellus bogaraveo), esses resultados se assemelham aos mesmo de animais
selvagens. A reducdo dos niveis de gordura nesses animais pode ter ocorrido pela -
oxidacdo dos acidos graxos. A entrada de &cidos graxos na mitocondria é mediada pela
carnitina, sua deficiéncia, por algum distarbio metabolico ou doenca, reduz a oxidagéo
dos acidos graxos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). A carnitina é sintetizada no
organismo dos animais a partir da lisina e metionina, exigindo a presenca de ferro niacina
e das vitaminas B6 e C (COELHO et al., 2005), compostos presentes na Spirulina. Em
um estudo avaliando a suplementacdo de spirulina Red sea bream (Pragus major). A
suplementacédo de spirulina em Red sea bream foi avaliada por Nakagawa et al. (2000),
que correlacionaram aumentos significativos de algumas substancias-chave para a [3-
oxidacgdo de acidos graxos, como carnitina hepatica e acilcarnitina de cadeia longa, nas
dietas com spirulina.

Em um estudo realizado por KIRON et al. (2012), o desempenho e a composi¢éo
corporal de salmdo alimentado com polpa de microalgas (5 e 10%) ndo diferiu

estatisticamente dos animais que receberam a racdo sem microalga. De fato, o salméo do
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Atlantico (S. salar) mesmo sendo carnivoro e capaz de tolerar grandes niveis de materiais
vegetais em sua ragdo (TORSTENSEN et al., 2008). No entanto, em um estudo recente,
com bacalhau do Atlantico (Porphyra spp), outra espécie carnivora, a substituicao de 15%
e 30% da farinha de peixe por uma mistura de microalgas de Nannochloropsis sp. e
Isochrysis sp. provocou uma reducéo significativa no crescimento no nivel de substituicao
mais alto (WALKER; BERLINSKY, 2011). Os autores sugerem que um problema de
palatabilidade pode ter ocorrido com a inclusdo de microalgas, apesar de um aumento
significativo no consumo de racdo ter ocorrido na segunda etapa do estudo.
Provavelmente uma inclusdo de microalgas de forma gradual poderia resolver o problema
no consumo das dietas.

A substituicdo de até 20% de farinha de peixe por Tetraselmis suecica, na dieta de
robalo (Dicentrarchus labrax) ndo afetou o desempenho e crescimento desses animais
(TULLI et al., 2012). Estes mesmos autores, relataram que a Tetraselmis suecica ainda
foi capaz de reduzir o indice hepatossomatico, quando comparada a dieta controle,
possivelmente por efeitos moduladores de compostos presentes na microalga no
metabolismo energético.

A Spirulina platensis foi avaliada por Ungsethaphand et al. (2010), como fonte de
proteina para tilapia vermelha. Estes autores avaliaram quatro niveis de inclusdo de
spirulina nas dietas experimentais (5, 10, 15 e 20%), substituindo a farinha de peixe de
forma gradual. O ganho de peso, taxa de crescimento especifico, conversao alimentar e
sobrevivéncia ndo foram afetados pela spirulina em relacédo a dieta controle. Com isso, 0s
referidos autores recomendam a substituicao de até 20% da farinha de peixe por spirulina,
sem qualquer efeito adverso no crescimento dos peixes. As microalgas quando
adicionadas nas dietas de animais, basicamente aumentam o desempenho, auxiliam no

metabolismo energético, além de impulsionar o sistema imunologico.

2.3.2 Microalgas como imunoestimulantes para peixes

A utilizacdo de microalgas como aditivos nas dietas, tem sido utilizada como uma
forma de manter a saude e melhorar o desempenho dos peixes, muitos desses aditivos
atuam como imunoestimulantes nas dietas, melhorando o ganho de peso, a eficiéncia
alimentar e a resisténcia a doencas (VALLEJOS-VIDAL et al., 2016). Um

imunoestimulante é uma substancia natural (ex. microalgas) ou quimica que estimula o
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sistema imunoldgico por vias especificas (vacinas ou antigenos) ou ndo especificas
(independentemente da especificidade antigénica). Na Aquicultura, os imunoestimulantes
inespecificos tém sido amplamente utilizados provavelmente devido ao conhecimento
limitado da resposta imune em peixes e a facilidade de sua aplicacdo (VALLEJOS-
VIDAL et al., 2016).

Alguns estudos destacaram as propriedades imunoestimulantes das microalgas em
peixes. Por exemplo, a Chlorella sp pode ser usada como aditivo promotor de
crescimento, além de estar envolvida na regulacdo do sistema imune inato e adaptativo
do kinguio (Carassius auratus) (XU et al., 2014; ZHANG et al., 2014). O uso de
Chlorella na dieta (6-8% de substituicdo da farinha de peixe) também aumentou a
resposta imune (contagem total de hemacitos e atividade de propenol oxidase) de pds-
larvas de Macrobrachium rosenbergii, além de aumentar de forma efetiva a taxa de
crescimento (MALIWAT et al., 2017). Estes mesmos autores relataram que a Chlorella
também aumentou a resisténcia das pos-larvas do M. rosenbergii contra uma infecgdo por
Aeromonas hydrophila. Demonstrando assim, que o uso de microalgas também pode ser
aplicado tanto para peixes, quanto para crustaceos.

A spirulina também apresentou efeitos imunoestimulantes em peixes. Conforme
o relatado por Watanuki et al. (2006), carpas (Cyprinus carpio) quando alimentadas com
spirulina aumentara as respostas da atividade fagocitica e da produgdo de anion
superdxido nas células fagociticas renais. A ativacdo das células foi observada durante
pelo menos 5 dias apo6s o tratamento. Além disso, estes mesmos autores relataram um
aumento na expressao de genes da interleucina (IL) -1p e do fator de necrose tumoral-a
(TNF) dos em peixes alimentados com spirulina. De forma semelhante, a inclusdo de até
10% de spirulina na dieta pode aumentar significativamente a contagem de células
vermelhas do sangue, globulos brancos, hemoglobina, proteina total e os niveis de
albumina da truta arco-iris (O. mykiss) (YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLAIE,
2015). Com base nos relatos anteriores, pode-se sugerir que a utilizacdo da biomassa de
microalgas em combinacdo com a dieta tem potencial de ajudar a melhorar o sistema

imune de peixes e de crustaceos.

2.4 Caracterizacao das principais microalgas, Chlorella e Spirulina

2.4.1 Chlorella
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As microalgas do género Chlorella sdo unicelulares pertencentes a categoria de
microalgas verdes (familia Chlorophyta). Podem crescer em condic¢Ges autotroficas,
heterotréficas e mixotréficas (SIEW MOI, 2004). A Chlorella foi isolada pela primeira
vez por Beijerinck em 1890-1893 (PREISIG; ANDERSEN, 2005). A classificacéo
taxonémica da Chlorella é: Dominio: Eucariotico, Reino: Protista, Divisdo: Chlorophyta,
Classe: Trebouxiophyceae, Ordem: Chlorellales, Familia: Chlorellaceae, Género:
Chlorella. O nome Chlorella vem da palavra grega chloros (XAwpdg), que significa verde,
e do sufixo latino ella, que se refere ao seu tamanho microscopico (SAFI et al., 2014). A
Chlorella é uma célula microscopica esférica com diametro de 2-10 pum (YAMAMOTO;
KURIHARA; KAWANO, 2005) e tem muitos elementos estruturais semelhantes as
plantas (Fig. 1). E uma microalga unicelular que cresce em agua doce e esta presente na
terra desde o periodo pré-cambriano ha 2,5 bilhGes de anos e desde entdo sua integridade
genética tem se mantido constante (DITFURTH, 1972).

Figura 1 — Ultraestrutura esquematica de C. vulgaris representando diferentes organelas
Chiorogiast emeclope

Fonte: Adaptado de Safi et al. (2014)

Atualmente o Japdo é o lider mundial no consumo de Chlorella, sendo seu
principal uso para tratamento medico (RANI; SANDAL; SAHOO, 2018), devido as
propriedades imunomoduladoras e anticancer (JUSTO; SILVA; QUEIROZ, 2001;
SINGH; SINGH; BAMEZALI, 1999). A Chlorella tem sido amplamente utilizada como
alimento e aditivo na nutrigdo animal, uma vez que contém alto teor de proteinas, acidos
graxos, fibras alimentares, carotenoides, vitaminas, minerais e outros compostos

bioativos. O Japdo, Alemanha e Taiwan s&o os principais produtores de Chlorella, em
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2009 a producéo anual foi cerca de cerca de 2000 toneladas de peso seco (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

2.4.2 Spirulina (Arthrospira platensis)

A Arthrospira (Spirulina) ¢ uma conhecida microalga azul-esverdeada com
aplicacdo em diversas areas - desde a nutricdo humana e animal até a producdo de
biocombustiveis (MICHALAK et al., 2020). Desde que Arthrospira foi relatado pela
primeira vez em 1852 por Stizenberger, muitas espécies deste género de cianobactérias
foram descritas e isoladas. No entanto, sua classificagdo ainda é confusa (SILI;
TORZILLO; VONSHAK, 2012). O género Arthrospira foi invalidado em 1925 por
Geitler em uma revisdo das Cyanophyceae, e fundido com o género Spirulina
(NOWICKA-KRAWCZYK; MUHLSTEINOVA; HAUER, 2019). A maioria dos autores
seguiu Geitler por muitos anos, mas cada vez mais os pesquisadores perceberam que 0s
géneros sdo distintos e voltaram a usar dois nomes. Em virtude de a Arthrospira platensis,
originalmente ter pertencido ao género Spirulina, ela pode ser encontra sob a designagéo
de spirulina (MIRANDA, 2010). Muitas espécies atualmente listadas como spirulina
devem ser reincluidas em Arthrospira, isto inclui todas aquelas cultivadas
comercialmente e vendidas como spirulina (SILI; TORZILLO; VONSHAK, 2012). No
entanto, podemos esperar que o nome spirulina continue a ser utilizado por mais tempo.
Este fato ocorre muito mais por termos praticos e mercadoldgicos, do que taxondmicos,
uma vez que o nome comercial destes microrganismos ser conhecido assim ha muito
tempo (VINET; ZHEDANOV, 2011).

A Arthrospira pertence a familia Cyanophyceae, onde encontram-se um grupo de
cianobactérias fotossintetizantes, filamentosas, caracterizadas por uma cadeia de células
na forma de espiral (tricoma), envolvidas por uma bainha fina. Quando observada em
microscopio Optico a Arthrospira platensis aparece como um filamento verde-azulado,
composto por células cilindricas ndo ramificadas e em forma helicoidal. A Arthrospira é
muito utilizada na alimentac&o humana e animal, sdo capazes de reduzir a inflamagéo e
manifestar efeitos antioxidantes. E fonte rica de vitaminas, especialmente vitamina B12,

minerais, proteinas e carotenoides (SELMI et al., 2011).

2.5 Espécies de estudo
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O zebrafish (Danio rerio) € nativo das bacias hidrograficas do Ganges e
Brahmaputra, localizadas no nordeste da india (SPENCE et al., 2008), é um peixe tropical
pertencente a superclasse Actinopterygii, infra classe Teleostei (comumente conhecidos
como peixes 0sseos) e a familia Cyprinidae (FISHBASE, 2020). Anteriormente era
encontrado com 0 nome de Brachydanio rerio, no entanto, ap6s uma revisdo do género
Danio foi mudado para Danio rerio em 1981 (CHU, 1981), porque ambos 0S géneros eram
muito semelhantes por terem nadadeiras dorsais curtas e linhas laterais ausentes ou
incompletas (FANG, 2003).

O zebrafish ¢ um modelo animal bem estabelecido para diversas areas da pesquisa
como, genética, biologia do desenvolvimento, modelo para doencas em humanos e
ecotoxicologia (APPEL, 2000; CASTRO et al., 2018; LIESCHKE; CURRIE, 2007;
VIROTE et al., 2020). Por outro lado, alguns estudos tém utilizado o zebrafish como
modelo para melhorar as pesquisas para a aquicultura (RIBAS; PIFERRER, 2014;
ULLOA et al., 2011). A aplicagdo do zebrafish como modelo para peixes de producao
concentra-se principalmente no manejo, sobrevivéncia, resposta imune, nutricdo e
crescimento (HEDRERA et al., 2013; ULLOA; MEDRANO; FEIJO, 2014).

Entre as vantagens do zebrafish como modelo estdo sua facilidade de manejo,
intervalo de geracdo curto (aproximadamente 3 meses) e grande numero de ovos por
desova, permitindo a realizacdo das anélises com elevado nimero de animais (RIBAS;
PIFERRER, 2014). Além disso, o zebrafish conta com a disponibilidade de um genoma
sequenciado (GRCz11, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000002035.4/), o
gue permite usar ferramentas gendmicas, como o sequenciamento de RNA (RNA-Seq)
para avaliar o efeito das dietas sobre os mecanismos moleculares (ULLOA; MEDRANO;
FENO, 2014). O zebrafish ainda conta com a disponibilidade de linhagens transgénicas,
que carregam promotores especificos acoplados a GFP (green fluorescent protein), o que
pode tornar estas linhagens indicadores in vivo através da marcagdo de tecidos especificos
do promotor e mudangas na estrutura apds tratamento genético ou quimico
(SHAMCHUK; TIERNEY, 2013). Dessa forma, o zebrafish é uma ferramenta valiosa
para estudos de nutrigendmica aplicado a peixes de producéo.

Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), popularmente conhecido como
pacu, pertence a familia Characidae, subfamilia Myleinae (Britski et al., 1999). E uma
espécie naturalmente encontrada na bacia do rio La Plata formada pelos rios Paraguai,

Parana e Uruguai e seus afluentes (Reis et al., 2003; Romagosa et al., 1988). Atualmente
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é cultivado do nordeste da Argentina ate a regido centro-oeste do Brasil (CIAN et al.,
2017). Devido ao elevado ganho de peso, manejo simples e notavel plasticidade alimentar
(ABIMORAD; CARNEIRO; URBINATI, 2007; JOMORI et al., 2003) é muito
valorizado para fins comerciais. O pacu, juntamente com outros membros da familia
Characidae, (Colossoma macropomum, Piaractus brachypomus e hibridos), representa a
maioria dos peixes nativos cultivados, respondendo por quase 40 % da producédo nacional
(IBGE, 2016; PEIXE BR, 2019).

2.6 RNA-Seq

O advento da tecnologia do sequenciamento de nova geracdo (NGS), a partir de
2005, trouxe grandes beneficios a estudos biolédgicos, reduzindo os custos e aumentando
o rendimento da anélise em varias ordens de magnitude (METZKER, 2010). As principais
aplicacdes do NGS na aquicultura incluem a metagendmica e a transcriptomica (LIU et
al., 2011).

O transcriptoma € o contetdo total de RNA da célula em um determinado ponto
do tempo. O sequenciamento do transcriptoma (RNA-Seq) é uma opcéo ideal para uma
interpretacdo rapida e econémica do elemento funcional do genoma e dos genes
funcionais nas espécies ndo-modelo que carecem de um genoma de referéncia
(CHANDHINI; REJISH KUMAR, 2019). O sequenciamento do transcriptoma visa
especificamente (i) decifrar a regido da sequéncia codificadora da proteina completa de
cada gene (ii) determinar a composicao transcricional dos genes no que diz respeito ao
seu local inicial e final, splicing alternativo e modificacdo pos-transcricional e (iii) medir
a expresséo do transcrito durante o desenvolvimento e sob diversas condigdes (LIU et al.,
2013). De forma geral, 0 objetivo geral da transcriptdmica por RNA-seq néo é identificar
genes unicos que possam ser alterados, como no caso da expressao de genes por PCR em
tempo real (RT-gPCR), mas definir quais vias biologicas estdo sendo alteradas em uma
abordagem mais holistica genes (MARTIN; DEHLER; KROL, 2016).

O RNA-Seq usando NGS tem progredido rapidamente, pois pode produzir grande
quantidade de resultados com um custo relativamente baixo. E uma ferramenta poderosa
para entender interacGes complexas entre gendtipo e fendtipo, fornecendo insights sobre
0s mecanismos moleculares que controlam o destino, desenvolvimento e funcéo da célula
(WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Na aquicultura, tem sido amplamente utilizado
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para obter informacdes sobre 0 mecanismo de processos bioldgicos em todo o genoma e
transcriptoma, epigenética, desenvolvimento de novos marcadores, analises filogenéticas,
mapeamento genético e criacdo de genomas de referéncia (CHANDHINI; REJISH
KUMAR, 2019). O perfil do transcriptoma tambem é muito utilizado na aquicultura para
a identificacdo e analise de expressao de genes candidatos envolvidos no crescimento,
reproducdo, desenvolvimento, imunidade, doenca, estresse e toxicologia. Além disso, a
transcriptdmica é uma ferramenta inevitavel em pesquisas envolvendo nutrigendémica.

A interacdo entre genes e a nutricdo (fatores ambientais), chamada de
nutrigendmica, é uma area de grande interesse na producéo de peixes. Esta ferramenta
permite um maior entendimento da regulacdo de genes envolvidos no metabolismo de
proteinas, lipidios e carboidratos em peixes. Abordagens de transcriptoma tem sido
empregada para avaliar o efeito de dietas base de proteinas vegetais nos peixes (TACCHI
et al., 2011; VON SCHALBURG et al., 2008). No entanto, os resultados obtidos em
muitos destes estudos sdo comumente dificeis de comparar entre si. Devido as diferencgas
na formulagdo das dietas, tipos de ingredientes, antecedentes genéticos dos peixes e 0
delineamento experimental (ULLOA; MEDRANO; FEIJO, 2014). Sendo assim, alguns
autores propusera a utilizacdo do zebrafish como modelo para estudos de nutrigenémica
(ALESTROM; WINTHER-LARSEN, 2016; RIBAS; PIFERRER, 2014)

Os processos bioldgicos e mecanismos moleculares do crescimento de peixes, se
sobrepdes entre diferentes espécies, independentemente da distancia evolutiva ou das
condi¢cdes ambientais (ULLOA; MEDRANO; FEIJO, 2014). Com base nisso, as
pesquisas realizadas com o zebrafish podem gerar importantes contribuicbes para
nutrigdo de outros peixes (MACKENZIE; JENTOFT, 2016).
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Abstract

Protein-rich microalgae are a potential alternative to fishmeal in aquaculture. In this
context, this study evaluated the effects of fish meal (FM) replacement by Chlorella sp
meal (CM) on the growth performance, biochemical parameters, enzymatic activity and
reproductive performance of zebrafish (Danio rerio). Up to 100% of FM was replaced
with CM content at 0, 10, 20, 30, 40 and 50 g/kg diet. After 60 days of feeding trials,
animals fed 40 g/kg CM showed significantly better growth compared to animals fed diets
with no CM. Likewise, animals fed 50g/kg of CM presented the lowest levels of total
cholesterol, LDL and triglycerides. The inclusion of CM had no significant effects on
enzymatic amylase and lipase activity, while significantly increasing alkaline
phosphatase activity. The highest levels of Chlorella sp meal in the diets (40 and 50 g/kg
of CM) provided the highest egg production (P = 0.004), hatching rate (P = 0.004) and
larval survival (P = 0.009) at 6 days post fertilization. The replacement of FM by CM
generated an increase in the final weight, accompanied by an improvement in total
cholesterol, LDL, triglyceride levels, in addition to improving the reproductive
performance of zebrafish, proving to be an interesting alternative to FM in zebrafish
juvenile diets.

Keywords: Microalgae, food additive, Danio rerio, enzymatic activity



40

1 Introduction

Fish meal (FM) has been the choice as a protein source in aquafeed, due to its high
protein content, excellent amino acid profile and high digestibility (Gatlin et al., 2007).
Although FM supply in the last decades has remained stable, with increasing demand,
access to it is less (Boyd, 2015; Tacon and Metian, 2015). Due to the high cost of FM,
more attention was given to foods of plant origin in the aquafeed production. Soybean
meal (SBM) is one of the most used vegetable protein sources in aquafeed due to its stable
supply, cost-benefit ratio, high protein content and a relatively balanced amino acid
profile (Gatlin et al., 2007; Pahlow et al., 2015). However, levels of FM substitution with
SBM differ for each species of fish. Besides that, the use of SBM can cause physiological
anomalies, affect performance and well-being of fish (Geay et al., 2011).

The adverse effects of SBM on fish, such as changes in the integrity of the
intestinal mucosa (Hedrera et al., 2013; Miao et al., 2018; Perera and Yufera, 2016),
reduced digestive enzyme activity (Lilleeng et al., 2007), brush border enzyme activity
and nutrient transport (Santigosa et al., 2011; Venold et al., 2013) can be direct or indirect
consequences of anti-nutritional factors on immunity and metabolism (Geay et al., 2011).
A possible solution to mitigate the unwanted effects of SBM, and currently being tested,
is the use of some additives in diets (Bravo-Tello et al., 2017; Refstie et al., 2010; Santos
etal., 2019; Ulloa et al., 2016).

Microalgae are promising aquafeed ingredients, as they present a good nutritional
composition and promote improvements in the fish immune response (Reyes-Becerril et
al., 2013; Sarker et al., 2018). In addition, they have a high protein content (50-70%),
contain a good amino acid profile and have compounds with antioxidant and
immunostimulating action, such as B-1,3-glucan and metabolism modulators (Becker,

2007; Dawczynski et al., 2007; Shi et al., 2017; Xu et al., 2014). Among the various
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species of microalgae, Chlorella sp has been used as a source of dietary protein for marine
and freshwater fish, as it causes an improvement in weight gain and meat quality (Gouveia
et al., 2002; Nakagawa et al., 1983; Xu et al., 2014). However, little is known about the
effects caused by the inclusion of Chlorella sp on reproductive performance of fish.

Zebrafish (Danio rerio) are a well-established animal model in several areas of
research, such as developmental biology, aquaculture and toxicology (Bergeron et al.,
2008; Ulloa et al., 2014). Among advantageous characteristics of this species, we can
mention the rapid growth, high fecundity and embryonic transparency (Harper and
Lawrence, 2011). However, the nutritional requirements of zebrafish, especially from
breeders, still require attention as they are not fully understood (Martins et al., 2020;
Varga et al., 2018). Inadequate nutrition can induce undesirable effects on growth, health
and reproductive performance of these animals. In addition, lack or excess of nutrients
and types of food ingredients can cause physiological and molecular changes and must
be carefully evaluated, since interpretation of results, depending on the research
developed, can be affected (Martins et al., 2020). Therefore, meeting nutritional
requirements and evaluating different food ingredients can improve growth and
reproductive performance of zebrafish. Furthermore, a balanced diet can improve health
and physiological status, mitigating possible undesirable effects on fish, thus allowing to
obtain more consistent results (Fernandes et al., 2016).

The aim of this study was to evaluate the potential of Chlorella sp as a substitute
for FM in high-plant-protein-diets for zebrafish and its effects on growth, reproductive

performance, and physiological and digestive parameters.

2 Material and Methods

2.1. Ethical statement
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All experimental procedures in this study were carried out in strict accordance
with the Federal University of Lavras - UFLA Animal Experimentation Ethics
Committee, Lavras, MG, Brazil, under No. 108/18 and meets the guidelines of the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) for care and use of
laboratory animals.

2.2 Experimental diets

Six practical isonitrogenous (330 g/kg crude protein) and isoenergetic (16.7 MJ/kg
crude energy) diets were formulated and prepared in the laboratory (Table 1). The crude
protein requirement values were the same as those proposed by O’Brine et al. (2015). In
the present study the control diet formulation was prepared based on the control diet used
by Schneider et al. (2014). This diet was chosen due to the low level of FM (50 g/kg)
and SBM as the main protein source.

Table 1. Ingredients (g kg?) and proximal composition (wet weight) of zebrafish (Danio rerio)
juvenile diets containing increasing Chlorella sp levels replacing fish meal.

Diet designation (g/kg fish meal replacement)

Ingredients!

CMO CM10 CM20 CM30 CM40 CMA50
Fishmeal 50 40 30 20 10 0
Chlorella sp 0 10 20 30 40 50
Soybean meal 594 593.3 594.4 595.5 597 598
Corn meal 311 3234 3182 313 308 302
Dicalcium 26 22.1 23.5 24.8 26 27.4
phosphate
Premix3 5 5 5 5 5 5
Salt 5 5 5 5 5 5
Soy oil 4 0.5 3 5 7.8 10.3
Limestone 3 0.3 0.6 1 1.37 1.74
BHT* 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Analyzed composition %
Dry-matter 88.7 88.7 87.8 89.9 88.4 88.3
Crude protein 32.3 32.7 31.9 32.5 32.2 31.6
Ether extract 3.42 3.46 2.5 2.9 2.33 2.57
Ash 8.7 9.3 7.44 8.23 9.4 10

All ingredients were obtained from a local commercial source.

2Proximate composition (Dry-matter basis, g/kg): Dry-matter 859; crude protein 664; ether extract 39.7; ash
51.3.

SGuaranteed vitamin and mineral supplement levels per kilogram of product: vit. A = 1,200,000 1U; vit. D3
=200,000 1U; vit. E = 12,000 mg; vit. K3 = 2400 mg; vit. B1 = 4,800 mg; vit. B2 = 4,800 mg; vit. B6 = 4,000
mg; vit. B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200 mg; calcium pantothenate = 12,000mg; vit. C = 48,000 mg; biotin
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= 48 mg; choline = 65,000 mg; niacin = 24,000 mg; Fe =10,000 mg; Cu = 6,000 mg; Mn = 4,000 mg; Zn =
6,000 mg; | = 20 mg; Co = 2 mg; Se = 20 mg.

4BHT = butyl hydroxy toluene.

SDiets were analyzed at the ESALQLAB (Universidade de Sao Paulo).

Diets contained varying FM levels (50, 40, 30, 20, 10 and 0 g/kg), replaced by
increasing powdered CM levels (0, 10, 20, 30, 40 and 50 g/kg) (Paversul, RS, BRA). The
ingredients were ground in a knife and hammer mill through a 0.3 mm sieve and
subsequently mixed and extruded using 4-6 mm extruders (Inbramaq®, Labor PQ30, SP,
BRA). After extrusion, the feeds were dried in a circulating oven (55 °C/12 h), ground to
an appropriate size and kept at -20 °C until use. The proximal composition of diets and
microalgae (Table 1) were analyzed according to AOAC methodologies (2005), for crude
protein (Method 968.05), ether extract (Method No. 960.39) moisture (Method 930.15)
and ash (Method 942.05).

2.2. Zebrafish origin and maintenance

The fish were maintained at the Central UFLA Animal House, where all
experimental phases were performed. Wild type male and female zebrafish juveniles at
30 days post-fertilization (dpf) were kept in two 500 L polyethylene water tanks coupled
to a recirculation system and fed twice a day for two weeks with a flocculated commercial
feed containing 45% crude protein and 5% crude fat (Alcon basic, Alcon Pet®, SC, BRA).
After reaching an average initial weight of 163 + 2.9 mg, the animals were transferred to
the experimental system consisting of thirty 3 L polycarbonate aquariums. (11.5 cm x
34.5 cm x 15.5 cm), connected to a species-specific rack (Hidrus Rack, model ZEB-40,
Alesco, SP, BRA), with automated temperature, pH and conductivity controls. Aquarium
water was gravity-flowed to the sump filter tank, consisting of three polypropylene bag
filters for filtering 100um particles, and three felt filters for retaining 50um particles. The

water subsequently flowed through a biological filter containing bioballs and ceramic
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rings and then pumped into an ultraviolet light chamber before returning to the aquaria.
A 14h: 10h light/dark photoperiod was established throughout the test. The supply water
was filtered through a reverse osmosis system and then kept in a 50 L reservoir. Water
quality temperature and pH parameters were measured daily, with means of 27.8 + 0.6
°C and 7.4 = 0.3, respectively. Weekly measurements of dissolved oxygen and total
ammonia averaged 7.9 + 0.5 mg L™ and 0.09 + 0.05 mg L%, respectively, all suitable for
zebrafish reproduction.

Each experimental diet was randomly distributed among five replicated
aquariums, and 15 fish were weighed and stocked in each aquarium. The animals were
fed three times a day (8:00 AM, 11:00 AM and 3:00 PM) until apparent satiety for 60
days.

2.4 Performance and growth

At the end of the feeding trial, all fish from each tank were removed, anesthetized
until reaching a deep anesthetic stage with benzocaine (250 mg L) (Ross et al., 2008).
After being anesthetized, fish were dried with paper towels, weighed individually with
the aid of a precision digital scale and measured using a caliper. Final weight (FW),
weight gain (WG), specific growth rate (SGR), daily feed intake (DFI), fork length (FL)
and survival rate were determined for each tank using the following formula:

FW (mg) = Individual final wet weight.

WG (%) = ((Individual final wet weight - Individual initial wet weight) / Initial wet
weight) =100.

SGR (%) = 100 (Ln W2-Ln W1) / T2-T1.

DFI (%) = 100 x (total feed consumed/days).

FL (mm) = Measured from the tip of the snout to the end of the middle caudal fin rays.
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Survival rate (%) = 100 x (final fish number) / (initial fish number).

Where W1 and W2 are the initial and final weight (mg), respectively and T2 — T1 is the
number of days in the feeding period.

2.5 Biochemical parameters

After recording growth and performance parameters, 2 uL of blood were collected
by caudal vein puncture (Castro et al., 2018) and the fish were then killed by beheading.
Total plasma glucose was analyzed immediately using an active portable Accu-Check
glucometer (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). The use of the human
glucometer has been previously validated for use with zebrafish blood (Eames et al.,
2010).

For the analysis of total cholesterol (TCHO), high-density lipoprotein (HDL),
low-density lipoprotein (LDL) and triglycerides (TG), whole-body samples from three
fish per repetition (15 fish per treatment) were used. Fish homogenates were made as
described by Sancho et al. (2009) for zebrafish juveniles. Each fish was homogenized
individually with five volumes of 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2 at 0 °C). Subsequently,
the homogenates were centrifuged at 1666 g (4 °C) for 10 min and the resulting
supernatants were diluted five times in buffer and tested quickly for determinations.

All biochemical determinations were performed according to method
recommended by manufacturing company. The absorbance reading was performed using
a microplate spectrophotometer (Biotek Epoch, Biotek, USA). The reading of each
homogenate was performed in triplicate. The following parameters were determined: total
cholesterol using CHOD-POD Bioclin (Ref. K083), triglycerides using GPO-POD
Biotecnica kit (Ref. 10.010.00) and HDL and LDL were evaluated using Bioclin kits (Ref.
K071 and K088, respectively).

2.6 Digestive enzyme activities
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For enzymatic analyses, 12-h fasting zebrafish (n = 10) were collected from each
treatment at the end of the test and anesthetized in a benzocaine bath (250 mg L). The
animals were dissected on an ice plate at 2 °C using sterile insect pins and scalpels for
individual use. Intact intestines were completely removed following the methodology
described by Gupta and Mullins (2010), placed in 2 mL cryogenic tubes, frozen in liquid
nitrogen and then stored in an ultra-freezer at -80 °C until further analysis.

Intestine homogenization was performed with ice cold buffer solution (100 mmol
L Tris-HCI pH 7.8 buffer with 0.1% Triton X-100 and 0.1 mmol L EDTA) at a 4 mL
buffer per 1 g of sample ratio. The homogenate was centrifuged for 30 min at 14,000 rpm
and 4 °C, and the supernatants were collected and stored at —80 °C until lipase and
amylase analysis, while the remainder was kept for alkaline phosphatase analyses and
purified according to Gisbert et al. (2018). All enzymatic assays were performed in
triplicate and determined in a microplate reader spectrophotometer (Multiskan Go,
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Total protein concentrations protein
in the samples were determined by the Bradford method using bovine serum albumin as
standard (Bradford, 1976). Specific amylase activity was determined at 660 nm at 37 °C,
lipase was measured at 410 nm at 37 °C and alkaline phosphatase activity was measured
at 405 nm at 37 °C, performed using commercial Bioclin Kits (ref. k003, k025 and k021
respectively), following the manufacturer's recommendations.

2.7 Spawning trials

After the feeding test, 15 females and 15 mature males were randomly separated,
totaling 30 animals per treatment. Of this total, 10 animals (5 females and 5 males) were
allocated to aquariums, comprising triplicated groups for each dietary treatment to assess
the reproductive performance. The animals were kept according to the above-described

conditions for the growth test, differing only by the presence of a central perforated
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partition for the physical separation between females and males in each aquarium. The
animals were kept in these aquariums for three weeks. During this period, each dietary
group was mated once a week.

The night before mating, males and females (1: 1 ratio) were housed separately in
spawning aquariums (ZebClean, Alesco, SP, Brazil) with system water. The following
morning, with the beginning of the light period, the dividers were removed from each
aquarium to allow mating. The interaction of fish corresponded to a period of 2 to 3 hours.
The eggs were collected at the bottom of each spawning tank and total production of each
replica was counted. Subsequently the eggs were classified and separated as good, opaque
and with abnormalities. The classification was performed using an optical light
microscope (Motic BA310E, Richmond, BC, Canada) with an expansion of 40 X. The
fertilized eggs were placed in embryonic egg water (0.6 g/L aquarium salt in reverse
osmosis water + 0.01 mg/L methylene blue), sorted into 50 eggs per petri dish (90 mm
diameter, 15 mm height) and kept in an incubator (Galindo-Villegas et al., 2012;
Guimardes et al., 2018). Daily debris and dead embryos were removed from the petri
dishes. For each spawning test the same procedures were adopted and a seven-day period
was established for each event.

The parameters analyzed were as follows:

Average egg production per female = total amount of eggs/number of females.

Fertilization rate (%) = (number of eggs fertilized/average number of eggs per
female).

Hatching rate (%) = (total number of eggs hatched /average number of fertilized
eggs) x 100.

Larval survival (%) = total number of larvae at 6 dpf/ total number of hatched

embryos.
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2.8 Statistical analyses

Data normality (Shapiro-Wilk test) and homoscedasticity (Levene test) were
verified. Data expressed as a percentage have been transformed into arcsine, but are
presented as unprocessed data. Subsequently, data were submitted to regression analysis
to assess the effect of replacing FM with CM, using the coefficient of determination (R2)
as a criterion to obtain an adequate biological result (Bhujel, 2008; Perez-Velazquez et
al., 2019). In cases where a high variation was observed in linear regression models, data
were subjected to analysis of variance (ANOVA) at a significance level of 0.05. Similarly,
biochemical, enzymatic, and reproductive parameters were submitted to ANOVA. When
significant differences were observed, the treatment means were differentiated using the
Tukey HSD test. All analyzes were performed using the Minitab v.18 statistical software

(State College, PA, USA).

3 Results
3.1. Growth performance

All diets were well accepted by zebrafish juveniles and survival rates were not
affected by the assessed treatments. The effects of replacing FM with CM on growth
performance were assessed using regression analysis. A significant relationship was
observed only for FL (P <0.001), but the coefficient of determination (R?) was low
(0.568). Since the linear regression model did not explain the effects of replacing FM with
CM, ANOVA was performed, which revealed statistically significant differences in final
weight (FW) and FL (Table 2). Juveniles fed up to 40 g/kg of CM in replacement of FM
presented the highest FW when compared to the other treatments. However, WG (%),

SGR (%) and DFI (%) were not significantly different between diets. Fish fed diets 30,
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40 and 50 g/kg of CM showed significantly higher FL values than fish fed diets 0, 10,

and 20 g/kg of CM (Table 2).

Table 2. Zebrafish (Danio rerio) juvenile performance and survival after being fed different levels of
Chlorella sp replacing fishmeal for nine weeks.

Growth parameters °

Diet 2 FW?(mg) WG3 (%) SGR* DFI° FL® (mm) Survival
IW! (mg) (%) (%) (%)

CMO0 160.98+1.1 407.53+5.8" 153.12+2.3 1.55+0.0 2.4+0.2 24.4+0.1°® 88.6+3.6
CM 163.35+1.4 430.61+9.0%° 163.87+7.7 1.61+0.0 2.0+0.3 24.1+0.09 94.3+4.2
10

CM 162.99+1.0 416.44+1.9% 15556425 1.56+0.0 2.3+0.2 26.0+0.0"° 88.6+2.9
20

CM 163.98+1.0 416.80+5.6%° 154.27+4.6 1.55+0.0 2.3+0.1 27.5+0.1%¢ 88.6+2.9
30

CM 162.93+0.8 439.83+2.5% 170.02+2.9 1.66+£0.0 2.2+0.2 27.1+0.1% 87.1+3.5
40

CM 163.64+2.2 422.68+7.1%® 158.39+4.2 1.58+0.0 2.0+0.1 29.0+0.1*% 91.5+2.7
50

P- 0.688 0.011 0.092 0.090 0.628 <0.001 0.681
Value

@Dietary Chlorella sp.

®Data are expressed as means + SEM. Columns superscripted by different letters are significantly different (P <0.05).
I Initial weight.

2 Final weight.

3 Weight gain.

4 Specific growth rate.

S Daily feed intake.

®Fork length.

3.2 Biochemical Parameters

TCHO levels were significantly lower in the 50 and 40 g/kg CM treatments when
compared to other treatments. Furthermore, no significant differences were observed in
the levels of TCHO in 0, 10, 20 and 30 g/kg CM treatments. (Table 3). On the other hand,
the highest HDL level was observed in the 50 g/kg CM treatment, differing significantly
from the other treatments (Table 3). LDL and TG were significantly higher in 0 g/kg CM

treatment when compared to the 50 g/kg treatment (Table 3). On the other hand, a
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significant reduction in LDL levels was observed in CM30, CM40 and CM50 treatments

when compared to fish fed CM0, CM10 and CM20 diets (Table 3).

Table 3. Effect of fish meal replacement by Chlorella sp on biochemical zebrafish
(Danio rerio) juvenile parameters after feeding for nine weeks.

Diet?

MetabolitesP

TCHO! HDL? LDL3 TG4 Glucose®

CMO0 2.6+0.1*  1.1+0.0°° 1.5+0.0*0 1.240.0*0 2.7+0.1
CM10 25+0.00 1.0£0.0¢ 1.2+0.1%® 1.1+0.0*® 2.8+0.1
CM20 25+0.1* 1.1+0.0% 1.4+0.1*® 1.1+0.0° 2.8+0.2
CM30 25+0.1* 1.2+0.0° 0.9+0.1°® 1.1+0.0*8 2.7+0.1
CM40 2.4+0.1*® 1.240.0°® 1.0#0.0°® 1.0+0.0®® 2.7+0.1
CM50 2.1+0.1° 1.3+0.0®° 0.9+0.0° 0.9+0.0° 2.8+0.1
P-Value 0.005 <0.001 <0.001 0.004 0.956

aDietary Chlorella sp., in g/kg.
®Data are expressed as means+ SEM. Columns superscripted by different letters are
significantly different (P <0.05).

ITCHO: Cholesterol total (mmol L1).
2HDL: High-density lipoprotein (mmol L™2).
3LDL: Low-density lipoprotein (mmol L™2).

“TG: Triglyceride (mmol LY).

5 Glucose (mmol L.

3.3 Enzymatic activities

Lipase and amylase were not affected by FM replacement by Chlorella sp. in any

of the treated groups. In contrast, a significant increase in alkaline phosphatase activity

with increasing dietary CM was observed, where fish fed 20, 30, 40 and 50 g/kg CM

presented the highest alkaline phosphatase activity values when compared to animals fed

0 g/kg CM (Table 4).

Table 4. Digestive enzymatic activities (U mg? protein) in zebrafish
(Danio rerio) intestines after being fed different Chlorella sp levels
replacing fishmeal for nine weeks.

Enzymatic activity Umg™ protein

1ata
Diet Lipase = Amylase  Alkaline phosphatase
CMO0 35+0.3 82.8+4.6  39.59+0.5°
CM10 35404 79.9+2.6  54.25+2.4%
CM 20 3.0£0.1 72.9+0.8  61.92+7.22
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CM 30 3.6£0.3 72.6x4.3  58.41+2.7%
CM 40 3505 69.1x1.0 56.66%1.7°
CM 50 3.2+0.1 745+2.0 61.83+2.1°

P-Value  0.80 0.056 0.006
@Dietary Chlorella sp, in g/kg
Data are expressed as means+ SEM. Columns superscripted by different
letters are significantly different (P <0.05).

3.4 Reproductive performance

Egg production per female zebrafish varied from 61.64 to 116.55. Significantly
higher values of egg production per female were obtained from fish fed the CM40 and
CM50 diets when compared to CM0, CM10 and CM20 g/kg CM diets (Fig. 1A). On the
other hand, no significant difference was observed in egg production per female in the
CMO, CM10 and CM20 groups (Fig. 1A). There were no significant differences in
fertilization rate in any of the dietary groups (Fig. 1B).

Hatching rate showed values ranging from 60.22 to 80.49%. The highest hatching
rate was observed in fish fed CM50 diet, but they were statistically similar to those of fish
fed CM20, CM30 and CM40 diets (Fig. 1C). The lowest hatching rate was observed in
the CMO0 and CM10 groups, which were significantly lower than CM50 group (Fig. 1C).
Survival rate of larvae from fish fed CM40 and CM50 diets was significantly higher when
compared to the larvae of animals fed CMO diet, however, they were statistically similar

to those of fish fed other diets (Fig. 1D).
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Fig. 1. Egg production (A), fertilization rate % (B), hatching rate % (C) and fry
survival % (D) for each diet group. Error bars represent standard error of the
mean. Different letters indicate between-group differences at p < .05 as
indicated by the Tukey post hoc test.
4 Discussion
Fish fed diets containing 40g/kg and 50g/kg CM presented higher growth
responses (FW and FL, respectively) when compared to diets with no CM. This
improvement can be attributed to the presence of phytonutrients present in Chlorella sp,,
such as Chlorella growth factor (CGF), which is rich in free amino acids, peptides,
glycoproteins and phytohormones, as well as some vitamins and minerals (An et al., 2016;
Kotrbacek et al., 2015). The results reported herein were consistent with previous studies,
which indicate that the inclusion of dietary Chlorella sp improves the growth of different
fish species. Previous research has shown the inclusion of 20-40 g/kg Chlorella sp in diets
for crucian carp (Carassius auratus) increased food consumption and growth and reduced
feed conversion ratio (Luo et al., 2018; Shi et al., 2017). An increase in growth

performance of olive flounder (Paralichthys olivaceus) fed diets containing between 100

and 150 g/kg Chlorella vulgaris was observed (Rahimnejad et al., 2017). However, some
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authors have observed that inclusion of microalgae in diet of carnivorous fish did not have
visible effects on growth of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and European sea bass
(Dicentrarchus labrax) (Glroy et al., 2012). Moreover, a slight reduction in protein
digestibility was observed in Atlantic salmon (Salmo salar) fed diets containing algae
(Norambuena et al., 2015). These divergences can be attributed to differences in eating
habits of each fish species. This is because herbivorous and/or omnivorous species have
greater amylase activities, which can contribute to improving the digestion efficiency of
algae (Hidalgo et al., 1999; Montgomery and Gerking, 1980). Another possible
explanation may be due to the C. vulgaris inclusion decreases n-3/n-6 fatty acid ratio, as
reported by Tibbetts et al. (2017). Changes in n-3/n-6 ratio can directly affect lipid
digestibility of many cold-water fish, since n-3 PUFA (n-3 polyunsaturated fatty acids) is
better digested by these animals when compared to its n-6 counterpart (Bandarra et al.,
2011; Eroldogan et al., 2013).

In this study, SGR ranged from 1.55 to 1.66%. No significant effect of FM
replacement by CM on specific growth rates was observed, indicating that CM may be
incorporated into juvenile zebrafish diets without compromising animal growth. The SGR
reported herein are similar to those reported by other authors for zebrafish juveniles
(Ahmadifar et al., 2019; O’Brine et al., 2015). The CM inclusion rates in the present study
also had no effect on the DFI.

Feed intake for all groups was similar, indicating that the replacement of up to 50
g/kg FM with Chlorella sp. did not affect D. rerio juvenile palatability. This result is
consistent with the results reported by Tibbetts et al. (2017), who worked with diets
containing up to 300 g/kg Chlorella vulgaris for Atlantic salmon juveniles. Luo et al.
(2018) observed an increase in feed intake with the inclusion of up to 40 g/kg Chlorella

sp. in crucian carp (C. auratus) juveniles. However, other researchers have reported that
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microalgae may present palatability problems, leading to decreased feed intake. For
example, up to 40% feed intake reduction has been reported for Atlantic cod (Gadus
morhua) when receiving diets containing 140 g/kg green microalgae (Nannochloropsis
sp. and Isochrysis sp. Mix) (Walker and Berlinsky, 2011). Decreased palatability has also
been reported in other monogastric species, such as poultry and swine (Gatrell et al.,
2014). These results suggest that palatability problems are related to different animal
species used in different experiments (Hasan and Chakrabarti, 2009; Qiao et al., 2019).
Dietary microalgae supplementation may influence physiological fish conditions,
including lipid metabolism (Mustafa and Nakagawa, 1995; Xu et al., 2014). In the present
study, the lowest TCHO, LDL and TG concentrations were found in animals fed the
highest microalgae levels compared to those fed no CM. Similar results were observed
by Rahimnejad et al. (2017), who reported a significant reduction in serum cholesterol
level in Japanese flounder (P. olivaceus) fed up to 150 g/kg C. vulgaris. A similar
cholesterol lowering trend was observed in crucian carp (C. auratus) fed diets
supplemented with 160 - 200 g/kg Chlorella powder (Xu et al., 2014) and in juvenile ayu
(Plecoglossus altivelis) (Nakagawa et al., 1983; Nematipour et al., 1990). The results
obtained in this study provide evidence that dietary 50 g/kg CM may stimulate lipid
metabolism functions in zebrafish, as different CM levels decreased TCHO levels without
affecting blood glucose levels. Decreased serum lipid levels may be due to the presence
of water-soluble fibers, vegetable protein, phospholipids, vitamin C, vitamin E and beta
carotene present in Chlorella sp (Kay and Barton, 1991). Another possible blood lipid
reduction mechanism may be due to Chlorella sp acting in reducing intestinal tract fat
absorption, as reported by Cherng and Shih (2005) and Sano et al. (1988). Overall, the
present results suggest that the presence of phytosterols in Chorella sp induces

hypocholesterolemic effects (Luo et al., 2015).
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Digestive enzymes play a fundamental role in the digestion process and are
directly correlated to dietary fish nutritional status and adaptability to change (Ahmadifar
etal., 2019; Engrola et al., 2007; Gisbert et al., 2009). Fish are able to modulate digestive
enzymatic activities as a response to food sources and dietary nutrient concentrations
(Santigosa et al., 2008). Dietary CM inclusion had no significant effects on amylase and
lipase activities in juvenile zebrafish intestinal tracts. Similar results were reported by
Vizcaino et al. (2014) in seabream juveniles (Sparus aurata), fed different Scenedesmus
almeriensis levels. On the other hand, increased alkaline phosphatase activities were
observed with increasing CM concentrations. Alkaline phosphatase plays an important
role in the intestinal epithelium digestive processes, allowing for amino acid absorption
or transport by enterocytes (Vizcaino et al., 2014; Zambonino Infante and Cahu, 2001).
The increase in alkaline phosphatase activity observed for diets containing over 20 g/kg
CM may have contributed to improve the overall efficiency of zebrafish juvenile digestive
and absorptive processes.

One of the main objectives of zebrafish husbandry is the development of breeding
stock to ensure a consistent supply of viable embryos (Fowler et al., 2019). Obtaining
quality gametes and success in the initial farming of larvae obtained is markedly
dependent on the adequate nutrition of breeders (Fernandez-Palacios et al., 2011). Diet
composition significantly affects reproductive performance of zebrafish in terms of egg
production, hatching rate and larval survival (Martins et al., 2020; Monteiro et al., 2018).
In the present study we observed that the replacement of 80 and 100% of FM by CM
significantly increased the larval survival and hatching rate. In addition to providing an
increase in egg production by females at a rate of 1.74-1.89 times compared to that
observed in animals in the CMO group. Similar results to the present study were reported

for yellow tail cichlid (Pseudotropheus acei), which showed a significant increase in the
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egg production and hatching rate when fed Spirulina inclusion up to 10% in the diet
compared to fish fed without microalgae (Guroy et al., 2012). In another study, James et
al. (2006) reported that Spirulina inclusion of 8% promoted an increase in the
reproductive performance of swordtail (Xiphophorus helleri).

Lipids, proteins, fatty acids, vitamins E and C and carotenoids are the main
nutrients that influence many processes of teleost reproduction, such as fertility,
fertilization, incubation and larval development (Fernandez-Palacios et al., 2011,
Izquierdo et al., 2001). In the present study, nutritional composition of the diets was kept
consistent, differing only in protein source (FM or CM). However, due to differences in
nitrogen levels present in protein sources used (FM or CM) for diets to remain isocaloric,
crude fat content showed a small variation (+ 1.13%, table 1). We cannot discard that the
difference in fat level also influences growth and reproductive performance of animals.
Although previous studies suggest that an increase in dietary fat content may increase egg
production in zebrafish (Markovich et al., 2007), however, this effect was not observed
in the present study. On the other hand, James et al. (2006) reported that Spirulina in diet
increased reproductive performance of red swordtail (X. helleri). Furthermore, inclusion
of Spirulina up to 2.5% in diet for yellow tail cichlid (Pseudotropheus acei) increased
total egg production and hatching rate (Guroy et al., 2012). However, the mechanisms
responsible for the increase in reproductive performance, caused by microalgae are not
fully understood, but some authors have reported that improvement in fish reproduction
can be modulated by the presence of carotenoids in the diet (Maoka, 2011; Nakano et al.,
1999). Thus, in order to understand the possible effects of microalgae on maturation and
biochemical composition of eggs during spawning, studies on zebrafish breeders should

be investigated.
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5 Conclusions

Levels of 40 and 50 g/kg of CM replacing FM for 60 days promoted greater
growth, number of eggs and survival of zebrafish spawn. In addition, 50 g/kg of CM
decreases total cholesterol level, which may suggest the use of Chlorella to improve these
fish health. Since feed consumption of zebrafish is very low, the higher levels of CM
inclusion (40 and 50 g/kg) in this study are financially justified. CM offers great potential
for inclusion in practical diets for zebrafish juveniles and this preliminary study provides
support for future research to identify the bioactive compounds present in Chlorella sp

and their effects on other species used in aquaculture.
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Resumo
As microalgas ricas em proteinas sdo uma alternativa potencial & farinha de peixe em

aquicultura. Neste estudo avaliou-se os efeitos da substituicdo da farinha de peixe (FM)
por Spirulina (SM) no crescimento, desempenho reprodutivo e nas diferencas
transcricionais de juvenis de Zebrafish (Danio rerio) por meio de sequenciamento de
RNA (RNA-seq). Um total de 450 zebrafish foram distribuidos aleatoriamente em seis
grupos, com cinco repeticdes cada. As dietas experimentais continham niveis variados de
farinha de peixe (50, 40, 30, 20, 10 e 0 g / kg) que foram substituidas por niveis crescentes
de SM (0, 10, 20, 30, 40 e 50 g / kg). Apds 60 dias de ensaios de alimentacao, 0s animais
alimentados com 50 g / kg de SM apresentaram um crescimento significativamente maior
em comparagdo com os animais da dieta sem SM. Da mesma forma, animais alimentados
com 50g /kg de SM apresentaram maior indice gonadossomatico, producdo de ovos por
fémea, taxa de fertilizacdo e eclosdo. A analise transcriptdmica revelou um conjunto
conciso de genes diferencialmente expressos nos peixes alimentados com 50 g/kg de SM,
a maioria dos quais intrinsecos ao crescimento e diferenciacdo muscular. Além disso, o
RNA-Seq revelou que os peixes alimentados com SM regularam positivamente a
expressao dos genes relacionados ao sistema imune como il4, il10, il15, cxcl12b, cxcrdb,
cxcll2a e cxcl19. Esses resultados serdo uteis para compreender os efeitos da SM no

crescimento e no sistema imune dos peixes.

Palavras-chave: Microalgas, aditivo alimentar, Danio rerio, RNA-Seq
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1 INTRODUCAO

A farinha de peixe (FM) é amplamente utilizada como fonte de proteina na
industria aquicola. A FM possui um bom perfil de aminoacidos essenciais, acidos graxos,
minerais e baixo nivel de fatores antinutricionais (Chiu et al., 2013; Nakagawa et al.,
2007). Embora a producdo mundial de farinha de peixe atinja um nivel relativamente
estavel, a sua producdo ainda ndo poderia corresponder a rapida expanséo da aquicultura
a nivel global (Boyd, 2015; Tacon and Metian, 2015). Desse modo, ha uma demanda
crescente por mais informagdes sobre o potencial de fontes alternativas de proteina em
substituicdo a FM em dietas formuladas.

A Arthrospira platensis (spirulina), é uma microalga azul-esverdeada
(Cianobactéria) pertencente a familia Oscillatoriaceae, amplamente distribuida em agua
doce e agua do mar (Wu et al., 2016). Devido ao seu elevado teor de proteina (55-70%),
composi¢do aminodcidica, acidos graxos e minerais a spirulina aparece como uma
alternativa promissora a FM. Os efeitos benéficos da utilizacdo de spirulina na
alimentacéo de peixes foram avaliadas em algumas espécies de peixe, incluindo a tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), carpa comum (Cyprinus carpio) e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (Belal and Khalafalla, 2012; Ramakrishnan et al., 2008; Teimouri
et al., 2013). Além disso, a spirulina possui alta atividade antioxidante e exerce uma
variedade de atividades imunomoduladoras e anti-inflamatérias regulando citocinas-
chave, incluindo interleucina (IL) -1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e fator de necrose tumoral
(TNF) -a (Abdelkhalek et al., 2015; El Sheikh et al., 2014; Shokri et al., 2014). Devido a
estas caracteristicas, a spirulina também pode ser utilizada como um aditivo nas dietas,
como forma de melhorar o crescimento e a saude dos peixes.

O uso de aditivos na dieta dos peixes demonstrou ser um método altamente eficaz
para aumentar a resisténcia e suprimir os efeitos adversos de substancias toxicas presentes
nos sistemas de cultivo (Dawood et al., 2017; Taheri Mirghaed et al., 2019; Zhang et al.,
2012). Além disso, a suplementacdo dietética com aditivos imunoestimulantes pode
aumentar o crescimento, melhorar a resposta antioxidante e fortalecer o sistema imune
dos peixes (Chakraborty and Hancz, 2011; Oliva-Teles, 2012; Vallejos-Vidal et al.,
2016). Entretanto, os mecanismos pelos quais esses alimentos alteram o metabolismo e a
capacidade imunologica ndo foram completamente elucidados. Com o advento do

sequenciamento de RNA de nova geracdo (RNA-Seq) juntamente com 0 progresso no
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sequenciamento de genomas de diferentes espécies de peixes, a implementacdo destas
tecnologias pode ajudar a identificar os genes afetados pela nutricdo e identificar as
variantes genéticas que influenciam a resposta do organismo aos nutrientes (Ulloa et al.,
2014; Wang et al., 2009).

Uma forma de contornar estes problemas é a utilizacdo do zebrafish (Danio rerio)
como um modelo animal para ensaios com diferentes dietas experimentais (Ribas and
Piferrer, 2014; Ulloa et al., 2014, 2011). O zebrafish cumpre em grande parte as condi¢oes
necessarias para um bom modelo de peixes para pesquisas em aquicultura, conforme o
descrito por Ribas e Piferrer (2014). Portanto, objetivamos avaliar os efeitos da
substituicdo da FM por spirulina na dieta do zebrafish no crescimento e no desempenho
reprodutivo do zebrafish. Além disso, uma abordagem de sequenciamento de RNA foi

empregada para entender melhor os efeitos da spirulina nas dietas do zebrafish.

2 MATERIAL E METODOS
2.1. Comissdo de Etica no Uso de Animais

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados em estrita
conformidade com as normas institucionais do Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob o protocolo
n° 108/18 e atende as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao

Animal (CONCEA) para o cuidado e uso de animais de laboratorio.

2.2. Origem e manutencéo do zebrafish

Um total de 450 juvenis de zebrafish (WT zebrafish short -fin) de origem
heterogénea e de ambos os sexos, foram obtidos de um distribuidor local (Ecofish,
Muriaé-MG, Brasil). Os juvenis com 30 (dpf) mantidos no Biotério Central da UFLA,
onde foram realizadas as fases experimentais. Desde a primeira alimentacdo até o inicio
do ensaio, os peixes foram criados em um sistema de recirculacdo de agua (RAS),
conforme descrito por Carneiro et al. (2020). Apos duas semanas de aclimatacéo, os
juvenis com 160.14 + 1.09 mg de peso corporal médio, foram transferidos para o sistema
experimental, constituido de trinta aquérios de policarbonato de 3 L (11.5 cmx34.5 cm x
15.5 cm), ligados em um rack especifico para a espécie (Rack Hidrus, modelo ZEB-40,
Alesco, SP, BRA). Os aquarios eram acoplados em um RAS com controle automatizado

de temperatura, pH e condutividade. A agua dos aquarios fluia por gravidade para o
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tanque de filtragem, constituido por trés filtros bag em polipropileno para filtrar particulas
de 100um, e trés filtros de feltro para retencdo de particulas com 50um. Posteriormente
a agua fluia para um filtro bioldgico com bioballs e anéis de ceramica de onde era
bombeada para uma camara com luz ultravioleta antes de retornar para 0s aquarios.
Durante todo o ensaio de crescimento os peixes foram mantidos sob uma luz artificial
com ciclo de 14h luz/10h escuro. A temperatura média foi mantida em uma média de 27,8
+0,6 °C, pH 7,4 £ 0,3, 0s compostos nitrogenados permaneceram em niveis residuais.

2.3 Dietas experimentais

Seis dietas isoproteicas e isoenergéticas foram formuladas para conter diferentes
niveis de substituicdo da FM por Arthrospira platensis (SM). Até 100% da FM foi
substituida por SM, nos niveis de 0 (SMO0), 10 (SM1), 20 (SM2), 30 (SM3), 40 (SM4) e
50 (SM5) g/kg das dietas (Tabela 1). Os valores para a exigéncia de proteina bruta, foram
0S mesmos propostos por O’Brine et al. (2015). A composi¢édo proximal das dietas e da
SM (Tabela 1) foram analisadas de acordo com a metodologia preconiza pela AOAC
(2005), para proteina bruta (Method 968.05), extrato etéreo (Method n° 960.39) umidade
(Method 930.15) e cinzas (Method 942.05).

Tabela 1. Ingredientes (g kg™) e composicédo proximal (peso Umido) de dietas para juvenis de
zebrafish (Danio rerio) com niveis crescentes de Spirulina em substituicdo a farinha de peixe.

Diet designation (g/kg fish meal replacement)

Ingredientes?

SMO0 SM1 SM2 SM3 SM4 SM5
Farinha de peixe 50 40 30 20 10 0
Farelo de soja 594 592 591 588 587 586
Spirulina 0 10 20 30 40 50
Farelo de milho 315 321 320 318 317 316
Fosfato bicalcico 26 22 24 25 26 28
Premix® 5 5 5 5 5 5
Sal 5 5 5 5 5 5
Calcario 3 4 6 7 9 10
BHT* 5 5 5 5 5
Analyzed composition, g/ kg
Dry matter 887 886 879 889 889
Crude protein 323 322 321 325 326
Ether extract 34 53 41 42 48
Ash 67 66 57 65 72

All ingredients were obtained from a local commercial source. 2Proximate composition (Dry-matter
basis, g/kg): Dry-matter 877; crude protein 723; ether extract 29.5; ash 47. 3Guaranteed vitamin and
mineral supplement levels per kilogram of product: vit. A = 1,200,000 IU; vit. D3 = 200,000 IU; vit. E =
12,000 mg; vit. K3 = 2400 mg; vit. B1 = 4,800 mg; vit. B2 = 4,800 mg; vit. B6 = 4,000 mg; vit. B12 =
4,800 mg; folic acid = 1,200 mg; calcium pantothenate = 12,000mg; vit. C = 48,000 mg; biotin = 48 mg;
choline = 65,000 mg; niacin = 24,000 mg; Fe =10,000 mg; Cu = 6,000 mg; Mn = 4,000 mg; Zn = 6,000
mg; | = 20 mg; Co = 2 mg; Se = 20 mg. *BHT = butyl hydroxy toluene. SDiets were analyzed by the
ESALQLAB (Universidade de S&o Paulo).
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As dietas foram distribuidas aleatoriamente para 0s seis grupos, cada grupo contendo
cinco repeti¢cbes com 15 animais por réplica. Os peixes foram alimentados até a saciedade

aparente trés vezes ao dia (8h, 11h e 15h), por um periodo de 60 dias.

2.4 Desempenho e crescimento

No final do ensaio de crescimento, todos os peixes de cada tanque foram retirados e, apos
a anestesia em banho de benzocaina (250 mg L) (Ross e Ross, 2008), foram pesados e
medidos individualmente. O peso final (FW), ganho de peso (WG), taxa de crescimento
especifico (SGR), consumo alimentar diario (DFI), comprimento padrdo (BL) e taxa de
sobrevivéncia foram determinados para cada tanque usando a seguinte férmula:

PF (mg) = Peso final individual seco.

GP (%) = ((Peso final individual seco — Peso inicial individual seco) / Peso inicial seco)
x100.

TCE (%) =100 (Ln W2-Ln W1) / T2-T1.
CA (%) =100 x (Consumo total de alimento/dias).

Taxa de sobrevivéncia (%) = 100 x (namero final de peixes) /(nimero inicial de peixes).
Onde: W1 e W2 sdo o peso inicial e peso final (mg) respectivamente; T2 — T1 sdo 0
numero de dias de experimento.

2.5 Biblioteca de cDNA, sequenciamento e processamento de dados

Para as analises de RNA-Seq foram considerados os peixes do grupo controle e
do grupo SM5, sendo cada grupo constituido por trés repeti¢des. A escolha destes
grupos deve-se a analise preliminar dos resultados de crescimento. Como o grupo SM5
apresentou os melhores resultados decidimos avaliar as diferencas na expressdo dos
genes entre este grupo e o grupo dos peixes que nao receberam SM.

Foram coletados dois animais por réplica, representando seis peixes por grupo,
e seguidamente cada amostra foi armazenada em RNA-Later (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Apds um periodo overnight os tubos contendo as amostras e 0
RNA-Later foram armazenados a -80 °C até as andlises posteriores. O RNA foi isolado
usando o kit Omega E.Z.N.A.® Total RNA Kit Il (Omega Bio-tek, Norcross, GA,
USA). As bibliotecas de transcriptoma foram construidas usando um kit TruSeq RNA
Library Preparation V2 (Illumina Inc., San Diego, California, EUA). Cada amostra foi
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indexada por cddigo de barras, originando uma Unica biblioteca de cDNA. As
bibliotecas foram sequenciadas em uma plataforma Illumina HiSeq 2500 (with
2 x 150 bp paired-end).

A qualidade dos dados brutos gerados ap6s o sequenciamento foi verificada no
software FastQC (versdo 0.10.1). Os dados foram filtrados usando Trimmomatic v0.30,
remocao do primer e sequéncia do adaptador, truncamento de leituras de sequéncia com
gualidade de extremidade de par <25, truncamento de leituras de sequéncia sem

qualidade media de 25 em uma janela deslizante de 4 bp com base no algoritmo phred.

2.6 Mapeamento, identificacéo e anotacao de genes expressos diferencialmente

As leituras processadas foram mapeadas contra o genoma de referéncia do
zebrafish (DanrRer10), atraves do software STAR v. 2.7.5b (Dobin et al., 2013). As
leituras do mapeamento foram contadas usando o software FeatureCounts v.
1.6.4+galaxy2 (Liao et al., 2014). Os resultados obtidos foram ent&o utilizados na
analise de genes diferencialmente expressos (DEG) entre 0 SMO e o SM5 utilizando o
software DEseq2 v. 2.11.40.6+galaxyl (Love et al., 2014). Genes com um valor p
ajustado <0,05 identificado por DESeq foram atribuidos como diferencialmente
expressos. A taxa de descoberta falsa (FDR) foi ajustada usando o método de Hochberg
e Benjamini (BH) (Benjamini e Hochberg, 1995). Um FDR <0,05 e |log2 (fold changes)
| >1 foram definidos como o limite para a expressao significativamente diferencial.

Uma analise de enriquecimento funcional de ontologia genética foi realizada
mapeando todos o0s genes diferencialmente expressos no banco de dados Gene Ontology
(GO) (Ashburner et al., 2000). Esta anélise possibilitou estudar as categorias dos genes
e onde ocorreram as alteracdes sobre os efeitos da SM na dieta. Os termos GO
enriquecidos foram avaliados através do pacote GOseq (Young et al., 2010). As
categorias de GO enriquecido foram calculadas usando a aproximacao de Wallenius
(Wallenius, 1963) e os valores de P foram ajustados usando o método BH. As
categorias com valor p ajustado (FDR) <0,05 foram consideradas enriquecidas. Os
valores P e FDR_bh resultantes servem como indicacdo do possivel enriquecimento de
cada termo GO. Para resumir as categorias GO, cada termo enriquecido foi anotado a
um termo GO de alto nivel. Um termo GO de alto nivel significa termos que estdo
diretamente ligados ao termo raiz Componente celular (CC), Processo bioldgico (BP)

ou Funcdo molecular (MF). O banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
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and Genomes) foi utilizado para analise das rotas relevantes dos DEGs (Kanehisa et al.,
2012). Os valores de P <0,05 foram definidos como significativamente enriquecidos. A
sequéncias anotadas exclusivas foram analisadas usando a fungdo GAGE do pacote
GAGE (Generally Applicable Gene-set/Pathway Analysis, Luo et al., 2009) para
identificar mudancgas mecanicistas, conforme sugerido pelas mudancgas coordenadas de

expressdo em conjuntos de genes.

2.7 Andlise estatistica

A normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Teste de Levene)
dos dados foram verificadas e seguidamente submetidas a analise de variancia
(ANOVA); posteriormente, diferencas significativas entre os tratamentos foram
detectadas pelo teste de Tukey. Uma analise de regresséo polinomial foi realizada nos
dados de peso final e ganho de peso para avaliar melhor a relacdo entre o crescimento
dos peixes e a substituicdo de FM por CM. Todos os dados foram analisados com nivel
de significancia de 95% (P <0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o
software estatistico Minitab v.18 (State College, PA, USA).

3 RESULTADOS

3.1 Crescimento

Os peixes aceitaram prontamente as dietas experimentais, e 0 consumo de racéo
néo foi afetado pela composicéo da dieta (Tabela 2). A sobrevivéncia ndo foi afetada
pelas diferentes dietas experimentais. No final do periodo experimental, o desempenho
dos peixes avaliado pelo peso corporal final, ganho de peso, taxa de crescimento
especifico e comprimento corporal total aumentou linearmente com o aumento de SM
em substituicdo a FM nas dietas. A eficiéncia alimentar, e a taxa de eficiéncia

demonstraram tendéncia de variacdo semelhante aos parametros de crescimento.



Tabela 2. Desempenho e sobrevivéncia de juvenis de zebrafish (Danio rerio) apos a alimentacdo com diferentes niveis
de Arthrospira platensis em substituicdo a farinha de peixe por nove semanas.

Dietas Regressao
A linear
Parametros . R2
SMO0 SM1 SM2 SM3 SM4 SM5 \F;alor
PI 160,46+0.17  159,98+0.51 159,80+1.14 160,33+0.21 160,56+0.13 159,74+0.66
PF 391,57+2,10°  412,31+15.48%  444,38+13,77™  470,60+£17.23*  477,12+11.99®  499,84+10.99* 0,00 0,78
GP 13,95+0,07¢ 14,65+0,53 15,68+0,39™ 16,39+0,04% 16,53+0,32%® 17,18+0,22 0,00 0,77
TCE 1,49+2,10¢ 1.57+0.07¢ 1.70+0.05bc 1.79+0.01% 1.81+0.04% 1.90+0.03% 0,00 0,78
EA 0.42+0.02° 0.46+0.03%® 0.51+0.03% 0.55+0.02% 0.56+0.03% 0.57+0,023% 0,00 0,52
CA 33,21+1,50 32,35+1,81 30,95+1,82 29,68+0,92 29,65+1,59 29,89+1,08 0,61 015
TEP 1,29 +0,05° 1.39+0.10%® 1,59+0.10% 1.70+0.06* 1.75+0.11% 1.74+0.06% 0,00 0,53
SOB 93,33+5.44 91,67+10 95,00+6.38 95,00+6.38 93,33+9.43 95,00+6.38 0,86 0,10
CcT 31,81+0,22° 32,16+0,26° 33,19+0,61% 35,28+0,42% 36,36+0,51% 36,67+0,51% 0,00 0,86

Dados sdo expressos como media * erro padrdo da média. Médias na mesma linha com letras sobrescritas diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,05) usando analise de variancia e o teste de Tukey (p<0,05)

PF= Peso corporal médio; GP= ganho de peso; TCE= taxa de crescimento especifico; TEA= eficiéncia alimentar; CA=
consumo alimentar; TEP= taxa de eficiéncia proteica; Sob= Sobrevivéncia media final; CT= comprimento total.
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3.2 Desempenho reprodutivo

Os parametros reprodutivos do zebrafish alimentados com diferentes niveis de SM em
substituicdo a FM na dieta séo apresentados na Tabela 3. O indice gonadossomatico (IGV) foi
significativamente maior nas fémeas alimentadas com a dieta SM5, quando comparadas as
fémeas do grupo SMO. A produgéo de ovos foi significativamente maior nas fémeas
alimentadas com a dieta SM5. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi observada na
producéo de ovos por fémea entre a dieta SMO e as dietas com 1 e 2% de SM. A dieta SM5
promoveu a maior taxa de fertilizacdo, quando comparada aos tratamentos SM3 e SMO0. A
maior taxa de ecloséo foi observada nos animais alimentados com a dieta SM4 e SM5,
enquanto a menor taxa de ecloséo foi verificada nos animais alimentados com a dieta SMO.

Tabela 3. Parametros reprodutivos de zebrafish (Danio rerio) alimentados com diferentes niveis de Spirulina
platensis em substituicdo a farinha de peixe durante nove semanas.

Dietas indice gonadossomatico Producédo de ovos Taxa de fertilizagdo  Taxa de eclosao
SMO 6,31+0,73° 101,11+10,07¢ 77,43+0,35" 58,60+4,43°
SM1 7,01+0,80% 125,67+4,17°¢ 85,37+1,76® 65,97+3,02%
SM2 7,50+0,86% 124,56+3,97°¢ 84,46+0,20%¢ 68,65+3,90%
SM3 9,36+0,72%® 144,22+8,19" 75,97+2,11° 68,25+1,63%
SM4 9,58+0,31%® 220,01+37,29% 86,40+3,29% 75,53+2,562
SM5 10,01+0,772 246,56+17,032 88,41+1,87¢ 78,97+0,892

Regressdo Linear
p-valor 0,000 0,000 0,096 0,000
R2 0,61 0,72 - 0,66

Dados sdo expressos como média * erro padrdo da média. Médias na mesma linha com letras sobrescritas
diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05) usando analise de variancia e o teste de Tukey (p<0,05).

3.4 Analise do RNA-seq

Os dados brutos do sequenciamento do RNA (RNA-seq) produziram um total de
21.090.086 milhdes de leituras para o grupo SMO, enquanto para o grupo SM5 foram
produzidas 39.292.076 milhdes de leituras. Ap0s a trimagem das sequéncias para remogéo do
adaptador e filtragem de pares de bases de baixa qualidade e sequéncias de contaminantes, 0s
conjuntos de dados foram reduzidos para 20.772.060 milhdes de leituras para o grupo SMO e
de 38.619.740 milhdes de leituras para o grupo SM5, todos exibindo valor de qualidade meédia

maior que 30, sendo que os valores podem variar de 0 a 40 (Cock et al., 2009). Em seguida,
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mais de 83% das leituras de alta qualidade foram mapeadas exclusivamente para 0 genoma de
referéncia do zebrafish (GRCz10/ danRer10, set.2014).

Ap0s a contagem das leituras mapeadas, os dados foram submetidos ao pacote
DESeq?2 para execuc¢do da analise de expresséo diferencial de genes (DEGSs). Foram
encontrados um total de 850 genes diferencialmente expressos, dos quais 680 foram up-
regulated e 170 down-regulated (log2 FC > 1) (FDR < 0,05). Posteriormente, os DEGs foram
anotados e enriquecidos no banco de dados GO e KEGG, a fim de identificar suas funcgdes
especificas.

Os DEGs que retornaram resultados do banco de dados GO foram classificados em
trés principais categorias: processo bioldgico (BP), componente celular (CC) e funcéo
molecular (MF). Os dez principais termos GO de cada categoria e 0 respectivo nimero de
genes em cada processo podem ser observados na figura 1. As analises GO dos DEGs
revelaram que alguns deles podem desempenhar papéis cruciais no crescimento do zebrafish.
Os principais resultados dos DEGs enriquecidos mostraram que 0s genes regulados nas
categorias funcionais estavam relacionados principalmente ao desenvolvimento e
diferenciacdo muscular. A administracdo de SM na dieta aumentou a expressdo de genes
envolvidos no controle do crescimento e desenvolvimento muscular, como fatores de

crescimento (por exemplo, smyd1b, pdlimb5a, myoz1b, klhl40a, myod1).
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Figura 1. Andlise funcional de DEGs com base em dados RNA-Seg. Os resultados foram
resumidos nos dez termos GO mais enriquecidos em trés categorias principais: componente
celular, processo biologico e celular e fungdo molecular.

A analise da rota KEGG foi realizada para interpretacdo biologica dos termos GO
encontrados. Entre as vias KEGG, a via da Oxidative phosphorylation (dre00190) e a da
glycolysis/gluconeogenesis (dre00010) foi significativamente enriquecida. Além disso, a via
rede imunologica intestinal para producdo de IgA (imunoglobulina A) (dre04672) também foi
significativamente enriquecida.

A segunda analise de enriquecimento funcional foi realizada utilizando o pacote do
GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) implementado no R studio 4.0.2 (Subramanian et al.,
2005). O GSEA é conduzido no modo pré-classificado usando um algoritmo recente mais
rapido baseado no pacote FGSEA (Sergushichev, 2016). Foram identificados 13 processos
bioldgicos up-regulated significativos (FDR <0,1). Dentre os termos enriquecidos de interesse
podemos destacar a ativacao da rota de resposta imune (Fig. S1). Entre os genes up-regulated
da rota de resposta imune podem ser observados a expressdo da il10 (interleucina 10), il15
(interleucina 15), tnfa (fator de necrose tumoral-alfa) e sod2 (superdéxido dismutase 2).

4 DISCUSSAO
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4.1 Crescimento

Os resultados do presente estudo demonstram que a substituicdo completa de farinha de
peixe por spirulina melhorou significativamente os parametros de crescimento do zebrafish.
Além disso, ndo foram observadas mortalidade e/ou doencas nos peixes alimentados com
spirulina em comparacdo aos animais alimentados com as dietas sem SM. A utilizacdo de S.
platensis foi relatada como promotor de crescimento em diferentes espécies de peixes (Cao et
al., 2018; Gogoi et al., 2018; Velasquez et al., 2016; Yong et al., 2017). A melhoria no
crescimento dos peixes alimentados com spirulina pode ser devido a um aumento na eficiéncia
alimentar e na digestibilidade de seus nutrientes. Por outro lado, alguns estudos relataram que
a spirulina pode melhorar o equilibrio microbiano intestinal, contribuindo para um melhor
crescimento ao melhorar a absorcéo dos nutrientes (James et al., 2006; Teimouri et al., 2019).
Salienta-se ainda que, a spirulina contém varios nutrientes, especialmente vitaminas, minerais,
aminoéacidos essenciais e acidos graxos, que podem ser benéficos para os peixes, promovendo

assim o maior crescimento (Cao et al., 2018; Mustafa et al., 1994).

4.2 Desempenho reprodutivo

O sucesso na reproducdo dos peixes é influenciado por diversos fatores, como a nutricdo
dos reprodutores, taxas de alimentacdo, densidade de estocagem, idade e tamanho (Izquierdo et
al., 2001; K.P. et al., 2007). No presente estudo, o desempenho reprodutivo do zebrafish foi
significativamente afetado pela substituicio de FM por spirulina nas dietas. O indice
gonadossomatico das fémeas alimentadas com a dieta SM5 (10,1%) foi significativamente
maior que 0s observados nas fémeas do grupo SMO (6,31%). Além disso, um aumento de
aproximadamente 2,5 vezes na producao de ovos foi observado nas fémeas alimentadas com a
dieta contendo 50 g/kg de spirulina em relacéo as fémeas do grupo SMO. Estes resultados sdo
consistes com os relatados por James et al. (2006), de que fémeas de peixe espada vermelho
(Xiphophorus helleri) apresentaram um aumento no IGS em resposta a niveis de spirulina na
dieta. Estes mesmos autores observaram que 0s peixes alimentados com 8% de spirulina na
dieta apresentaram um aumento peso das gonadas de até quatro vezes as dos peixes alimentados
com 0 e 3% de spirulina.

A taxa de eclosdo aumentou de forma proporcional aos niveis de SM nas dietas, sendo
as maiores taxas observadas nos animais alimentados com as dietas SM4 e SM5 comparados

ao grupo SMO. Efeitos similares foram observados em ciclideo da cauda amarela (Pseudotro
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pheusacei), que apresentaram maior taxa de eclosdo quando alimentados com spirulina na dieta
(Glroy et al., 2012). O aumento no desempenho reprodutivo de peixes alimentados com
spirulina ainda nédo é totalmente compreendido (Giroy et al., 2012; Khanzadeh et al., 2016).
Contudo, estudos anteriores demonstraram que o desempenho reprodutivo pode ser modulado
por carotenoides ou fungdes antioxidantes presentes nas microalgas (Khanzadeh et al., 2016;
Scabini et al., 2011; Watanabe and Vassallo-Agius, 2003). Por outro lado, Calabro et al. (2020)
observaram que fémeas de zebrafish alimentadas com spirulina atingiram a maturacao sexual
em um menor periodo do que fémeas alimentadas com uma dieta sem suplementacdo da
microalga. Além disso, estes mesmos autores relataram um aumento significativo na expressao
de vitelogenina (vtg) nas fémeas de zebrafish suplementados com spirulina nas dietas se

comparadas aos peixes do grupo controle.

4.3 Expressao diferencial de genes

A salde e o crescimento adequado dos peixes estdo diretamente ligados a qualidade dos
nutrientes consumidos por estes animais. Além disso, tanto a energia quanto os nutrientes,
também sdo necessarios para manter o pleno funcionamento do sistema imune dos peixes
(Martin and Krol, 2017). Entender os impactos da nutrigdo no crescimento e na imunidade dos
peixes é cada vez mais importante, devido ao crescente nimero de peixes mantidos com dietas
formuladas (Chandhini and Rejish Kumar, 2019; Martin and Krél, 2017).

O sequenciamento do transcriptoma é uma ferramenta valiosa para caracterizar a
expressdo génica subjacente aos mecanismos envolvidos no crescimento, reproducéo,
imunidade e estresse em peixes (Chandhini and Rejish Kumar, 2019; Hilerio-Ruiz et al., 2021;
Martin and Krdl, 2017). No presente estudo, o sequenciamento do transcriptoma identificou
850 genes diferencialmente expressos, que foram agrupados de acordo com o termo de
ontologia do gene correspondente.

Ao analisar o perfil de expressao génica global dos peixes alimentados com spirulina
foi identificado uma regulacgéo positiva de importantes genes envolvidos em fatores miogénicos
e de crescimento. Foi observada uma regulacdo positiva na expressao diferencial de fatores
reguladores miogénicos (MRFs) primarios, como a myodl e secundarios, como a myog. Os
MRFs primarios sdo responsaveis pelo direcionamento das células progenitoras miogénicas em
proliferacdo para uma linhagem miogénica, enquanto os MRFs secundarios (myog) efetuam o

controle da diferenciacédo e fusdo de mioblastos para formar miofibras (Almeida et al., 2008;
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Watabe, 2000). Além do papel central dos MRFs, a miogénese pode ser sinergizada pela agdo
de outra familia de proteinas chamada de fator potenciador de miécitos 2 (MEF-2) (Asfour et
al., 2018). Essas proteinas sozinhas quase ndo tém potencial de miogénese. No entanto, se
presentes junto com MRFs diferentes, eles podem potencializar a miogénese (Jin et al., 2016).
No presente estudo, foi observada uma regulacdo positiva na expressdo de genes da familia
MEF-2, como o mef2ca e mef2d. Além disso, foram detectadas a expressdo dos genes smyhc2
e smyhc3 da cadeia pesada de miosina (MyHC), apoiando assim a atividade pro-miogénica do
Mef2. Salienta-se ainda que, foi observada uma regulacdo positiva na expressdo do igfbpla
(proteina 1a de ligacdo ao fator de crescimento semelhante a insulina). As proteinas de ligacdo
ao IGF (IGFBPs), prolongam as meias-vidas dos IGFs, protegendo-os da filtracdo glomerular,
degradacédo enzimatica (Guler et al., 1989) e regulam a disponibilidade de IGFs para tecidos-
alvo (Shimizu and Dickhoff, 2017). As mudancas na demanda de energia muscular ou
capacidade oxidativa em peixes frequentemente sdo relacionadas ao jejum das longas
migracOes de desova (Miller et al., 2009). No entanto, a disponibilidade de nutrientes por si s6
¢ um fator de extrema importancia, visto que, direciona o turnover proteico e a atividade
mitocondrial, conforme o relatado em dourada (Calduch-Gine et al, 2014).

O aumento nas taxas de crescimento dos peixes que consumiram spirulina pode ser
atribuido a uma melhora nas fungdes imunoldgicas, como demonstrado em estudos com aves e
peixes (Belay et al., 1996; Zhang et al., 2020). No presente estudo, a spirulina estimulou o
sistema imune dos peixes, visto que, foi observada uma regulacdo positiva dos genes
relacionados na resposta imune do zebrafish. Com base na regulagéo positiva da interleucina
(il4, 1110 e il115), quimiocinas (cxcl12b, cxcrdb, cxcll2a e cxcl19) e enzimas antioxidantes
(sodl) pode-se sugerir que as respostas imunes inatas do zebrafish podem ser moduladas pela
spirulina. Efeitos semelhantes foram observados na resposta imune inata de bagres do canal
(Ictalurus punctatus), quando alimentados com spirulina (Duncan and Klesius, 1996). Da
mesma forma, a administragéo oral de spirulina em carpa comum (Cyprinus carpio) apresentou
um aumento na expressdo de interleucina-1p (IL-1p) e de genes do fator de necrose tumoral-a
(TNF-0) (Watanuki et al., 2006). Esses efeitos imuno-aprimorados da spirulina em peixes
podem ser devido a presenca de vitaminas, minerais, ficocianina, B-caroteno e polissacarideos
em sua composicao (Khalil et al., 2017; Khan et al., 2005). Além dos polissacarideos da

spirulina, as ficocianinas podem estimular a produgéo de certas citocinas (Hayashi et al., 2006).
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5 CONCLUSAO

A substituicdo da farinha de peixe por spirulina demonstrou ser uma alternativa viavel
para o zebrafish. A incluséo de até 50 g/kg de spirulina melhorou o crescimento e o desempenho
reprodutivo do zebrafish. O sequenciamento do transcriptoma por RNA-Seq revelaram grandes
mudangas no perfil de expressdo dos genes relacionados a fatores miogénicos e do sistema
imune inato dos peixes alimentados com spirulina. Fornecendo assim, uma visdo dos
mecanismos moleculares subjacentes ao crescimento e imunidade. Estudos adicionais usando
os dados do transcriptoma gerados no presente estudo provavelmente fornecerdo novas
percepcOes significativas sobre os mecanismos detalhados da suplementacdo de spirulina na

dieta de peixes, 0 que pode, por sua vez, beneficiar a inddstria de aquicultura.
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Resumo

A amonia ¢ um dos poluentes comumente encontrados em sistemas intensivos. Em niveis
elevados, pode comprometer a salde dos animais e causar grandes perdas econémicas na
aquicultura. Dietas suplementadas com aditivos e/ou ingredientes imunoestimulantes podem
melhorar as condi¢cdes de salde e a resisténcia as doencas dos animais. Neste contexto, a
inclusdo de Arthrospira platensis (SM) vem apresentado resultados promissores como
promotor de crescimento, estimulo do sistema imune e funcdo antioxidante em peixes. O
objetivo deste estudo foi avaliar a substituicdo da farinha de peixe por SM, no desempenho de
crescimento, eficiéncia alimentar, parametros bioquimicos e capacidade antioxidante hepatica
de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) expostos a amonia. Os peixes foram alimentados
durante 45 dias com dietas contendo diferentes niveis de SM: 0 (SMO0), 20 (SM20), 40 (SM40)
e 60g/kg (SM60), em substituicdo a farinha de peixe, seguidos por 24h de exposic¢éo a 2.5 mg
L de aménia. O desempenho de crescimento foi determinado apés o teste de alimentagéo de
45 dias. As coletas para avaliar a atividade da ALT, AST, CAT, SOD, TAC e MDA foram
realizadas antes e ap0s o desafio com amonia. Os resultados demonstraram que 0S peixes
alimentados com as dietas SM40 e SM60 melhoram significativamente o desempenho de
crescimento, weight gain % (P=.017) e Specific growth rate % (P=0.011) em compara¢do com
a dieta SMO0. Os peixes alimentados com as dietas SM40 e SM60 apresentaram 0S menores
niveis de colesterol total (P < .001), triglicerideos (P < .001) e LDL (P < .001), comparados

com o tratamento sem SM. A atividade plasmética da alanina amino transferase (ALT) foi
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significativamente menor (P= .002) nos peixes que receberam a dieta SM40 e SMG60,
comparados a dieta SMO. A inclusdo de SM aumentou significativamente os niveis de catalase
(CAT), superoxido dismutase (SOD) e a capacidade total antioxidante (TAC) nos tratamentos
SM40 e SM60. As concentracfes de malondialdeido (MDA) apresentaram aumento em todos
0s tratamentos apds a exposicdo a aménia, quando comparado aos niveis observados antes do
desafio. As dietas com 60g/kg de spirulina inibiu significativamente os efeitos adversos da
exposicdo a amoénia nas respostas antioxidantes dos peixes. Em conclusdo, a dieta SM60
melhorou o desempenho de crescimento e demonstrou ser eficaz na reducdo dos efeitos
adversos da toxicidade da amonia em juvenis de pacu. Estes efeitos parecem estar relacionados
com compostos antioxidantes presentes na spirulina, que podem melhorar o crescimento e
mitigar os danos no tecido hepatico induzidos por aménia em juvenis de pacu.

Palavras-chave: Neotropical fish; fish nutrition; antioxidant defenses; hepatoprotective;

oxidative stress

1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos de alto valor nutricional esta crescendo a medida que a
populagdo mundial aumenta. Neste sentido, a producdo de peixes em cativeiro pode ser a
resposta para atender este consumo. Produzindo mais de 50% de todo o pescado consumido
pelo homem, a aquicultura € um importante setor do programa global de seguranca alimentar
(FAO 2016; Santis et al., 2015). No entanto, para atender as crescentes demandas por pescado,
os sistemas de aquicultura estdo se tornando cada vez mais intensivos. A intensificacdo da
aquicultura requer altas taxas de alimentacdo, elevada densidade de estocagem e manejo
intenso, sujeitando os animais a condi¢des de estresse, que podem afetar negativamente a satide
e 0 crescimento.

Um fator determinante para a expansdo dos sistemas intensivos de aquicultura é o uso
de dietas de alta qualidade. Visto que em sistemas intensivos, a Unica fonte de nutrientes dos
animais é obtida através das dietas. O aumento dos compostos nitrogenados na agua, em
sistemas de aquicultura podem ocorrer devido a superalimentacdo e desiquilibrio nutricional
das dietas (Mirghaed et al., 2020; Wilson, 2002). Os peixes excretam a maior parte dos residuos
nitrogenados como amoOnia, que pode ser encontrada de duas formas nos ambientes aquaticos,
a ionizada (NH4") e ndo ionizada (NH3) (Pereira e Mercante, 2005). A amdnia nao ionizada

pode ser muito toxica para 0s peixes, concentragdes de < 1 mg/L de nitrogénio amoniacal ndo
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ionizado pode levar a morte da maioria das espécies de peixes (Barbieri and Bondioli, 2015;
Benli et al., 2008).

Os niveis de amonia na agua podem afetar negativamente a saude dos peixes, como
demonstrado em alguns estudos, a intoxicacdao por aménia pode causar um aumento no estresse
(Barbieri e Bondioli 2015; Gongalves et al. 2017), imunossupresséo (Xuan et al. 2013), estresse
oxidativo (Hegazi, Attia, e Ashour 2010; Pan, Chien, e Wang 2011; Sinha et al. 2014; Hoseini
et al. 2019) e danos nos tecidos dos peixes (Peyghan e Takamy 2002; Benli, Koksal, e Ozkul
2008; Dong et al. 2013). Estes efeitos, geralmente diminuem o crescimento e tornam os peixes
mais suscetiveis as doencas (Ashley 2007; Tort 2011). Como a capacidade dos peixes de
suportar o estresse ambiental e aumentar a resisténcia a patdgenos depende em grande parte do
seu estado nutricional, a necessidade de intervengdes alimentares que melhorem a sadde dos
peixes tornou-se um passo importante para o desenvolvimento da aquicultura sustentavel.

O uso de aditivos na dieta dos peixes demonstrou ser um método altamente eficaz para
aumentar a resisténcia e suprimir os efeitos adversos de substancias toxicas presentes nos
sistemas de cultivo (Mai et al., 2012; Zhang et al. 2012; Tahmasebi-Kohyani et al. 2012;
Dawood et al. 2017; Taheri Mirghaed, Fayaz, e Hoseini 2019; Hoseini et al. 2019). Além disso,
a suplementacdo dietética com aditivos imunoestimulantes pode aumentar o crescimento,
melhorar a resposta antioxidante e fortalecer o sistema imune dos peixes (Chakraborty e Hancz
2011; Oliva-Teles 2012; Vallejos-Vidal et al. 2016). Na Gltima década, houve um interesse
crescente no uso de extratos de plantas, ervas e microalgas como suplementos alimentares
imunoestimulantes em peixes.

A presenca de compostos imunoestimulantes, acdes antioxidantes e moduladoras do
metabolismo fazem das microalgas ingredientes promissores na alimentacdo de peixes (Meena
et al. 2013; Becker 2007). Entre as diversas espécies de microalgas, a Arthrospira platensis -
spirulina (SM) vem recebendo atencdo como suplemento em dietas para animais. Devido a
presenca de ficocianinas e ficoeritrinas, substancias que atuam no sistema imune e atividade
antioxidante, a SM pode servir como uma ferramenta profilatica para prevenir doencas,
melhorando as respostas imunoldgicas dos peixes antes de eventos estressantes.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma espécie naturalmente distribuida na America
do Sul (Godoy, 1975). Atualmente é cultivado do nordeste da Argentina até a regido centro-
oeste do Brasil (Cian et al. 2017). Devido ao elevado ganho de peso, manejo simples e notavel

plasticidade alimentar (Jomori et al., 2003; Urbinati et al., 2010) é muito valorizado para fins
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comerciais. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da substituicdo da farinha de peixe
por Arthrospira platensis no desempenho de crescimento, pard@metros bioquimicos plasmaticos,
estado antioxidante hepatico e a resisténcia a intoxicacdo por amoénia de juvenis de pacu (P.

mesopotamicus).

2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados em estrita
conformidade com as normas institucionais do Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob o protocolo n® 108/18 e
atende as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
para o cuidado e uso de animais de laboratorio.

2.1 Dietas

Foram formuladas quatro dietas, isoproteicas e isoenergéticas, com 320 g kg* de
proteina bruta e 17 MJ g kg* de energia bruta (Tabela 1), utilizando o software de formulagio
de racdo SuperCrac 6.1 (TD Software, Vigosa, MG, BRA). As dietas continham niveis
crescentes de spirulina meal (SM) (A. platensis, Olson Nutricdo, RS, Brazil, 57% de proteina
bruta), 0, 20, 40 e 60 g kg, em substituicdo a FM. Os ingredientes foram cuidadosamente
misturados e umedecidos com aproximadamente 40 % de agua e depois transformados em
pellets, forcando a mistura através de um moedor de carnes, os pellets foram cortados em um
tamanho de aproximadamente 1 mm. Os granulos foram secos em uma estufa de ventilagédo de
ar forcada com uma temperatura de 55 °C por 24h e posteriormente armazenadas em sacos
plasticos herméticos em um freezer a uma temperatura de 4 °C até o uso.

A composicdo proximal das dietas foi realizada seguindo a metodologia da AOAC
(AOAC, 2000). A umidade foi avaliada secando as amostras a 105 °C por 24 h em uma estufa;
gordura bruta pelo metodo Soxlet; proteina bruta (N x 6,25) pelo método Dumas modificado
(Ebling, 1968) em um analisador de nitrogénio Leco FP-528 e cinzas por incineracdo a 550 °C
em um forno mufla (Thermo Fisher Scientific, USA). Todas as analises quimicas foram

realizadas em triplicatas.
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Tabela 1. Ingredientes (g kg™) e composicdo proximal (peso seco) de dietas para juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus) com niveis crescentes de spirulina (Arthrospira platensis) em substitui¢éo
a farinha de peixe.

Diet designation (g kg?) fish meal replacement) ~ *All

Ingredientes® (g kgl)

SMO0 SM20 SM40 SM60
Spirulina - 20 40 60
Fish meal 60 40 20 -
Soybean meal 569.5 567.2 565 564
Wheat meal 200 200 200 190.9
Broken rice 84.9 88.7 92.4 103.1
Corn meal 50 50 50 50
Soybean oil 10 10 10 10
Dicalcium phosphate 10 10 10 10
Premix? 10 10 10 10
Calcareous 3.6 2.1 0.6 -
BHT? 2 2 2 2
Analyzed composition* (g kg™)
Dry-matter 925.7 932.5 929.6 926.5
Crude protein
Ether extract 23.1 23.3 22.2 23.3
Ash 73.7 57.4 55 44.9
Gross energy (MJ kg™t) 17.3 17.2 17.16 17.16

ingredients were obtained from a local commercial source.

2Total ragBes (Varginha, MG, Brazil): Guaranteed vitamin and mineral supplement levels per kilogram of product:
vit. A = 1,200,000 IU; vit. D3 = 200,000 IU; vit. E = 12,000 mg; vit. K3 = 2400 mg; vit. B1 = 4,800 mg; vit. B2
= 4,800 mg; vit. B6 = 4,000 mg; vit. B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200 mg; calcium pantothenate = 12,000mg;
vit. C = 48,000 mg; biotin = 48 mg; choline = 65,000 mg; niacin = 24,000 mg; Fe =10,000 mg; Cu = 6,000 mg;
Mn = 4,000 mg; Zn = 6,000 mg; | = 20 mg; Co = 2 mg; Se = 20 mg.

SBHT = butyl hydroxy toluene.

“Diets were analyzed by the Agquaculture and Fish Nutrition Laboratory (Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Michoacan, México).

2.2 Peixes e protocolos experimentais

Os juvenis de pacu (P. mesopotamicus) foram adquiridos de um fornecedor local e
transferidos para o Central Animal House of UFLA. Apds a aclimatacdo dos peixes por trés
semanas, um numero total de 180 juvenis de pacu (0,97 £ 0,04 g) foram alocados em 12
aquarios de vidro, de 45 L (45 x 30 x 35 c¢cm), distribuidos em quatro tratamentos com trés
repetices, em uma densidade de 15 peixes por aquério. A dgua dos aquérios fluia por gravidade
para um tanque de filtragem de 250 L, constituido de um sistema com filtragem mecénica
através de feltro e espumas, posteriormente a agua fluia para um filtro biolégico com anéis de
ceramica de onde a agua era bombeada para uma camara com luz ultravioleta (UV light) antes
de retornar para os aquarios. A temperatura da agua foi controlada com trés aquecedores de 250
watts (Roxin HT-1300), mantidos no tanque de filtragem. Cada aquario contava com um
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sistema de aeracdo individual, composto por pedras porosas ligadas através de uma mangueira
de silicone a um aerador eletromagnético (Boyu - Acg-003). Um fotoperiodo de 12 h: 12 h de
luz/escuro foi estabelecido durante todo o ensaio. Os animais foram alimentados a méo trés
vezes ao dia (8h, 11h e 15h), até a saciedade aparente por um periodo de 45 dias. Os parametros
de qualidade 4gua medidos diariamente foram temperatura e pH, que apresentaram uma média
de 286 £ 1,4 ° Ce 7,8 £ 0,7. As medicdes semanais de oxigénio dissolvido e amonia total
foram em média de 6,9 + 1,2 mg L e 0,06 + 0,07 mg L, respectivamente, todos os valores
adequados para criacdo de juvenis de pacu.
2.3 Desempenho zootécnico

Os peixes foram medidos e pesados individualmente com auxilio de um paquimetro e
de uma balanca digital de precisdo. O peso final (FW), ganho de peso (WG), taxa de
crescimento especifico (SGR), consumo alimentar diario (DFI), comprimento total (TL), indice
hepatossomatico (HSI), feed efficiency ratio (FER), consumo alimentar diario (FI), protein
efficiency ratio (PER) e taxa de sobrevivéncia foram determinados para cada tanque usando a
seguinte férmula:

FW (g) = Peso final individual.

WG (g) = (Peso final individual — Peso inicial individual).

SGR (%) = 100 (Ln W2-Ln W1) / T2-T1.

DFI (%) = 100 x (Consumo total de racao/dias).

TL (mm) = Medido da ponta do focinho até o final da nadadeira caudal.

PER (%) = 100 x WG/(consumo alimentar/ % proteina na dieta)

HIS = 100 x (peso do figado/peso corporal)

Taxa de sobrevivéncia (%) = 100 x (namero final de peixes) / (nimero inicial de peixes).
Onde W1 e W2 séo o peso inicial e final (mg), respectivamente; T2 - T1 € o nimero de dias no
periodo de alimentacéo.
2.5 Parametros bioquimicos

Ao final do teste de alimentagéo, os animais foram mantidos em jejum por 24 h. Quatro
animais por replica foram capturados, anestesiados e posteriormente coletado amostras de
sangue (200 ul) por puncéo caudal, com seringas heparinizadas e armazenados em tubos
plasticos. As amostras de plasma foram separadas ap6s 10 min de centrifugacdo (5500 Q) e
armazenadas a -80 °C até as analises.
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Os niveis plasmaéticos de glicose, colesterol total (TCHO), high-density lipoprotein
(HDL), low-density lipoprotein (LDL) e triglicerideos (TGO) foram medidos utilizados kits
comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). A leitura das absorbancias de cada um dos
ensaios foi realizada através de um espectrofotémetro Biotek Epoch (Biotek, Winooski, VT,
USA), sendo realizado triplicata de cada amostra.

A atividade de alanina amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST) do
plasma, foram determinadas cineticamente, atraves de um espectrofotdémetro com leitor de
microplacas (Biotek, Winooski, VT, USA) usando kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte,
MG, Brasil).

2.6 Enzimas antioxidantes

A coleta do figado foi feita em trés animais por réplica. A dissecacdo dos animais foi
realizada em uma placa de gelo a 2 °C, utilizando pincas e bisturis estéreis de uso individual.
Os figados foram removidos por inteiro, acondicionados em tubos criogénicos com volume de
2 mL, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultra freezer a -80 °C até as analises
posteriores.

Um fragmento de figado (x 200 mg) por réplica foi homogeneizado em tampéo fosfato
de potassio (0,1 M, pH 7) na propor¢do 1:5 (peso/volume) e centrifugado a 16.000 x g por 30
minutos a 4 ° C. O sobrenadante foi dividido em aliquotas para atividade da catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), total antioxidant capacity (TAC), peroxidacdo lipidica
(substancias reativas ao acido tiobarbitarico TBARS) e proteina total. Todas as analises foram
feitas em triplicata e as leituras foram feitas em um espectrofotémetro com leitor de microplacas
(PowerWave XS, Biotek, Winooski, VT, USA).

A atividade de CAT foi medida em 240 nm, conforme descrito por Aebi (1984), na qual
ocorre o decréscimo de absorbancia a 240 nm devido a degradacédo do peroxido de hidrogénio
em oxigénio e agua. A leitura da absorbancia foi realizada a cada 15 s por 3 min e a atividade
foi expressa em umol min mg? de proteina. A atividade da SOD foi medida com base na
capacidade da enzima de inibir a redugdo do nitro blue tetrazolium (NBT) pelos radicais
superdxido (Crouch et al., 1981) medida através de um espectrofotdbmetro em 560 nm, a
atividade foi expressa em U SOD mg™ proteina. A peroxidacéo lipidica e o TAC foram medidos
usando Kkits comerciais, seguindo as recomendagdes do fabricante (BioAssay Systems,
Hayward, CA, USA).
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2.7 Desafio a amoénia

Ao final do periodo experimental seis animais por repeticdo foram expostos a uma
concentracio de 3 mg L™ de amonia total durante 24 h. A solugdo estoque de amdnia foi
preparada dissolvendo a quantidade necessaria de cloreto de amonio em &gua deionizada e
adicionada ao sistema de acordo com a equacao de Bower e Bidwell (1978) com base no pH e
temperatura da agua dos aquérios. O fluxo de agua foi interrompido durante o desafio. O pH,
temperatura, oxigénio dissolvido e amdnia total da agua foram medidos antes e apos a adigédo
da solucéo estoque de amoénia.

Os peixes foram amostrados ap6s o desafio para determinar a sobrevivéncia, parametros
bioquimicos plasmaticos de AST, ALT, enziméaticos de CAT, SOD, MDA e TCA. A coleta do
sangue, dissecacdo para retirada do figado e as analises foram realizadas conforme o descrito
anteriormente.

2.8 Anélise estatistica

Os dados foram verificados quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Teste de Levene). Posteriormente os dados de desempenho de crescimento,
total cholesterol, triglycerides, HDL e LDL foram avaliados atraves da ANOVA unidirecional
e teste de Tukey para encontrar os efeitos dos niveis de SM em substituicdo a FM nas dietas.
Os dados de glucose, AST, ALT e os marcadores de condigdo oxidativa no figado, foram
submetidos a ANOVA bidirecional para encontrar os efeitos SM na dieta e exposi¢éo a amonia.
Efeitos significativos da interagdo da SM e exposicdo a amonia foram encontrados; assim testes
de ANOVA unidirecional e Tukey foram utilizados para analisar estes dados. Diferencas
significativas foram consideradas em P < 0.05. Os dados foram analisados utilizando no SAS
9.4 e 0s dados sdo expressos como média = SEM.

3. RESULTADOS
3.1. Desempenho zootécnico

Os peixes tiveram um bom crescimento e nenhum problema de saude foi verificado
durante o periodo experimental. N&o foi registrada mortalidade em nenhum dos tratamentos,
apos 45 dias de alimentacdo com as dietas experimentais. Os maiores crescimentos em termos
de peso final (g), ganho de peso (%) e taxa de crescimento especifico (SGR) foram obtidos nos
grupos SM40 e SM60 (Tabela 2), quando comparados ao grupo SMO. A taxa de eficiéncia

alimentar (FER) e a taxa de eficiéncia proteica (PER) ndo foram influenciados pelos niveis de
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SM nas dietas, mas os peixes alimentados com a dieta SMO apresentaram valores
numericamente mais baixos. O consumo alimentar (DFI g day™?) foi significativamente maior
no grupo SM40, em comparagdo com o grupo SMO. Ndo foram observadas diferencas
significativas para 0 HSI em nenhum dos peixes alimentados com as diferentes dietas
experimentais.

Tabela 2. Desempenho zootécnico de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) e sobrevivéncia ap6s alimentacao por 40 dias
com diferentes niveis de spirulina em substituicdo a farinha de peixe.

Parameters Treatment
SMO SM20 SM40 SM60 P -value

Initial weight (g) 0.96+0.02 0.99+0.03 0.96+0.02 0.98+0.02 0.689
Final weight (g) 5.90+0.11° 6.83+0.03% 7.79+0.502 7.65+0.422 0.006
Weight gain (%) 516.45+16.74° 588.35+18.62% 711.29457.93? 677.78+31.98° 0.017
SGR ! (%) 5.19+0.08° 5.51+0.08% 5.97+0.202 5.86+0.122 0.011
Total length (cm) 7.44+0.26 7.11+0.05 7.43+0.02 7.29+0.21 0.501
HSI 1.44+0.07 1.68+0.16 1.64+0.05 1.66+0.14 0.476
FER? 64.69+1.48 65.93+3.14 70.47+2.87 74.15+4.01 0.182
FI® g day? 0.22+0.01° 0.25+0.01% 0.28+0.012 0.26+0.01% 0.025
PER* 1.80+0.04 2.06+0.10 1.94+0.08 2.07+0.11 0.187
Survival (%) 100 100 100 100 -

Dados expressos como + SEM.
1Taxa de crescimento especifico.
2Eficiéncia alimentar.

3Consumo alimentar.

“Taxa de eficiéncia proteica.
SIndice hepatossomatico.

3.2 Parametros bioquimicos e enzimas antioxidantes

O HDL nao apresentou diferencas significativas entre as diferentes dietas (Tabela 3).
Por outro lado, a concentracdo de colesterol total, triglicerideos e LDL exibiram tendéncia de
variacdo semelhante durante o periodo experimental. Uma reducdo significativa nos niveis de
TCH, TG e LDL foi observada com o aumento da spirulina na dieta em substituicdo a FM
(Tabela 3).

Tabela 3. Parametros bioquimicos plasmaticos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) alimentados com niveis
crescentes de spirulina (Arthrospira platensis) em substituicdo a farinha de peixe durante cinco semanas

Parametros Dietas
SMO SM20 SM40 SM60 P-value
Total cholesterol 193.31+4.512  175.10+1.882 135.15+9.67° 134.23+8.96° <0.001
Triglycerides 259.74+9.582  198.97+19.85%  166.24+16.10°  159.14+21.18>  <0.001
HDL! 64.22+3.48 56.01+4.75 48.29+6.49 67.69+10.66 0.268
LDL? 77.15+1.042 79.3041.992 53.62+9.07° 34.72+6.940 <0.001

Data are expressed as means = SEM. Means with different letters superscripts in the same line are significantly different (P <0.05).
1 High density lipoprotein
2 Low density lipoprotein

A exposicdo a amoénia levou a um aumento significativo nas atividades plasméticas de

AST, ALT e nos niveis de glicose plasmaética (Tabela 4). A substituicdo de FM por SM nas
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dietas SM40 e SM60 apresentou atividade da ALT significativamente menor que a dieta SMO.
Os niveis de substituicdo da FM por SM tiveram efeitos de interagdo significativa na atividade
plasmatica de ALT. Por outro lado, a substituicdo de FM por spirulina nas dietas nédo

apresentaram efeitos significativos nos niveis de AST e glicose plasmatica.

Tabela 4. Atividade de AST, ALT e niveis plasmaticos de glicose em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) alimentados
com niveis crescentes de spirulina (Arthrospira platensis) em substituicdo a farinha de peixe por 35 dias, seguidos por 24 h de
exposicao a amonia.

Desafio a amonia Dieta AST (U L) ALT (ULY Glicose (mg dL™Y)

Médias individuais dos tratamentos

Antes do desafio SMO0 52.97+0.72 5.3610.11 78.22+4.88
SM20 52.42+0.47 5.41+0.18 81.78+0.70
SM40 51.26+1.90 5.26+0.09 88.63+15.93
SM60 50.37+0.96 5.54+0.30 70.00£5.60

Apbs o desafio SMO 70.05£1.95 22.80+0.88a™" 91.77+4.52
SM20 74.58+2.01 19.75+0.31ab™" 106.80+9.35
SM40 75.66+0.21 16.83+0.99b™" 95.05+12.05
SM60 72.40£1.37 16.39+0.72b™" 112.34+15.09

Efeitos principais médios
SMO 61.51+3.93 14.08+3.92% 85.00+4.24
SM20 63.50+5.04 12.58+3.21% 94.29+6.99
SM40 63.46+5.52 11.04+2.62b 91.84+9.05
SM60 61.39+4.98 10.96+2.45° 91.17+£11.90

Antes do desafio 51.76+0.58° 5.39+0.09° 76.66+4.26°

Apbs o desafio 73.17+£0.932 18.94+0.85% 101.49+5.328

Two-way anova: P-values

Antes do desafio 0.261 0.002 0.813

Ap6s o desafio <0.001 <0.001 0.007

Dietas 0.092 0.001 0.327

AST: Aspartate transaminase.

ALT: Alanine transaminase.

Dados sdo expressos como media = SEM.

Letras mindsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os diferentes tratamentos apos a exposi¢do a amoénia. Asteriscos

mostram as diferencas significativas (*** P < 0.001) em comparagdo com os niveis de spirulina correspondentes antes do desafio com

amonia.

O status antioxidante hepatico dos juvenis de pacu alimentados com diferentes niveis

de SM é demonstrado na Tabela 5. A atividade hepética da CAT e TAC foi significativamente
maior nos peixes alimentados com as dietas SM40 e SM60 se comparados as dietas SMO e
SM20, enquanto a maior atividade da SOD foi observada no grupo que recebeu a dieta SM60,
comparada com os peixes alimentados com qualquer uma das outras dietas. Antes da exposi¢do
a amonia as maiores atividade da CAT e SOD foram observadas nos peixes alimentados com a

dieta SM60, ao passo que os maiores de niveis da TAC foram nos grupos SM40 e SM60,
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comparados aos peixes que receberam a dieta SMO. A exposi¢do a amonia por 24h aumentou
significativamente a atividade da CAT, SOD e TAC em todos os animais. Por outro lado, néo
foi observada interacdo significativa entre as dietas e a exposicdo a amonia, exceto para
atividade da TAC (Tabela 5).

Apls a exposicdo a amoénia, a atividade hepatica da CAT e da SOD foi
significativamente maior nos peixes alimentados com a dieta SM60, comparados aos peixes do
grupo SMO. Por outro lado, a exposicdo a amobnia aumentou significativamente os niveis de
TAC em todos 0s grupos, quando comparado aos mesmos tratamentos antes do desafio. Além
disso ndo foram observadas diferencas significativas para os niveis de TAC em nenhuma das

dietas testadas apds a intoxicacdo por amonia.

Tabela 5. Efeitos da substituicdo de farinha de peixe por spirulina na atividade de enzimas antioxidantes hepaticas
de juvenis de pacu, alimentados por cinco semanas, seguidos por 24 h de exposi¢do a aménia.

CAT (umol mg'l protein™ SOD (U mg'1 protein- TAC (UM L'l)

Dietas Desafio a amonia 1y 1y

Médias individuais dos tratamentos

Antes do desafio ~ SMO 8.95+0.48° 76.70+3.70° 17.16+0.27¢
SM20 10.74+0.38° 102.84+9.90% 20.92+0.12°
SM40 12.13+0.25% 104,50+5.12% 25.18+0.612
SM60 12.74+0.15? 126.67+5.572 25.27+0.392

Apbs o desafio SMO 13.41+0.778 85.15+3.00¢ 30.59+0.38A
SM20 14.24+0.1878 99.85+5.87¢ 31.44+0.38~™
SM40 17.22+1.5148 118.66+0.80° 29.88+0.814
SM60 17.91+0.744 138.40+4.57A 30.02+0.204™

Efeitos princiapais médios
SMO 11.18+1.08° 80.92+2.85°¢ 23.88+3.01°
SM20 12.49+0.80° 101.3545.19° 26.18+2.36"
SM40 14.68+1.33? 111.58+3.93° 27.53+1.15%
SM60 15.33+1.20° 132.53+4.152 27.65+1.082

Two-way anova: P-values

Antes do desafio 11.14+0.46° 102.67+6.01 22.13+1.03°

Apbs o desafio 15.69+0.70? 110.52+6.27 30.48+0.282

Dietas <0.001 <0.001 <0.001

Amonia <0.001 0.057 <0.001

Dieta x am6nia 0.229 0.424 <0.001

CAT: Catalase.
SOD: Superoxide dismutase.
TAC: Capacidade antioxidante total.

Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os diferentes tratamentos antes da exposi¢do a amonia; enquanto que
letras maiusculas indicam diferencas significativas entre os diferentes tratamentos apds a exposi¢do a amonia. Asteriscos mostram as
diferencas significativas (*** P < 0,001) em comparagdo com os niveis de spirulina correspondentes antes do desafio com amoénia.

A exposicdo a amonia levou a um aumento significativo nas concentracbes de MDA
hepatico (Figura 1A). Os peixes alimentados com a dieta SM60 diminuiram significativamente
o0s niveis de MDA em comparagdo ao grupo SMO (Figura 1B). Os niveis dietéticos de spirulina

e a exposicao a amonia tiveram efeitos de interacdo significativos nos niveis de MDA. Apos 0
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desafio, os niveis de MDA foram significativamente maiores em todos os tratamentos
comparados aos mesmos niveis de spirulina antes da exposi¢do a amoénia (Figura 1C). As
concentracdes de MDA antes da exposicdo amonia ndo apresentaram diferencas significativas
para nenhuma das dietas testadas. Por outro lado, apds a exposicdo a amonia, foi observada
uma tendéncia de redugdo nos niveis de MDA com o aumento da A. platensis nas dietas, sendo
gue os peixes alimentados com até 60g/kg de spirulina apresentaram os menores niveis (Figura
1).

P <0.000 30- P=0.013

1 a
1 25 ab ab

T SMO SM20 SM40 SM&0
Before After

ammonia ammonia Treatment
challenge challenge

30 P=0013 —T— AB A

abBua|eys eluowwe Jayy

. abua|eyo eluOWIWE sl0jag

SMO SM20 SM40 SM60 SMO SM20 SM40 SMB0

Treatment

Figura 1. Concentracdo de MDA hepético em juvenis de pacu, alimentados com niveis crescentes de spirulina em
substituicdo a farinha de peixe por cinco semanas, seguidos de 24 h de exposi¢do a aménia. Concentracdo de MDA
antes e depois da exposicdo a amobnia (a); Concentracdes de MDA nos diferentes tratamentos (b); Concentracbes
de MDA antes e depois da exposicdo a amdnia nas diferentes dietas, letras mintsculas indicam diferengas
significativas entre os diferentes tratamentos antes do desafio. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos antes e depois da exposicdo a amonia. Os asteriscos indicam
diferencas significativas (*** P < 0.001) em comparagdo com os niveis de spirulina correspondentes antes do
desafio (c).

4. Discussao

Os resultados do presente estudo demonstram que a farinha de peixe (60 g kg™?) pode

ser completamente substituida por SM, sem nenhum impacto negativo no desempenho de
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crescimento e eficiéncia alimentar dos juvenis de pacu. Além disso, a sobrevivéncia observada
foi de 100% em todos os tratamentos, indicando que a saude dos animais n&o foi comprometida.
Os peixes alimentados com as dietas SM40 e SM60 exibiram peso final, ganho de peso e SGR
significativamente maiores aos que receberam a dieta SM0. Os mecanismos de acdo da spirulina
no crescimento dos peixes pode ser atribuido a presenca de compostos bioativos, efeitos pré
bidticos (Ramakrishnan et al., 2008), alto teor de proteinas, adequado perfil de aminoacidos e
acidos graxos (Becker, 2013; Nakagawa et al., 2007), alto teor de vitaminas (Abdel-Tawwab
and Ahmad, 2009), atividade antioxidante e imunoestimulante (Ravi et al., 2010). O
desempenho de crescimento elevado também foi relatado em outras espécies de peixe, quando
alimentados com dietas contendo spirulina. Melhores taxas de crescimento foram observadas
em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com até 30% de spirulina na dieta
(Velasquez et al., 2016). A substituicdo de até 40% de FM por spirulina em dietas para tilapias
(O. mossambicus) ndo causaram efeitos negativos no crescimento (Olvera-Novoa et al., 1998).
Da mesma forma, Cao et al. (2018) observaram que a FM na dieta poderia ser totalmente
substituida por A. platensis, sem causar efeitos adversos no crescimento da gibel carp
(Carassius gibelio).

A spirulina, possui uma parede celular fina, composta de 80% de pectina e 20% de
celulose (Cohen, 1997) e nao contem fatores anti-nutrients, quando comparada a fontes de
proteina de origem vegetal, o que resulta em uma melhor digestdo e absorcdo pelos peixes
(Nakagawa et al., 2007). No presente estudo, a taxa de eficiéncia alimentar e a taxa de eficiéncia
proteica ndo apresentaram diferencas significativas entre os peixes alimentados com as dietas
contendo spirulina e o grupo SMO. Por outro lado, o consumo alimentar foi significativamente
maior nos peixes que receberam a dieta SM40, quando comparados aos alimentados com a dieta
SP0. O aumento no feed intake nos peixes alimentados com spirulina pode ser atribuido a esta
microalga melhorar a atratividade das dietas. Silva-Neto et al. (2012) relataram que a incluséo
de 0,5% de spirulina na dieta pode ser utilizada como um atrativo alimentar nutricionalmente
eficiente para Litopenaeus vannamei. Resultados semelhantes foram observados por Jaime-
Ceballos et al. (2007), que relataram um aumento na atratividade em dietas com 5% de A.
platensis para L. schimitti. Estes autores sugeriram que o aumento no feed intake,
proporcionado pela spirulina, pode ser atribuido a compostos ativos responsaveis por sua

atratividade, como: nucleotideos, aminoacidos e/ou pigmentos.
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Os parametros bioquimicos sanguineos sdo uma ferramenta importantes para avaliar as
condicOes gerais da salde dos peixes, especialmente em situacfes de desequilibrio ambiental
ou nutricional (Adel et al., 2016; Gabriel et al., 2015; Kader et al., 2012). Estudos anteriores
demonstraram que a inclusdo de microalgas na dieta pode influenciar o metabolismo lipidico
(Mustafa and Nakagawa, 1995; Xu et al., 2014). O presente estudo indicou que 0s niveis de
TCHO e TG foram significativamente menores nos peixes alimentados com as dietas SM40 e
SM60. Efeitos semelhantes foram observados rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
alimentadas com até 10% de spirulina na dieta (Yeganeh et al., 2015). Essa reducao pode devido
ao potencial efeito hipocolesterolémico da spirulina. Além disso, a spirulina contém compostos
antioxidantes como ficocianina, B-caroteno e compostos fenolicos, que diminuem os niveis
lipidicos séricos (Colla et al., 2008).

Os peixes podem reagir a fatores de estresse ambiental, elevando os niveis plasmaticos
de glicose (Barton, 2002). No presente estudo os niveis plasmaticos de glicose ndo diferiram
entre os diferentes tratamentos, antes e ap0s a exposicdo a aménia. Por outro lado, apds a
exposicdo a amonia a glicose plasmatica aumentou significativamente em todos os tratamentos,
quando comparado aos niveis antes da exposi¢do. Estudos anteriores demonstraram que o
aumento nos niveis de amdnia ambiental leva a um aumento nos niveis plasmaticos de glicose
dos peixes (Randall and Tsui, 2002; Yousefi et al., 2020). Esse aumento nos niveis plasmaticos
de glicose, pode ser atribuido a uma demanda de energia para o0s peixes enfrentarem o estresse
ambiental (Taheri Mirghaed et al., 2018).

A AST e ALT sédo enzimas metabdlicas celulares encontradas em baixas concentragdes
no plasma sanguineo dos peixes (Rama and Manjabhat, 2014). O aumento na atividade destas
enzimas pode ser usado como um indicador na deteccdo de doencas, alteracbes em funcoes
metabolicas ou danos no tecido (Firat et al., 2011; Rama and Manjabhat, 2014). No presente
estudo, foi observado um aumento significativo nas atividades plasmaticas de AST e ALT em
todos os tratamentos apds a exposi¢cdo a amdnia. Esse aumento pode ser atribuido a danos
causados nos hepatocitos, que liberam AST e ALT no espaco extracelular (Ozer et al., 2008)
devido a toxicidade da amonia. Apds serem liberadas a AST e ALT entram na corrente
sanguinea e assim, aumentam os niveis sericos (Firat et al., 2011; Ozer et al., 2008). Além disso,
foi relatado que AST e ALT desempenham um papel importante no sistema de desintoxicagéo
da aménia em teledsteos (d’Apollonia and Anderson, 1980). Resultados semelhantes foram

demonstrados para carpa comum (Cyprinus carpio), que apresentaram elevagdo nos niveis
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circulantes de AST e ALT quando expostas a amonia (Rama and Manjabhat, 2014; Taheri
Mirghaed et al., 2018). Por outro lado, ap6s a exposi¢do a aménia, 0s peixes alimentados com
as dietas SM40 e SM60 demonstraram uma melhora significativa nas fungdes hepaticas,
diminuindo os niveis de ALT, quando comparados aos pacus alimentados com a dieta SMO.
Esse efeito protetor da Spirulina ¢ atribuido as suas atividades antioxidantes e anti-inflamatérias
(Abdelkhalek et al., 2017). A suplementacdo de spirulina na dieta de tilapia do Nilo (O.
niloticus) demonstrou um efeito hepatoprotetor, reduzindo significativamente a atividade
enzimatica das transaminases hepaticas, quando estes animais foram expostos a deltametrina e
diazinon (Abdelkhalek et al., 2017, 2015).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a produgdo de radicais
livres e metabolitos reativos, chamados de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo a sua
eliminacdo realizada por mecanismos denominados antioxidantes (ElI Golli-Bennour and
Bacha, 2011). O status antioxidante dos organismos podem ser avaliados através de testes de
enzimas antioxidantes, as quais podem servir como biomarcadores do estresse oxidativo
(Kohen and Nyska, 2002). As enzimas Superoxide dismutase (SOD) e catalase (CAT) sao
componentes importantes para desintoxicar ROS (Yilmaz, 2019). Visto que, a dismutacdo do
O altamente reativo é catalisada pela SOD em H>O2 menos reativo, o qual é decomposto em
agua e oxigénio pela CAT (Mirghaed et al., 2020; Yilmaz, 2019). O aumento na atividade destas
enzimas tem sido associado a mitigacao do estresse oxidativo em peixes (Hoseini et al., 2019).
No presente estudo a substituicdo de FM por SM proporcionou um aprimoramento na atividade
hepéatica de CAT, SOD e TAC, sugerindo a ativacdo do sistema antioxidante protegendo o0s
organismos de danos oxidativos (Teimouri et al., 2019; Yousefi et al., 2020; Zhang et al., 2018).
Isso pode ser atribuido & compostos antioxidantes como ficocianina e 3-caroteno, presentes na
spirulina, que podem inibir geracdo de radicais livres e a peroxidacao lipidica (Wu et al., 2016).
Além disso, estudos anteriores sugeriram que dietas contendo spirulina podem melhorar os
niveis de TAC dos peixes (Abdel-Latif and Khalil, 2014; Yu et al., 2018). Da mesma forma, no
presente estudo o aumento hepatico da TAC nos peixes alimentados com 40 e 60 g/kg de
spirulina apresentam acdo de eliminacéo de radicais livres.

A atividade hepética da CAT e SOD, ap0s a exposicdo a amonia, foi semelhante aos
niveis observados antes do desafio. Por outro lado, a TAC aumentou de forma significativa em
todos os tratamentos ap0s a exposicdo a amoénia. Estes resultados indicam que a 60 g/kg de
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spirulina estimularam o sistema antioxidante dos juvenis de pacu, mesmo apds a intoxicagdo
aguda por amonia, reduzindo o estresse oxidativo.

O malondialdeido (MDA) é o produto da peroxidacéo lipidica, leva a toxicidade celular
e acelera o dano as células e aos tecidos, também pode ser usado como um dos indices da
peroxidacdo lipidica (Halliwell, 2012; Liu et al., 2010). No presente estudo ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de MDA antes da exposi¢cdo a am6nia. Embora
o0s niveis de MDA terem aumentado de forma significativa em todos os tratamentos apos o
desafio a amonia, 60g/kg de A. platensis suprimiu significativamente a peroxidacao lipidica nos
juvenis de pacu. Da mesma forma, Xing et al. (2016) relataram que a toxicidade da levou ao
aumento do nivel de MDA em amonia Ctenopharynodon idella. Os resultados da peroxidagao
lipidica no presente estudo estdo de acordo com Abdelkhalek et al. (2015), que observaram
reducdo nos niveis de MDA no figado de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
suplementadas com A. platensis. Os resultados deste estudo indicam um possivel papel protetor
de 60g/kg de A. platensis por intoxicagdo a aménia por 24h, pois reduziu a peroxidacao lipidica
no figado de juvenis de pacu. Além disso, a SM proporcionou um aumento na atividade das
enzimas antioxidantes, as quais desempenham um papel muito importante na mitigacdo e
resisténcia aos danos causados pela peroxidac&o lipidica (Liu et al., 2010). A spirulina, possui
em sua composi¢cdo compostos antioxidantes, ficocianina e p-caroteno, que podem elevar o

status antioxidante, individualmente ou por uma acao sinérgica (Teimouri et al., 2019).

Concluséo

A substituicdo da farinha de peixe por até 60g/kg de Arthrospira platensis, melhorou o
desempenho de crescimento dos juvenis de pacu sem afetar a eficiéncia alimentar, reduzindo
0s niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos e LDL. Além disso, 0s presentes
resultados indicam um papel hepatoprotetor da spirulina, atenuando o0 aumento induzido pela
exposicdo por amonia na atividade de ALT e AST, estimulando o sistema antioxidante e
suprimindo o estresse oxidativo. Portanto, a suplementacdo com 60g/kg de spirulina platensis
na dieta pode aumentar o crescimento e a resisténcia a intoxicacdo por amdnia em juvenis de

pacul.
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