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RESUMO

No sistema de producdo intensiva, 0s peixes estdo mais susceptiveis a lesdes diversas e estas
servem como porta de entrada para agentes patogénicos, ocasionando perda econdmica. De
extrema importancia para reduzir os impactos negativos, a reparacao tecidual deve ser rapida e
eficaz para o retorno a homeostase. O fornecimento de acidos graxos polinsaturados pode
modular o processo de reparo de feridas em inimeras espécies. Nesse contexto, o objetivo foi
avaliar o efeito da suplementacdo de diferentes fontes de acidos graxos no desempenho,
composicdo bromatologica, parametros bioquimicos e na regeneracdo de lesbes cutaneas em
Oreochromis niloticus. Foram utilizados 144 peixes, alojados em 36 aquarios de 16L, em
delineamento inteiramente casualizado. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com
trés dietas experimentais, variando apenas as fontes lipidicas (6leo de peixe, 6leo de milho e
6leo de linhaca). A inducdo da ferida foi realizada 30 dias ap6s o fornecimento das dietas,
através de um bisturi Punch de 5mm. As amostras foram coletadas 12 horas, 1 dia, 7 dias e 14
dias ap06s a lesdo. Os dados biométricos e de consumo de racao foram utilizados para o calculo
dos parametros de desempenho. Os seguintes indices zootécnicos foram avaliados:
hepatossomatico (IHS), viscerossomatico (IVS), intestinossomatico (11S) e de gordura visceral
(IGVS). O perfil lipidico da dieta e dos peixes foi analisado através de cromatografia gasosa.
Foi realizada a composicao centesimal das dietas e dos peixes. O sangue foi coletado para
avaliacdo da proteina plasmética, hematdcrito, glicose, contagem total de eritrdcitos e
diferencial de leucdcitos. Amostras de rim cranial, baco e plasma foram utilizadas para analise
das interleucinas 1B, 6 ¢ 10 (IL-1B, IL-6, IL-10), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
cicloxigenase 2 (COX-2), por ensaio imunoenzimatico. O processo de reparo tecidual foi
acompanhado por analise histopatoldgica e através do software de imagens, AxioVision. Os
dados foram avaliados por Two-Way ANOVA (p<0,05). Ndo foram observadas diferencas
significativas no ganho de peso, conversdo alimentar, IHS, VS, 1IS, IGVS e na composicdo
centesimal dos peixes para as variaveis, matéria seca, proteina bruta e cinzas. De maneira geral,
os acidos graxos do musculo refletiram a composicao de acidos graxos da dieta. O grupo com
6leo de milho apresentou maior concentracdo sanguinea de neutréfilos apds 12 horas e 7 dias.
Os grupos suplementados com 6leo de peixe e linhaca apresentaram uma menor area da ferida
no 7° dia apos a inducgdo da lesdo, com uma reducdo de 69% e 56%, comparado ao 6leo de
milho. A analise histopatoldgica revelou intensificacdo de reparo da epiderme e da derme,
estimulacdo da sintese de fibroblastos e colageno, e imunomodulacéo de citocinas e células
inflamatdrias nos tratamentos com 0leo de peixe e linhaga. Com base nos resultados obtidos,
sugere-se que 0s acidos graxos da série n3 aceleram o processo de reparo de lesGes em
Oreochromis niloticus.

Palavras-chave: Acidos graxos. Imunomodulacio. Reparo de lesdes. Peixes.



ABSTRACT

In the intensive production system, fish are more susceptible to various injuries and these serve
as an entry point for pathogens, causing economic loss. Extremely important to reduce negative
impacts, tissue repair must be fast and effective for the return to homeostasis. The supply of
polyunsaturated fatty acids can modulate the wound repair process in many species. In this
context, the objective was to evaluate the effect of supplementation of different sources of fatty
acids on performance, chemical composition, biochemical parameters and on the regeneration
of skin lesions in Oreochromis niloticus. 144 fish were used, housed in 36 aquariums 16L, in a
completely randomized design. The animals were fed twice a day with three experimental diets,
varying only the lipid sources (fish oil, corn oil and flaxseed oil). Wound induction was
performed 30 days after feeding the diets, using a 5mm Punch scalpel. Samples were collected
12 hours, 1 day, 7 days and 14 days after injury. Biometric and feed intake data were used to
calculate performance parameters. The following zootechnical indices were evaluated:
hepatosomatic (IHS), viscerosomatic (1VS), intestine somatic (11S) and visceral fat (IGVS). The
lipid profile of diet and fish was analyzed by gas chromatography. The proximate composition
of diets and fish was performed. Blood was collected to assess plasma protein, hematocrit,
glucose, total erythrocyte count and leukocyte differential. Cranial kidney, spleen and plasma
samples were used for analysis of interleukins 1f, 6 and 10 (IL-1p, IL-6, IL-10), tumor necrosis
factor a (TNF-a) and cyclooxygenase 2 (COX-2), by enzyme-linked immunosorbent assay. The
tissue repair process was followed by histopathological analysis and through the imaging
software, AxioVision. Data were evaluated by Two-Way ANOVA (p<0.05). No significant
differences were observed in weight gain, feed conversion, IHS, IVS, IIS, IGVS and in the
proximate composition of fish for the variables, dry matter, crude protein and ash. Overall,
muscle fatty acids reflected the fatty acid composition of the diet. The corn oil group had a
higher blood concentration of neutrophils after 12 hours and 7 days. The groups supplemented
with fish oil and flaxseed had a smaller wound area on the 7th day after injury induction, with
a reduction of 69% and 56%, compared to corn oil. Histopathological analysis revealed
enhancement of epidermis and dermis repair, stimulation of fibroblast and collagen synthesis,
and immunomodulation of cytokines and inflammatory cells in treatments with fish oil and
flaxseed. Based on the results obtained, it is suggested that the n3 series fatty acids accelerate
the process of regeneration of lesions in Oreochromis niloticus.

Keywords: Fatty acids. Immunomodulation. Repair of injuries. Fish.



Resumo interpretativo e resumo grafico

Efeito dos acidos graxos da série n3 e n6 no reparo de lesdes cutédneas em Oreochromis niloticus

Elaborado por Bruna de Castro Pereira e orientado por Priscila Vieira Rosa

Feridas cutaneas interrompem a homeostase e predispdem o organismo as infec¢bes oportunistas.
Conhecer os mecanismos de defesa imune permite a compreensdo da patogénese e das possiveis
estratégias para o reparo tecidual. Apds uma lesdo, os padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs), estimulam a liberacdo de &cidos graxos (AGs) da bicamada fosfolipidica, através da
fosfolipase A2. Os AGs liberados serdo utilizados como substrato para vias enzimaticas que
desencadeiam a biossintese de mediadores inflamatérios. AGs da via dmega 6 (©6), elevam a diapedese
de neutrofilos e macréfagos, e produzem altas concentracbes de citocinas pro-inflamatorias,
cronificando a inflamagé&o e retardando a cicatrizacao de feridas. Por outro lado, os AGs da série 3 (03),
modulam o sistema imunolégico e aceleram o reparo da lesdo. Esses resultados demonstram o papel
nutracéutico dos AGs 3 e seu potencial como agente de tratamento para futuras terapias de cicatrizagado
de feridas em peixes.
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Papel da suplementacéo dietética de acidos graxos na regeneracao de lesdes cutaneas em
peixes.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A intensificacdo e comercializagdo da aquicultura séo tendéncias para aumentar a
producdo e diminuir os custos. Entretanto, o elevado nimero de peixes nos tanques, a baixa
qualidade de &gua e a utilizacdo de dietas desbalanceadas, favorecem o desenvolvimento e
rapida disseminacdo de doencas. Provocadas por uma ampla gama de organismos contagiosos,
como bactérias, virus, fungos e parasitos, as lesdes e doengas tem impactos negativos sobre 0s
peixes, criam uma ameaca vital e afetam o sucesso econémico da aquicultura.

A pele, como uma barreira, exerce papel essencial na protecao do corpo contra inimeros
fatores ambientais, como impactos mecanicos, pressoes, variagdes de temperatura, ataques de
microrganismos e produtos quimicos. Vulneravel, ela pode ser danificada por lesbes ou
doencas, levando a infecgbes secundarias e outras complicagcdes. Tal injaria do tecido
desencadeia uma resposta inflamatoria que facilita a defesa do hospedeiro. Compreender o
processo de regeneracdo é, portanto, fundamental para minimizar o impacto, restaurar e
preservar as fungdes normais da pele.

Os &cidos graxos poliinsaturados (PUFASs) desempenham um importante papel na saide
e nutricdo dos animais. A essencialidade de alguns PUFAs, como o éacido linoleico (LA, 18:2
n-6) e acido linolénico (LNA, 18:3 n-3), decorre da incapacidade dos vertebrados de sintetiza-
los de novo (SARGENT; TOCHER; BELL, 2002; BELL e TOCHER, 2009; TOCHER et al.,
2010). Peixes teledsteos de agua doce sdo capazes de converter LA e LNA em compostos
biologicamente ativos, denominados acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC-
PUFA), incluindo os acidos, araquidonico (ARA; 20:4 n-6), eicosapentaendico (EPA; 20:5 n-
3) e docosahexaendico (DHA; 22:6 n-3) (TOCHER et al., 2002, 2010).

Os LC-PUFAs, participam de diversos processos fisiologicos cruciais como
crescimento, reproducdo, sintese de hormonios esteroides gonadais, funcdo e estrutura das
membranas celulares e modulagdo do sistema imunolégico (IZQUIERDO et al., 2001; XIAO
etal., 2001; SORBERA et al., 2001; CALDER, 2006; ARTS e KOHLER, 2009; WANG et al.,
2017). Estudos demonstram que os acidos graxos da série 6mega 3 trazem beneficios para a
salude humana e reduzem o risco de doencas inflamatdrias, cardiovasculares e neuroldgicas,
alguns mecanismos tém sido propostos para explicar tais vantagens (FERNANDES e
VENKATRAMAN, 1993; LOBO et al., 2016). Entre eles estd o desvio da sintese de

eicosanoides pro-inflamatdérios, que levam a producéo de prostaglandinas e leucotrienos com
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menor poder inflamatorio, outro fator importante, é a modulacao de citocinas, como IL-14, IL-
6, 1L-10, TNF-a, além da producdo de mediadores lipidicos anti-inflamatorios, como
resolvinas, protectinas e maresinas (CHAPKIN et al., 2009; CALDER, 2010; JI et al., 2011).
No entanto, a atuacdo dos acidos graxos na regeneracdo de lesbes em peixes ainda é pouco
compreendida (PEREIRA, 2017).

A tilapia, Oreochromis niloticus, € uma espécie promissora na aquicultura devido as
caracteristicas como, rapida taxa de crescimento, conversdo alimentar eficiente, facil
reproducdo, tolerdncia a baixa qualidade da agua, robustez, resisténcia a doencas e boa
aceitacdo pelo consumidor (EL-SAYED, 2006). Estima-se que a producdo global de tilapia
chegara a 7,5 milhGes de toneladas em 2030 (YUAN et al., 2017).

Uma vez que se tenha informacdes sobre os beneficios dos acidos graxos na saude e
imunomodulacdo, é possivel formular dietas com niveis e propor¢des adequadas, utilizando
diferentes fontes de O&leos. Neste contexto, variaveis acerca do desempenho, saude,
metabolismo e perfil de &cidos graxos, serdo tomadas como parametros de resposta, para avaliar

os efeitos dos &cidos graxos n-3 e n-6 na regeneracao de lesdes em peixes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1.  Processos fisiologicos de importancia em feridas cutéaneas nos peixes

A pele atua como um 6rgdo protetor dindmico e desempenha papel fundamental no
sistema imune, agindo como barreira ao ambiente externo. Nos peixes, ela € uma estrutura
limitante complexa que fornece uma interface entre o ambiente aquético e o organismo, sendo
unica e histologicamente diversa (FAST et al., 2002; FONTENOT e NEIFFER, 2004;
ESTEBAN, 2012). E o0 maior 6rgéo, sendo continuo com os revestimentos de todas as aberturas
do corpo e abrange também as nadadeiras. Sua estrutura e funcao refletem a histéria natural do
animal e sua adaptacdo as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do ambiente aquético
(ELLIOTT, 2011). Atua na manutencdo da forma do corpo, protecdo, percepcdo sensorial,
preservacdo da hidrodindmica, comunicacdo, locomocdo, respiracdo, regulacdo de ions,
excrecdo e protecao a patdgenos (ELLIOTT, 2000; VARSAMOS et al., 2005; BARNES et al.,
2006; MARSHALL e BELLAMY, 2010; KUBO, 2011; LAKRA et al., 2011; ESTEBAN e
CEREZUELA, 2015).

Constituida por diversas células e receptores que acionam a primeira resposta apds uma
injuria, a pele desempenha um papel vital para os peixes (PARRA et al., 2015; GRAVITZ,
2018). A perda da integridade estrutural, comum na aquicultura intensiva, deixa a pele
suscetivel e vulneravel a contaminag¢do por organismos patogénicos e corpos estranhos
(TAVAREZ-DIAZ, 2009; FIAKOS et al., 2020; CHANDIKA et al., 2021). Compreender o
mecanismo que restaura o dano e acelera a regeneracgdo do tecido € importante para desenvolver
estratégias terapéuticas bem-sucedidas afim de retorno a homeostasia (IBARZ et al., 2013;
DINH et al., 2015; CEBALLOS-FRANCISCO et al., 2017; SEO et al., 2017; TUHIN et al.,
2017; COSTA e POWER, 2018; VIMALRAJ et al., 2018).

Assim como em outras espécies, a regeneracao de lesbes em peixes, implica em eventos
complexos, dentre eles o processo inflamatorio, reepitelizacéo, proliferacdo e remodelacao
(VERMA et al., 2017; COSTA e POWER, 2018; COSTA et al., 2018; CHEN et al., 2020).
Cada uma dessas fases envolve a coordenacédo de diferentes tipos de células, como neutrdéfilos,
monocitos/macrofagos, linfécitos, fibroblastos, citocinas, redes de sinalizacdo, fatores de
crescimento, mediadores inflamatorios, sintese e degradacdo da matriz extracelular (MEC)
(IWATA et al., 2009; ESTEBAN e CEREZUELA, 2015; QING, 2017; SEO et al., 2017).

Semelhante a outros tecidos do corpo, a pele responde as lesdes e danos graves, com

uma resposta inflamatdria. O sinal mais precoce da inflamacdo na epiderme teleGstea é
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separacgdo das células pela presenca de liquido extracelular, o edema (ESTEBAN, 2012). Além
disso, padrGes moleculares associados a danos (DAMPs) ativam as células imunitérias da pele
(INGERSLEV et al., 2010), liberando mediadores que promovem vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade dos capilares sanguineos, o que facilita a migracdo das células de defesa. Altos
niveis de citocinas, como IL-1B e IL-6, sdo observadas um dia apés a lesdo, em resposta a
liberacdo de DAMPs (GILLITZER e GOEBELER, 2001; PRZYBYLSKA-DIAZ et al., 2013).
No entanto, se 0 processo de reparo persiste na fase inflamatoria, havera um retardo no tempo
de cicatrizacao cutanea e instalacdo de uma ferida cronica (FRYKBERG et al., 2015; FIAKOS
et al., 2020).

A célula epitelial € o elemento chave no mecanismo de reparacdo de feridas da pele,
através de uma rapida diferenciacdo das células da camada basal (QUILHAC e SIRE, 1999;
WAMHLI et al., 2003). A reparacdo da estrutura dérmica e muscular necessita de um periodo
maior comparado a epiderme (HALVER, 1972; QUILHAC e SIRE, 1999; WAHL I et al., 2003).
E importante mencionar que a epiderme do peixe é avascular, caracteristica que limita sua
amplitude de resposta. Frequentemente, alteraces na epiderme refletem alterac6es patologicas
de outros tecidos ou 6rgdos, bem como alteracdes na derme (que é vascular). Tais alteracdes
incluem degeneracao, erosao, ulceracdo e infiltracdo leucocitaria (ESTEBAN e CEREZUELA,
2015).

Os queratindcitos sdo células epiteliais diferenciadas que revestem a superficie das
lesbGes, poucas horas apods a injuria (BOCKELMANN et al., 2010; VIEIRA et al., 2011).
Funcbes sobrepostas de migracéo, proliferacdo e diferenciacdo de queratindcitos sdo sinais de
reepitelizagdo (WHITEAR, 1970; HARRIS e HUNT, 1975; RAJA et al., 2007). Tais células
secretam metaloproteinases de matriz (MMPS) que liberam fatores de crescimento e clivam a
matriz extracelular e membranas basais (CHEN et al., 2020). H& uma interacdo coordenada
entre a proliferacdo e a morte celular durante a cicatrizacdo de feridas. Esse controle é de
extrema importancia para a manutencdo da integridade arquitetdnica e funcional da pele.
Desequilibrios na proliferacdo e morte celular podem interromper a funcéo de barreira da pele
e resultar na cicatrizacdo inadequada de feridas (VERMA et al., 2017). Além disso, como
resposta rapida a lesdo, observa-se grande secrecdo e acimulo de muco na superficie das células
epiteliais, que esta associada a sua funcdo protetora contra microrganismos patogénicos
(MITTAL e MUNSHI, 1974; RAl et al., 2012).

Em peixes, o fechamento dérmico € iniciado em média 6 dias apds o ferimento,
concomitante com a formacdo do tecido de granulagdo (ESTEBAN 2012; BRAIMAN-

WIKSMAN et al, 2007). Este estagio é acompanhado pela atenuacao da resposta inflamatoria
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e pelo inicio da fase proliferativa. O objetivo desta etapa é obter protecéo da superficie da ferida
e é caracterizada pelo aparecimento de tecido de granulacdo vermelho e carnoso, que preenche
a ferida e indica o progresso da cicatrizacdo (CEBALLOS-FRANCISCO et al., 2017). Nessa
fase, a formacédo de novos vasos sanguineos auxilia transportar uma variedade de nutrientes e
citocinas necessarios no processo de cicatrizacdo do tecido (WU et al., 2016). O tecido de
granulacdo consiste em grande parte por fibroblastos, que produzem, organizam e montam
matrizes de colageno. Os fibroblastos dificilmente estdo presentes 24 horas ap6s a lesdo, mas
em grande numero ao 4° dia (SVOBODA et al., 2008; RICHARDSON et al., 2013; BLANCO
et al., 2017). Diversos estudos apontam o importante papel do colageno como proteina
estruturadora da pele e do reparo tecidual (RAFTERY et al., 2016; BLANCO et al., 2017; HU
et al., 2017; CHEN et al., 2017). Em zebrafish, a analise 4 dias ap0s a lesdo, revelou grande
guantidade de fibras de colageno e macrofagos no tecido de granulagdo e uma fraca
neovascularizacdo da ferida, que se torna mais proeminente no 6° e 8° dia apds a injlria
(RICHARDSON et al., 2013). A fase de remodelacéo varia de acordo com a espécie e envolve
etapas sucessivas de sintese, lise e direcionamento das fibrilas de colageno, que resultam em
uma configuracdo organizada e maior forca ténsil da cicatriz (ESTEBAN e CEREZUELA,
2015; CEBALLOS-FRANCISCO et al., 2017).

Explorando o potencial regenerativo da pele dos peixes, diversos autores vém buscando
alternativas para melhorar a cicatrizacao de feridas e consequentemente diminuir a mortalidade
dos animais (CHEN et al., 2020). O &cido ascorbico esta relacionado com a formacéo de tecido
fibroso, em particular na camada dérmica, sendo importante para a formacao e crescimento do
coladgeno (LIM e LOVELL, 1978; KIM et al., 1993; ALEXIS et al., 1997; GABAUDAN e
VERLHAC, 2001). Baixas concentracfes de vitamina C na dieta podem resultar em menor
producdo de colageno comprometendo o reparo de lesdes em peixes (HALVER et al., 1969;
SATOetal., 1978; WAHLI et al., 2003). Przybylska-Diaz et al., (2013) também demonstraram
que a suplementagdo de PB-glucanos em peixes, acelera a cicatrizacdo de feridas. Uma
contribuicédo para o reparo de lesdes foi observada pelo aumento significativo na proliferagdo
celular, bem como diminuicdo na apoptose tanto na epiderme quanto na derme, em peixes
tratados com asiaticosideo (VERMA et al., 2017). Em Cyprinus carpio, a suplementagéo
dietética com quitosana promoveu maior epitelizacdo, rapida contracdo da ferida, reforma do
tecido conjuntivo e angiogénese da area lesada (RAMESH e MARIDASS, 2010). Além disso,
Chen e colaboradores (2020), notaram que a administracdo dietética com 1% de arginina
suprime a resposta inflamatdria local, melhora a reepitelizacdo e acelera o processo de

cicatrizacao de feridas na pele de Sparus aurata.
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Os mecanismos inatos de reparo do corpo podem ser modulados afim de promoverem a
regeneracdo tecidual (MAO et al., 2015). Nesse contexto, os acidos graxos tem se mostrado
como uma solucdo promissora e eficaz para a medicina regenerativa da pele. A capacidade de
competir pela producdo de eicosanoides com menor poder inflamatério e promover um
microambiente mais favoravel, demonstra a sua capacidade de cicatrizagdo de forma eficaz em
comparagao aos curativos tradicionais. Entretanto, apesar dos acidos graxos contribuirem para
0 processo de reparo tecidual em diversas espécies (SERHAN et al., 2018), em peixes as

pesquisas estdo apenas comecando (PEREIRA, 2017).

2.2.  Acidos graxos essenciais a nutri¢io de peixes

Os lipidios sdo componentes criticos na nutricdo dos peixes e desempenham fungdes
essenciais como componentes estruturais das membranas celulares, armazenamento de energia
e também atuam como moléculas sinalizadoras e reguladoras, os mediadores lipidicos
(ALHOUAYEK et al., 2020; MUTLU et al., 2021). Definidos por sua insolubilidade em agua
e solubilidade em solventes organicos, os lipideos sdo divididos em trés categorias: acidos
graxos, fosfolipidios e lipidios neutros (triglicerideos e ésteres de colesterol) (MUTLU et al.,
2021). Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse da comunidade cientifica pelas
propriedades nutricionais e farmacéuticas dos acidos graxos, devido as suas diversas fungdes
na promocdo da saude.

Os é&cidos graxos sdo os blocos de construcdo de todos os lipidios. Eles podem ser
classificados com base em seu comprimento: cadeia curta (5 carbonos ou menos), cadeia média
(6 a 12 carbonos), cadeia longa (13 a 21 carbonos) e cadeia muito longa de &cidos graxos (21
ou mais carbonos). As cadeias de &cidos graxos podem ser saturadas (sem duplas ligacdes,
SFA), monoinsaturadas (uma dupla ligagdo, MUFA) ou poliinsaturadas (mais de uma dupla
ligacdo, PUFA). A proporcdo de saturados para insaturados afeta a fluidez, flexibilidade,
permeabilidade seletiva da membrana e a suscetibilidade da membrana a peroxidagdo (MUTLU
et al., 2021). A composicédo de &cidos graxos dos fosfolipidios da membrana celular tem forte
influéncia nas respostas e na funcéo celular. Por meio de balsas lipidicas, segundos mensageiros
e eicosanoides, os acidos graxos podem alterar as vias de sinalizag&o intracelular e extracelular,
afetando a expressao génica, as respostas fisioldgicas, a satde e a gravidade da doenca (INNES
e CALDER, 2018).

LC-PUFAs sdo biossintetizados a partir de PUFAs da via 6mega 3 (n-3), como o acido
linolénico (ALA 18:3, n-3) e 6mega 6 (n-6), como o acido linoleico (LA 18: 2, n-6). Esses AGs
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nutricionalmente essenciais sdo convertidos em acidos graxos mais longos e altamente
insaturados por meio de reagfes enzimaticas de alongamento e dessaturacdo (SARGENT;
TOCHER; BELL, 2002). ALA é convertido em EPA e DHA, enquanto o LA, é convertido em
ARA, ambos através de uma série de etapas enzimaticas catalisadas por dessaturases (A-6
dessaturase e A-5 dessaturase) e elongases (Elovl5 e Elovl2) (SARGENT; TOCHER; BELL,
2002; SPRECHER, 2000; TORSTENSEN e TOCHER, 2010; BURDGE e CALDER, 2015;
TOCHER et al., 2015). A extensdo dessa bioconversao pode ser modulada pelo perfil de acidos
graxos da dieta, uma vez que existe uma competicdo direta entre os PUFAS n-3 e n-6 como
substrato para acessar tais enzimas (CHEN et al., 2018).

Espécies marinhas ndo expressam as enzimas de dessaturagdo e alongamento, havendo
a exigéncia de inclusdo dietética de LC-PUFA, geralmente por meio do 6leo de peixe. No
entanto, existe uma preocupacdo com a sustentabilidade dos estogques pesqueiros, devido a
sobrepesca e a alta demanda global, o que restringe o uso de 6leo de peixe em formulagGes de
alimentos para a aquacultura. Por outro lado, teledsteos de 4gua doce possuem capacidade de
biossintese enddgena desses acidos graxos (SARGENT; TOCHER; BELL, 2002; SEILIEZ et
al., 2003; TOCHER, 2003; LI et al., 2008; IZQUIERDO e KOVEN, 2011; OLIVA-TELES,
2012; CARVALHO et al., 2018). Neste contexto, estudos cientificos tém buscado fontes
alternativas e sustentaveis de lipideos, como 6leos vegetais, dentre eles, o0 6leo de linhaca e de
milho (TACON e METIAN, 2008; GLENCROSS, 2009; TURCHINI et al., 2009; MAURER
et al., 2012; SPRAGUE et al., 2015; TURCHINI et al., 2018; PALOMARES et al., 2020;
CASTEJON et al., 2021).

2.2.1. Metabolismo de LC-PUFA

O metabolismo de LC-PUFA desempenha um papel crucial na modulagdo da
inflamacdo (CALDER, 2006). A fosfolipase A2 é uma enzima que cliva o acido graxo da
membrana celular, na posi¢éo dois dos fosfolipidios, hidrolisando sua ligacdo com a molécula
de glicerol (DENNIS et al., 2016). O acido graxo 6mega-3 ou 6mega-6 que é liberado atua
como um substrato para as enzimas as ciclooxigenases (COXs), lipooxigenases (LOXs) e a
familia do citocromo P450 (CYP) (CALDER, 2013; GONG et al., 2017; ALHOUAYEK et al.,
2020; TYRKALSKA et al., 2020).

COXs sdo um grupo de enzimas que metabolizam LC-PUFA 6mega-3 e 0mega-6 em
importantes mediadores biol6gicos como prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e

resolvinas (GONG et al., 2017). Possui duas isoformas classificadas como COX-1, que é
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constitutiva, e COX-2, que é induzida por estimulos pro-inflamatérios e citocinas
(ALHOUAYEK e MUCCIOLLI, 2014). Acidos graxos 6mega-6 podem aumentar a expressio
de COX-2, elevando os niveis de PGs durante uma resposta inflamatoria (ALHOUAYEK et
al., 2020; DUTTARQY e BASAK, 2020).

LC-PUFA derivados da série 6mega-6, como ARA, sdo precursores de metabdlitos pro-
inflamatorios e exibem tais propriedades. Seu excesso na dieta pode exacerbar a inflamagédo
(SHRESTHA et al., 2019). Por outro lado, a suplementacdo de AG da série dmega-3, como
EPA e DHA, diminuem a expressdo de genes inflamatdrios, uma vez que sdo considerados anti-
inflamatorios e pré resolutivos (HAGHIAC et al., 2015). Isso é possivel uma vez que os AG
Odmega-3 competem com a via dmega-6 diminuindo a producéo de citocinas e eicosanoides pro-
inflamatérios (CALDER, 2006; MENEGAUT et al., 2019).

O metabolismo de ARA leva a formacéo de PGs da série 2 e leucotrienos (LTs) da série
4. A PGE2 possui diversos efeitos pré-inflamatorios, incluindo inducdo de febre, ativacao da
percepcdo da dor, aumento da vasodilatacdo e permeabilidade vascular. Além disso, induz a
sintese da citocina pro-inflamatéria, 1L-6, bem como, sua propria producdo. Os LTs da série 4
também contribuem com varios efeitos pro-inflamatérios. Produzido por neutrofilos e
macrdfagos, o LTB4 promove aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia, adeséo e
degranulacdo de leucdcitos, e a producdo de mediadores inflamatérios, como superdéxido e
citocinas inflamatdrias. Individuos com condi¢Bes inflamatdrias, apresentam elevadas
concentracdes de eicosanoides derivados de ARA. Masoodi et al. (2013) relataram uma alta
concentracdo de PGE2 e TXB2 na mucosa intestinal de pacientes com colite ulcerosa, estando
diretamente correlacionados com a gravidade da doenca. De modo semelhante, os eicosanoides
produzidos pelas vias COX e LOX sdo encontrados no liquido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide ativa.

Em contrapartida, os acidos graxos da familia 6mega 3, como EPA, levam & producéo
de PGs da série 3 e LTs da serie 5, que apresentam um menor poder inflamatorio comparado
aos derivados de ARA (BAGGA et al., 2003). Além disso, EPA e DHA sdo precursores da
maioria dos mediadores lipidicos pré-resolucéo especializados (SPM), incluindo resolvinas,
protectinas e maresinas. Geralmente, os SPMs inibem a infiltracdo de neutrofilos, promovem a
fagocitose de neutrdfilos apoptoticos e a troca fenotipica de macréfagos, o que leva a
diminuicdo da inflamacgéo e promove a homeostase (ALHOUAYEK et al., 2020).

Innes e Calder (2018), sugerem que o perfil lipidico da dieta pode desempenhar um
papel na conducdo de processos inflamatorios, fato que pode atrasar ou acelerar o tempo de

cicatrizacdo de feridas. O aumento de citocinas pré-inflamatorias em feridas cronicas €
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conhecido por afetar os processos celulares e retardar o reparo de lesdes. O EPA e DHA séo
substratos na biossintese de um conjunto de mediadores lipidicos bioativos com acdo anti-
inflamatdria (FIAKOS et al., 2020). Pesquisadores demonstram que tais compostos aceleram a
concluséo do estagio inflamatdrio, bem como atuam na mediacéo da dor e na remodelagédo do
tecido (NOBRE et al., 2013; MAGNUSSON et al., 2017). Tais propriedades reduzem a
utilizacdo de medicamentos analgésicos e promovem a cicatrizacdo mais rapida de feridas
cronicas (YANG et al., 2016). Além disso, EPA e DHA, modulam a resposta inflamatoria por
meio da regulacao positiva de mediadores pro-resolucéo especializados (NOBRE et al., 2013;
MAGNUSSON et al., 2017; ALAM e JEFFERY 2019).

2.3. Sistema Imune

Os peixes teledsteos desempenham um papel importante na evolugdo, uma vez que sao
0s primeiros vertebrados com sistema imunoldgico completo, composto por um conjunto de
células inatas e adaptativas que atuam em conjunto para proteger o hospedeiro contra patégenos
(WU et al., 2021). Os mecanismos de imunidade inata, sdo homologos aos mamiferos, e
representam a primeira linha de defesa contra agentes infecciosos e contribuem
significativamente para o estabelecimento da imunidade adaptativa (MAGNADOTTIR, 2006;
GUO et al., 2019).

As respostas imunoldgicas sdo desencadeadas apds uma lesdo ou invasao de patdgenos.
A inflamacéo é um componente essencial e normal de defesa. Ela cria um ambiente hostil, inicia
a morte do patégeno e induz mudancas no metabolismo do hospedeiro (INNES e CALDER,
2018). A principio, existem padrdes que podem ser reconhecidos por receptores do sistema
imunoldgico inato, ativando a expressdo e secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias. Os PAMPs, padrdes moleculares associados a patdgenos, consistem em motivos
moleculares conservados dentro de uma classe de microorganismos. J& os DAMPs, padrdes
moleculares associados a danos, sdo derivados de células danificadas (DEPINO, 2017). O
aumento do suprimento sanguineo e da permeabilidade da parede vascular também ocorrem
nos primeiros momentos da resposta inflamatéria. Isso permite que o plasma e moléculas
grandes cruzem o endotélio, entregando mediadores soltveis ao local da inflamacéo.

Os leucdcitos estdo entre os principais componentes que suprimem a infeccéo,
principalmente por desencadear mecanismos fagocitarios e liberar substancias antimicrobianas,
orquestrando a inflamacdo. Tais globulos brancos migram da corrente sanguinea para o tecido

circundante, pela liberacdo de substancias quimioatraentes e pela regulacdo positiva das
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moléculas de adesdo que permitem a amarragdo transitdria dos leucdcitos ao endotélio
(KAMERITSCH e RENKAWITZ, 2020). Os leucdcitos recém-chegados liberam mediadores
quimicos no local da inflamacdo, dentre eles, as PGs, LTs, fator de ativacdo plaquetaria,
peptideos (citocinas e quimiocinas), espécies reativas de oxigénio e enzimas (proteases de
matriz). Essa liberacdo depende da natureza do estimulo inflamatorio, do local anatdmico
envolvido, do estagio da resposta inflamatdria e do tipo celular presente.

A inflamacdo normalmente é autolimitada e se resolve rapidamente, devido a
mecanismos de feedback negativo. A secrecdo de citocinas anti-inflamatorias e mediadores
lipidicos pro-resolugdo também inibem a sinalizacdo pré-inflamatéria. No entanto, embora a
resposta inflamatdria seja projetada para ser prejudicial aos patégenos, uma intensa atividade
celular e uma exacerbada producdo de mediadores quimicos podem causar danos ao individuo
(INNES e CALDER, 2018).

2.3.1. Leucbcitos

Os neutrofilos sdo células inflamatorias que atuam na remocao de infecgdes ou agentes
prejudiciais em resposta a lesdo do tecido ou invasao de patdgenos (UNLU et al., 2015; WANG,
2018). Eles séo recrutados do sangue e de 6rgaos hematopoiéticos, pois sao raros nos tecidos e
cavidades corporais em condi¢des normais. Os neutrofilos ativados se auto-regulam e
interagem por meio de quimiocinas e citocinas com outros tipos de células como macréfagos,
ceélulas T e células dendriticas (JVERLAND et al., 2010). S&o equipados com a capacidade de
se envolver em um arsenal diversificado de mecanismos antimicrobianos, incluindo fagocitose,
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e componentes de granulos citotdxicos que
podem eliminar a infeccdo (BYSTRZYCKA et al., 2017; LEIDING, 2017). Eles também
desempenham um papel importante na ligagcéo entre a imunidade inata e adaptativa, por meio
da liberacdo de um amplo repertorio de mediadores imunes com funcgdes pleiotropicas (LIU e
KAPLAN, 2021). Alem disso, estdo envolvidos na regulacdo de macrofagos polarizados para
um fendtipo reparador, que é essencial para a cicatrizagdo de feridas (XU et al., 2019b). Por
outro lado, o excesso de neutrofilos no tecido pode resultar em inflamac&o crénica e trazer
maleficios para o animal. Predominantes na primeira fase da inflamacéo, os neutrofilos sofrem
apoptose apos 24-36h, momento esse em que 0s mondcitos circulantes entram na ferida e
amadurecem em macrdfagos teciduais (QING, 2017).

Os macrofagos, desempenham um papel central no controle da cicatrizacdo de feridas

epiteliais e estdo ativamente envolvidos na restauracdo da angiogénese e homeostase do tecido
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apos uma lesdo (LUCAS et al., 2010; GUREVICH et al., 2018). Derivados de mondcitos, eles
se polarizam em diferentes estados de ativacdo com funcdes pro-inflamatdrias ou pro-
regenerativas e anti-inflamatorias, macrofagos classicos (M1) e macréfagos nao classicos (M2)
(NOVAK e KOH, 2013). Dependendo do microambiente ao qual o monadcito esta exposto, iSso
determinard de que maneira 0 macrofago se polarizara nos subgrupos (DELAVARY et al.,
2011; RODRIGUEZ-PRADOS et al., 2010; MILLS, 2012; WANG et al., 2014). Macr6fagos
M1, sdo considerados pro-inflamatorios porque sd@o conduzidos e produzem citocinas pro-
inflamatdrias, bem como ROS. Por outro lado, macr6fagos M2 séo considerados pré-cura ou
resolucdo. Eles séo estimulados por citocinas anti-inflamatérias como IL-4 e IL-10 e liberam
fatores de crescimento, sugerindo um papel importante para a cicatrizagdo de feridas (QING,
2017). Quando a polarizacdo sequencial de macr6fagos M1 em M2 € perturbada e as atividades
de M1 persistem, ha a instauracdo de uma ferida cronica (MIRZA e KOH, 2011; SINDRILARU
et al., 2011). Esse ambiente pro-inflamatério resultante dificulta a ativacdo das funcdes do
macréfago M2 que sdo cruciais para a resolucdo inflamatéria e a formacao de novos tecidos
(MIRZA et al., 2014; KNIPPER et al., 2015; HAUCK et al., 2021). Louiselle e colaboradores
(2021) demonstraram que feridas diabéticas tem polarizacdo de macrofagos M1 desregulada e
persistente, enquanto feridas normais exibirdo uma transicdo para macréfagos M2 em torno do
terceiro dia ap6s o ferimento. Com isso, o redirecionamento das atividades dos macrofagos,
bloqueando os fatores que conduzem a inflamacéo, como IL-1B, TNF-a ou ROS promovem a
polarizacdo do macr6fago M2 e melhora a cicatrizacdo de feridas (SINDRILARU et al., 2011,
Ql etal.,2014; FERRER et al., 2017).

Proximo ao fim do ciclo inflamatério, os fatores de crescimento e os fatores
angiogénicos derivados de macrofagos atingem os niveis ideais, que influenciam fortemente o
influxo de fibroblastos e células endoteliais na ferida. Posteriormente, os macr6fagos podem
estimular a proliferacdo de tecido conjuntivo, endotelial e epitelial, direta e indiretamente,
alterando a composicdo da matriz extracelular (ECM), tanto na angiogénese quanto na fase de
remodelacio (RODRIGUEZ-PRADOS et al., 2010; DELAVARY et al., 2011).

Os linfocitos também atuam na cicatrizacdo de lesdes, regulando o equilibrio entre a
inflamacdo e a toleréncia a patégenos (McCARVILLE e AYRES, 2017). Atraidos por citocinas,
como IL-1p, eles migram para a ferida durante a fase inflamatoria, aproximadamente 72 horas
apos a lesdo e secretam linfocinas, fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento fibroblastico (FGF). Evidéncias crescentes tém implicado populagdes de linfocitos,
especialmente células T, na estimulagdo direta e ativacdo de fibroblastos, queratindcitos e
regulacdo da colagenase (IWATA et al., 2009; NOSBAUM et al., 2016; DOERSCH et al.,
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2017). Além disso, os linfocitos atuam na producédo de anticorpos através das células B (QING,
2017). Em alguns peixes, os linfocitos sdo o tipo mais abundante de glébulos brancos,
respondendo por até 85% da populacdo total de leucdcitos (CHEN et al., 2021).

2.3.2. Citocinas

A atividade de citocinas € um componente importante de defesa do hospedeiro, onde
respostas mediadas por elas podem eliminar completamente uma infeccdo (JIN et al., 2021).
Em geral, as citocinas propagam sinais inflamatdrios que regulam a capacidade dos fagocitos
residentes e recém-chegados de destruir patogenos invasores (CHABALGOITY et al., 2007;
WU et al., 2019). S8o produzidas por uma ampla variedade de células, incluindo células T
CD4+ auxiliares, macrofagos, mondcitos e células endoteliais (SECOMBES et al., 2011).

A interleucina-1p (IL-1B) é produzida por muitas células do sistema imunologico,
incluindo mondcitos, macréfagos e células dendriticas, e pode ativar componentes do
complemento, outras citocinas (como TNF-a) e ela mesma, sendo, portanto, considerada uma
citocina pleiotropica devido as suas fun¢es em varios processos moleculares e imunolégicos
(DINARELLO, 2011; GARLANDA et al., 2013; CUI et al., 2020). Embora a IL-1p tenha
mostrado regular uma variedade de processos bioldgicos, ela é conhecida como uma citocina
pro-inflamatoria essencial na resposta a inflamacdo (GARLANDA et al., 2013). Na
regeneracdo de feridas, ela estimula a proliferacdo de células inflamat6rias e promove a
angiogénese por meio da replicacao das células endoteliais (QING, 2017). Sua secrecao elevada
esta ligada a doencas inflamatdrias (LANE e LACHMANN, 2011). IL-1p também induz
respostas celulares adaptativas de células T auxiliares-1 e células T auxiliares-17
(DINARELLO, 2011; COCCIA et al., 2012). A atividade da IL-1p foi descoberta em uma
miriade de peixes, incluindo carpa (Ctenopharyngodon idella) (BO et al., 2015), truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (ZOU et al., 1999), robalo (Dicentrarchus labrax) (SCAPIGLIATI et
al., 2001), salmé&o do Atlantico (Salmo salar) (INGERSLEYV et al., 2006), peixe-gato do canal
(Ictalurus punctatus) (WANG et al., 2006) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (LEE et
al., 2006).

A interleucina 6 (IL-6), € uma citocina pré-inflamatoria pleiotropica e
imunorreguladora, que desempenha um papel polifuncional na hematopoiese, inflamacéo,
resposta imune, metabolismo e regeneracdo (HUNTER e JONES, 2015; JIN et al., 2021). Em
condicBes normais, seu nivel de expressdo é baixo, no entanto, IL-6 é rapidamente induzida e
super expressa apos a estimulacdo (KIMURA e KISHIMOTO, 2010; ATAIE-KACHOIE et al.,
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2014). Além disso, desempenha um papel importante na resposta imune humoral, ndo apenas
induzindo a diferenciacdo de células B em plasmacitos, mas também promovendo células
secretoras de anticorpos (WEI et al., 2018). Seus receptores especificos sdo expressos na
superficie de hepatocitos, mondcitos, macrofagos, células B e subpopulacbes de células T
(OBERG et al., 2006; SCHELLER e ROSE-JOHN, 2006; WEI et al., 2018). A funcéo da IL-
6 foi bem caracterizada em muitos peixes teledsteos, como a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) (COSTA et al., 2011; CORRIPIO-MIYAR et al., 2012; ABOS et al., 2016), garoupa
(Epinephelus coioides) (CHEN et al., 2012), Plecoglossus altivelis (ZHU et al., 2019) e na
tilapia (O. niloticus) (WEI et al., 2018).

O fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) é uma citocina pro-inflamatéria pleiotropica,
produzida por mondcitos, macrofagos, neutréfilos, linfocitos T e B, células natural-Killer (NK)
e células endoteliais (SCHNABEL et al., 2021). Atuam na eliminacdo de patdgenos, através do
aumento de respostas celulares, como apoptose, fagocitose e producdo de moléculas efetoras
como IL-1, IL-6 e outras citocinas (BRADLEY, 2008; ZELOVA e HOSEK, 2013; CUI et al.,
2020b). Ao se ligar a seus receptores, 0 TNF-a induz vasodilatagdo e expressdo de moléculas
de adeséo de leucdcitos, promovendo inflamacgéo por edema e migracéo de leucécitos (SAWA
et al., 2007; BRADLEY, 2008). Ele também é considerado um potente agente mitégeno para
fibroblastos, promovendo o aumento da producdo do tecido de granulacdo e reepitelizacéo de
feridas (QING, 2017). Em algumas espécies, ele é usado como um biomarcador de inflamacéo
e no monitoramento e previsdo do progresso da doenca (SCHNABEL et al., 2021). Diversos
estudos mostram a atividade de TNF-o em teledsteos, incluindo Danio rerio (SAVAN et al.,
2005), Ctenopharyngodon idella (ZHANG et al., 2012), Cyprinus carpio (SAEL et al., 2003;
SAVAN e SAKALI, 2004), Oncorhynchus mykiss (LAING et al., 2001; ZOU et al., 2002; HONG
et al., 2013), Sparus aurata (GARCIA-CASTILLO et al., 2002), Oplegnathus fasciatus (KIM
et al., 2009), Paralichthys olivaceus (HIRONO et al., 2000) e Argyrosomus regius (MILNE et
al., 2017).

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina multifuncional e desempenha papel importante
na supressdo da resposta inflamatoria (PIAZZON et al., 2015). Sua principal atividade € o efeito
inibitério em mondcitos/macrofagos, principalmente pela regulacdo negativa da producéo de
citocinas pro-inflamatérias e supressdo das moléculas apresentadoras de antigenos
(NAUNDORF et al.,, 2009; BROOKS et al., 2010; HUO et al., 2019). Tem efeito
imunossupressor em IL-1p, IL-6, 1L-8 e TNF-a (HUO et al., 2019). Essa citocina, promove a
proliferacéo e diferenciagéo de células B em células plasmaticas e estimula a mudanca de classe

de imunoglobulinas, além de melhorar a taxa de sobrevivéncia dessas células (WU et al., 2021).
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Pode ainda induzir a atividade citotoxica de células NK e proliferacdo de células T CD8+ sob
estimulagdo especifica (CARSON et al., 1995). E amplamente expressa em células do sistema
imune inato e adaptativo, entre as quais células T CD4+ e mondcitos/macréfagos séo a principal
fonte desta citocina (SABAT et al., 2010). Em teleosteos, a IL-10 foi caracterizada e analisada
em algumas espécies, incluindo baiacu (Fugu rubripes) (ZOU et al., 2003), carpa (Cyprinus
carpio) (SAVAN et al., 2003; PIAZZON et al., 2015), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(INOUE et al., 2005), zebrafish (Danio rerio) (ZHANG et al., 2005), tucunaré (Dicentrarchus
labrax) (PINTO et al., 2007), carpa cruciana (Carassius auratus) (GRAYFER et al., 2011),
carpa capim (Ctenopharyngodon idella) (WEI et al., 2013), e Siniperca chuatsi (HUO et al.,
2019).

2.4. Tilapia

A tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, € uma espécie relevante para aquicultura
devido ao seu elevado valor econémico, alta taxa de crescimento, rusticidade, sabor agradavel
do filé e capacidade de criacdo em altas densidades de estocagem (AHMED et al., 2021; CHEN
et al., 2021). Além de 6timas caracteristicas zootécnicas, a tilapia é relativamente eficiente na
bioconversdo de LNA em EPA e DHA, e LA em ARA, e também é considerada um excelente
modelo para estudos do sistema imunoldgico em teledsteos (AGABA et al., 2005; TEOH et al.,
2011; CHEN et al., 2018; ZHOU et al., 2020). Nativa da Africa, foi amplamente introduzida e
cultivada em todo 0 mundo. O Brasil é o quarto maior produtor de tilapia, com uma producéo
de 486 mil toneladas em 2020 (PEIXE BR, 2021). Entretanto, embora seja uma espécie com
alta rusticidade, a agressividade e a intensificagdo do cultivo favorece o contato peixe a peixe e
aumenta a incidéncia de lesdes e doengas (NADERI et al., 2019; IBRAHIM et al., 2020). Essas
enfermidades impactam diretamente os produtores, uma vez que aumentam a taxa de
mortalidade dos animais e acarretam prejuizo econémico.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Os mediadores lipidicos exercem fun¢des em diversos sistemas no organismo, estando
diretamente ligados ao sistema imune e a resposta inflamatoria. Os eicosanoides derivados da
série n6 tém caracteristicas pro-inflamatdrias, por outro lado, os sintetizados pela familia n3
tém caracteristicas anti-inflamatérias e atuam na resolugdo da inflamacéo. Ou seja, os acidos

graxos desencadeiam a sintese de compostos com fungdes opostas, onde o efeito fisiologico
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final € governado pela concentragdo de tais mediadores. O balanco adequado de acidos graxos

n3 e n6 torna-se fundamental para a manutencao da salde e prevencao de doengas nos animais.
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RESUMO

As lesOes cutaneas desencadeiam uma resposta inflamatoria que facilita a defesa do hospedeiro.
Contudo, falhas no processo de resolucdo da inflamacao, prejudicam o reparo tecidual. As
propriedades bioativas dos acidos graxos podem modular o sistema imunoldgico e determinar
0 progresso de uma ferida, promovendo a proliferacdo celular e regeneracdo de tecidos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementacao dietética com diferentes fontes de acidos
graxos da serie dmega 3 e 6mega 6 na regeneracdo de lesdes cutdneas em Oreochromis
niloticus. Trés dietas experimentais foram formuladas com diferentes fontes de 6leo (6leo de
peixe, milho e linhaga). Utilizaram-se 144 animais alojados em 36 aquérios (16L) em sistema
de recirculacao de agua. Uma ferida foi experimentalmente induzida na pele com bisturi Punch
de 5mm. As dietas experimentais foram fornecidas por trinta dias antes da indugéo da leséo e
continuadas por mais 14 dias. A coleta de amostras foi realizada 12 horas, 1 dia, 7 dias e 14
dias apds inducdo da lesdo. O progresso da cicatrizagdo das feridas foi acompanhado por anélise
de imagens e através de exame histopatoldgico. Nao foram observadas diferencas significativas
(P > 0,05) entre os tratamentos para as variaveis de desempenho, indices corporais e
composi¢cdo bromatoldgica dos animais. O tratamento com 6leo de milho promoveu um
aumento na concentracdo de leucdcitos e citocinas pré-inflamatorias, IL-1p, IL-6 € TNF-a. Ja
o0s animais alimentados com 6leo de peixe e linhaga obtiveram um maior teor da citocina anti-
inflamatdria, 1L-10. Os resultados da analise histopatoldgica confirmaram que o tratamento
com 6leo de milho aumentou o infiltrado inflamatério, atrasando o inicio da fase proliferativa
e retardando o reparo do tecido lesado. Por outro lado, os tratamentos com 6leo de peixe e
linhaca apresentaram uma reducdo na area da lesdo de 69% e 56% ap06s 7 dias, respectivamente,
comparado ao 6leo de milho. Em sintese, a suplementacdo com 6leo de peixe e linhacga acelerou
a regeneracdo da pele, imunomodulando a inflamacédo e estimulando o reparo tecidual. Esses
resultados sugerem um papel importante dos acidos graxos 6mega 3 na regulacdo da inflamacéo
e cicatrizacdo de feridas em peixes.
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ABSTRACT

Skin lesions trigger an inflammatory response that facilitates host defense. However, failures
in the inflammation resolution process impair tissue repair. The bioactive properties of fatty
acids can modulate the immune system and determine the progress of a wound, promoting cell
proliferation and tissue regeneration. The aim of this study was to evaluate a dietary
supplementation with different sources of fatty acids from the omega 3 and omega 6 series in
the regeneration of skin lesions in Oreochromis niloticus. Three experimental diets were
formulated with different oil sources (fish oil, corn and flaxseed). 144 animals housed in 36
aquariums (16L) in a water recirculation system were used. A wound was experimentally
induced in the skin with a 5mm Punch scalpel. Experimental diets were fed for thirty days
before injury induction and continued for another 14 days. The collection of preserved items
was performed 12 hours, 1 day, 7 days and 14 days after lesion induction. The progress of
wound healing was followed by image analysis and histopathological examination. There were
no important differences (P> 0.05) between treatments for the variables of performance, body
indices and chemical composition of the animals. Treatment with corn oil promoted an increase
in the concentration of leukocytes and pro-inflammatory cytokines, IL-1p, IL-6 and TNF-a.
The animals fed with fish oil and flaxseed had a higher content of the anti-inflammatory
cytokine, IL-10. The results of the histopathological analysis confirmed that the treatment with
corn oil increased the inflammatory infiltrate, delaying the beginning of the proliferative phase
and delaying the repair of the damaged tissue. On the other hand, treatments with fish oil and
flaxseed dissipated a reduction in lesion area of 69% and 56% after 7 days, respectively,
compared to corn oil. In summary, fish oil and flaxseed supplementation accelerated skin
regeneration, immunomodulating inflammation and stimulating tissue repair. These results
suggest an important role of omega 3 fatty acids in regulating inflammation and wound healing
in fish.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por peixes e o0 rapido crescimento da aquicultura, comparado a
outros setores de producdo de alimentos, vem com métodos de cultivos intensivos que trazem
beneficios econdmicos (FAO, 2018). Nesse modelo de producgdo, os animais estdo sujeitos a
diversas fontes de estresse, como alta densidade e baixa qualidade de agua, entre outros manejos
produtivos, que acarretam desafios significativos e resultam na interrupcdo da homeostase e
maior incidéncia de lesdes e doencas (PULKKINEN et al., 2010; WALKER e WINTON, 2010;
SEGNER et al.,, 2012; TALPUR et al., 2013; CAO et al., 2017; YANG et al., 2017;
HENRIKSSON et al., 2018). A necessidade de alternativas sustentaveis que aumentem a
resiliéncia do sistema, respeitando o meio ambiente, recuperando a integridade estrutural da
pele e evitando grandes perdas econémicas, é de fundamental importancia para a aquicultura.

Integrante do sistema imune, a pele forma a primeira linha de defesa fornecendo uma
barreira fisica contra infec¢bes e ferimentos (GRAVITZ, 2018). Ela desempenha papéis
cruciais na imunidade da mucosa, manutencdo da pressdo osmotica e protecdo contra perigos
bioldgicos e quimicos (XU et al., 2013). Possui uma estrutura limitante complexa que fornece
uma interface entre 0 ambiente aquético e o organismo, sendo Unica e histologicamente diversa
(FAST etal., 2002; FONTENOT e NEIFFER, 2004; ESTEBAN, 2012).Uma vez que 0s peixes
estdo expostos a uma variedade de injarias, que acarretam lesbes cutaneas, é de extrema
importancia que o reparo tecidual seja rapido e eficaz, o que evita desequilibrios na homeostase,
fisiologica e imunolégica, e diminui a taxa de mortalidade dos animais (NOBLE et al., 2012;
XU et al., 2013; ROH et al., 2018; SVEEN et al., 2019). A cicatrizacdo de feridas cutaneas
envolve a interacdo de inimeros tipos celulares, residentes e infiltrantes, como células imunes,
citocinas e fatores de crescimento, por meio de seu envolvimento principalmente na inflamacéo
(WYNN e VANNELLA, 2016). Tendo em vista que os métodos utilizados para tratamento de
feridas em espécies terrestres ndo sdo viaveis para animais aquaticos, procedimentos
alternativos sdo necessarios (YUNIARTI e LUKISWANTO, 2017).

O uso de nutracéuticos para a prevencdo eficaz de doencas e promocgdo da satde em
peixes, tem recebido atencdo nos ultimos anos (GALINA et al., 2009; REVERTER et al., 2014;
VASEEHARAN e THAYA et al., 2014; HAI, 2015; HOSEINIFAR et al., 2015; CHI et al.,
2016; HERNANDEZ et al., 2016; HOSEINIFAR et al., 2016; VALLEJOS-VIDAL et al., 2016;
GUERREIRO et al., 2018; RING@ et al., 2020; YOUSEFI et al., 2020; ABDEL-TAWWAB et
al., 2021; ADESHINA et al., 2021). Entre as classes de nutracéuticos, estdo os acidos graxos

(AGs), aminoacidos, proteinas, vitaminas, minerais, fibras e compostos fenolicos (RAMPINO
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et al., 2021). Os AGs poliinsaturados (PUFAs), como &cido linoleico (LA; 18:3 n-6) e acido
linolénico (ALA,; 18:3 n-3), podem ser metabolizados em outros PUFAs de cadeia longa (LC-
PUFAs), através de enzimas dessaturases e elongases, dando origem ao &cido araquidonico
(ARA; 20:4 n-6), &cido eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3) e acido docosahexaendico (DHA,
22:6 n-3) (SIMOPOULOQS, 2008; TOCHER E GLENCROSS, 2015). A suplementacdo lipidica
é especialmente atraente uma vez que esses AGs desempenham fung¢Bes importantes, como
sinalizacdo, expressdo génica e sintese de eicosanoides, que estdo envolvidos diretamente no
sistema imune e nas respostas inflamatdrias (WU et al., 2003; MONTERO et al., 2010b;
TOCHER, 2010; ZUO et al., 2012; CALDER, 2015b; 2018). Os eicosanoides sdo produtos
lipidicos bioativos, de vida curta, derivados da oxidacdo desses AGs pelas enzimas
cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX), incluindo prostaglandinas (PGs), tromboxanos
(TXs), leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LXs) (O’DONNELL et al., 2009; KENDALL e
NICOLAOQU, 2013). Apesar do crescente interesse na possibilidade de imunomodulagdo dos
peixes, 0 uso de acidos graxos na regeneracdo de lesdes ainda foi pouco investigado.

Neste estudo, os efeitos da suplementacdo dietética com diferentes fontes de acidos
graxos da série dmega 3 e 6mega 6 foram investigados sobre a cicatrizacdo de lesdes cutaneas,
o desempenho de crescimento, imunidade inata, parametros histopatoldgicos e bioquimicos na

tilapia, Oreochromis niloticus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Dietas experimentais

Trés dietas isoproteicas e isoenergéticas foram formuladas com diferentes fontes de
6leo; 6leo de peixe - fonte de EPA (C20:5 n3) e DHA (C22:6 n3); de linhaca - fonte de
linolénico, C18:3 n3; e de milho - fonte de linoleico, C18:2 n6. As dietas foram processadas no
Setor de Piscicultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA). A composi¢do dos
ingredientes e as analises proximais das dietas sdo mostradas na Tabela 1 e a composicao de
acidos graxos das dietas é apresentada na Tabela 2.

2.2. Ensaio de crescimento

O experimento foi conduzido de acordo com o Comité de Etica e Bem-Estar Animal da
Universidade Federal de Lavras, protocolo numero 005/2017. Foram utilizados 144 juvenis de
Oreochromis niloticus, machos sexados, distribuidos em 36 tanques com capacidade para 16L
em sistema de recirculacdo termorregulada, com 4 peixes cada. A qualidade da agua foi
monitorada diariamente durante o ensaio e mantida dentro das condi¢fes 6timas para o cultivo
de espécies tropicais (temperatura 27-28°C, pH de 7,4-7,6 e oxigénio dissolvido 6,0-7,0mg/l).
As dietas experimentais foram iniciadas 30 dias antes das lesGes e mantidas durante toda a fase
de coleta, sendo os animais foram arragoados duas vezes ao dia ad libitum.

Para realizacdo da ferida experimental, os peixes foram anestesiados com eugenol em
uma concentracao de 1,0mL/L de dgua (KITAGAWA et al., 2015). A ferida consistiu de uma
incisdo circular de 5mm de diametro feita no antimero esquerdo do animal, logo acima da linha
lateral, com um bisturi Punch metalico. A incisdo penetrou a epiderme, derme e musculatura
subjacente.

O consumo de racgdo foi registrado em cada tanque para analise do desempenho dos
peixes, com avaliacdo dos pardmetros de ganho de peso (GP) e taxa de conversdo alimentar
(TCA). A fotografia da area da ferida e as coletas de sangue, rim cranial, bago, musculo e tecido
lesado, foram realizadas com 12 horas, 1 dia, 7 dias e 14 dias ap6s a lesdo (DPI). Em cada
tempo de coleta foram utilizados 12 peixes por tratamento, sendo 1 animal por tanque. As dietas

experimentais foram fornecidas durante todo esse periodo.



Tabela 1 - Ingredientes e composi¢cdo centesimal das dietas

experimentais (g/100g).
DIETAS

INGREDIENTES Peixe Linhaca Milho
Isolado proteico de soja 31,6 31,6 31,6
Amido 33,0 33,0 33,0
Farelo de trigo 13,3 13,3 13,3
Celulose 5,0 5,0 5,0
Gelatina 5,0 5,0 50
Suplemento vitaminico mineral’ 0,5 0,5 0,5
BHT? 0,02 0,02 0,02
DL-Metionina 0,1 0,1 0,1
Lisina 0,3 0,3 0,3
Vitamina E 0,03 0,03 0,03
Caulim 1,7 1,7 1,7
Fosfato bicélcico 19 1,9 1,9
Cloreto de sodio 0,5 0,5 0,5
Fontes de dleo 7,0 7,0 7,0
Oleo de coco 2,0 2,0 2,0
Oleo de peixe 5,0 - -
Oleo de linhaca - 5,0 -
Oleo de milho - - 5,0
Andlise aproximada
Proteina Bruta (%) 35 35 35
Energia (Kcal/kg) 3.899 3.899 3.899
Extrato Etéreo (%) 7.4 7.4 7.4
Fibra bruta (%) 8,1 8,1 8,1

INiveis calculados de suplementos vitaminicos e minerais (Mogiana Alimentos
S/A — GUABI): Vitamina A, 16.000 UlI; Vitamina D, 4.500 Ul; Vitamina E, 250
mg; Vitamina K, 30 mg; Vitamina B1, 32 mg; Vitamina B2, 32 mg; Vitamina
B12, 32 mcg; Vitamina B6, 32mg; Vitamina C, 42000 mg; Acido Pantoténico,
80 mg; Niacina, 170 mg; Biotina, 10 mg; Acido Félico, 10 mg; Caulim, 2.000
mg; Cobalto, 0,5 mg; Cobre 20 mg; Ferro, 150 mg; lodo, 1 mg; Manganés, 50
mg; Selénio, 1 mg; Zinco, 150 mg; Aditivo Antioxidante, 150 mg. 2Butil-
Hidroxi-tolueno (antioxidante).
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Tabela 2 - Composicdo de &cidos graxos (% de acidos
graxos totais) das dietas experimentais.

DIETAS
Peixe Linhaca Milho

C12:0 0,5 0,9 0,9
C14:0 2,8 0,4 0,4
C16:0 18,5 11,6 12,9
Cl16:1 4,7 0,27 0,2
C17:0 0,4 0,1 0,1
C18:0 33 3,8 2,5
C18:1n9c 18,7 25,5 31,6
C18:2n-6¢ 10,7 41,8 48,4
C18:3n-6 0,1 0,1 0,0
C18:3n-3 11 13,1 1,7
C20:0 0,2 0,3 0,5
C20:1 0,6 0,2 0,2
C20:4n-6 0,9 - -

C20:5n-3 4,9 - -

C22:0 0,2 0,3 0,2
C22:6n-3 7,9 - -

C24.0 0,1 0,2 0,2
> n-6 11,7 41,8 48,4
xn-3 13,9 13,1 1,7
¥ SAFA 26,3 17,3 17,5
> MUFA 24,0 26,0 31,9
¥ PUFA 25,6 55,0 50,1
> EPA+DHA 12,8 - -

Y SAFA: soma dos acidos graxos saturados; ¥ MUFA: soma dos acidos graxos
monoinsaturados; ¥ PUFA: soma dos acidos graxos poliinsaturados.

2.3. Métodos analiticos

Para o calculo dos indices corporais, foram aferidos os pesos das visceras, figado,
intestino e gordura visceral:
e Indice viscerossomatico (IVS) = (peso umido das visceras/peso (imido do corpo) x 100
e Indice hepatossomatico (IHS) = (peso umido do figado/peso imido do corpo) x 100
e Indice intestinossomatico (11S) = (peso Gimido do intestino/peso tmido do corpo) x 100
e Indice de gordura visceral (IGVS) = (peso Gmido da gordura visceral/peso imido do

corpo) x 100
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A composicédo centesimal das dietas experimentais e das carcagas foram realizadas no
Laboratdrio de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia da UFLA. As carcacas dos
peixes foram submetidas ao processo de pré-secagem em liofilizador a 50°C por 72h. A
umidade foi determinada apo6s secagem em estufa a 105°C por 24h; cinzas por incinera¢do em
mufla & 550°C por 24h; lipideos brutos por extracdo com éter de petroleo pelo sistema Soxtec;
proteina bruta (N6.25) pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2005).

O lipideo total do musculo foi extraido de acordo com Folch et al. (1957), com ligeira
modificacéo, e o perfil de acidos graxos foi analisado segundo Araujo et al. (2017). Foi utilizado
cromatégrafo gasoso GC2010 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com detector de ionizacao
de chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida SP-2560 (100,0m 9 0,25mm, 0,20Im;
Supelco, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os picos de acidos graxos foram integrados
utilizando o software de cromatografia de solucdo de GC (versdo 4.02) em compara¢do com
padrbes conhecidos (37 Component FAME Mix; Supelco, Sigma-Aldrich).

Para a realizacdo das analises hematoldgicas, apés leve sedacdo (1ml de eugenol/L de
agua, KITAGAWA et al., 2015), uma amostra de sangue foi coletada da veia caudal, localizada
na regido ventral da coluna vertebral, com o auxilio de seringas heparinizadas descartaveis de
3ml. As distensdes sanguineas em lamina, foram feitas em duplicatas e coradas pelo método
May-Grunwald-Giemsa para contagem diferencial de leucdcitos, contagem total de leucécitos
e trombdcitos (ROSENFELD, 1947). A contagem total de leucdcitos e trombdcitos realizou-se
em esfregacos sanguineos pelo método indireto, usando os valores das contagens de eritrdcitos,
obtidos na camara de Neubauer, em associacdo com o numero de leucécitos e trombadcitos
encontrados nas distensdes sanguineas (ISHIKAWA et al., 2008). Para a contagem manual das
hemécias em cadmara de Neubauer, o sangue foi diluido a 1:200 em solucdo salina 0,65%
(NaCl).

Apbs a coleta de sangue, os peixes foram eutanasiados por overdose de 2-fenoxietanol
(1:500v/v, Fluka; Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha). O processo de cicatrizacdo foi
acompanhado macroscopicamente, através de registro fotografico da area da lesdo, com camera
fotogréfica digital posicionada sobre um tripé. As anélises e caracterizacdo morfoldgica das
imagens foram realizadas as cegas através do programa Axio Vision LE Release 4.1. O célculo
da area de superficie da ferida (cm) foi realizado utilizando a seguinte formula: Area=ab,
sendo a = raio maior; b = raio menor; & = 3,14.

Na sequéncia, o local da lesdo foi coletado, fixado em formalina tamponada 10%,
processado para histologia com inclusdo em parafina e coloracdo hematoxilina e eosina. A

avaliacdo histologica da epiderme, derme e musculo, considerou 0s seguintes parametros:
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infiltrado inflamatério de neutrofilos, macrofagos e linfécitos; solucdo de continuidade na
epiderme e derme; hemorragia; miolise; quantidade de fibrina, fibroblastos, formacgéo de
colageno, neovascularizacdo, regeneracdo de miofibras, melanomacréfagos e macrofagos
carregados de hemossiderina. Para a avaliacdo quantitativa, foram utilizados os escores 0
(ausente), 1 (discreto), 2 (moderado) e 3 (acentuado).

O plasma, rim cranial e o baco foram utilizados para quantificagdo de citocinas
inflamatdrias através de kits comerciais ELISA, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(Cusabio, China), de acordo com a tabela 3. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata,
de acordo com as instru¢des do fabricante, por um Unico técnico que desconhecia 0s grupos

participantes.

Tabela 3 - Material utilizado para analise de citocinas
e enzima através de comercial Kit

ELISA.
CITOCINA Bgf;lg\TERli:nLc/:\rl\gll_ I SAI;?a(zma
IL-1B* X X
IL-6° X X
IL-10° X X
TNF-o X X
COX-2° X X

IL-1B: Interleucina 1p; 2IL-6: Interleucina 6; 3IL-10: Interleucina 10;
4TNF-a: Fator de necrose tumoral a; 3COX-2: Ciclooxigenase 2.

2.4. Andlise Estatistica

Os dados bromatologicos e de desempenho sdo apresentados como média e erro padrao
da média, através de analise de variancia (ANOVA), ap0s teste de normalidade e
homogeneidade das variancias. Diferengas significativas entre as médias foram determinadas
pelo teste Tukey HSD, ao nivel de probabilidade de 0,05. A anélise estatistica dos parametros
hematologicos e area da leséo foi realizada considerando dentro do modelo linear, o efeito do
tempo no procedimento GML Repeated Measures ANOVA do software IBM SPSS statistics.
O teste Tukey HSD a 5% foi utilizado para identificar os grupos de significancia entre o0s
tratamentos. Os escores atribuidos nas avalia¢fes histopatologicas foram analisados dentro de
cada tempo utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido por comparagdo multipla par a par por
Steal-Dwass-Critchlow-Fligner ao nivel de significancia de 5% utilizando o software XLSTAT
2019.2.
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3 RESULTADOS

A analise de desempenho zootécnico nédo revelou diferenca entre os tratamentos para 0s
parametros de desempenho, como ganho de peso e TCA (Tabela 4). Os indices
viscerossomatico, hepatossomatico, intestinossomatico e de gordura visceral ndo foram

afetados significativamente pelas diferentes fontes de 6leo da dieta (Tabela 4).

Tabela 4 - Desempenho e indices corporais de tilapias alimentadas
com diferentes fontes de acidos graxos na dieta.

DIETAS

Peixes Linhaca Milho SEM
Peso inicial (g) 152,90 152,60 153,40 0,23
Peso final (g) 229,40 222,00 220,90 5,99
Ganho de peso (g) 76,50 69,40 67,50 6,04
TCA' (ratio) 1,29 1,30 1,32 0,06
IVS? 6,61 6,35 6,75 0,13
IHS® 1,75 1,84 1,93 0,07
s 1,61 1,70 1,61 0,07
IGVS® 0,73 0,66 0,80 0,07

Os valores sdo médias de doze tanques. Média na mesma linha com letras mindsculas
diferentes séo significativamente diferentes (P <0,05). *TCA: Taxa de conversdo alimentar;
2lvS: indice viscerossomético; 3IHS: Indice hepatossomético, “4IIS: Indice
intestinossomatico; 5IGVS: indice de gordura visceral

O resultado da suplementacdo lipidica sobre a composicéo corporal total e o perfil de
acidos graxos no musculo sdo mostrados na Tabela 5. Os teores de umidade, proteina bruta,
extrato etéreo e cinzas ndo diferiram entre os tratamentos (P > 0,05). A suplementacdo com
6leo de peixe resultou no maior teor de n-3 total, EPA e DHA no musculo (Tabela 5). Ja a dieta
com 6leo de linhaga proporcionou maior nivel de ALA e PUFAs totais. Por outro lado, o
tratamento com 6leo de milho obteve a maior concentragdo de LA e n-6 total no musculo
(P<0,05).

A tabela 6, demonstra as alteragdes sanguineas que ocorreram na tilapia durante a
regeneracdo de feridas cutaneas. Os niveis de eritrcitos, proteina plasmaética, hematdcrito,
glicose e VCM ndo diferiram entre os tratamentos. Alguns parametros da analise hematoldgica,
apresentaram variacdo no padrao de células nos diferentes tempos de coleta, mas sem diferenca
entre os tratamentos. O nivel de glicose, independente do tratamento, aumentou apos 12 horas

e atingiu seu pico 1 dia apés a lesdo (tabela 6).



Tabela 5 - Composic¢éo corporal e perfil de &cidos graxos (% dos acidos graxos
totais) de juvenis de tilapia alimentados com as dietas experimentais.

Composicao corporal (%) DIETAS - -

Peixe Linhaca Milho SEM
Umidade 70,3 69,1 68,3 0,6
Proteina Bruta 52,1 52,4 53,1 0,3
Extrato Etéreo 30,4 29,6 31,2 0,5
Cinzas 12,9 13,4 13,2 0,1
Perfil de acidos graxos (g/100g de &cidos graxos totais)
C12:0 0,2 0,3 0,2 0,0
C14:0 1,1° 0,5° 0,5 0,0
C16:0 20,4 19,7 19,9 0,2
C16:1 3,3 2,3 2,0° 0,1
C18:0 10,0 9,7 10,1 0,1
C18:1n9¢c 28,4° 30,3 30,0° 0,5
C18:2n-6¢ 10,5 17,5° 18,5° 0,4
C18:3n-6 0,1° 0,2° 0,3 0,0
C20:1 0,9 0,9 0,9 0,0
C18:3n-3 0,7° 3,1° 1,2° 0,1
C20:2 0,7 0,7 0,7 0,0
C22:0 0,3 0,3 0,3 0,0
C20:4n-6 1,8° 1,9 2,8 0,1
C20:5n-3 2,1° 0,5 0,1° 0,1
C22:2 0,2° 0,2° 0,0° 0,4
C22:6n-3 6,5° 1,9 0,8° 0,6
Y SAFA 34,1° 30,5 31,0° 0,6
¥ MUFA 32,6 33,3 32,9 1,3
¥ PUFA 22,6° 26,1° 24,5 0,2
T n-6 12,4° 19,6 21,6° 0,5
¥ n-3 9,3° 5,4° 2,1° 0,5
Y EPA+DHA 8,6° 2,4° 0,9° 0,3

Os valores sdo médias de quarenta e oito peixes. SEM (Erro padrdo da média). Média na mesma linha
com letras minusculas diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05). £ SAFA: soma dos acidos
graxos saturados; X MUFA: soma dos acidos graxos monoinsaturados; X PUFA: soma dos 4cidos graxos

poliinsaturados.
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Tabela 6 - Pardmetros hematoldgicos de tilapias alimentadas com diferentes perfis de &cidos graxos na dieta.

TEMPOS Controle 12 horas 1dia 7 dias 14 dias

DIETAS Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM
Eritrcitos (xi0‘mm®) 2135 1823 2183 9,2 2059 2082 2137 7,9 211,7 2083 1900 65 1873 2028 2139 11,5 2115 2177 2039 92

Proteina
Plasmatica (g/dL)

4,5 4,2 4,5 0,0 4,9 4,4 4,4 0,2 4,5 4,2 4,3 0,1 4,7 4,5 46 17 4,8 4,9 4,8 0,1

Hematdcrito (%) 236 220 239 03 245 254 231 06 236 21,9 218 09 181 181 187 16 235 229 224 08
Glicose (mg/dL) 372° 323° 347° 15 491® 592® 533%® 32 1004" 831% 1004" 48 341° 367 31,0° 11 342° 381° 31,1 14
VCM (um?) 1145 1222 1124 51 1205 1249 1108 59 1140 1058 1157 6,7 987 899 959 103 1137 107,3 112,0 6,5

Contagem diferencial de leucécitos

Neutréfilo (%wWBC) 11,6° 106° 96° 24 147% 105° 250% 41 473" 385" 339% 76 2665 244% 459" 47 164° 168° 181° 25
Linfécito (%WBC) 822" 825" 829° 33 819" 854" 699 48 405" 497 535% 74 605%™ 643" 407 54 774% 759 768 29
Monécito (%WBC) 63% 69° 75 14 33° 41° s52° 11 122* 118 121* 21 129 11,3 132 28 61® 74® 518 13

Os valores sdo médias de nove peixes. SEM (Erro padrdo da média). Médias com letras mindsculas diferentes, dentro do tempo e na mesma linha, sdo significativamente diferentes entre os
tratamentos e médias na mesma linha com letras maitsculas diferentes sdo significativamente diferentes dentro do tratamento (P<0,05). VCM: volume corpuscular médio; WBC: glébulos brancos.
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A andlise diferencial de leucdcitos, demonstrou maior concentracdo de neutrofilos e
menor namero de linfocitos, apds 12 horas e 7 dias, no grupo tratado com 6leo de milho (tabela
6). Os animais suplementados com 6leo de peixe e linhaca, atingiram o valor maximo de
neutrofilos 1 DPI. Em todos os grupos, houve uma reducgédo no teor de mondcitos apos 12 horas,
sendo observada as maiores concentragcfes nos dias 1 e 7 apos a lesdo (tabela 6).

O diagndstico macroscopico da ferida cirurgica revelou que os grupos suplementados
com Oleo de peixe e linhaca apresentaram menor area da ferida no 7° DPI, com uma reducéo de
69 e 56%, respectivamente, quando comparado ao grupo tratado com 6leo de milho (Figura 1).
O tamanho da ferida de cada grupo atingiu o valor maximo 1 DPI, depois diminuiu

gradualmente de forma distinta entre os tratamentos até a cicatrizagao.

Figura 1 - Medicdo da éarea da lesdo de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de 0Oleo.
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Médias no mesmo tempo com letras minusculas diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).

O resultado da analise histol6gica é mostrado na tabela 7. Em todos os tratamentos
foram observadas a presenca de queratindcitos, fibrina, hemorragia e infiltrado de células
inflamatdrias, apds 12 horas (Figura 3). Nesse periodo, houve maior necrose de miofibras nos
animais tratados com o6leo de milho.

No 1° DPI, o grupo suplementado com 0leo de milho, apresentou maior concentragéo
de hemorragia e infiltrado de neutréfilos. Os animais tratados com 6leo de linhaca tiveram
menor relacdo de fibrina, j& os tratados com dleo de peixe contaram com um menor score para

necrose de miofibras, no mesmo periodo (Tabela 7).
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No 7° dia pos-ferimento, o tratamento com dleo de milho apresentou menor integridade
da epiderme, concentracdo de fibroblastos e neovascularizagdo. Além disso, foi constatado
maior infiltrado de neutréfilos e macrofagos nesse grupo (Tabela 7).

Os animais alimentados com 6leo de peixe e linhacga, apresentaram baixo infiltrado
inflamatorio, alta concentracdo de coldgeno e melhor reparo da derme, 14 DPI (Tabela 7). Por
outro lado, as tilapias suplementadas com oOleo de milho ainda apresentavam altas
concentracdes de neutréfilos, macrofagos, fibroblastos e ativa neovascularizacdo, nesse periodo
(Figura 3).

As citocinas inflamatorias foram verificadas em diferentes 6rgéos imunolégicos e no
plasma. Os niveis de IL-1p no bago foram superiores nos animais suplementados com 6leo de
milho em todos os tempos de coleta. 7 e 14 DPI, o tratamento com 6leo de peixe obteve a menor

concentragdo de IL-1P nesse 6rgdo (Figura 2).

Figura 2 - Niveis de IL-1P no bago de tilapias suplementadas com diferentes
fontes de oleo.
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Médias no mesmo tempo com letras minusculas diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).
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Tabela 7 - Par@metros histopatologicos da pele de tilapias suplementadas com diferentes fontes de acidos graxos.

TEMPOS 12 horas 1 dia 7 dias 14 dias

DIETAS Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM
Queratindcitos 1 1 1 0,1 0 0 0 0,0 - - - - - - - -
Fibrina 2 2 2 0,1 28 1° 22 01 - - - - - - - -
Hemorragia 2 2 2 0,1 1° 1° 22 01 - - - - i - - -
Necrose de miofibra 2° 2° 3 01 2P 32 2 01 - - - . - - - i
Neutrofilo 2 2 2 01 2 2 3 02 1 1° 3 01 0 0o 2* 01
Macréfago 1 1 1 0,1 2 2 2 0,2 1° 1P 3 01 1P 1P 22 01
Linfocito 1 1 1 0,1 1 1 1 0,2 1 1 1 0,1 1 1 1 0,0
Reparo da epiderme - - - - - - - - 3 3 2 01 3 3 3 00
pemosiderina - - - - .. 2 2 2 w1 1 1 oo
Melanomacrofago - - - - - - - - 2 2 2 0,1 2 2 2 0,1
Fibroblasto - - - - - - - - 3 3 2> 01 1° 1° 2* 01
Neovascularizacdo - - - - - - - - 3 2° 2> 01 1P 1° 2* 01
Regeneracédo de miofibra - - - - - - - - 2 2 2 0,1 3 3 3 0,1
Colageno - - - - - - - - - - - - 3? 3? 2® 01
Reparo da derme - - - - - - - - - - } . ob ob 12 01

Os valores sdo médias de nove peixes. SEM (Erro padrdo da média). Média na mesma linha com letras mindsculas diferentes séo significativamente diferentes (P<0,05).
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Figura 3 - Andlise histopatoldgica da &rea da lesdo de tildpias suplementadas com diferentes

fontes de 6leo. Presenca de queratindcitos poucas horas apds a lesdo: (A) Oleo de
linhaga — apds 12 horas; (B) Oleo de peixe — ap6s 12 horas; (C) Oleo de milho — apds
12 horas; Pico de células inflamatorias 1 dia ap6s a lesdo: (D) Oleo de linhaca— apds
1 dia; (E) Oleo de peixe — ap6s 1 dia; (F) Oleo de milho — apds 1 dia.

No rim cranial, a maior concentragdo de IL-1B foi encontrada nos animais
suplementados com 6leo de milho e a menor concentragdo foi observada no tratamento com
6leo de peixe, 12h, 1 e 7 DPI. N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos apds 14
dias (Figura 4).

A maior concentragdo da citocina pro-inflamatoria IL-6, no bago, foi observada no
tratamento com 6leo de milho, ap6s 12h, 1 e 7 dias. Por outro lado, as suplementacGes com 6leo
de peixe e linhaca obtiveram as menores concentracGes de IL-6 no bagco nesse mesmo periodo.
14 DPI, os animais suplementados com o 6leo de peixe tiveram um valor significativamente
menor comparado ao 6leo de milho (Figura 5). No rim cranial, o tratamento com 6leo de peixe
obteve a menor concentracdo de IL-6, 12 horas ap0s a lesdo. Ja o tratamento com éleo de milho
apresentou o maior acimulo apds 1, 7 e 14 da lesdo (Figura 6).



Figura 4 - Niveis de IL-1p no rim cranial de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de oleo.

IL-1B no Rim Cranial

190,00

e

o 165,00

o

a_ 140,00 === PEIXE

- === | INHACA
115,00 === MI|LHO
90,00

12h 1d 7d 14d
Tempo ap6s a lesdo

Médias no mesmo tempo com letras mindsculas diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).

Figura 5 - Niveis de IL-6 no baco de tilapias suplementadas com diferentes
fontes de dleo.
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Médias no mesmo tempo com letras mindsculas diferentes sao significativamente diferentes
(P<0,05).
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Figura 6 - Niveis de IL-6 no rim cranial de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de oleo.
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Médias no mesmo tempo com letras minusculas diferentes sdo significativamente diferentes

(P<0,05).

A suplementacdo com 6leo de peixe, resultou em maior concentracdo de TNF-o. no rim
cranial, comparado ao demais tratamentos, 1 DPI (Figura 7). Entretanto, ndo houve diferenca

significativa entre tratamentos nos demais tempos de coleta (P<0,05).

Figura 7 - Niveis de TNF-o no rim cranial de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de 6leo.
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Médias no mesmo tempo com letras minusculas diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).
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No plasma, os niveis de TNF-a ndo diferiram significativamente entre os tratamentos
apos 12h, 1 e 7 DPI. Entretanto, o tratamento com éleo de milho apresentou maior concentragdo

dessa citocina ap6s 14 dias, comparado aos demais grupos (Figura 8).

Figura 8 - Niveis de TNF-a no plasma de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de 0leo.
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Médias no mesmo tempo com letras mindsculas diferentes séo significativamente diferentes
(P<0,05).

A concentracdo da citocina anti-inflamatéria - IL-10, no baco e no rim cranial, foi
superior nos animais suplementados com 6leo de peixe e linhaga, 12h, 1 e 7 DPI. No 14° dia

pos-lesdo, os grupos tratados com éleo de linhaca apresentaram maiores niveis de 1L-10 no
baco e no rim cranial (Figura 9 e 10).



Figura 9 - Niveis de I1L-10 no baco de tilapias suplementadas com diferentes
fontes de dleo.
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Médias no mesmo tempo com letras mindsculas diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).

Figura 10 - Niveis de IL-10 no rim cranial de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de oleo.
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Médias no mesmo tempo com letras mindsculas diferentes séo significativamente diferentes
(P<0,05).

Como observado nas figuras 11 e 12, ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos para COX-2 no baco e no plasma.



Figura 11 - Niveis de COX-2 no baco de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de 6leo.
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Médias no mesmo tempo com letras minusculas diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).

Figura 12 - Niveis de COX-2 no plasma de tilapias suplementadas com
diferentes fontes de dleo.
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Médias no mesmo tempo com letras minGsculas diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).
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4 DISCUSSAO

O bem-estar dos peixes ¢ influenciado por praticas de manejo que levam a um aumento
substancial de lesbes nos animais. Feridas cutaneas interrompem a homeostase e predispéem o
organismo as infec¢fes oportunistas que acarretam danos maci¢os aos tecidos (STOECKLEIN
et al., 2012). Os nutrientes da dieta podem inibir, retardar ou reverter esses processos. Os
nutracéuticos, como lipideos, sdo componentes bioativos da dieta que além de seu valor
nutricional, fornecem beneficios a saide (HOSEINIFAR et al., 2020; LEENA et al., 2020;
REVERTER etal., 2020; YOUSEFI et al., 2020; LOGESH et al., 2021; YOUSEFI et al., 2021).
As fontes de dleo neste estudo, ndo afetaram os parametros de crescimento e indices corporais
de juvenis de tilapia. De acordo com Pereira et al. (2017), tambaquis (Colossoma macropomum)
alimentados com dietas que continham 6leo de peixe, milho e linhaca, ndo apresentaram
diferengas significativas no ganho de peso, taxa de crescimento especifico, taxa de conversao
alimentar, indices corporais e composi¢do centesimal. Paulino et al. (2018), também néao
observaram depressdes de crescimento em peixes alimentados com dietas a base de 6leos
vegetais em comparacdo com 0Oleo de peixe. Espécies marinhas suplementadas com diferentes
fontes de dleo, também corroboram com esses achados (DENG et al., 2014). Tendo em vista, a
oferta estagnada de 6leo de peixe (TURCHINI, 2013; TOCHER e GLENCROSS, 2015;
FRANCIS e TURCHINI, 2017; TURCHINI, HERMON e FRANCIS et al., 2018), esse
resultado, permite a utilizacdo dos 6leos vegetais como alternativas, sustentaveis e baratas, para
formulacdo de racGes para peixes, sem prejuizo no desempenho zootécnico e nutricional.

O perfil lipidico da dieta € um dos principais fatores que influencia a composicdo de
acidos graxos no musculo dos peixes (COWEY e SARGENT, 1972; BELL et al., 2002;
TOCHER et al., 2003; BELL et al., 2004; KARALAZOS et al., 2007; FRIESEN et al., 2008;
TURCHINI, 2013; GLENCROSS et al., 2014; HIXSON et al., 2014; EMERY et al., 2016;
SPRAGUE et al., 2016; FRANCIS e TURCHINI, 2017). Nesse trabalho, o filé dos animais
alimentados com 0leo de peixe, refletiu a maior concentracdo de EPA e DHA dietética. Dentro
do mesmo conceito, o tratamento com 6leo de linhaca apontou maiores niveis de ALA e PUFAs
totais, j& 0 musculo dos animais tratados com 6leo de milho obteve a maior concentracdo de
LA e n-6 total. Diversos autores obtiveram resultados semelhantes (XU et al., 2012; TOCHER,
2015; ROMBENSO et al., 2016; QIU et al., 2017; MATA-SOTRES et al., 2018; ARAUJO et
al., 2019; AN et al., 2019). No presente estudo, as tilapias alimentadas com os 6leos vegetais
(linhaca e milho) obtiveram altos niveis de LC-PUFAs no musculo. Tais resultados sugerem

que a essencialidade de acidos graxos na tilapia, assim como outros peixes de agua doce, pode
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ser satisfeita por PUFAs de 18 carbonos, uma vez que sdo capazes de alongar e dessaturar, LA
em ARA, e ALA em EPA e DHA (SARGENT; TOCHER; BELL, 2002; RUYTER et al., 2006;
TURCHINI et al., 2006; BLANCHARD et al., 2008, BELL e TOCHER, 2009; GLENCROSS
2009; TAN et al. 2009; TIAN et al. 2016). Compreender tal capacidade de sintese endégena de
LC-PUFAs ¢ benéfica tanto para a formulagdo de ragfes para peixes, quanto para a nutricdo
humana, uma vez que os pescados séo uma fonte valiosa de AGs n3 (OBOH et al., 2016).

A analise e interpretacdo de parametros hematologicos fornecem informacdes relevantes
para a saude dos peixes e 0 progndstico de muitas doencas. Nesse estudo, foi diagnosticada uma
hiperglicemia em todos os grupos testados, 12 horas apés a realizacdo da lesdo, atingindo seu
pico 1 DPI. A mobilizacdo de glicose € um componente vital da resposta adaptativa de um
organismo ao estresse. Essas acdes podem incluir estimulacéo da glicogendlise, gliconeogénese
e lipolise, resultando em hiperglicemia e mobilizacdo de acidos graxos livres, que fornecem
energia para lidar com o estressor (FABBRI et al., 1998; REID et al., 1998; MANKIEWICZ et
al., 2020). A magnitude da hiperglicemia pode variar em fungdo da espécie, tipo, duracéo e
amplitude do estresse, no entanto, aumentos na glicose podem ser observados a partir de 30
minutos pds-estresse e persistir por 24 horas (FABBRI et al., 1998; VIJAYAN e MOON, 1994;
POLAKOF et al., 2012). Essa elevacdo da glicose em funcéo do estresse foi documentada em
diversas espécies (AGUILAR et al., 2010; BALTZEGAR et al., 2014; LIU et al., 2018).

Neste estudo, o grupo tratado com éleo de milho, apresentou uma alta concentracao de
neutrofilos, 12 horas apds a lesdo, enquanto nos tratamentos com 6leo de peixe e linhaca, essa
elevacdo so foi observada 1 dia ap6s a ferida. Na fase inicial do processo de reparo, os padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs), liberados pelo tecido lesado, geram sinais que
estimulam a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, desencadeando aumentos locais no fluxo
sanguineo, atracdo de células de defesa e aumento da permeabilidade vascular, o que permite o
influxo de enzimas digestivas e leucdcitos no tecido acometido (SERHAN, 2006; TIZARD,
2009). Os mediadores pro inflamatodrios gerados durante essa fase inicial da inflamagéo, como
as prostaglandinas, leucotrienos e fatores quimiotaticos, sdo essenciais para o controle do fluxo
sanguineo e da dilatacdo de vasos, necessarios para que os leucdécitos sofram firme adesé&o,
diapedese e possam chegar ao local lesionado (SERHAN e SAVILL, 2005). A capacidade de
geracdo dessas celulas pelos 6rgaos hematopoiéticos varia de acordo com a salde e nutri¢ao do
individuo e sé@o responsaveis pelo desfecho do processo de reparo (LI et al., 2015). Células
sanguineas, como linfocitos, mondcitos e neutrofilos, desempenham um papel importante no
inicio da inflamac&o, na regulacdo e no avanco do processo de reparo subsequente (SCHMIDT

et al., 2016; SEO et al., 2017). Estudos demonstram que os linfocitos, sdo os leucocitos mais
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abundantes no teledsteo saudavel, variando de 50 a 99% (HRUBEC e SMITH, 2010;
WITESKA et al., 2016; 2021). Entretanto, durante o processo inflamatorio, outros leucdcitos
podem assumir essa posi¢cdo. Os neutrofilos sdo os primeiros leucdcitos a serem recrutados para
o sitio inflamatdrio, sendo capazes de eliminar patdgenos por meio de varios mecanismos
complementares (KATZENBACK e BELOSEVIC, 2009; PIJANOWSKI et al., 2013,
HAVIXBECK e BARREDA, 2015). Os mondcitos sanguineos contribuem para as populagdes
de macrdfagos residentes no tecido durante condicbes inflamatorias (HASHIMOTO et al.,
2013; VAROL et al., 2015). Nesta pesquisa, a deplecdo de mondcitos observada 12 horas apds
a leséo, pode ter ocorrido em funcdo da migracdo de células para o tecido lesado. Garcia e
Moraes (2009) e Gallani et al. (2021) apontaram que isso também ocorre em pacu e tambaqui
apos infeccdo por Aeromonas.

A cicatrizacao de feridas € um processo altamente ordenado, complexo e dindmico que
envolve inflamacdo, proliferacdo e remodelagcéo (LINDLEY et al., 2016; SGHAYYAR et al.,
2019; MOHOLKAR et al., 2021; ZHANG et al., 2021). Neste estudo, a anélise de medicdo da
lesdo demonstrou que as tilapias suplementadas com 6leo de milho, apresentaram um retardo
no processo de reparo da ferida, fato que foi confirmado pela analise histopatoldgica e teste
imunoenzimatico de citocinas, quando comparados com o 6leo de peixe e linhaca. Entretanto,
tal diferenca ndo foi observada no 1° dia apos a realizagdo da lesdo. Resultado semelhante foi
observado em curimbas (Prochilodus lineatus), onde os animais alimentados com 6leo de peixe
e de linhaca apresentaram uma reducdo de 24 e 24,8%, na area da ferida 7 DPI (PEREIRA,
2017b). O metabolismo do acido linoleico, presente no o6leo de milho, origina o acido
araquidénico (ARA) que compete com 0s AGs n3, pelas enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase,
na sintese de mediadores inflamatérios (CALDER, 2006; MARTIN e STAPELTON, 2010;
BOROW, NELSON e MASON, 2015; SONNWEBER et al., 2018). Por outro lado, as dietas
com 6leo de linhaca e peixe, apresentam alta concentragdo de AGs n3, como &cido linoleico,
EPA e DHA, tais compostos possuem propriedades antiinflamatorias bem como mediadores da
resolucdo que acarretam um menor risco de desenvolvimento de processos inflamatorios
crénicos (CALDER, 2015; DONOGHUE et al., 2018; ROGERO e CALDER, 2018). As células
inflamatdrias, entre outras, produzem uma variedade de mediadores lipidicos que tém sido
implicados na inflamagdo em geral. Os mediadores lipidicos de maior importancia séo os
eicosanoides, como prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos (LTs), derivados
de ARA, EPA e DHA, por meio da agcéo da COX e da LOX (ALHOUAYEK et al., 2020). Um
alto teor de AGs n6 na dieta favorece a formacdo elevada de PGs da série 2 e LTs da série 4,

que sdo altamente pré-inflamatorios. Em contrapartida, o aumento na ingestdo de AGs n3,
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resulta na sintese de PGs da série 3 e LTs da série 5, com menor poder inflamatério, e de
resolvinas e protectinas, com acao anti-inflamatoria e na resolugdo da inflamacdo (ADKINS e
KELLEY, 2010; CALDER, 2015; BENES et al., 2018). Sendo assim, os acidos graxos podem
modular o sistema imunologico da tilapia de forma semelhante ao ja descrito para outros
vertebrados (FERREIRA et al., 2015), indicando que os mecanismos de ativagado da resposta
inflamatoria encontram-se conservados nessa espécie.

Como resposta ap6s uma lesdo e afim de evitar o processo hemorragico, ocorre uma
vasoconstricdo dos vasos, a hemostasia, que é seguida do influxo de células inflamatdrias no
tecido. Cada vez mais, os estudos mostram que células inflamatérias, determinam a cicatrizagdo
ou retardo apo6s feridas e doencas fisioldgicas (XU et al., 2019b). Neste trabalho, os animais
tratados com 6leo de peixe e linhaca apresentaram uma menor area com hemorragia, 1 DPI.
Pereira (2017b) também notou maior processo hemorragico em curimbas tratadas com acidos
graxos n6. Foi observada neste ensaio, maior infiltragdo de neutréfilos na &rea da leséo a partir
do 1° DPI, se mantendo elevada até o 14° DPI, no grupo tratado com 6leo de milho em
comparacdo aos demais. Os macrofagos também foram mais numerosos no tratamento com
6leo de milho, 7 e 14 DPI. Em oposicao a esses dados, Pereira (2017b), ndo observou diferenca
significativa na infiltracdo de neutrdfilos, 24 horas apos a lesdo, além disso, concentragdes de
linfocitos e macréfagos foram superiores nos peixes suplementados com éleo de milho nesse
periodo. Essa divergéncia de resultados provavelmente esté relacionada as espécies estudadas.
A alta relacdo de células inflamatdrias, como neutrdéfilos, pode representar disfuncdo e dano
endotelial o que resulta em piores desfechos no cenario de feridas (TAM et al., 2015; UNLU et
al., 2015). A magnitude e a duracdo das respostas inflamatorias sdo fatores que desempenham
um papel importante na regeneracéo de feridas, e a limitagéo de tal processo evita a formacao
de cicatrizes cronicas (SEO et al., 2017). Os fagdcitos, como neutréfilos e macréfagos,
desempenham um papel importante na eliminacéo de patdgenos no sistema imunoldgico inato.
No entanto, o acimulo excessivo de leucécitos e uma resposta inflamatoria prolongada pode
suprimir a biossintese de componentes da matriz extracelular e gerar um efeito negativo na
cicatrizacdo de feridas (BARRIENTOS et al., 2008; XU et al., 2019). Xu et al., (2018)
demonstraram que os neutrdfilos sao rapidamente recrutados, atingem o pico 1 dia ap6s a injuria
e se dispersam gradualmente apos 4 dias. Em larvas de zebrafish, a inibicdo de neutrofilos
acelera a regeneracdo de ferida na nadadeira e no figado (LI et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2013). Lobo et al. (2016) também observaram uma redugéo no recrutamento de neutréfilos para
o local da inflamacgéo quando tratados com n3.
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Os macrdfagos derivados de mondcitos, sofrem diferenciacdo especifica, dependendo
do ambiente tecidual local. A ativacdo M1 resulta em um fendtipo de macréfago altamente
inflamatdrio, que é mediado por citocinas pré-inflamatorias, e estdo envolvidos no inicio e na
sustentacdo da inflamacéo. Ja a ativacdo M2 é mediada por citocinas anti-inflamatorias, como
IL-10, e fatores de crescimento, e participa da resolugdo da inflamacdo e da remodelacéo de
tecidos (LOUISELLE et al., 2021). Ambos os fenotipos de macrofagos sdo importantes para a
cicatrizacdo de feridas, e alteracBes no equilibrio imunomodulador entre M1 e M2, trazem
consequéncias para o individuo. Apds a formacdo da ferida, os macrofagos M1 geram um
ambiente pré-inflamatorio e removem as células mortas. Nos proximos estagios de reparo, o
namero de macr6fagos M2 aumenta gradualmente, e esses macréfagos secretam citocinas que
promovem a angiogénese e a cicatrizacdo de feridas (MANTOVANI et al., 2013). Zhang e
colaboradores (2018), demonstraram que a polarizacdo de macrofagos M1 para o fenétipo M2
promove melhora na angiogénese e reparo de tecidos. Seraphim et al. (2020) notaram que em
camundongos o fechamento da ferida € significativamente atrasado, pelo aumento da proporcao
de macréfagos M1, e pela diminuicdo das defesas antioxidantes e da angiogénese. IniUmeros
trabalhos tém demonstrado que os LC-PUFA n3 promovem reduc¢do da inflamacéo através da
mudanca fenotipica de M1 para M2 (TITOS et al., 2011; SPENCER et al., 2013; BOER ET
AL., 2014; 2015; 2016). Baseado nos resultados obtidos neste estudo € possivel inferir que os
animais suplementados com 0leo de milho, fonte de AGs n6, apresentaram um retardo na
mudanca fenotipica de macréfagos. Outra funcdo importante dos macréfagos € a sintese e
harmonizacdo de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-10, que levam a
ativacdo de respostas sistémicas (QING, 2017; NIU et al., 2021).

Nos tele6steos, 0 bago e o rim cranial sdo 6rgdos imunes essenciais, que desempenham
um papel fundamental na hematopoiese e sintese de células de defesa (WU et al., 2021). Para
maior compreensdo do efeito dos acidos graxos na resposta inflamatoria, foram analisadas as
citocinas representativas dessa fase, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ COX-2, nesses 6rgdos e no
plasma. A concentragéo de IL-1 e IL-6, no bago e rim cranial, foram superiores nos animais
suplementados com 6leo de milho, o que indica alta taxa de resposta inflamatdria. Também no
plasma, os maiores niveis de TNF-a foram encontrados no grupo tratado com 6leo de milho
apos 14 dias. Em contraste, as tilapias alimentadas com dietas a base de 6leo de peixe e linhaca,
apresentaram alta concentracédo de IL-10, no baco e rim cranial, sendo o pico observado 7 DPI,
além de baixa concentracdo de IL-1p e IL-6. Os maiores niveis de TNF-a no rim cranial foram
observados no tratamento com 6leo de peixe ap6s 1 dia da lesdo, coincidindo com o pico

inflamatdrio. A IL-1P é peca chave nas respostas inflamatorias e imunologicas. Sua atividade,
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dirige uma cascata de sinais inflamatdrios em resposta a detec¢do de padr6es moleculares
associados a patogenos (PAMPs) ou DAMPs (OGURA et al., 2006). Diversos estudos apontam
altos niveis de citocinas, IL-1B, IL-6 e IL-8, um dia apds a lesdo, em resposta a liberacdo de
DAMPs (GILLITZER e GOEBELER, 2001; PRZYBYLSKA-DIAZ et al., 2013). IL-1f induz
a expressdo de multiplos genes pro-inflamatorios, como IL-6, IL-8, fator de ativagdo plaquetaria
e eicosanoides (DINARELLO, 2018). Em peixes, a interleucina-6 (IL-6) ¢ uma citocina
imunorreguladora que desempenha um papel polifuncional na inflamacdo, metabolismo,
regeneracdo e processos neurais (JIN et al., 2021). No entanto, a sinalizacdo disfuncional de
citocinas tem sido implicada em uma série de condigdes patoldgicas (OGRYZKO et al., 2014).
Em carpas, a expressdo de IL-1p e IL-6 também aumentaram apds a lesdo, mas declinaram ap6s
a fase inflamatoria (PRZYBYLSKA-DIAZ et al., 2013). Achados de Azuma et al. (2018),
indicam que a administracdo oral com PUFAs n-3 pode modular a inflamacdo na periodontite
apical em ratos, diminuindo o TNF-a, IL-6, IL-1p e IL-17 e aumentando a expressao de IL-10.
Semelhante aos resultados deste experimento, Montero et al. (2010) e An et al. (2020), notaram
que a expressao de IL-1p aumentou significativamente nos grupos com baixo teor de LC-PUFA
n3. Tal resultado indica que os AGs n3 podem melhorar a resisténcia a doenca e inibir a
inflamacd&o, pela diminuicdo de genes pro-inflamatorios e aumento de genes anti-inflamatorios
(MONTERO et al., 2010; AN et al., 2019). Lobo e colaboradores (2016) concluiram que o 6leo
de peixe atenua a dor inflamatéria persistente em ratos por meio da modulacdo de TNF-a e
resolvinas. Por outro lado, a IL-10 é uma citocina anti-inflamat6ria e imunossupressora,
importante na limitacdo das respostas imunoldgicas exacerbadas e na prevencdo dos efeitos
prejudiciais da inflamacdo (SABAT et al., 2010; OUYANG et al, 2011). No presente estudo, o
efeito inibitorio da IL-10 foi observado em relacéo a varias citocinas pro-inflamatorias, IL-1p,
IL-6 e TNF-a. Huo et al., (2019) também constataram uma supressao na expressao dos genes
IL-6, IL-1B, IL-8, TNF-a e na produgdo de radicais livres de oxigénio em Siniperca chuatsi.
Estudos indicam que a IL-10 pode induzir a polarizacdo de macrofagos para o fenotipo M2, e
tais macrofagos também secretam altos niveis dessa citocina (REY-GIRAUD et al., 2012; SICA
e MANTOVANI, 2012; MARTINEZ e GORDON, 2014; DAM et al., 2017). Enfim, um
ambiente pro-inflamatorio devido ao excesso concomitante de citocinas pré-inflamatorias,
deéficit de citocinas anti-inflamatorias e polarizacdo excessiva de macréfagos M1 no local da
ferida podem exacerbar ainda mais o dano ao tecido (SERAPHIM et al., 2020).

Afim de manter a homeostase do corpo e prevenir o influxo indiscriminado de patdégenos
oportunistas, os teledsteos utilizam um processo de epitelizacdo, denominado “reepitelizagdo”,
que ocorre em média um dia apo6s a injuria (ASHLEY et al., 1975; QUILHAC e SIRE, 1999;
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WAHLI etal., 2003; GUERRA etal., 2008; SVEEN et al., 2019) A velocidade de reepitelizagédo
é crucial para evitar infeccbes subsequentes e afeta diretamente a mortalidade (ELLIOTT,
2011). Nesse estudo, a andlise histoldgica demonstrou que o0 processo de cicatrizacao se iniciou
com a reepitelizacdo da incisdo por queratindcitos, 12 horas apds a lesdo. No entanto, essa
camada de células epiteliais diferenciadas foi perdida em todos os tratamentos 1 DPI. Quilhac
e Sire (1999) e Wahli et al. (2003) também observaram uma répida diferenciagdo das células
da camada basal da epiderme apds o ferimento dos peixes.

Em peixes, o reparo dérmico € iniciado em média 6 DPI, concomitante com a formacéo
de tecido de granulacdo (BRAIMAN-WIKSMAN et al., 2007; ESTEBAN 2012). Este estagio
é acompanhado pela atenua¢do da resposta inflamatdria e pelo inicio do estagio proliferativo.
A analise histologica ap6s 7 dias, mostrou que a superficie da ferida dos animais tratados com
oleo de peixe e linhaca, estava completamente preenchida com uma espessa camada de células
epiteliais, enquanto o grupo com 6leo de milho, possuia apenas uma fina e incompleta camada
de células na borda da ferida. A neovascularizagéo de uma lesdo restaura a circulagéo sanguinea
e previne o dano tecidual induzido por isquemia, o que consequentemente beneficia o processo
de reparo tecidual (OLCZYK et al.,2014). Esse processo de angiogénese persiste até que o
tecido de granulacdo seja substituido pela matriz de colageno (TONNESEN et al., 2000). Nesse
estudo, a neovascularizacdo estava completa no tratamento com 6leo de peixe, 7 DPI. Os AGs
n3 estimulam a migracéo de células endoteliais e potencializam os efeitos migratérios do fator
de transformacéo do crescimento B (TGF-B) e de fibroblastos, sendo capazes de modular o
processo de proliferacdo e reparo de lesdes (KANAYASU et al.,, 1991; KANAYASU,
MORITA e MURQOTA, 1996; RUTHIG e MECKLING-GILL, 1999). Diferente do tratamento
com oOleo de milho, os demais grupos obtiveram uma menor relacdo de fibroblastos e
neovascularizagdo, apos 14 dias, o que indica que o tecido de granulacdo regrediu rapidamente
e acelerou o reparo da lesdo. O nivel de colageno no tecido de granulagdo € um dos principais
marcadores da cicatrizacdo de feridas (DENG et al., 2021). Neste trabalho, a menor
concentracdo de fibroblastos no grupo tratado com 6leo de milho, apds 7 dias, resultou em
menor sintese de colageno e menor reparo da derme apds 14 dias. De modo semelhante, Pereira
(2017b) constatou menor concentracdo de colageno e atraso no processo de reparo da epiderme
e da derme no grupo tratado com 0leo de milho. O retardo na formacéo de colageno prejudica
e atrasa a processo de cicatrizacdo (WHALI et al., 2003). A fase de remodelacéo, envolve etapas
sucessivas de sintese, digestdo e orientacdo das fibras de colageno, promovendo melhor
resisténcia e configuracdo da cicatriz (ESTEBAN e CEREZUELA, 2015; CEBALLOS-

FRANCISCO et al., 2017). Neste estudo, os animais suplementados com 6leo peixe e linhaga,
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apresentaram deposicdo organizada de colageno, e menor vascularizacdo e densidade celular,
apos 14 dias, o que indica melhor reparo das lesdes.



76

5 CONCLUSAO

A suplementacéo dietética com 6leo de peixe e linhaga, fonte de acidos graxos da série
n-3, acelera o processo de regeneracdo de feridas cutaneas, através da intensificacéo de reparo
da epiderme e da derme; estimulacdo da sintese/migracdo de fibroblastos e colégeno;
imunomodulacdo do influxo de citocinas e células inflamatdrias; e contracdo da ferida em
Oreochromis niloticus. Esses resultados demonstram o papel nutracéutico dos acidos graxos n3
e seu potencial como agente de tratamento para futuras terapias de cicatrizacdo de feridas em
peixes. Tais achados abrem novas possibilidades para substituicdo do dleo de peixe por fontes

vegetais, como 6leo de linhacga, na promocdo do desenvolvimento sustentavel da aquicultura.
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