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RESUMO

O dleo de peixe (OP) é uma fonte onerosa e finita utilizada na nutricdo de peixes. Existe uma
necessidade em substitui-la por fontes mais sustentdveis sem efeitos prejudiciais no
crescimento e sobrevivéncia dos peixes. O tambaqui é um peixe onivoro de agua doce que
ocorre no rio Amazonas, adaptado a temperatura mais altas da gua e com baixa resisténcia ao
frio, sendo a espécie mais produzida na regido amazonica e a segunda mais produzida no
Brasil. A exposicdo ao aumento ou queda da temperatura da agua foi relatada para elevar os
niveis de biomarcadores de estresse oxidativo lipidico e criou diferentes padrdes de resposta
de enzimas antioxidantes em peixes. O presente estudo visa esclarecer o efeito de diferentes
fontes de dleos vegetais sobre o cortisol plasméatico e o estado oxidativo em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum) sob desafio pelo frio. Foram utilizados 180 peixes, 0s
quais foram distribuidos aleatoriamente em 18 em tanques termorregulados (28,0 + 0,41 ° C),
cada tanque continha de 10 peixes cada (peso médio inicial de 42,8 £ 0,9 g). Trés dietas
foram formuladas com diferentes fontes de dleo: uma dieta com 6leo de peixe (OP) e duas
dietas com 6leos vegetais (0leo de linhaga - OL e 0leo de milho - OM) e ofertadas durante um
perido de 49 dias. No final das 7 semanas, 0s peixes foram contados e pesados apds jejum de
24 horas. Os peixes foram selecionados aleatoriamente para amostrar a homeostase (H).
Posteriormente, 0s peixes remanescentes foram mantidos em tangque por uma semana para
prosseguir com o desafio pelo frio. A temperatura foi reduzida de 28 ° C para 21 ° C em 40
minutos. Duas amostras experimentais foram realizadas apds o desafio, foram realizadas
coletas as 3 horas (3H) e 24 horas (24H) apds o alcance da temperatura. As fontes de 0Oleo
utilizados neste trabalho ndo afetaram o crescimento, sinais patologicos e mortalidade,
sugerindo que podem ser boas fontes de lipideos nas dietas da espécie estudada. Quanto aos
efeitos dietéticos da fonte de 6leo sobre os parametros plasmaticos e morfométricos verificou-
se que foram afetados pela dieta e HPD, exceto IHS, que foi alterado apenas pelo HPD. Apos
as 24 hrs as 3 dietas apresentaram reducdo do fator de condigdo, provavelmente em resposta
ao desafio do estresse. O IHS foi alterado pelo frio, pois o animal utilizou o glicogénio nas
respostas ao estresse. E por esse motivo também o animal reduz o fator de condicdo. Essas
alteracdes foram apresentadas apds 24 hrs. Quanto aos efeitos da fonte de 6leo da dieta sobre
0s marcadores antioxidantes hepaticos, verificou-se que exceto para GPX, houve uma
interacdo significativa entre as dietas e HPD nas atividades de todas as enzimas. Esses
resultados podem ter relacdo com o equilibrio n-3/n-6 das dietas onde os animais ou ficaram
mais vulneraveis e com o sistema imunologico e fisioldgicos mais fragilizados (OM) ou
apresentaram melhor resposta ao agente estressor também devido a relacdo n-3/n-6 (OP/OL).
Considerando se também que a reducdo de temperatura pode ocasionar a diminuicdo da
atividade do organismo que pode ser intensificada caso o animal ndo apresente boas
condicdes para reagir a esse estresse. Neste estudo foi verificado que o 6leo vegetal (OV) que
apresentou melhores resultados foi o OL devido ao seu equilibrio de n-3/n-6 possibilitando ao
Tambaqui um melhor desempenho e uma melhor resposta ao fator estressante.

PALAVRAS-CHAVE: Nutricdo. Estresse oxidativo. Peixes nativos. Oleos vegetais. Enzima.



ABSTRACT

Fish oil (OP) is an expensive and finite source used in fish nutrition. There is a need to replace
it with more sustainable sources without harmful effects on fish growth and survival.
Tambaqui is an omnivorous freshwater fish that occurs in the Amazon River, adapted to
higher water temperatures and with low resistance to cold, being the most produced species in
the Amazon region and the second most produced in Brazil. Exposure to rising or falling
water temperatures has been reported to elevate levels of lipid oxidative stress biomarkers and
create different patterns of antioxidant enzyme response in fish. The present study aims to
clarify the effect of different vegetable oil sources on plasma cortisol and oxidative status in
juvenile tambaqui (Colossoma macropomum) under cold challenge. A total of 180 fish were
used, which were randomly distributed into 18 in thermoregulated tanks (28.0 £ 0.41 ° C),
each tank contained 10 fish each (average initial weight of 42.8 = 0.9 g). Three diets were
formulated with different sources of oil: a diet with fish oil (OP) and two diets with vegetable
oils (linseed oil - OL and corn oil - OM) and offered during a period of 49 days. At the end of
the 7 weeks, the fish were counted and weighed after a 24-hour fast. Fish were randomly
selected to sample homeostasis (H). Subsequently, the remaining fish were kept in a tank for a
week to proceed with the cold challenge. The temperature was reduced from 28°C to 21°C in
40 minutes. Two experimental samples were performed after the challenge, collections were
performed at 3 hours (3H) and 24 hours (24H) after reaching the temperature. The oil sources
used in this work did not affect growth, pathological signs and mortality, suggesting that they
may be good sources of lipids in the diets of the species studied. As for the dietary effects of
the oil source on plasma and morphometric parameters, it was found that they were affected
by diet and HPD, except for IHS, which was changed only by HPD. After 24 hrs, the 3 diets
showed a reduction in the condition factor, probably in response to the stress challenge. The
IHS was altered by the cold, as the animal used glycogen in the stress responses. And for that
reason also the animal reduces the condition factor. These changes were presented after 24
hrs. As for the effects of dietary oil source on hepatic antioxidant markers, it was found that,
except for GPX, there was a significant interaction between diets and HPD in the activities of
all enzymes. These results may be related to the n-3/n-6 balance of the diets where the
animals were either more vulnerable and the immune and physiological systems more fragile
(OM) or showed a better response to the stressor also due to the n-3 relationship. /n-6
(OP/OL). Considering also that the reduction of temperature can cause a decrease in the
activity of the organism that can be intensified if the animal does not present good conditions
to react to this stress. In this study, it was verified that the vegetable oil (VO) that presented
the best results was OL due to its n-3/n-6 balance, enabling Tambaqui to have a better
performance and a better response to the stress factor.

KEYWORDS: Nutrition. Oxidative stress. Native fish. Vegetable oils. Enzymes.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

OP Oleo de Peixe

oL Oleo de Linhaca

oM Oleo de Milho

OVs Oleos Vegetais

MDA Malondialdeido

FID Detector de ionizacdo de chama

GSSG Glutationa oxidada

H Homeostase

FC Fator de condigéo

IHS indice hepatossomatico

HPD Horas pds o desafio

GPX Glutationa peroxidase (glutathione peroxidase)
LA Acido linoleico n6

LNA Acido a-linolénico n3

AG Acidos graxos

AGE Acidos graxos esséncias

HUFA Acidos graxos altamente insaturados

PUFA Acidos graxos poliinsaturados

EPA Acido eicosapentaendico

DHA Acido docosahexandico

ARA Acido araquiddnico

ERO Espécies reativas de oxigénio

LPO Peroxidacdo lipidica (Lipid Peroxidation)
CAT Catalase

SOD Superdxido dismutase (superoxide dismutase)
G6PDH Glicose-6-fosfato desidrogenase (glucose-6-

phosphate dehydrogenase)



GR Glutationa redutase (glutathione reductase)
ASB Albumina de soro bovino
SAFA Acidos graxos saturados

HC Hormodnio do crescimento
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1. INTRODUCAO

O 06leo de peixe (OP) é uma fonte cara e finita usada na nutricdo de peixes e hd uma
necessidade de substitui-la por fontes de alimentacdo mais sustentaveis. OP pode ser
substituido por 6leos vegetais (OV) sem efeitos prejudiciais no crescimento e mortalidade de
peixes (HARDY; SCOTT; HARRELL, 1987; DOSANJH et al., 1998; BENDIKSEN;
JOBLING, 2003), principalmente em dietas de peixes tropicais como tambaqui (Colossoma
macropomum) (PAULINO, et al., 2018; FERRAZ; KABEYA; LOPES-MARQUES, 2019).
OVs sdo desprovidos de &cidos graxos n-3 altamente insaturados (HUFA), incluindo &cido
eicosapentaendico (EPA, 20: 5n-3) e acido docosahexaendico (DHA, 22: 6n-3), embora
contenham altos niveis de C18 PUFA, acido linoléico (LA; 18: 2n — 6) e acido linolénico
(LNA; 18: 3n — 3), precursores de HUFA. O LA e o LNA ndo podem ser sintetizados e
devem ser obtidos a partir da dieta, sendo considerados acidos graxos essenciais (AGE) na
nutricdo de peixes tropicais (GANGA; MONTERO; BELL, 2011).

Os HUFA tém papeis funcionais especificos como reguladores importantes do
metabolismo como eles proprios ou como seus derivados (TOCHER; GLENCROSS, 2015).
Estudos relataram que HUFA pode modular a resposta ao estresse (MONTERO et al., 1998;
MONTERO et al., 2003; TAGO et al., 1999; BONGA, 1997), mediada parcialmente por
eicosandides (KOVEN et al., 2001; KOVEN et al., 2001; VAN ANHOLT et al., 2004;
GANGA et al.,, 2006; GANGA; MONTERO; BELL, 2011) em situacdes estressantes. Além
disso, relacdes n-6 / n-3 desequilibradas nas dietas podem alterar o estado oxidativo na tilapia,
possivelmente por alterar a incorporagdo celular de acido graxo muscular (AG) (LI et al.,
2016) e modificar a liberacdo de cortisol na dourada (GANGA et al., 2006; MONTERO et al.,
2003) e salmédo chinook (WELKER; CONGLETON, 2003).

A modificacdo do estado oxidativo e as respostas adaptativas das defesas antioxidantes
como resultado da variacdo da temperatura da agua também foram descritas em peixes
(CASTRO et al., 2012). Geralmente, essas situacdes sdo acompanhadas por estresse
oxidativo, ou seja, a producdo desequilibrada de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) como
02, H202, OH, ROO (HEISE et al., 2006). Consequentemente, a exposi¢cdo ao aumento ou
queda da temperatura da agua foi relatada para elevar os niveis de biomarcadores de estresse
oxidativo lipidico (PARIHAR et al., 1996; CHIEN; HWANG, 2001; MALEK; SAJADI,
ABRAHAM, 2004; HEISE et al., 2006; BAGNYUKOVA et al., 2007; AN et al., 2010;
GRIM; MILES; CROCKETT, 2010; IBARZ et al., 2010; SHIN; YOO; MIN, 2010;
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KAMMER et al., 2011; PARK et al., 2011; CASTRO et al., 2012) e criou diferentes padrdes
de resposta de enzimas antioxidantes (HEISE et al., 2007; GRIM; MILES; CROCKETT,
2010; KAMMER et al., 2011; PARK et al., 2011; CASTRO et al., 2012).

Como uma das espécies mais consumidas na Amaz06nia, o tambaqui é a espécie mais
produzida na regido amazonica (OLIVEIRA et al., 2012) servindo como recurso econdémico
para diversas comunidades, e a segunda mais produzida no Brasil (GOMES et al., 2012;
GOMES; SIMOES; ARAUJO-LIMA, 2010). O Tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier,
1818) e um peixe onivoro de agua doce, ocorre naturalmente no rio Amazonas, é adaptado a
alta temperatura da agua e tem baixa resisténcia ao frio, com temperatura étima de 27-29°C
(LOVSKIN, 1980). O Norte do Brasil tem um clima tropical e ao longo do ano as
temperaturas médias das aguas ficam acima de 24°C. Os tambaqui ndo toleram temperaturas
inferiores a 16°C, que geralmente ocorrem nos meses mais frios do sul do Brasil (GARCIA et
al., 2008). O presente estudo visa esclarecer o efeito de diferentes fontes de Oleo sobre o
cortisol plasmatico e o estado oxidativo em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)

sob desafio pelo frio.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Omega- 3 e Omega-6: Fontes primarias e alternativas na nutricdo de peixes

Os peixes ndo sintetizam os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) da série Omega3
(n-3) é4cido Alfa-linolénico (ALA) e Omega6 (n-6) &cido linoleico (LA), pois ndo possuem as
enzimas delta-12 (A12) e delta-15 (Al5) dessaturase que realizam a inser¢dao das duplas
ligacBes em suas respectivas posicdes adequadas, produzindo n-6 e n-3 a partir do Omega9
(n-9). Esses acidos graxos sao o0s principais substratos para varios reguladores lipidicos, sendo
considerados como &cidos graxos essenciais (AGE). Devido a esse fato € necessario realizar a
suplementacdo desses acidos graxos na dieta desses animais (HENDERSON; TOCHER,
1987; SARGENT; TOCHER; BELL, 2002; CALDER, 2003; NRC 2011).

Apesar da maioria dos vertebrados ndo sintetizarem AGEs do tipo n-3 e n-6, alguns
peixes dulcicolas possuem a capacidade de elongar e dessaturar Acido linoleico (LA) n-6 para
4cido araquiddnico (ARA) e elongar e dessaturar Acido Alfa-lindlenico (ALA) n-3 para &cido
eicosapentaendico (EPA) e depois para acido docosahexaendico (DHA). Dessa forma é

essencial a existéncia dos acidos graxos Linoléico e Alfa-linolénico para que ocorra a sintese
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dos acidos graxos altamente insaturados (HUFAs) (SARGENT; TOCHER; BELL, 2002;
GLENCROSS, 2009).

Peixes marinhos de vida livre apresentam altos indices de ARA, EPA e DHA que séo
provenientes da sua dieta, como por exemplo, dos fitoplanctons. Devido ao fato dos acidos
graxos HUFAs virem direto da alimentacdo, esses animais foram perdendo a capacidade de
elongar e dessaturar esses acidos graxos pela diminuicdo das enzimas que realizavam essa
reacdo (STEFFENS, 1997; DE SILVA et al., 1998; OLSEN,1998). Ja os peixes de &gua doce
apresentam uma maior proporc¢do de acido linoleico e acido araquiddnico da série n- 6 PUFA,
que também sdo provenientes da sua base alimentar composta de fitoplancton, larvas,
crustaceos. Diferente dos peixes marinhos, os peixes dulcicolas possuem uma maior
capacidade de elongar e dessaturar acidos graxos PUFAs (FARKAS, 1970; STEFFENS,
1997). Com essa capacidade eles transformam alimentos de menor valor nutricional em
alimentos nutricionalmente mais valiosos (MOREIRA et al., 2001).

Como 0s peixes ndo sintetizam esses acidos graxos PUFAS da série n6 e n3, e eles sdo
esséncias para a sobrevivéncia e melhor desempenho desses animais, esses AGs precisam ser
adicionados nas dietas de animais de cultivo. A forma mais utilizada de fornecer n-3, n-6 e
seus derivados (EPA, DHA, ARA) na alimentagdo desses animais € através da adigdo de 6leo
de peixe, sendo que o mais puro e de melhor qualidade € advindo de peixes marinhos, como o
salmdo, cavala, sardinha, arenque e menhaden (BELL et al., 2005; NG; WANG, 2011). O
estoque pesqueiro é um recurso finito e vem sendo utilizado em grandes propor¢ées ao longo
dos anos, a utilizacdo de 6leo de peixe estd se tornando por muitas vezes inviavel
financeiramente (PERON; MITTAINE; LE GALLIC, 2010; SPRAGUE; DICK; TOCHER,
2016). Na tentativa de ndo prejudicar a industria aquicola atendendo a sua demanda e ao
mesmo tempo ndo causar maiores danos aos ecossistemas marinhos, estdo sendo estudadas
possibilidades da utilizacdo de Oleos vegetais que possam fornecer esses acidos graxos
PUFAs para peixes dulcicolas em suas alimentacGes de modo que esses animais consigam
elongar, dessaturar e depositar esses acidos graxos em suas carcacas fornecendo um alimento
de melhor qualidade para a sociedade (PERON; MITTAINE; LE GALLIC, 2010; SPRAGUE;
DICK; TOCHER, 2016).

Alguns 6leos vegetais sdo ricos em &cido graxo linoléico (n-6) e outros em linolénico
(n-3), que sdo importantes precursores para a sintese de acidos graxos de cadeia longa
(GLENCROSS, 2009). Um dleo vegetal que tem se destacando por apresentar 50-55% de
acido linolénico, 15 % de &cido linoleico, 20 % de acidos graxos monoinsaturados e 16% de
saturados € o 6leo de linhaca (NOVELO, 2012).
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2.2 Os radicais livres e o estresse oxidativo

As espécies reativas sao moléculas que apresentam alta capacidade de resposta e sdo
divididas em trés classes: Espécies reativas de oxigénio (EROs), Espécies reativas de
nitrogénio (ERNS), e Espécies reativas de enxofre (ERES). Sendo que as espécies reativas
ainda sdo divididas em Radicais Livres que possuem ao menos um elétron separado de seus
orbitais externos, permitindo assim que ele transfira ou receba elétrons das moléculas
vizinhas. O ion hidroxila (OH") é um exemplo de radical livre. A outra divisdo das espécies
reativas sdo os compostos ndo radicalares, que ndo possuem elétrons separados de seus
orbitais externos, apresentando menor instabilidade, mas ainda conseguindo reagir com outras
moléculas. O perdxido de hidrogénio (H,0,) é um exemplo de compostos ndo radicalares
(MAGDER, 2006; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Todas as espécies que realizam a quebra de aminoacidos fornecidos pela dieta com a
finalidade de obtencdo de energia, através da respiracéo celular na presenca de nitrogénio ou
oxigénio estdo suscetiveis ao estresse oxidativo (FERREIRA; ABREU, 2007). As organelas
citoplasmaticas que metabolizam o nitrogénio, o oxigénio e o cloro também produzem uma
quantidade consideravel de radicais livres que sdo um tipo de espécie reativa de oxigénio
(EROs) (ALVES et al., 2010; CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010). Sendo assim, a
producdo de EROs nos peixes & constante através da respiracdo celular e de reacdes
metabolicas basicas para a sua sobrevivéncia (BARBOSA et al., 2010).

Apesar da producédo de espécies reativas no funcionamento basico do metabolismo dos
seres vivos, apenas 3% do oxigénio molecular € responsavel pela geracao dessas EROs, sendo
que essa porcentagem € eliminada por agentes antioxidantes do prdprio organismo,
ocasionando assim a protecdo das células (FERREIRA; ABREU, 2007). Devido a essa
producdo constante de radicais livres nos processos metabdlicos, o proprio organismo foi
desenvolvendo mecanismos de defesa com antioxidantes. Uma das func@es dos antioxidantes
é reduzir e controlar os danos causados pelos radicais livres (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
SHAMI; MOREIRA, 2004). Manter o equilibrio entre os radicais livres e os antioxidantes é
essencial para que o animal figue em homeostase, sendo que quando existe um desequilibrio
entre oxidantes e células defesa acontece o estresse oxidativo, que é a producdo em excesso
de espécies reativas de oxigénio que podem causar danos irreversiveis em macromoléculas,
desenvolvimento de doencas, podendo levar até a morte (MODESTO; MARTINEZ, 2010;
DE MATTOS DIAS et al., 2013; LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006a).
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O sistema de defesa antioxidante e dividido em enzimatico, onde enzimas como
Superoxido  dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa peroxidase (GPX),
Glutationa redutase (GR) sdo produzidas no préprio metabolismo celular e possuem acdo
contra os radicais livres. Alem Disso, possuem 0s mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos
dietéticos que sdo fornecidos na dieta como a Vitamina C, A e E, selénio, zinco, entre outros.
E 0s mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos endégenos que também sdo produzidos pelo
préprio organismo como as hemoglobinas e o acido urico (BARBOSA et al., 2010). Depois
de serem produzidos o sistema de defesa antioxidante vai tentar estabilizar ou eliminar esses
radicais livres, caso ndo consiga esses radicais livres podem reagir com proteinas gerando
produtos de oxidacdo nas cadeias laterais de aminoécidos, como as proteinas carboniladas
(SIES; BERNDT; JONES, 2017; BAR-OR et al., 2015). Essas alteracfes causadas nas
proteinas podem ocasionar a perda das suas fungdes, reducdo das a¢des das enzimas, podendo
gerar até a morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; MODESTO; MARTINEZ,
2010). Esses radicais livres também podem reagir com &cidos graxos poli-insaturados gerando
produtos como o malondialdeido que € resultado da peroxidacdo lipidica (MENEZES et al.,
2014), e pode causar danos nos tecidos, alteracdes na estrutura e na funcdo celular, sendo que
esses danos podem ter relacdo com alteracfes neurologicas e degenerativas, o que modifica a
estrutura e fungdo celular (ALVES et al, 2010; GROTTO et al., 2008; JUNIOR et al., 2001).
As EROs podem apresentar maior funcdo em organismos que S0 expostos a agentes
estressores como agroquimicos, dieta, o préprio ambiente de cultivo e agentes xenobidticos
(PISOSCHI; POP, 2015; DE MATTOS DIAS et al., 2013; MODESTO; MARTINEZ, 2010).
A exposicdo cronica ao estresse oxidativo permite o desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas, cardiovasculares e sistémicas (BARBOSA et al., 2010).

2.3 O estresse no metabolismo dos peixes

Durante um ciclo de producdo é praticamente impossivel que 0s animais ndo passem
por algum momento estressante. O ambiente aquatico € muito dindmico e manejos diarios
como contencdo, transporte, confinamento, parametros de qualidade de 4gua ndo constantes,
concentracdes de oxigénio dissolvido e varios outros, sdo suficientes para causar o estresse
nos animais e consequentemente prejudicar o desenvolvimento dos mesmos e até ocasionar
morte (PICKERING, 1981; BARTON; IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997,
HONTELA, 1997; BARNETT; PANKHURST, 1998; COSTA et al., 2004). O estresse é
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ocasionado quando o equilibrio dindAmico ou a homeostase do animal é afetada por um agente
estressor que pode ser quimico, como por exemplo, ambnia, pH, poluente orgéanicos ou
inorganicos ou estressores de natureza fisica como contengdo, alta densidade, transporte
(COSTA et al., 2004; URBINATI et al., 2004; JORGENSEM et al., 2002; CARVALHO;
FERNANDES, 2006).

Como uma forma de responder a esses estressores 0s animais desenvolvem uma serie
de alteracdes fisiologicas e bioquimicas que, podem ser utilizadas como uma forma de avaliar
se 0 animal esta sofrendo algum tipo de alteracdo na sua homeostase. Essas alteracdes podem
ser classificadas em respostas primarias, onde o animal responde a esse estresse com agdes
neuroenddcrinas liberando horménios do estresse na corrente sanguinea como as
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e os corticosteroides. Esses hormdnios podem se
elevar rapidamente e se manter alterados por algumas horas na resposta primaria
(MAZEAUD; MAZEAUD; DONALDSON, 1977; MAZEAUD; MAZEAUD, 1981,
WEDEMEYER; MCLEAY, 1981; BARTON; IWAMA, 1991).

Jd na resposta secundaria acontecem alteragbes bioquimicas e fisioldgicas
desencadeadas pelas liberagdes dos hormonios do estresse. Dentre as essas reagdes pode citar
alteracbes no sistema sanguineo, metabdlicos, glicemia, nas concentragdes do plasma,
inibicdo da sintese proteica, aumento do catabolismo de proteinas musculares, entre outros
(EDDY, 1981; PICKERING; POTTINGER, 1995; MCDONALD; MILLIGAN, 1997;
WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON 2000; BENFEY; BIRON, 2000; WOJTASZEK et
al., 2002; MILLIGAN, 2003; MARTINS DA ROCHA; CARVALHO; URBINATI, 2004). Na
resposta terciaria 0s animais apresentam alteracbes de comportamento, diminuicdo de
crescimento e reducdo no desempenho, alteracGes nos processos reprodutivos e ficam mais
vulneraveis as doencas (WEDEMEYER; MCLEAY, 1981).

2.4 Tambagqui (Colossoma macropomum)

O tambaqui (Colossoma macropomum) (CUVIER, 1818) pertence a classe
Actinopterygii, ordem Characiformes e a familia Characidae, sendo natural da regido norte,
mas especifica da bacia do Rio Amazonas, e apesar de ndo apresentar bom desempenho
produtivo em temperaturas abaixo de 20°C ja estar sendo produzido praticamente todo
territorio nacional (GOMES; SIMOES; ARAUJO-LIMA, 2010; OLIVEIRA; MIRANDA;

CORREA, 2012). E uma espécie que possui certa rusticidade e consideravel resisténcia a
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baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua (<1 mg/L) devido a sua capacidade de expansdo
dos l&bio inferiores direcionando a agua da superficie com maior indice de oxigénio
dissolvido para as branquias (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998; BALDISSEROTTO,
2009). Juntamente com outras espécies nativas, o tambaqui faz parte dos chamados peixes
redondos e possui uma grande importancia na piscicultura da América Latina, sendo
responsavel por 47,7% da producdo de peixes de cultivo no Brasil no ano de 2014 e em 2016
totalizando uma producdo de 142.135 toneladas mundiais das quais 96,4% foram produzidas
no pais (KUBTIZA, 2004; IBGE, 2014; WOYNAROVICH; VAN ANROOY, 2019).

E uma espécie considerada onivora se alimentando em ambientes naturais tanto de
sementes e frutos como de zooplanctons, crustaceos e pequenos animais, possuindo a
capacidade de atingir até 100 cm de comprimento e chegando a pesar até 30 kg (PENNA et
al., 2005; MACCORD et al., 2007; SOARES, 2007). Apresentam uma maior tolerancia a
niveis mais altos de carboidratos em suas deitas e a adicdo de produtos de origem vegetal,
como por exemplo, os dleos, devido a base funcional de sua alimentagdo ser onivoras/
herbivoras e a espécie estar adaptada a extrair suas necessidades nutricionais de alimentos
variados de origem vegetal (OLIVEIRA. MIRANDA; CORREA, 2012; ARIDE et al., 2017).
Sugerindo uma possibilidade de substituicdo de fontes dietéticas de origem animal pelas

fontes de origem vegetal.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento

O experimento foi conduzido seguindo as Diretrizes da Legislacdo Nacional de
Cuidado Animal do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo do Brasil e aprovado pelo
Comité de Etica de Bem-Estar Animal da Universidade Federal de Lavras, protocolo niimero
036/2015.

3.1.2 Dietas experimentais e teste de alimentacéo

Trés dietas foram formuladas com 6leo de peixe (OP) e dleos vegetais (0leo de linhaca
- OL e 6leo de milho - OM) como fonte lipidica. Elas foram feitas para atender aos requisitos
nutricionais do tambaqui com base em Oliveira et al (2013). As dietas foram confeccionadas
no Laboratério de Aquicultura (LAQUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG.
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Os ingredientes foram moidos, pesados, misturados em um misturador automatico de pas
(Inbramag®, Séo Paulo, Brasil), extrusados em uma extrusora de tela Gnica (Inbramag®, Séo
Paulo, Brasil) em pellets de 4 mm e secos por 12 h por secagem em estufa a 50°C. O 6leo foi
incorporado a racéo seca por pulverizagdo manual. A composi¢do do ingrediente e as analises

aproximadas das dietas experimentais estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo dos ingredientes e as analises aproximadas das dietas experimentais.

Fonte de 6leo

OoP oL OM
Ingredientes (% peso seco)
Farinha de soja’ 37 37 37
Farinha de milho® 22.2 222 222
SCoch{:llé:entrado de proteina de 15 15 15
Farinha de Trigo* 10 10 10
Oleo de peixe® 7.0 - -
Oleo de Linhaca® - 6.3 -
Oleo de Milho® - - 7.0
Oleo de palma® - 0.7
Levedura’ 5 5 5
Fosfato dicélcico® 1.5 15 15
\I>/il '[I:;[Tl:irr?a(ig minerais e 1 1 1
L-Lisina HCI* 0.6 06 06
DL-Metionina** 0.4 04 04
L-treonina™® 0.2 02 02
BHT antioxidante 0.1 0.1 0.1
Composicao proxima (mg g-1)
Matéria seca 908.7 913.1 910.9
Proteina bruta 361.7 358.9 364.9
Lipidio bruto 79.2 80.7 804
Ash 57.0 55.8 58.6
Energia (MJ/Kg) 20.9 20.3  20.7

! Proteina bruta 46%, lipidios brutos 3%, matéria seca 12,5% Cargill, SP, Brasil

% Protefna bruta 7,9%, lipidios brutos 3%, matéria seca 13,9% Bioquima, MG, Brasil

® Proteina bruta60%, lipidios brutos 1,8%, matéria seca 12,5% Cargill, SP, Brasil

* Proteina bruta 14%, fibra bruta 11%, lipidios 3%, matéria seca 13,5% Bioquima, MG, Brasil
> Oleo refinado Total Alimentos, MG, Brasil

® Oleo refinado Mundo dos Oleos, DF, Brasil

" De Saccharomyces cerevisiae Grupo Ullmann, MG, Brasil

8 Nutrimix, MS, Brasil

° Mix Vita / Min Peixe onivoro Cargill, SP, Brasil. Composicao (dieta mg kg-1): sulfato de
ferro, 196; sulfato de cobre, 28; 6xido de zinco, 280; dxido de manganés, 52; selenito de
sodio, 1,2; sulfato de cobalto, 0,4; iodeto de potassio, 1,2; vitamina A, 19.950 (Ul kg-1 dieta);
vitamina D3, 7.980 (Ul kg-1 dieta); vitamina E, 199; vitamina K3, 10; vitamina C, 700;
tiamina, 50; riboflavina, 50; piridoxina, 50; ciano-cobalamina, 0,1; niacina, 200; pantotenato
de célcio, 100; cido félico, 10; biotina, 1,6; inositol, 100; etoxiquina, 247.

19 Ajinomoto, SP, Brasil

1 Evonik, SP, Brasil

Fonte: Do autor.
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3.1.3 Condigdes animais e experimentais

Os tambaquis foram obtidos no Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) e foram transferidos para as instalagdes experimentais do Laboratorio de
Piscicultura (UFLA), onde foram aclimatados por 15 dias as condi¢des de criacdo antes do
inicio do ensaio de alimentacdo. Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 18 grupos de
10 peixes cada (peso médio inicial de 42,8 + 0,9 g) em tanques de fibra de vidro de 100 litros
de capacidade, em um sistema de recirculacdo de agua termorregulado, mantidos a uma
temperatura constante e dotados com filtro de areia, biofiltros e um esterilizador ultravioleta.
Os tanques foram aerados continuamente. O oxigénio dissolvido foi em média 3,7 + 0,6. Os
parametros de qualidade da 4gua (aménia total 0,24 + 0,20, pH 6,31 + 0,32 e temperatura 28,0
+ 0,41 ° C) foram monitorados diariamente para apoiar as condic¢des ideais e padrdes de bem-
estar adequados para tambaqui. As dietas experimentais foram distribuidas aleatoriamente em
seis grupos, e os animais foram alimentados manualmente até a saciedade visual aparente,

duas vezes ao dia, durante 49 dias.

3.1.4 Amostras e estresse pelo frio

No final das 7 semanas, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas e
posteriormente contados e pesados. Foram selecionados aleatoriamente dois peixes por tanque
para amostrar 0s peixes da homeostase (H). Posteriormente, os peixes remanescentes foram
mantidos nos mesmos tangues por uma semana para prosseguir com o estresse pelo frio. A
temperatura foi reduzida a 28 ° C para 21 ° C em 40 minutos. Duas amostras experimentais
foram realizadas 3 horas (3H) e 24 horas (24H) ap0s o alcance da temperatura. Seis peixes
foram coletados em trés tanques as 3 horas e outros trés tanques foram utilizados para as
amostras de 24 horas. Em todas as coletas experimentais, as amostras de sangue foram obtidas
da veia caudal com agulhas heparinizadas. Os peixes foram mortos por anestesia com uma
overdose de 2-fenoxietanol (1: 500 v / v, Fluka; Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha) e
enxaguados em agua destilada para remover o anestésico residual. Comprimento e peso foram
medidos e o fator de condi¢do (FC) foi calculado. Os peixes foram dissecados para obtencéo
do figado, e o indice hepatossomatico (IHS) também foi calculado. As amostras foram

armazenadas a —80 ° C até a realizacdo das analises.
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3.1.5 Composicéo de dietas e andlise do perfil de acidos graxos

A composicdo das dietas foi analisada de acordo com os métodos AOAC (AOAC
2005). Resumidamente, o lipidio bruto foi determinado pela extracdo com éter de petréleo em
sistema Soxhlet. A proteina bruta (N6.25) foi determinada pelo método Kjeldahl apos
digestdo &cida usando um Sistema Kjeldahl. A umidade foi determinada ap6s secagem a 105 °
C por 24 h e as cinzas por incineracdo em mufla a 550 ° C por 24h. A energia das dietas por
combustéo direta em um calorimetro de bomba adiabatica.

A extracdo lipidica e o perfil de &cidos graxos da dieta foram analisados de acordo
com Araujo et al. (2016). Resumidamente, o lipidio total foi extraido usando uma
modificagdo do método de Folch et al. (1957). O perfil de acido graxo foi determinado usando
um cromatografo de gas GC2010 (GC) (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com um detector
de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida SP-2560 (100,0 m 9 0,25
mm, filme de 0,20 Im; Supleco, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os picos de acidos
graxos foram integrados usando o software de cromatografia GC Solution (versdo 4.02), e 0s
picos foram identificados por comparacdo com padrbes conhecidos (37 Component FAME

Mix; Supelco, Sigma-Aldrich).

3.1.6 Analises de sangue

A glicemia foi analisada em glicosimetro digital (Accu-Check® Performa, Roche,
Brasil). O plasma foi recuperado apés centrifugacdo (1.000g, 10 min), utilizado para
quantificar a proteina total por refratbmetro e armazenado a -80 °C até a analise. A analise do
cortisol foi realizada em kit comercial. O cortisol foi quantificado por imunoensaio
enzimatico direto a 450 nm (Direct ELISA Kit, Diag. Biochem Inc., Canadd). As leituras
foram realizadas em duplicata e conduzidas em um leitor de espectrofotdmetro de placa de 96
pocos (Multskan GO, Thermo Scientific, EUA).

3.1.7 Atividade enziméatica

As amostras de figado foram homogeneizadas (diluicdo 1: 6) em tampédo Tris-HCI
100mM gelado contendo 0, ImM-EDTA e 0, 1% (v / v) Triton X-100, pH 7, 8. Todos 0s
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procedimentos foram realizados em gelo. Os homogenatos foram centrifugados a 30.000g por
30min a 4°C e os sobrenadantes resultantes foram mantidos em aliquotas e armazenados a -
80°C até a analise enzimética e peroxidacdo lipidica (LPO). Todos 0s ensaios enzimaticos
foram realizados a 37°C. Mudangas na absorbancia foram monitoradas para determinar a
atividade enzimatica usando um leitor de microplaca (Multskan GO, Thermo Scientific,
EUA). O substrato ideal e as concentracdes de proteina para a medigdo da atividade maxima
de cada enzima foram estabelecidos por ensaios preliminares. Os coeficientes de extin¢ao
molar usados para H202 e NADPH foram 0 » 039 e 6 * 22cm / mM, respectivamente. As
condi¢des de ensaio especificas para cada enzima foram as seguintes:

A atividade da catalase (CAT; EC 1.11.1.6) foi determinada de acordo com Aebi
(1984) medindo a diminuicdo da concentragdo de H202 a 240 nm. A mistura de reagéo
continha tampdo de fosfato de potassio 50 mM (pH 7) e H202 10 mM recentemente
adicionado.

A atividade da superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foi determinada pelo
ferricitocromo ¢ a 550 nm, usando o método da xantina / xantina oxidase como fonte de
radicais superéxido (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). A mistura de reacdo consistia em
tampao de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, xantina 0,1 mM, citocromo C
0,012 mM e 0,025 IU mL-1 xantina oxidase. A atividade foi relatada em unidades de SOD /
mg de proteina. Aqui, uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 50% de inibicdo da taxa de reducéo do ferricitocromo C.

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH; EC 1.1.1.49) foi avaliada
como previamente descrito por Morales et al. (1990). A reacdo mede a reducdo de NADP + a
340 nm, usando uma mistura de reacdo contendo tampdo imidazol-HCI 50 mM (pH 7,4),
MgCI2 5 mM, NADP 2 mM e glicose-6-fosfato 1 mM.

A atividade da glutationa peroxidase (GPX; EC 1.11.1.9) foi testada como descrito por
Flohé e Ginzler (1984). A glutationa oxidada (GSSG) gerada por GPX foi reduzida pela
glutationa redutase (GR), e a taxa de desaparecimento de NADPH foi monitorada em 340 nm.
A mistura de reacdo consistia em tampdo de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,1), EDTA 1
mM, GSH 3,9 mM (glutationa reduzida), azida de sédio 3,9 mM, 1 IU mL-1 glutationa
redutase, NADPH 0,2 mM e H202 0,05 mM.

A atividade da glutationa redutase (GR; EC 1.6.4.2) foi medida em 340 nm avaliando
a oxidagdo de NADPH conforme descrito por Morales et al. (2004). A mistura reaccional
consistia em tampdo de fosfato de so6dio 0,1 M (pH 7,5), EDTA 1 mM, NADPH 0,63 mM e
GSSG 0,16 mM,
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O contetdo de proteina solivel dos homogenatos de figado foi determinado usando
albumina de soro bovino (BSA) como padrdo (BRADFORD, 1976). Exceto para SOD, cujas
unidades de expressdo foram descritas acima, as atividades G6PDH, GPX e GR foram
expressas como miliunidades e a atividade CAT foi expressa como unidades por mg de

proteina soldvel.

3.1.8 Ensaio de peroxidacao lipidica

A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi determinada como marcador de LPO
seguindo a metodologia descrita por Buege e Aust (1978). Uma aliquota do sobrenadante do
homogenato (100 pL) foi misturada com 500 pL de uma solugdo previamente preparada
contendo 15% (p / v) de &cido tricloroacético (TCA), 0,375% (p / v) de acido tiobarbiturico
(TBA), 80% (v / v) acido cloridrico 0,25 N e 0,01% (p / v) de hidroxitolueno butilado (BHT).
A mistura foi aquecida a 100 ° C durante 15 min. Em seguida, apds ser resfriado a
temperatura ambiente e centrifugado a 1500 g por 10 min, a absorbancia foi medida a 535 nm
no sobrenadante. A concentracdo foi expressa como nM MDA por grama de tecido, calculada

a partir de uma curva de calibracéo.

3.1.9. Estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas usando IBM SPSS Statistics for Windows,
versdo 23.0 (Armonk, NY, EUA). O efeito dos parametros ensaiados foi analisado por analise
de variancia (ANOVA) unilateral e bidirecional. Diferencas significativas entre as médias
foram determinadas usando o teste HSD de Tukey. Um nivel de probabilidade de 0,05 foi
usado para rejeitar a hipotese nula. Para reproducdo das figuras dos graficos foi utilizado o
programa StatSoft, inc. (2004).

4. RESULTADOS E DISCUSAO

As trés dietas experimentais (Tabela 1) variaram apenas na composicdo de acidos
graxos. Fontes animais ndo foram utilizadas nas dietas. O OP foi a Unica fonte de n-3 HUFA
(13,2%). As dietas a base de 6leo vegetal continham quantidade semelhante de SAFA (~
16,5%), possuindo razdes LA / LNA de 3,1 para OL e 26,9 para OM (Tabela 2).



Tabela 2: Composicao de acidos graxos (mg g ) das dietas experimentais.

Fonte de 6leo

Oleo de Oleo de Oleo de
peixe linhaga milho

14:0 35.1 1.6 0.4
16:0 212.0 126.4 127.0
16:1 46.5 1.9 2.3
17:0 5.5 0.6 0.6
18:0 48.8 38.3 23.8
18:1n-9 226.9 254.5 326.2
18:2n-6 LNA 166.5 420.4 483.1
18:3n-6 1.2 1.0 0.0
18:3n-3 ALA 16.0 133.5 17.9
20:0 3.4 3.1 4.4
20:1 7.5 2.2 2.1
20:4n-6 ARA 10.4 - -
20:5n-3 EPA 50.6 - -
22:0 2.5 3.2 1.9
22:6n-3 DHA 80.8 - -
24:0 1.2 1.6 1.9
2 SAFA 325.7 175.2 160.0
2 MUFA 286.1 258.6 483.1
2 PUFA 328.4 554.9 501.0
> n-6 169.0 421.4 483.1
> n-3 67.4 133.5 17.9
LNA/ALA 10.4 3.1 26.9
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O 6leo de palma foi adicionado ao contetdo total de lipidios para ajustar os
acidos graxos saturados no tratamento com 6éleo de linhaga.

>~ SAFA: soma dos acidos graxos saturados;

¥ MUFA: soma dos acidos graxos monoinsaturados;

YPUFA: soma dos 4cidos graxos poliinsaturados.

Fonte: Do autor.

Apos o periodo de alimentacdo de 7 semanas, tambaqui ndo apresentou diferencas
significativas entre as dietas no desempenho e nenhum sinal patologico foi observado durante
0 ensaio (Tabela 3). A mortalidade foi muito baixa e ndo foi afetada pela dieta. Observou-se
um maior Indice Visceral nos animais alimentados com a dieta & base de Oleo de Linhaca
(OL) com relacdo ao Oleo de Peixe (OP), ndo apresentando diferencas dos resultados desses
dois 6leos para o0 Oleo de Milho (OM).
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Tabela 3: Desempenho de juvenis de tambaqui alimentados com fonte de 6leo na dieta (n = 6).

Fonte de 6leo Valor - P
Oleo de Oleo de Oleode SEM
Peixe Linhaca Milho

Peso corporal inicial (g) 43.0 42.9 425 0.2 0.584
Peso corporal final (g) 144.7 141.7 1355 4.7 0.725
PCM (g kg Peso corporal™ Dia™) 21.9 21.7 211 05 0.824
Consumo de racdo (g de matéria
seca de peixe) 108.1 106.2 102.3 3.9 0.833
Taxa de conversdo alimentar® 1.1 1.1 1.1 0.0 0.764
Taxa de crescimento especifica® 2.5 2.4 2.3 0.1 0.829
Sobrevivéncia (%) 97 98 100 0.9 0.342
IVS® 6.3b 6.9a 6.5ab 0.1 0.034

Os valores sdo médias de seis tanques.

SEM é combinado com o erro padrdo da média. A média na mesma linha com letras sobrescritas
diferentes é significativamente diferente (analise ANOVA, P <0,05).

PCM (Peso corporal médio): (peso corporal inicial + peso corporal final) / 2.

! CAA(converséo alimentar aparente): (consumo de racdo seca / ganho de peso imido).

2 TCE: ((In peso corporal final - In peso corporal inicial) / tempo em dias) x 100.

® Indice viscerossomatico: (peso das visceras / peso corporal) x 100.

Fonte: Do autor.

Os dleos utilizados neste trabalho ndo afetaram o crescimento, sinais patoldgicos e
mortalidade, sugerindo que podem ser boas fontes de lipideos nas dietas da espécie estudada.
Resultados similares foram obtidos em outros estudos de peixes dulcicolas (SARGENT;
TOCHER; BELL, 2002; TOCHER, 2010; PAULINO et al., 2018). Uma possibilidade para o
aumento do indice Visceral nos animais alimentados com dietas OL é que esses animais
tenham se desenvolvido mais devido ao seu maior fator de condi¢do resultando em maior
peso e tamanho, aparentemente ndo ocorreu deposicdo de gorduras nas visceras devido a
relacdo indice visceral e fator de condicdo. Estudos com salméo do Atlantico realizado com os
Oleos vegetais de capelim, palma e 6leo de girassol apresentaram resultados positivos a
substituicdo ao Oleo de peixe, sugerindo que de forma balanceada é possivel e vantajoso
realizar a troca do 6leo de peixe por 6leos vegetais (TORTENSEN; LIE; FROYLAND, 2000;
BELL et al., 2001; BELL et al., 2003). As substituicdes de 50% do éleo de peixe por 6leo de
linhaca também foram bem sucedidas em outras espécies ndo afetando o crescimento dos

peixes, como no caso do Bacalhau Murray (Maccullochella peelii peelii.) (FRANCIS et al.,
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2006), da Dourada (Diplodus puntazzo) (PIEDECAUSA et al.,, 2007) e da Tilapia
(Oreochromis niloticus) (LI et al., 2016).

Efeitos dietéticos da fonte de 6leo sobre os pardmetros plasmaticos e morfométricos
sdo apresentados na Tabela 4. Nenhuma mortalidade foi observada nas horas p6s o desafio
(HPD). Nao se verificou interagdo entre os fatores dieta e tempo nos resultados do cortisol,
sendo assim, independente do tipo de dieta a resposta ao desafio ao longo do tempo responde
de forma similar. Ap6s 3 horas do desafio houve uma queda no cortisol retornando a valores
préximos a homeostase ap6s 24 horas do desafio para as trés dietas. O menor valor de cortisol
foi observado nos animais alimentados com OP. O cortisol apresentou maior resultado para os
OVs ja na homeostase com relacdo ao OP. Mas apesar de ter apresentando essa diferenca nos
resultados para 0s OVs, isso ndo parece estar interferindo no desempenho e crescimento dos
animais, pois o maior FC estad em animais alimentados com OVs. Alguns estudos verificaram
que quando o animal ndo esta em estagio cronico de estresse, o cortisol pode estimular a
liberacdo do horménio do crescimento (HC) que aumenta o consumo de alimento e pode
melhorar a conversao alimentar (PICKERING,1993). Foi verificado também que nem sempre
que um animal apresenta alteragdes no cortisol significa que ele estd sendo estimulado por
algum fator estressante. Ele pode simplesmente ter sofrido alteragdes no ciclo circadiano ou
ter passado por variagdes sazonais (WENDELAAR BONGA, 1997).

Na proteina plasmatica foi observada interacdo dos fatores dieta e tempo, de modo
que a dieta influenciou na resposta ao desafio. Apos 3 horas do desafio a proteina plasmatica
aumentou para os animais alimentados com OP e para as outras dietas ndo foram observadas
variacdes significativas em resposta ao tempo do desafio. A resposta da proteina plasmatica
ao desafio foi diferente entre animais alimentos com OL e OP, e ndo foi observada diferenca
significativa para animais alimentados com OM em relacdo as outras dietas. As EROs
promovem mudancas estruturais nas proteinas fragmentando-as em prolinas, histidinas e
argininas devido as suas relagdes com os metais de transicdo (GRIFFITHS et al., 1988;
WOLFF; DEAN, 1986). A degradacdo proteolitica € resultado das alteracdes que as EROs
podem causar com as mudancas estruturais das proteinas (MARX; CHEVION, 1986).



Tabela 4:Efeito do estresse pelo

frio  no cortisol plasmatico,

glicose

e

proteina, e parametros morfométricos

como indice hepatossomatico (IHS) e fator de condi¢do (CF) de juvenis de tambaqui alimentados com fontes de dleo na dieta (n = 9).

Homeostase 3 horas 24 horas
Oleo - Oleo Oleo Oleo Oleo - Oleo
de Si'ﬁﬁazz de  S.EM de de de SEM T 6leo de Sfﬁagg de SEM
peixe Milho peixe Linhaca  Milho peixe Milho
Cortisol 6,1 74 10,1 0,4 3,8 51 5,8 0,3 50 7,7 83 0,4
Glicose 55,0 54,8 55,6 1,4 74,8 61,4 72,4 1,5 59,1 553 511 1,0
Protoplasma 5,2bA 5,1aA  5,1aA 0,0 5,6aA  4,9aB 5,3aA 0,1 4,8bA 4,8aA 5,1aA 0,0
IHS 22 23 2,1 0,0 2,4 2,2 2,4 0,0 22 21 22 0,0
CF 33 35 3,2 0,0 3,3 3,4 3,3 0,0 32 32 31 0,0
Two-way ANOVA Horas Dieta
Dieta* 3 24 Oleode  Oleode Oleode
Variations sources  Dieta Tempo Tempo Homeostase horas horas peixe Linhaca Milho
Cortisol 0,000 0,000 0,875 a b a b a a
Glicose 0,062 0,000 0,079 b a b a b ab
Protoplasma 0,004 0,000 0,003
HSI 0,326 0,048 0,064 ab a b
CF 0,003 0,004 0,408 a a b ab a b

Os valores sdo médias de seis tanques.

SEM ¢ o combinado com o erro padrdo da média. As letras mindsculas apresentam diferencas entre os
tempos e a dieta é fixa. As letras maidsculas apresentam diferencas entre as dietas e tempo é fixo

(analise ANOVA,; P <0,05).
HSI: indice hepatossomatico.
FC: Fator de condicéo.
Fonte: Do autor.
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Nesse trabalho, animais alimentados com a dieta OP apresentaram maiores resultados
nas 3 h HPD, enquanto animais alimentados com OL apresentaram 0s menores resultados
nesse mesmo periodo. Acredita-se que a a¢do de antioxidantes como os flavonoides presentes
nos OVs tenha exercido a¢do na reducdo das EROs em animais alimentados com essa dieta.
Estudos realizados em mamiferos indicam que os flavonoides além de apresentarem acéo
antioxidante também podem estimular o aumento das defesas antioxidantes ou pelo menos
tentar neutralizar os sistemas que induzem a produgéo de EROs (CHANG et al., 1993; RICE-
EVANS, 2001; MASELLA et al, 2005, MOSKAUG et al, 2005, VAUZOUR;
VAFEIADOU; SPENCER, 2012; PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011;
MEHTA; GOWDER, 2015).

No FC é verificado que a dieta ndo interferiu na resposta ao tempo do desafio, ndo
havendo interagéo entre os fatores dieta e tempo. Se considerarmos somente o fator tempo, foi
observado um menor valor de FC as 24 h ap06s o desafio. J& em relacdo a dieta o FC dos
animais com dieta de OP néo diferiu das dietas de milho e linhaga, além disso, a alimentagéo
com OL apresentou maior FC em relacdo ao FC para os animais alimentados com OM. Os
animais alimentados com a dieta OL apresentaram uma maior condi¢do corporal do que
animais alimentados com a dieta OM devido a razdo LNA/LA estar aparentemente mais
equilibra, resultando em uma dieta que fornece melhor condicGes a esses animais. Essa
melhor condicdo corporal pode ter resultado em respostas diferentes e mais estaveis ao teste
de frio das outras dietas. O desequilibrio nas relacdes n-3 e n-6 PUFA dietéticos podem afetar
as respostas inflamatorias, imunoldgicas, reducdo na eficiéncia alimentar, a desestabilizacdo
da homeostase do animal, necrose em nadadeiras e mandibula, aumento no indice hepético e
prejudicar o crescimento (LEAF;, WEBER, 1988; SARGENT; TOCHER; BELL, 2002).
Devido a alimentacdo do Tambaqui em seu estado natural ser composta de uma variedade
grande de frutos, essa espécie parece estar adaptada a utilizar de forma eficiente diversas
fontes de o6leos na sua dieta, assim como outros peixes dulcicolas (BLANCHARD;
MAKOMBU; KESTEMONT, 2008; KARAPANAGIOTIDIS et al., 2007; SENADHEERA
et al., 2010; THANUTHONG et al., 2011; TIAN; LEI; JI, 2015; PAULINO et al., 2018).

Com relacdo a glicose ndo houve interacdo significativa entre os fatores dieta e tempo.
A glicose se elevou 3 horas ap0s o desafio para as trés dietas voltando a cair com 24 horas do
desafio. Provavelmente esses animais precisaram ativar a glicogenolise para disponibilizar
glicose e consequentemente energia para responderem ao fator estressante. Com pouca
energia armazenada no figado e musculos, ja utilizada, e passando por estresse 0 organismo

iniciou um processo de glicogenese, voltando a produzir e armazenar glicogénio no figado. A
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primeira resposta do corpo ao estresse € preparar 0 organismo para reagir aquele fator
estressante, lutando ou fugindo, sendo assim € disponibilizada glicose aos tecidos com a
intengdo de ter energia disponivel para as proximas agdes (HERRERA, 2017). Séo os
horménios do estresse que estimulam a glicogenolise, ocasionando a disponibilizagcdo da
glicose do figado para a corrente sanguinea resultando na hiperglicemia (NOLAN, 2000;
CASTRO; FERNANDES, 2009). Na dieta OL a glicose tendeu a variar menos.
Provavelmente a glicose se manteve mais constante devido ao fator de condi¢do estar melhor
e nesse caso 0s animais conseguiram ter reservas de glicogénio realizando glicogenolise para
utilizar a glicose na obtencdo de energia para responder ao fator estressante. N&o realizar
glicogénese nesse momento € importante para conseguir manter os niveis de glicose mais
estaveis.

No IHS ndo foram encontradas interacdes significativas entre os fatores dieta e tempo.
Também ndo foram observadas diferencas significativas nas respostas das diferentes dietas
em relacdo ao IHS. O IHS so apresentou variacdo em relagdo a 3horas e 24 horas apos o
desafio, sendo os valores de IHS foram maiores com 3horas. Nesse estudo também foi
verificado que o IHS foi alterado pelo frio, isso por que os animais ja haviam utilizado o
glicogénio nas respostas ao estresse. Sabendo-se que o IHS diz respeito a quantidade de
energia presente no figado (CYRINO; PORTZ; MARTINO, 2000) é esperado uma alteracédo
nesse indice devido os animais ja terem utilizado essa energia. Com a deposi¢cdo de energia
baixa no corpo ja era esperado que ocorresse uma reducdo no FC e alteracBes no estado
fisiologico desses animais, o que foi registrado nesse estudo apos as 24 horas de exposicdo ao
frio, nas 3 dietas fornecidas.

Os efeitos da fonte de dleo da dieta sobre os marcadores antioxidantes hepaticos sao
mostrados na Tabela 5. A enzima GPX ndo apresentou interacdo dos fatores dieta e tempo.
Dessa forma animais alimentados com dietas diferentes apresentaram respostas similares ao
desafio apds 3 horas e 24 horas, também ndo foi encontrada diferenca de GPX entre as dietas.
GPX caiu apo6s 3horas do desafio e subiu apds 24horas, embora ainda tenha continuado

abaixo da homeostase para as trés dietas.
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Tabela 5. Efeito do estresse pelo frio sobre os niveis de atividades especificas de enzimas antioxidantes e peroxidagdo lipidica (LPO) de juvenis
de tambaqui alimentados com fontes de 6leo na dieta (n = 6).

Homeostase 3 horas 24 horas
Oleo Oleo de Oleode SEM Oleo Oleo de Oleode S-EM Oleo Oleode Oleode S-EM
de peixe Linhaga Milho de peixe  Linhaca Milho de peixe Linhaca Milho

CAT! 182,1aA 174,2aA 201,5aA 5,7 172,6aA 175,7aA 156,5bB 2,7 179,8aB 178,8aB  209,4aA 4,8
G6PDH?  120,9aA 122,8bA 101,0bA 5,3 120,9aB 157,2aA  133,8aAB 54 106,1aA  98,7bA 63,4cB 53
GR® 19,5aB  20,8aB 25,6aA 0,8 13,6bAB  14,1bA 11,5¢cB 0,4 15,0bB 11,8bB 21,0bA 1,0
sop* 2954aA 242,5aB 263,0aAB 8,3 137,3bB  171,4bA 134,0bB 53 121,0bAB 110,9cB  146,0bA 5,6
GPX® 6703,2 65715 5871,1  240,6 3554,6 38722 3072,5 158,0 4493,6  4658,1 5133,3 270,8
LPQ® 43,6aA  28,2aB 37,1aA 3,6 19,6cB  23,9bA 21,8bAB 10 27,9abB  26,0bB 38,7aA 3.2
Two-way ANOVA Horas
Fontes de variacdes Dieta Tempo Dieta*Tempo  Homeostase 3 horas 24 horas
CAT 0,077 0,001 0,001
G6PDH 0,001 0,000 0,009
GR 0,000 0,000 0,000
SOD 0,424 0,000 0,000
GPX 0,374 0,000 0,478 a c b
LPO 0,001 0,000 0,000

Os valores sdo médias de seis tanques.

SEM é o combinado com o erro padrdo da média.

As letras minusculas apresentam diferencas entre os tempos e a dieta é fixa. As letras maidsculas apresentam diferencas entre as dietas e tempo é fixo
(analise ANOVA,; P <0,05).

! Catalase; ® Glicose-6-fosfato desidrogenase; ° Glutationa redutase; * Superéxido dismutase; ° Glutationa peroxidase; ® Peroxidagéo lipidica.

Fonte: Do autor.
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A glutationa peroxidase (GPX) € encontrar abundantemente nas mitocondrias,
realizando a reducdo de peroxidos de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (ROVER JR.
et al.,, 2001; SATTIN et al., 2015). A GPX utiliza como co-fator a Glutationa (GSH) para
realizar a degradacdo de perdxidos, gerando como produto dessa reacdo Glutationa oxidada
(GSSG) (HAYES, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; HUBER; ALMEIDA;
FATIMA, 2008; CASTRO et al., 2015). A GSSG é reestruturada a GSH pela Glutationa
redutase (GR), utilizando NADPH para realizar essa reacdo. A NADPH é fornecida pela acdo
da G6PD, permitindo reduzir uma molécula de GSSG em duas moléculas de GSH, fazendo
com que o clico metab6lico da glutationa ndo pare (ROVER JR. et al., 2001; ESPINOSA-
DIEZ et al,, 2015; CASTRO et al., 2016). Diante desse ciclo da Glutationa ela € utilizada
como uma importante ferramenta para indicagdo do estresse oxidativo (VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003).

O aumento da resposta da enzima GPX diante da variacdo térmica indica a formacéo
de EROs e uma acdo de desintoxicacdo do organismo (PFLUGMACHER, 2004; WU et al.,
2015). Nesse estudo a GPX apresentou uma reducdo da sua acdo nas primeiras horas apos o
desafio e a G6PD teve sua acdo aumentada nas primeiras horas apds o desafio. As acgdes
dessas enzimas sugerem que ocorreu um aumento no fornecimento de glicose para a G6PD
entrar em acao e gerar a NADPH para manter a normalidade do sistema enzimatico através do
ciclo da glutationa (FANG; YANG; WU, 2002; LIEMBURG-APERS et al., 2015).

A Catalase apresentou interacdo significativa dos fatores dieta e tempo. Animais
alimentados com OL e OP ndo apresentaram variacdo da CAT ap0s 3horas e nem apos 24
horas do desafio. Ja animais alimentados com OM tiveram queda da CAT ap0s 3h do desafio
retornando a valores similares ao da homeostase ap6s 24horas. A CAT atua na degradacdo do
Peroxido de hidrogénio em (H,0,) gerando como produto final, o oxigénio e a agua. Ela esta
presente nos tecidos e citoplasma, apresentando melhor a maior funcdo quando as
concentracdes de H,O, se encontram mais elevadas (HERMES-LIMA, 2004; DROGE, 2002).
Como a CAT atua como enzima suporte da SOD, o Per6xido de hidrogénio é resultado da
degradacdo que a SOD realiza. Os niveis de CAT para OP e OL se mantém estaveis apds a
exposicdo ao frio, apresentando variacdo apenas para 0 OM apds as 24 horas, sugerindo que
essa dieta estimulou o aumento de espécies reativas de oxigénio exigindo maior acdo tanto de
SOD como de CAT.

Para a enzima SOD houve interagdo entre os fatores, de modo que a dieta afetou a
resposta ao desafio. Na homeostase SOD foi maior para OP. SOD caiu ap6s 3 horas para as

trés dietas ficando mais elevada pra OL, entretanto apds 24 horas do desafio foi observado
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que enquanto os animais alimentados com OP e OL reduziram ainda mais SOD, e OM subiu
em relacdo as outras dietas. A enzima Superoxido Dismutase (SOD) tem acdo no controle do
radial livre superéxido (O,-). Como resultado da catalisacdo do superdxido, temos o Peroxido
de Hidrogénio (H20,) que possui menos reatividade e pode ser degradado pelas enzimas
Catalase e Glutationa peroxidase (HERMES-LIMA, 2004; DROGE, 2002; LIMON-
PACHECO, GONSEBATT, 2009). O desempenho de SOD é comumente utilizado para
expressar a estabilizacdo da geracdo das espécies reativas de oxigénio diante da acdo de um
agente estressor (REGOLI et al., 2002; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
Mudancas quimicas, fisicas e sazonais nos ambientes aquéticos sdo capazes de influenciar os
processos oxidativos (PARIHAR et al., 1996; BASTOS et al., 2007). Sugere-se entdo que 0s
resultados mais altos em homeostase podem ter sido estimulados por interferéncia ao
ambiente aquatico e que apos acdo da SOD os resultados foram decaindo apos 3h e 24 horas,
exceto para 0 OM que poderia estar influenciando o estresse oxidativo e apresentou um maior
resultado que as outras dietas. Essas suposicdes podem ser corroboradas pelos resultados da
CAT que apresentou aumento apos 24 horas de exposicao ao frio na dieta OM.

Foi observada interacdo dos fatores de modo que a dieta interferiu na resposta ao
desafio. O maior GR na homeostase foi observado para OM. As trés dietas apresentaram
queda de GR apo6s 3 horas do desafio, e apos 24horas animais alimentados com OM tiveram
elevacdo do GR, enquanto OL e OP ndo apresentaram diferenca significativa de 3horas e em
24 horas ainda estavam menores do que a homeostase para os animais alimentados com as
trés dietas. GR apresentou uma reducdo nos seus resultados as 3 horas para as trés dietas,
assim como GPX, pois também faz parte do ciclo da Glutationa. Os resultados mais extremos
foram verificados na dieta OM. Devido o0s peixes serem animais ectotermicos, temperaturas
abaixo da faixa ideal de cada espécie pode gerar varios impactos negativos na fisiologia,
reduzindo o metabolismo e gerando impacto significativo no sistema imunoldgico (HE et al.,
2017; NOBREGA et al., 2020; ABRAM; DIXON; KATZENBACK, 2017). O fato dos
animais alimentados com dieta OM terem apresentado uma maior variacdo, pode ser devido a
deita ter possibilitado uma pior resposta ao estresse por causa do menor equilibrio na relacéo
n-3/n-6, 0 que ndo aconteceu com as dietas OP e OL.

G6PDH apresentou interacdo dos fatores, de modo que a dieta interferiu no tipo de
resposta ao desafio. Animais alimentados com milho apresentaram G6PDH mais elevada apds
3horas do desafio e queda abaixo da homeostase ap6s 24 horas. O OL também teve G6PDH
elevada apds 3horas e voltou a valores similares a homeostase com 24horas. J& 0s animais

alimentados com OP ndo apresentaram variacdo ap0s 3horas e 24 horas do desafio. A maior
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G6PDH foi registrada por OL no tempo de 3horas e a menor foi observada em animais
alimentados com OM no tempo 24horas. A G6PDH possui uma agdo essencial como
moduladora de enzimas antioxidantes. E ela que reduz NADP+ para NADPH que é necessario
para o normal funcionamento de enzimas como GR e CAT (SCOTT et al., 1991; PANDOLFI
et al., 1995; MORALES et al., 2004; PEREZ-JIMENEZ et al., 2012). Estudos relacionados &
aclimatacdo em peixes constataram um aumento na atividade dessa enzima e isso foi
relacionado ao aumento da demanda de NADPH nas reagdes biossintéticas (CAMPBELL;
DAVIES, 1978; HOCHACHKA; HAYES, 1962; SEDDON; PROSSER, 1997; STONE;
SIDELL, 1981). O aumento na degradacdo de NADP+ para NADPH é visto como uma
resposta positiva a aclimatacdo ao frio visto que essa reacdo fornece NADPH como um co-
fator para a Glutationa Redutase (GR), mantendo essa enzima em niveis mais basais
protegendo-a contra 0 estresse oxidativo (KAMMER; ORCZEWSKA,; O'BRIEN, 2011).
Nossos resultados corroboram com essa constatacao, pois é verificada uma maior atividade de
G6PDH as 3 horas HPD, sendo que a atividade de todas as enzimas, GPX, CAT, SOD, LPO E
GR diminuem seus resultados nesse mesmo periodo, sugerindo que G6PDH estava
produzindo NADPH para tentar atender a necessidade dessas enzimas sem que elas
manifestassem um estresse oxidativo. E verificado no grafico também que a atividade de
G6PDH na dieta OM ap0ds 24 horas HPD se reduz abaixo da homeostase, sendo que nesse
mesmo momento as atividades de todas as enzimas sobem para a dieta OM.

A enzima LPO apresentou variacdo da resposta ao desafio em funcéo do tipo de dieta,
demonstrada pela interacdo significativa dos fatores dieta e tempo. Foi observada uma menor
LPO para OL na homeostase, reduzindo no desafio apds 3horas e ndo apresentou variacao
significativa entre 3horas e 24 horas. Ja OP e OM cairam em resposta ao desafio apos 3h e
voltaram a subir ap6s 24horas sendo que neste caso 0 OM retornou a proximo da homeostase
e 0 OP embora tenha elevado ndo aproximou dos valores antes do desafio. Na LPO as EROs
atacam os acidos graxos polinsaturados (PUFA) dos fosfolipidios presentes nas membranas
celulares, fragmentando-os, permitindo o acesso dos produtos dessa reacdo dentro da célula.
Como resultado da desintegracao dos fosfolipidios da membrana celular, ocorre a liberacédo de
acidos graxos nao saturados que iram oxidar os lipidios insaturados e formar residuos de
malondialdeido (MDA). A ruptura da membrana plasmatica, a diminuicdo ou perca de
permeabilidade e alteragdes na fluidez da membrana sdo resultados da LPO, sendo que 0s
produtos dessa reacdo podem causar inibi¢cdo da acdo de algumas enzimas e causar dano ao
DNA e proteinas (HERMES-LIMA, 2004).
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Animais alimentados com a dieta OP apresentaram maior resultado em Homeostase,
sendo que os animais alimentados com OL apresentaram maior estabilidade a resposta
enzimatica nas 3 horas e 24 horas do estresse pelo frio. Ja o maior resultado enzimatico foi
apresentado nos animais alimentados pela dieta OM ap6s 24 horas do desafio. E possivel que
a melhor resposta ao estresse representado pela dieta OL esteja ligada a composicdo dos
ingredientes vegetais da dieta que possuem maior potencial antioxidante, como compostos
fendlicos ou flavonoides (SITJA-BOBADILLA; PENA-LLOPIS; GOMEZ-REQUENI et al.,
2005). Esse efeito antioxidante pode ter acdo na eliminacdo desses radicais livres como as
EROs ou podem ter agdo na ativacdo de enzimas antioxidantes (NAGATA et al., 1999;
PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011).

Ja a resposta apresentada na dieta contendo OM pode ndo conter esses antioxidantes
em sua composicao e foi mais reativo ao estresse oxidativo provocado pelo estresse pelo frio.
Outros trabalhos confirmam aumento na LPO devido ao estresse ocasionado pelo frio (NA et
al., 2010; PARK et al.,, 2011). Em peixes dourados (Carassius auratus) também foi
constatado aumento na LPO por causa do estresse oxidativo induzido pelo estresse térmico
(LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006 a, b). Sendo que também foi confirmado aumento na
quantidade de MDA em peixe-espinho (Terapon jarbua) apos estresse térmico (CHIEN;
HWANG, 2001).

5. CONCLUSAO

Embora o menor resultado do Cortisol tenha sido para a dieta Oleo de Peixe, foi
verificado que as dietas ndo apresentaram diferencas significativas com reacdo ao desafio
proposto para esse marcador. Sugerindo que o nivel de estresse oxidativo causado foi baixo.

Ja para o estado oxidativo foi verificada interacdo nos resultados entre as dietas e o
desafio pelo frio. Entre as dietas com 6leos vegetais a dieta com Oleo de Linhaca apresentou
melhores resultados ou resultados mais estaveis devido ao melhor equilibrio na relacao n-3/n-
6, cientes que o 6mega 3 possui uma maior acdo anti-inflamtéria o que colaborou com os
resultados. J& a dieta contendo Oleo de Milho foi a dieta que apresentou mais impacto
negativo nas analises realizadas. Acredita-se também que esse resultado se deve pelo
equilibrio na relacio n-3/n-6 e pela maior proporcdo de Omega 6 que possui agdo pro-

inflamatoria.
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Diante dos resultados desse trabalho a substituicdo do Oleo de Peixe pelo Oleo de
Linhaca com relacdo ao estresse oxidativo ocasionado pelo desafio do frio apresentou um
bom desempenho. Esses mesmo resultados ndo foram confirmados com o Oleo de Milho.
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ANEXOS

ANEXO A - Gréficos do efeito do estresse pelo frio no cortisol plasmatico, glicose, proteina
total e pardmetros morfométricos como indice hepatossomatico (IHS) e fator de condigédo
(CF) de juvenis de tambaqui alimentados com fontes de éleo na dieta (n = 9).
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Figura 1: Variag&o do cortisol para cada uma das dietas (Milho, Linhaca e Peixe) em homeostase, apos 3 e
24 horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tragos horizontais: abaixo = média - Desvio Padrdo,
superior = média+ Desvio Padrdo; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrdo, superior
= média + erro padrdo; Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.
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Figura 2: Variagao da glicose para cada uma das dietas (Milho, Linhaga e Peixe) em homeostase, apos 3 e 24 horas
do desafio. (figura no meio da caixa=média; tracos horizontais: abaixo = média - Desvio Padrdo, superior = média+
Desvio Padrao; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrdo, superior = média + erro padrao;
Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.
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Figura 3: Variagdo da proteina total para cada uma das dietas (Milho, Linhaga e Peixe) em homeostase,
apos 3 e 24 horas do desafio. (figura no meio da caixa=media; tragos horizontais: abaixo = média -
Desvio Padrao, superior = média+ Desvio Padréo; limites horizontais das caixas: inferior = média —
erro padréo, superior = média + erro padrdo; Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.
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Figura 4: Variac&o do Indice Hepatossomatico para cada uma das dietas (Milho, Linhaca e Peixe) em homeostase,
apos 3 e 24 horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tracos horizontais: abaixo = média - Desvio Padrao,
superior = média+ Desvio Padrdo; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrao, superior = média
+ erro padrdo; Figuras fora das caixas = outliers.
Fonte: Do autor.
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Figura 5: Variagdo do Fator de condicdo para cada uma das dietas (Milho, Linhaca e Peixe) em
homeostase e ap6s 3 e 24 horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tracos horizontais: abaixo =
média - Desvio Padrdo, superior = média+ Desvio Padrédo; limites horizontais das caixas: inferior =
média — erro padrdo, superior = média + erro padrdo; Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.



51

ANEXO B - Efeito do estresse pelo frio sobre os niveis de atividades especificas de enzimas
antioxidantes e peroxidacdo lipidica (LPO) de juvenis de tambaqui alimentados com fontes
de 6leo na dieta (n = 6).
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Figura 6: Variacdo da Enzima CAT para cada uma das dietas (Milho, Linhaga e Peixe) em
homeostase e apds 3 e 24 horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tragos horizontais:
abaixo = média - Desvio Padrao, superior = média+ Desvio Padrdo; limites horizontais das caixas:
inferior = média — erro padrao, superior = média + erro padrao; Figuras fora das caixas = outliers.
Fonte: Do autor.
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Figura 7: Variacdo da Enzima G6PDH para cada uma das dietas (Milho, Linhaca e Peixe) em homeostase e
apos 3 e 24 horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tracos horizontais: abaixo = média - Desvio
Padrdo, superior = média+ Desvio Padrédo; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrdo,
superior = média + erro padrdo; Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.
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Figura 8: Variacdo da Enzima GR para cada uma das dietas (Milho, Linhaca e Peixe) em homeostase e ap6s 3 e 24
horas do desafio. (figura no meio da caixa=media; tracos horizontais: abaixo = média - Desvio Padrdo, superior =
média+ Desvio Padrdo; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrdo, superior = média + erro padréo;
Figuras fora das caixas = outliers.
Fonte: Do autor.
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Figura 9: Variacdo da Enzima SOD para cada uma das dietas (Milho, Linhaca e Peixe) em homeostase e apos 3 e 24
horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tracos horizontais: abaixo = média - Desvio Padrao, superior =
média+ Desvio Padrdo; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrdo, superior = média + erro padrao;
Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.
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Figura 10: Variacdo da Enzima GPX para cada uma das dietas (Milho, Linhaca e Peixe) em homeostase e apds 3 e
24 horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tragos horizontais: abaixo = média - Desvio Padrao, superior =
média+ Desvio Padrdo; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrédo, superior = média + erro
padrdo; Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.
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Figura 11: Variacdo da Enzima LPO para cada uma das dietas (Milho, Linhaga e Peixe) em homeostase e apés 3 e 24
horas do desafio. (figura no meio da caixa=média; tracos horizontais: abaixo = média - Desvio Padrao, superior =
média+ Desvio Padrdo; limites horizontais das caixas: inferior = média — erro padrdo, superior = média + erro padrao;
Figuras fora das caixas = outliers.

Fonte: Do autor.



