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Influéncia dos acidos graxos na expressao génica de
peixes - Influence of fatty acid gene expression in fish
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Resumo

Sabe-se que os lipidios podem regular o metabolismo e a funcionalidade
das células, ao contrario do que se pensava no comeco do século passado,
guando se achava que os acidos graxos seriam apenas substratos
energéticos e componentes estruturais de membranas. As fungdes destas
moléculas no crescimento dos peixes sao diversas, como: energéticas, no
metabolismo de lipidios de carboidratos e producdo de enzimas digestivas;
estruturais; hormonais; no sistema imune, como precursores de
eicosanoides, na modulacdo da producdo de TNG-a; e bioquimicas. O uso
de CLA (acido linoléico conjugado) e TTA (&cido tetradeciltioacético)
também tem chamado atencdo devido aos efeitos metabdlicos sobre o
metabolismo de lipidios, diminuindo a lipogénese e aumentando a lipdlise;
atuando no perfil hormonal e em outras reagdes fisioldgicas. Tais efeitos
dos &cidos graxos na expressao génica de peixes sdao cada vez mais
estudados, principalmente por conta das modificacdes na nutricao dos
mesmos, com o intuito de obter melhor desempenho e qualidade com o
menor custo, fazendo com que a substituicao de nutrientes de origem
animal pelos de origem vegetal seja cada vez mais utilizada. Conhecer os
efeitos que tal mudanca na nutricdo desses animais e o que as mesmas
podem provocar sobre o seu metabolismo é imprescindivel, visto que tal
conhecimento €& determinante para obtencdo do sucesso desses novos
manejos.

Palavras-chave: nutrigdo |CLA | TTA | sistema imune

Abstract

It is known that lipids can regulate cell metabolism and function in fish,
through gene expression modulation of certain substances, contrary to
what was thought at the beginning of last century, when it was thought
that fatty acids would be only substrates energy and structural components
of membranes. In this paper, aim is to meet and discuss current
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knowledge on this subject. Fatty acids functions in fish growth are diverse
as energy, acting on the carbohydrates and lipids metabolism, and
modulating digestive enzymes production; structural; hormonal; immune
system, as precursors of eicosanoids and in modulating TNG-a production,
among others. Use of bioactive fatty acids such as CLA (conjugated linoleic
acid) and TTA (tetradecylthioacetic acid) have also attracted attention due
to metabolic effects on lipid metabolism, decreasing lipogenesis and
increasing lipolysis, acting in the hormonal profile and in other
physiological reactions. These effects of fatty acids on fish gene expression
are increasingly studied, mainly because of changes in the nutrition of the
same, in order to achieve better performance and quality at the lowest
cost, making the replacement of nutrients from animal the vegetable is
increasingly used. Knowing the effects that such change in nutrition of
these animals and what they may have on your metabolism is essential,
since such knowledge is crucial to achieving success in these new
managements.

Key words: nutrition |CLA | TTA | immune system

INTRODUCAO

Os lipidios, juntamente com sua dindmica, sdo fundamentais para a saude,
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo das populacdes de peixes (Adams,
1998). As funcbes destas moléculas no crescimento dos peixes sao:
energéticas, estruturais, hormonais, precursores de eicosanoides,
bioquimicas, entre outras (Haliloglu et al., 2003). E atualmente, sabe-se
gue os lipidios podem regular o metabolismo e a funcionalidade das
células, ao contrario do que se pensava no comeco do século passado,
guando se achava que os acidos graxos seriam apenas substratos
energéticos e componentes estruturais de membranas (Pompéia et al.,
2000).

Entre os lipidios, os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) sdo requeridos
para um crescimento e desenvolvimento normal, principalmente através da
manutencao da integridade estrutural e funcional das membranas (Sargent
et al., 1999). A composicao, distribuicdo e a relacao entre as séries n-3 e
n-6 nos peixes sao influenciadas basicamente por trés fatores: genéticos
(espécie, etapa de desenvolvimento, entre outros), ambientais
(temperatura e salinidade), e fundamentalmente nutricionais (Justi et al.,
2003).

VariagOes no perfil dos acidos graxos da dieta, devido a inclusdo de dleos
vegetais, podem alterar o metabolismo dos peixes, o que pode afetar a
salde e a resisténcia ao estresse (Mourente et al., 2005). A inclusao de
0leos vegetais na racao pode produzir inadequadas proporcdes de acidos
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graxos n-3/n-6 no peixe, o que afeta sua saude por alterar a sintese de
eicosandides. Estes tém sua producdo provavelmente associada com
situacOes estressantes e sao moduladores da funcdo imunoldgica (Sargent
et al., 2002). Entretanto, a funcao dos acidos graxos n-3 e n-6 em peixes e
a resposta imunoldgica é incerta e contraditéria, e outros estudos neste
sentido estdao sendo desenvolvidos (Montero et al., 2003). Portanto, este
artigo objetiva debater a influéncia da ingestdao de &cidos graxos na
expressao génica de peixes, colaborando para maior elucidacdo do
assunto.

Rotas de metabolizacao dos acidos graxos

Algumas enzimas possuem capacidade reconhecida de dessaturar e elongar
os acidos graxos com 18 atomos de carbono, acidos linoléico (18:2n-6
carbono) e linolénico (18:3n-3), em acidos graxos altamente insaturados
(HUFA) com 20 e 22 atomos como o araquidénico (AA), acido
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) (Henderson e Tocher,
1987; Sargent et al., 2002). Estes HUFA desempenham um papel
importante na produgdo de eicosandides (AA e EPA), na visdao (DHA), no
desenvolvimento do cérebro (DHA) e regulacdo da expressao de diversos
genes envolvidos no metabolismo lipidico (Cook, 1991; Spiegelman e Flier,
1996; Clarke et al., 1997; Forman et al., 1997). Em contraste com peixes
de agua doce, peixes marinhos possuem uma deficiéncia na capacidade de
bioconverter precursores C18 para HUFA e, portanto, exigem a presenca
de HUFA pré-formada em sua dieta (Sargent et al., 2002). Tal deficiéncia
pode ser devido a perda do gene correspondente a uma adaptacao para os
alimentos marinhos ricos em HUFA n-3, como também sugerido para os
carnivoros terrestres (Sargent et al., 1995). Por outro lado, a deficiéncia da
atividade de dessaturases D6 e D5 em peixes marinhos pode ser devido a
uma diminuicdo da atividade de dessaturase pelos altos niveis de HUFA
normalmente presentes na dieta (Olsen et al., 1990).

Como ja mencionado anteriormente, é sabido que peixes marinhos tém
uma capacidade menor do que peixes de agua doce para a bioconversdo de
acidos graxos C18 em acidos graxos C20-22 altamente insaturados
(HUFA). Por conta deste fator, Seiliez et al. (2003) investigou o primeiro
passo deste caminho, a dessaturacao-D6, em Dourada (Sparus aurata).
Onde um comprimento total de DNAc desaturase-like foi identificado a
partir de RNA total extraido de visceras de peixes juvenis alimentados
durante 96 dias em dieta experimental livre de HUFA, contendo 6leo de
oliva como a unica fonte de lipidios. Analises Northern mostraram duas
transcricoes de aproximadamente 3,7 e 1,8 kb que foram altamente
expressas em peixes alimentados com dieta livre de HUFA, e ligeiramente
expressas nos peixes alimentados com dieta rica em HUFA. O perfil de
acidos graxos do grupo que inseriu HUFA foi caracterizado por elevados
niveis de produtos de dessaturacdo-D6 (18:2 n-9 e 20:2 n-9), com niveis
ndao detectaveis de produto de dessaturagdao-D5 (20:3 n-9). Estes
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resultados demonstraram pela primeira vez a presenca e modulacao
nutricional de um DNAc dessaturase-D6 DNAc D6 em peixes marinhos.

Estudo efetuado por Zheng et al. (2004), relatando tanto a expressao do
gene e atividades enzimaticas em uma investigacdo da regulacdo
nutricional da via biossintética de HUFA em hepatdcitos de salmao do
Atlantico alimentados com dietas contendo Oleos vegetais, apresentou
evidéncias de que o controle transcricional da expressdao do gene da
dessaturase e elongase de acido graxo é um mecanismo pelo qual acidos
graxos podem influenciar a atividade da via biossintética de HUFA. Zheng
et al. (2004) realizaram um ensaio através do qual juvenis de salmdo em
tanques de agua do mar foram alimentados por 40 semanas com cinco
diferentes dietas. As dietas consistiram em uma dieta controle e em quatro
dietas contendo 6leo de peixe (OP), nas quais o mesmo foi substituido de
forma gradual por 6leo de linhaca (OL). Especificamente, em niveis de
oleos adicionados, as cinco dietas foram de 100% (OP), 100% OL (OL100)
e OP/OL em proporgoes de 3:1 (OL25), 1:1 (OL50) e 1:3 (OL75). As
coletas foram realizadas depois de 20 e 40 semanas, e as amostras de
figado foram coletadas para analises de lipidios e de extracao de RNA total.
Os hepatécitos também foram analisados e a atividade da via biossintética
de HUFA determinada. Os resultados mostraram que, apdés 20 semanas de
alimentacdo, e expressdao do gene da elongase e dessaturase no figado
aumentou de forma gradativa de acordo com o aumento do OL dietético. A
expressao dos dois genes foi positiva e negativamente correlacionada com
a dieta 18:3n3 e HUFAN3, respectivamente. Apdés 40 semanas de
alimentacao, nenhuma expressao do gene mostrou o0 mesmo grau de
correlacdo com a composicao de acidos graxos na dieta. Em contraste com
a atividade, da via biossintética de HUFA, que mostrou alguma associacao
com a dieta em 20 semanas, foi positiva e significativamente
correlacionada com a OL dieta apds 40 semanas de alimentagdo. A
atividade de elongamento refletiu a atividade global da via biossintética de
HUFA a um maior grau de atividade de dessaturagao D5.

Uma associagcao similar entre a capacidade de sintese de HUFA no
hepatécito e a composicdo dos acidos graxos da dieta ja havia sido
observada previamente por Tocher et al. (2003). Onde, o mesmo observou
correlacao entre a atividade da via metabdlica de HUFA e niveis de 18:3n3,
PUFA C18 total e HUFAn3 na dieta, sendo os mesmos altamente
significantes apds 50 semanas de alimentacdao experimental, porém em 32
semanas de experimento nao foi encontrada correlagao significante para
18:3n3, PUFA C18 total.

O fato das correlagdes entre a composicao de acidos graxos alimentares e
reacoes bioquimicas se tornarem mais significativas com maior periodo de
alimentacdo é bastante ldgico. Além disso, o fato da expressao génica do
tecido e da atividade das enzimas associadas ndao serem igualmente
correlacionadas com a composicdo de acidos graxos na dieta ndo é
necessariamente contraditéria, quando todos os fatores que interagem sao
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considerados. A alteracdo na composicao de acidos graxos na dieta
possivelmente afeta diretamente a expressao do gene, assim como a
composicao de acidos graxos do tecido. As mudancas na expressao
genética levara a atividade alterada da via biossintética de HUFA, que
também ira resultar em mudancas na composicao dos acidos graxos dos
tecidos. Alteracdao na composicao de acidos graxos do tecido, incluindo
niveis alterados de intermedidrios chave, tais como 18:4n-3 e 20:4n-3,
pode ter efeitos de feedback sobre as atividades da enzima que ird
contribuir para a atividade global da via. Um entendimento mais completo
de todos os mecanismos envolvidos na regulagcao da atividade das enzimas
dessaturase e elongase é necessario, mas, quando a complexidade deste
sistema é apreciada, a dissociacdao entre a expressdo dos genes e enzimas
pode ser entendida (Zheng et al., 2004).

Embora a dessaturase D6 seja considerada como o principal passo
limitante na biossintese de HUFA nos mamiferos, a dessaturase D5 é
relatada como estando também sob efeito da regulacdo nutricional
(Brenner, 1981). O ensaio de biossintese de HUFA mede a atividade do
percurso inteiro e, como tal, dd uma boa estimativa da atividade global ou
fluxo através da via. Além disso, pela soma dos produtos individuais,
algumas estimativas podem ser feitas das atividades relativas dos
diferentes passos no caminho. No entanto, deve ser levado em
consideracao que cada passo é dependente das atividades do substrato
anterior como das etapas enzimaticas posteriores, e assim sé pode dar
uma indicagcao de atividades relativas. A posicao da dessaturase D5, no
meio do caminho, talvez contribua para o resultado observado onde a sua
atividade nao foi correlacionada com quaisquer niveis dietéticos de 18:3n-3
(substrato da via) ou HUFANn-3 (produtos da via). Além disso, a
dessaturase D5 opera em apenas uma etapa (conversao de 20:4n-3 para
20:5n-3) na via, enquanto a elongase pode operar em todas as etapas de
elongamento da via. Portanto, talvez nao seja surpreendente que a
atividade da elongase seja mais proxima a atividade global da via
(Hastings et al., 2004).

O elongamento de acidos graxos € um processo microssomal feito em
quatro etapas, cada qual catalisada por uma enzima especifica. O primeiro
passo € uma reacao de condensacdo do precursor de acidos graxos de
cadeia acila com malonil-CoA para produzir uma cadeia h-cetoacil, que é
posteriormente hidrogenada em trés etapas sucessivas. Esta primeira
etapa de condensacao determina a especificidade de substrato, e é o passo
limitante do processo (Cinti et al., 1992). No passado, os trabalhos sobre a
regulacao da via de biossintese de HUFA tenderam a centrar-se sobre as
enzimas dessaturases como os pontos de regulacao (Brenner, 1981).

Mourente et al. (2005) estudaram a dessaturacao/elongamento e H-
oxidacdo de LNA e EPA em hepatdcitos e enterdcitos dos cecos pildricos no
robalo, alimentados com dietas com substituicao parcial (60%) de éleo de
peixe por Oleos vegetais de canola, linhaca e palma misturados em
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diferentes proporgoes, por 64 semanas. Os resultados obtidos no estudo
apdiam a seguinte hipdtese: (i) A substituicdo parcial (60%) de oleo de
peixe com misturas de canola, linhaca e éleo de palma em dietas para o
robalo ndao comprometem de forma significativa o crescimento,
desempenho e sobrevivéncia dos peixes, durante um periodo de 64
semanas; (ii) As taxas de atividade de dessaturacao/elongamento de 14C-
LNA, EPA e DHA foram muito baixas nos hepatécitos de todos os
tratamentos dietéticos, e ndo foram observadas diferengas significativas
entre os diferentes tratamentos. E as taxas de dessaturacao de 14C-LNA
em enterdcitos dos cecos piléricos foram superiores a dos hepatécitos, mas
ainda muito baixas; (iii) A atividade total de dessaturacao/elongamento de
14C-EPA em enterdcitos foi superior a dos hepatdcitos, mas ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos; (iv) As taxas de
oxidacao do H-14C e 14C-LNA-EPA foram muito superiores as taxas de
dessaturacao e alongamento em ambos, hepatdcitos e enterdcitos, e
diferencas estatisticamente nao significativas foram observadas em
qgualquer tipo de célula entre os tratamentos.

A carnitina palmitoiltransferase (CPT) que é considerada a principal enzima
reguladora da oxidagdao mitocondrial de acidos graxos, pois catalisa a
conversao de acil-CoA em acil-carnitina, para a entrada na matriz
mitocondrial (Hoppel e Kerner, 2000). No entanto, existem inumeros
mecanismos que regem a regulagao da CPT I, incluindo a inibicao
alostérica por malonil-CoA (M-CoA) (Murthy e Pande, 1987), mudancas na
expressao do gene e CPT I e/ou fatores de transcricao (Price et al., 2000),
bem como a composicao e fluidez da membrana externa mitocondrial
(Kolodziej e Zammit, 1990; Morash et al., 2008). Existe uma relagao entre
os principais indices de fluidez da membrana e a sensibilidade de CPT I
para M-CoA nos tecidos em truta arco-iris (Morash et al., 2008). No
entanto ndo esta claro como a manipulagao da composicdo da membrana e
as propriedades fisico-quimicas afetaram a cinética da CPT I. Ha evidéncias
de que os varios mecanismos envolvidos na regulagdo da CPT I e,
consequentemente, B-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos sdo
moduladas por varios nutrientes. Por exemplo, acidos graxos
poliinsaturados (AGPI) da dieta, através da sua capacidade de atuar como
ligantes para receptores nucleares especificos podem modular a expressao
do gene da CPT I, pelo menos em muitas espécies de mamiferos (Power et
al., 1994). O M-CoA pode inibir a atividade da CPT I, reduzindo a oxidagao
dos acidos graxos recém-formados (McGarry e Brown, 2000). O M-CoA é
sintetizado no figado durante a primeira etapa da sintese de novo de
acidos graxos, e seus niveis podem refletir no estado metabdlico do
organismo. Por exemplo, o aumento dos niveis circulantes de glicose no
sangue e insulina associada a alimentacdao tém sido utilizados para
promover a lipogénese hepatica e armazenamento de gordura através de
aumentos nos niveis de M-CoA hepatico e inibicdo da atividade da CPT I
(Chien et al., 2000). No musculo, os niveis de M-CoA sdo mais sensiveis a
regulacao por parte de acetil-CoA carboxilase e seu papel principal parece
ser modular a atividade da CPT I (McGarry et al., 1983).
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Segundo Morash et al. (2009), a composicao de acidos graxos da dieta,
particularmente &cidos graxos poliinsaturados, pode afetar mecanismos
genéticos e nao genéticos de regulacdao de CPT I, a principal enzima
reguladora da oxidacao mitocondrial de acidos graxos. Na pesquisa
realizada, pelos autores supracitados, o objetivo foi determinar como esses
mecanismos reguladores foram afetados por mudangas na composicao dos
acidos graxos da dieta, em peixes. Especificamente, truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) alimentadas com dieta com altos niveis de PUFA,
dieta com alto nivel de acido graxo saturado (SFA) e um controle com dieta
de mistura de acidos graxos (CTL) por 8 semanas, para determinar se as
modificacdes de acidos graxos da dieta afetaria: 1) a expressdo genética
da CPT I e seu fator de transcricao dos receptores ativados por proliferador
de peroxissomo (PPAR), 2) a composicao da membrana mitocondrial e se
essas alteracdes afetariam a sensibilidade da CPT I a malonil-CoA, e 3) os
niveis de malonil-CoA nos tecidos. Os resultados demonstraram que os
peixes alimentados com a dieta elevada em PUFA aumentaram
significativamente a expressao do RNAm de CPT I no musculo vermelho,
figado e tecido adiposo, enquanto a expressdao de PPAR a e B foram
variaveis no tecidos. Poucas alteracdes significativas foram observadas na
composicao da membrana mitocondrial, com excecdao de DHA no musculo
vermelho. Nao houve diferenca significativa na sensibilidade de CPT I a
malonil-CoA e no conteiddo de malonil-CoA dos tecidos com qualquer dieta
experimental. Segundo os autores, os dados sugerem que alteracoes na
expressdo génica da CPT I e PPARs é o principal mecanismo na regulacao
da CPT I em peixes quando utilizada tal dieta experimental.

Enzimas digestivas

A expressao da lipase e fosfolipase A2 é principalmente regulada a
nivel transcricional, embora regulacdes pds-transcricionais sejam descritas
em alguns casos (Morais et al., 2004). Segundo estudo realizado por Cahu
et al. (2003) a resposta da lipase pancreatica para o nivel de triglicérides
dietéticos nao foi linear para larvas de robalo alimentadas com dietas
contendo triglicérides de 13% até 23%, mostrando um limiar, triglicérides
em torno de 20%, em que a atividade maxima da lipase e o nivel de
mensageiro foi atingido. Pelo contrario, a resposta de fosfolipase A2 para
nivel de fosfolipidios na dieta (variando de 3 a 12%) foi gradual, com 80%
e 70% de aumento na atividade e nivel de mensageiro, respectivamente.
Essas diferencas entre a expressao da lipase e fosfolipase A2 sugerem
fortemente que as larvas de peixes sao mais bem preparadas para digerir
fosfolipidios, em vez de triglicérides.

Varios autores tém mostrado que os processos de digestdao e
absorcao de lipidios nos peixes ocorrem principalmente na regido anterior
do intestino (Diaz et al., 1997; Olsen et al., 1999). No entanto, Gisbert et
al. (2005) revelaram que os diferentes padroes de absorcao e acumulo de
lipidios podem ser observados na mucosa intestinal de larvas de robalo,
dependendo do nivel e classe dos lipidios utilizados na dieta. De fato, a
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acumulacgdo intracelular e intercelular de lipidios foi observada no intestino
anterior de peixes alimentados com dietas contendo altos niveis (58%) de
triglicérides da fracao lipidica, no entanto essa acumulacdao também foi
evidenciada quando as larvas foram alimentadas com niveis moderados
(cerca de 30%) de triglicérides da fracao lipidica. Dietas inadequadas
incorporando fontes de lipidios ou altos niveis de triglicérides induzem um
acumulo de goticulas lipidicas nos enterdcitos do intestino anterior, embora
esta acumulagao ndo tenha sido descrita como sendo a causa de danos
patoldgicos (Caballero et al., 2003). Além disso, a deposicao de grandes
vacuolos lipidicos também foram observados na mucosa intestinal pos-
valvular de larvas que se alimentaram com dietas de elevados niveis de
fosfolipidios (mais de 60%), revelando que os fosfolipidios foram
preferencialmente absorvidos no intestino pods-valvular (Gisbert et al.,
2005).

Desenvolvimento

Estudos tém demonstrado que existe uma estreita relagdo entre
nutricao larval na primeira alimentacao e o desenvolvimento, essa relagao
pode ser facilmente observada no caso de anormalidades esqueléticas
(Zambonino Infante et al., 1997; Suzuki et al., 2000a, b). Alguns genes do
desenvolvimento, e especialmente aqueles envolvidos na modelacdao do
corpo, podem ser regulados pela natureza, e forma molecular dos
nutrientes (Suzuki et al., 2000a, b; Balmer e Blomhoff, 2002; Haga et al.,
2003). Na verdade, investigacdes tém demonstrado que ha alguma relacao
entre nutrientes e receptores nucleares especificos, receptores de acido
retindico  (RetinoicAcidReceptors-RAR) e receptores X retindides
(RetinoidXReceptors-RXR) com a vitamina A (Suzuki et al., 2000a, b;
Villeneuve et al., 2005a); receptores de proliferadores peroxissomais
(peroxisome proliferator-activated receptor-PPAR) com acidos graxos
poliinsaturados (Kliewer et al., 1997; Bonilla et al., 2000; Villeneuve et al.,
2005b); e receptor de vitamina D (VDR) com a vitamina D (Suzuki et al.,
2000a, b; Thompson et al., 2001). Estes receptores funcionam através da
formacao de heterodimeros obrigatéorios com RXR, envolvido em quase
todos 0s processos associados ao desenvolvimento, ressaltando o papel
fundamental na rede de sinalizagdao desempenhado pela via retindide. A
expressao destes receptores € modulada pelo nivel alimentar de seus
ligantes especificos, e estas modulagdes impactam fortemente outras vias
de sinalizacdo determinando o desenvolvimento morfoldgico e funcional de
larvas de peixes marinhos (Villeneuve, 2005).

Segundo Villeneuve et al. (2005b), altos niveis de acidos graxos
poliinsaturados, afetaram principalmente a morfogénese da coluna de
larvas de robalo, quando fornecidos triglicerideos ou fosfolipidios,
respectivamente. No caso dos triglicerideos, este efeito parece ser mediado
por um aumento da regulacdo da expressdao de RXRa (provavelmente
induzida por um aumento da regulagcao do PPAR), quando a expressao
deste gene diminui, durante o desenvolvimento larval normal. Com base
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nessas observacgoes, Villeneuve et al. (2005b) indicou que a oferta mais
adequada de DHA e EPA na dieta para larvas de robalo deve ser uma
relacdo de 2:2 de DHA / EPA, com um nivel de (EPA+DHA) de 2,3%,
sendo o modo mais eficiente de fornecimento de fosfolipidios.

Outros fatores de transcricao envolvidos na homeostase do colesterol
sao receptores X hepaticos (LXRs), que regulam o catabolismo,
armazenamento, absorcdo e transporte do colesterol através da regulacao
da transcricao dos genes alvo envolvidos nestes processos. Eles pertencem
a classe I, subfamilia de receptores hormonais nucleares, e sua atividade é
modulada pela ligacdo dos oxisterdis, produtos do metabolismo do
colesterol (Aranda e Pascual, 2001). No figado, a ativacao de LXR induz o
catabolismo do colesterol através da inducdo da expressdo de 7a-
hidroxilase colesterol (CYP7A1), e da biossintese de novo de acidos graxos
(através da SREBP1c), o que levou a sugestdo de que LXRs sdo sensores
do equilibrio entre o colesterol e o0 metabolismo dos acidos graxos (Peet et
al., 1998; Repa et al., 2000). O fato de que os acidos graxos insaturados
podem funcionar como antagonistas de LXR, e assim criar um mecanismo
de feedback, suporta ainda mais essa sugestao (Ou et al., 2001). Além
disso, LXRs foram recentemente implicados na regulacao negativa da
expressdao de genes inflamatérios (Marathe et al., 2006), e como
reguladores chave de genes que regulam o metabolismo dos carboidratos
(Mitro et al., 2007).

LXRs sao proteinas, que possuem a capacidade de se ligar ao DNA,
permitindo a trans-ativacao de genes-alvo LXR. A molécula LXR consiste
em 4 dominios principais, incluindo uma fungao de dominio de ativagao N-
terminal ligandina dependente (AF-1), um dominio de ligacdo do DNA
(DBD), contendo duas regides de indicador de zinco, um dominio de
ligacdo ao ligante (LBD), necessarios para a ligacdo do ligante e
dimerizacdao do receptor, e uma sequéncia C-terminal ligante de
transativacdo dependente, também referida como funcdo de ativacdo-2
(AF-2), que estimula a transcricao em resposta a ligacdo do ligante e é
necessaria para a ligacdo com co-ativadores ou correpressores e
transativacdo (Aranda e Pascual, 2001). Nos mamiferos, da subfamilia LXR
consiste em LXRa e LXR, codificados por dois genes, com a isoforma (3
tendo identidade aminoacidica 77% igual a isoforma a (Vaya e Schipper,
2007). Pouco se sabe sobre LXRs em peixes, o sequenciamento completo
do genoma de Fugu rubripes (Fugu) mostrou que continha um unico gene
LXR (Maglich et al., 2003), de andlise e de seqliéncias gendmicas
evolutivas dos receptores nucleares que sugerem que um ortélogo LXRa
pode estar presente no zebrafish (Danio rerio) (Bertrand et al., 2004).
Posteriormente, um DNA de codificagdo de uma proteina com alta
similaridade o LXRa de mamiferos foi identificado em zebrafish (Archer et
al., 2008).

Segundo Cruz-Garcia et al. (2009), o desenvolvimento sustentavel da
aquicultura determina que as dietas devem conter niveis crescentes de
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produtos vegetais, que sdo desprovidos de colesterol, mas contém
fitoesterdis, que sao conhecidos por ter efeitos fisiolégicos nos mamiferos.
E sabe-se que tais esterdis modulam LXRs, induzindo a ativacdo do
catabolismo do colesterol e a biossintese de acidos graxos de novo no
figado. A analise transccritbmica demonstrou que a substituicdo da farinha
e Oleo de peixe por produtos vegetais induzem genes do colesterol e o
metabolismo dos acidos graxos em salmonideos. Surpreendentemente, a
expressao de LXR foi menor no figado de todos os tecidos examinados e no
salmado, sendo que a maior expressao foi observada nos cecos pildricos, e
no figado mostrou-se expressao intermediaria. E provavel que a expressao
tecidual tenha sido afetada pelo estado fisioldgico dos animais amostrados.
Certamente, a regulagao nutricional, ambiental e/ou de desenvolvimento
foi evidente no salmdo, onde a expressao de LXR no figado foi maior nos
peixes de agua salgada que nos de agua doce, e maior nos peixes
alimentados com 6leo de peixe em comparagao aos peixes alimentados
com o6leo vegetal em salmdo adulto. Certamente, foi demonstrado que o
LXR do figado no salmao foi regulado pelos fatores nutricionais e de
desenvolvimento/ambientais. Os autores concluem mencionando que
estudos funcionais centrados nos genes-alvo para LXR sdo necessarios,
como uma maior compreensao do papel do LXR na regulagao do
metabolismo lipidico em peixes, isto facilitard& o desenvolvimento
sustentavel das dietas com base em derivados de plantas alternativas para
a diminuicao dos recursos marinhos.

As dietas e oleos vegetais também sdo deficientes em termos de
fosfolipidios e nao contém colesterol, embora eles contenham fitoesterois
(Padley et al., 1994; Tocher et al., 2008). Por conseguinte, tem sido
mostrado recentemente que a substituicdo de dietas com éleo de peixe por
dieta com o6leo vegetal em salmdo do Atlantico (Salmo salar) resultou em
aumento da regulacao de genes da biossintese de colesterol e elemento
regulador do proteina ligadora do elemento regulado por esterol 2 (SREBP-
2), um membro de uma familia de fatores de transcricao que regulam a
homeostase, incluindo o metabolismo lipidico e do colesterol (Taggart et
al., 2008; Leaver et al., 2008).

Panserat et al. (2009), analisaram a transcriptoma hepatica de
juvenis de truta arco-iris alimentadas com uma dieta baseada em vegetais.
Os autores concentraram a analise sobre a substituicdo total da farinha de
peixe (FP) e dleo de peixe (OP) por uma dieta 100% baseada em planta
(0% FP, 0% OP). Analisaram a transcriptoma hepatica pods-prandial de
truta arco-iris alimentadas com as duas dietas 8 h apds a alimentacdo. Seis
RNAs hepaticos totais de cada grupo alimentar foram hibridizados contra
um microarray de DNAc de truta (9K). Apds o tratamento dos dados
MIAME respeitando o padrdao (minimo de informagdes sobre um protocolo
de Microarray Experiment), descobriram que 176 genes hepaticos
diferencialmente foram expressos entre os peixes alimentados com duas
dietas: 96 e 80 foram sobre-expressos e sub-expressos, respectivamente,
em truta alimentados com a dieta baseada em vegetais. A grande maioria
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dos genes diferencialmente expressos foram envolvidos no metabolismo
(57%) e os outros nos processos celulares (21%) e transportes (10%).
Entre os genes envolvidos no metabolismo (n = 86), 37% estavam
associados com o metabolismo de proteinas (protedlise, o catabolismo de
aminoacidos), 21% com o metabolismo lipidico (biossintese dos acidos
graxos, biossintese de colesterol), 30% com o metabolismo do acido
nucléico e 8% com o metabolismo da glicose. Especificamente,
encontraram em truta arco-iris alimentados com a dieta 100% vegetal uma
sobre-expressao de genes envolvidos na biossintese de lipidios
(metabolismo do colesterol e dessaturacdo dos acidos graxos
poliinsaturados) e uma sobre-expressdao de um novo ator metabdlico, ou
seja, glicerolquinase, que desempenha um papel fundamental na relacao
da glicose no metabolismo lipidico. Em geral, estes dados demonstram que
um numero de efeitos metabdlicos intermedidrios ocorrem em trutas
alimentadas com uma dieta totalmente baseada em vegetais. Em
conclusao, embora a remocgao total dos ingredientes de origem marinha
nao é essencial para o desenvolvimento sustentavel da aquicultura (Tacon
e Metian, 2008), o conhecimento sobre as potenciais implicacdes de tais
dietas extremas €& til: porque nenhuma disfuncdao importante do
metabolismo hepatico (saude dos peixes), ndao sobre-expressao de genes
envolvidos no estresse hepatico, seguranca e o bem estar (em contraste
com o que tem sido observado por Vilhelmsson et al. (2004), e nenhuma
variacao forte dos atores do ciclo de células hepaticas, tais como aqueles
envolvidos na apoptose foram encontrados neste estudo, os dados
poderiam ser interpretados como um efeito fraco de mudancas completas
na inclusao ingrediente da dieta sobre o figado.

Sistema Imune
Sintese de eicosanodides

Existe um grupo de acidos graxos, denominados essenciais, que sé
podem ser obtidos pela dieta (Pompéia et al., 2000). Dentre os acidos
graxos essenciais estao aqueles da familia w-3, destacando-se os acidos
linolénico (C18:3 - LNA), eicosapentaendico (C20:5 - EPA) e o
docosahexaendico (C22:6 - DHA), que sdo precursores dos eicosanodides.
Os eicosandides incluem as prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs),
leucotrienos (LTs), lipoxinas (LXs), acidos hidroperoxieicosatetraendico
(HPETEs) e hidroxieicosatetraendico (HETEs) entre outros; potentes
reguladores de funcdes celulares, podendo ser produzidos por quase todas
as células do organismo, apresentando efeitos autdcrino e paracrino (Marks
et al., 1996).

Os eicosandides sao produzidos em quantidades muito pequenas por
quase todos os tecidos, em vez de serem produzidos por um determinado
tecido ou glandula especializada, como os hormonios. Eles atuam
localmente, nao sao armazenados, e possuem uma meia-vida
extremamente curta, sendo rapidamente metabolizados em compostos
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inativos no seu local de sintese. Suas agdes bioldgicas sdao mediadas por
receptores nas membranas plasmaticas e nuclear, que variam nos
diferentes tecidos (Champe et al., 2006).

Os efeitos dos acidos graxos e dietas lipidicas sobre a funcdao imunitaria
tém despertado grande interesse da comunidade cientifica. Os estudos
nesta drea foram intensificados, pela elucidacdo das funcdes dos
eicosandides na modulacdao das respostas inflamatéria e imunitaria
(Goldyne e Stobo, 1981; Hwang, 1989), e pelo fato de que a via de
metabolizacdo do acido araquidbnico para produzir esses mediadores pode
ser modulada por AGPIs de cadeia longa n-3, encontrados em alguns éleos
de peixes marinhos (Hwang, 1989; Calder, 1996).

Conforme descrito acima, os acidos graxos (AGs) podem regular o
metabolismo e a funcionalidade de leucécitos e este efeito, € em parte,
devido a alteracdao na transcricdo génica. EPA e DHA apresentam efeitos
marcantes na funcdo de leucdcitos, afetando as respostas inflamatéria e
imunitaria. Destacam-se os efeitos benéficos dos AGPi w-3, tais como EPA
e DHA em doencas cardiovasculares, autoimunes, esclerose multipla e
certos tipos de cancer, em humanos (Chandraesekar e Fernandes, 1994;
Calder, 1998).

Os lipidios interferem na atividade das células imunes através de varios
mecanismos, incluindo fatores como a estabilidade fisica das membranas
das células imunes (por exemplo, a fluidez, a peroxidacdo de membrana de
atividades enzimaticas membrana-associadas e acesso a receptores) e
sinalizagdo celular através da producdo de eicosandides e citocinas
(Waagbo, 2006). O 4&cido araquidonico (20:4 n-6, AA), di-homo-y-
linolénico (20:3 n-6, DHGLA) e o acido eicosapentaendico (20:5 n-3, EPA),
liberados dos fosfolipidios da membrana celular sao precursores de sintese
enzimatica de eicosandides como prostaglandinas (PG), leucotrienos (LTs)
e tromboxanos (TXs), cujos elementos tém um papel importante na
regulacdo da inflamacdao e imunidade. Os acidos graxos w-3 podem
modular a funcao de leucdcitos por meio de sinalizacdo de eicosandides e,
assim, influenciar a producao de citocinas pré-inflamatérias e moléculas de
adesao (Calder et al., 2002; Calder, 2005). Ha provas claras de que os
eicosandides desempenham um papel na regulacdo imune em peixes de
uma forma semelhante ao observado em mamiferos (Rowley et al., 1995).

Seierstad et al. (2009) efetuou estudo com o objetivo de elucidar se a
modulagdo dos lipidios de membrana apds a substituicao do dleo de peixe
(OP) pelo 6leo de colza (OC) na alimentacgao, influéncia pro-expressao de
citocinas inflamatdrias e atividade de explosdo respiratéria. O plasma
obtido a partir de estudos de alimentacdo reflete a composicao dos acidos
graxos das dietas com uma relacao de n-3/n-6 para os grupos OP, OP / OC
e OC de 13,6, 6,8 e 2,1, respectivamente. Perfis de acidos graxos de
leucdcitos incubados espelhados na composicdo do plasma apresentaram
grandes mudancas de acidos graxos. A expressdo do gene de TNF-a e IL-
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1B aumentou significativamente em todos os grupos durante o periodo de
estudo de 12 horas apds a estimulacdo LPS. No entanto, ndo houve
diferencga significativa na expressdo das citocinas entre os trés grupos de
lipidios. Apesar de uma mudanga acentuada em relagdao n-3/n-6 nas
membranas dos leucdcitos apds incubacdo do plasma, houve alteragdes
menos acentuadas em acido araquidénico (AA) e acido eicosapentaendico
(EPA), os ativadores-chave na modulacdo da resposta fagocitica como
precursores para a sintese de eicosandides. Isto pode fornecer uma
explicacdo para a falta de influéncia das fontes de acidos graxos na
resposta inflamatdria nos leucécitos.

O &cido tetradeciltioacetico (TTA; CH3-(CH2) 13-S-CH2-COOH) e o
acido dodeciltioacetico (DTA; CH3-(CH2) 11-S-CH2-COOH) possuem um
atomo de enxofre na terceira posicao a partir da terminacdo carboxilica nos
blocos de sua cadeia de carbono da B-oxidacdao (Berge et al., 1989). Em
ratos, a inclusdao, de TTA na dieta aumentou a oxidagao peroxissomal de
acidos graxos mitocondriais, hepaticos e musculares (Asiedu et al., 1993;
Skrede e Bremer, 1993; Asiedu et al., 1996; Berge et al., 1999) e reduziu
da gordura corporal (Madsen et al., 2002). Além disso, o TTA demonstrou
tanto regulagdo positiva quanto negativa de um numero de genes que
codificam os principais fatores de regulacao do metabolismo lipidico (Berge
et al., 2002), possivelmente através da acao de lipidios, incluindo fatores
de transcricao de receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPAR) (Hihi et al., 2002). O TTA é um potente ativador do PPAR em
mamiferos (Madsen et al., 2002). Todos os trés isotipos PPAR foram
identificados nos peixes (Ruyter et al., 1997; Andersen et al., 2000; Ibabe
et al., 2002; Maglich et al., 2003; Leaver et al., 2005), mas nao se sabe
muito sobre a regulacdo dos genes alvo PPAR de salmonideos. No entanto,
recentemente demosntrou-se que houve uma redugao na expressao dos
genes da apolipoproteina hepatica e aumento do gene da lipase
lipoprotéica no salmdo alimentados com suplementacdo de TTA a 5 °C
(Kleveland et al., 2006).

Novos estudos tém demonstrado que os 4&acidos graxos thia
alimentares (0,6% TTA) aumentaram os niveis de &cidos graxos
poliinsaturados n-3 (PUFAs) nos tecidos e a oxidagdo mitocondrial hepatica
B no salmdo a 12 ° C (Moya-Falcén et al., 2004). Este nivel de TTA na
dieta reduziu os niveis de lipidios totais do corpo, mas também o
crescimento e a sobrevivéncia severamente, particularmente a 5 °© C
(Kleveland et al., 2006), mas também a 12 ° C (Moya-Falcon et al., 2004).
No ultimo estudo, o TTA foi incorporado principalmente em fosfolipidios
(PL) no coracdo, rins e tecidos do figado, em salmao gill, e dois produtos
catabodlicos de TTA (sulféxidos de ATT) foram identificadas com niveis
particularmente altos no rim. Além disso, estudos em hepatdcitos de
salmao cultivado mostrou que TTA exdgeno (incubacdo de curta duracao)
foi constituido em quatro categorias principais fosfolipidios (Moya-Falcén et
al., 2006). Além disso, estudos in vitro demonstraram que o TTA reduziu
secrecdo de triacilglicerol de hepatécitos de salmdo (Vegusdal et al., 2005).
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E sabido que alguns componentes da dieta afetam o sistema
imunoldgico dos vertebrados (Plat e Mensink, 2005), e ha estudos que
investigaram os efeitos do TTA em parametros do sistema imunoldgico.
Tem sido relatado que o TTA tem acao antiinflamatéria, afetando producao
e liberacdo de citocinas em células mononucleares ativadas do sangue
humano (PBMCs) (Aukrust et al., 2003), e células endoteliais humanas
(HUVECSs) (Dyrgy et al., 2005). Segundo estudo de Costabile et al. (2005).,
a hipotese de que tanto PPARa-dependentes e mecanismos independentes
podem estar envolvidos.

De acordo com Gjgen et al. (2007), altos niveis de lipidios estdo
sendo usados em dietas de salmonideos para promover o crescimento
rapido, porém ndo ha uma limitacdo da oferta de dleos de peixe
tradicionais como a industria de criacdo de peixes se expande. Uma melhor
maneira de utilizar as fontes lipidicas poderia ser a de encontrar formas de
estimular a oxidagao de acidos graxos, de modo que o salmdo do Atlantico
usasse mais energia para o crescimento muscular, e menos para o
armazenamento no tecido adiposo perivisceral. Foi comentado previamente
gue a inclusdao do acido graxo thia (TTA) na dieta promove B-oxidacdo
hepatica e redugao dos niveis de lipidios totais do corpo. No entanto, TTA
dietéticos também tiveram alguns efeitos negativos, levando ao acumulo
de metabdlitos sulfona e sulfoxido de TTA nos rins e taxas de mortalidade,
particularmente em temperaturas mais baixas. Portanto, tais autores
também investigaram os efeitos da TTA na funcao do rim em altas e baixas
temperaturas, incluindo alguns parametros do sistema imunoldgico. Gjgen
et al. (2007) puderam observar que a inclusdo de acidos graxos thia como
TTA e DTA parece ser bem tolerada por salmao onde a temperatura do
metabolismo e excrecdo de metabdlitos de TTA foi suficiente. No entanto,
pode-se supor que estes metabolitos comecam a se acumular nos rins em
temperaturas mais baixas, resultando em fraco crescimento, inibicao da
producdo de mediador inflamatério e, consequentemente, aumento da
mortalidade. Estes resultados e de outros estudos mostram que altas doses
de TTA devem ser usadas com cautela, como meio de aumentar a oxidagao
de AG e reduzir o armazenamento de gordura no salmao, em especial
durante os periodos de baixas temperaturas da agua.

TNF-a

O fator de necrose tumoral a (TNF-a) regula inUmeras funcdes, tais
como processo inflamatério, apoptose, producao de outras citocinas como
IL-1 e IL-6, e a inducdo de resisténcia periférica a insulina. A sintese de
TNF-a por macréfagos pode ser induzida por diversos estimulos (fisicos,
bioldgicos e quimicos). E a producao de TNF-a também é modulada por
acidos graxos. Esses, dependendo do tipo, concentracdo e periodo de
exposicao, tém efeito estimulatério, inibitério ou até mesmo nulo (Rocha et
al., 2008).

Influéncia dos acidos graxos na expressao génica de peixes 14
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n030313/031306.pdf




REDVET Rev. electron. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
2013 Volumen 14 N° 3 - http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n030313.html

Rocha et al. (2008) visaram elucidar o efeito dos acidos graxos na
producdo dessa citocina e correlacionar esses achados com os efeitos pro-
e antiinflamatérios em uma linhagem de macréfagos de camundongos
(células 1774). As células 1774 foram mantidas em meio RPMI- 1640
contendo 10% de soro fetal bovino e foram tratadas com 50 e 100uM de
acidos palmitico, docosa-hexaendico (DHA) e eicosapentaendico (EPA)
pelos periodos de 1, 3, 6 e 24 horas. A avaliacao da expressao génica de
TNF-a foi realizada por PCR (Reacgdo da polimerase em cadeia) em tempo
real. Os acidos palmitico e EPA modularam a expressao de TNF-a em
células 1774 tratados por periodos curtos (1 e 3 horas). Porém, em
periodos mais longos (6 e 24 horas), ndo houve modulacdo. Portanto,
observa-se que a regulacdao da expressdao génica do TNF-a por acidos
graxos € dependente do tempo. O DHA ndo modulou a expressao de TNF-a
nos periodos de tratamento utilizados. Com 1 hora de tratamento, houve
aumento da expressdao de TNF-a nas células tratadas com acido palmitico,
sugerindo que este acido graxo saturado apresenta efeito pro-inflamatério.
Tais resultados estdao de acordo com Suganami et al. (2007), e Rocha et
al. (2008) também observaram aumento na producdo de TNF-a em 3 horas
de tratamento com EPA, sugerindo efeito pro-inflamatério desse acido
graxo. Esse resultado estd de acordo com o trabalho de Skuladottir et al.
(2007) e requer mais estudos para ser esclarecido.

O &cido graxo eicosapentaendico, um &acido graxo poliinsaturado
presente no 6leo de peixe, tem se mostrado um atenuador de caquexia do
cancer em seres humanos (Wigmore et al., 2000), provavelmente porque
regula negativamente a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias (Endres et
al. , 1989; Trebble et al., 2003, Zhao et al., 2004). Embora os dados
especificos sobre os efeitos dos EPA nos niveis de expressdao de TNFa em
truta arco-iris ndo existam, eicosandides derivados de &acidos graxos n-3
tém sido utilizados para reduzir a resposta imune em varias espécies de
peixes (Kiron et al., 2004; Rowley et al., 1995; Li et al., 1994). Se os
acidos graxos podem atenuar a resposta a estimulacdo imune crénica em
truta arco-iris por regulagcdo negativa a liberacao de citocinas, tais como
TNFa, entdo o efeito da estimulacdo imune crénica no musculo também
pode ser atenuada.

Acidos graxos bioativos (CLA e TTA)

O &cido linoléico conjugado (CLA) é um termo comum para um grupo
de acidos octadecadiendicos, que sao isbmeros conjugados posicionais e
geométricos do acido linoléico (C18:2), em que as duplas ligacdes sdo
separadas por uma ligagao simples carbono-carbono no lugar de um grupo
metileno, dois dos quais (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12) possuem
atividades bioldgicas (Pariza et al., 2001). O C18:2 (cis-9, trans-11) é
considerado a forma primaria de CLA presente naturalmente nos alimentos,
ainda que o C18:2 (cis-9, trans-11) e o0 C18:2 (trans-10, cis-12) sejam os
dois isbmeros predominantes e presentes em niveis semelhantes no CLA
sintético (Chin et al., 1992). Recentemente, aumentaram-se as evidéncias
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de que os isbmeros CLA cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 podem agir
beneficamente em sistemas bioldgicos de forma diferente.

Os possiveis mecanismos de acao pelos quais o CLA é capaz de
alterar a composicao corporal envolvem mudangas metabdlicas que
propiciam, concomitantemente, a diminuicio da lipogénese e a
potencializacdo da lipdlise. Dessa maneira, alguns pesquisadores tém
avaliado a acao da suplementacao com CLA sobre o perfil hormonal e a
atividade das enzimas envolvidas no processo de oxidacdo e sintese de
triacilglicerois, de forma a fornecer mais subsidios para o completo
esclarecimento dessas propriedades bioldgicas.

Santos et al. (2007) observaram reducao dos acidos araquidonico e
linoléico nos filés, como resultado da suplementacdao de CLA na dieta de
tilapia-do-nilo. A suplementacdao com CLA inibe a producdo de acidos
graxos adipogénicos, como acido linoléico, acido araquidonico (AA) e seus
metabolitos eicosandides. A reducao do AA e de outros acidos graxos
adipogénicos pode diminuir a esterificacdo dos triacilglicerdis e a conversao
em fosfolipidios, que sdo criticos para o metabolismo celular e/ou sintese
nos lipidios segundo mensageiros, como prostaglandina ]2 (PGJ]2), que
pode regular a adipogénese. Varios estudos relatam como um CLA-
mediado diminui essas longas cadeias de acidos graxos. Assim, o CLA pode
diminuir os sinais das células derivados do acido araquidénico, como
prostaglandinas e leucotrienos, que sdo criticos reguladores do
crescimento, da diferenciacdo e do metabolismo da célula (Evans, 2002).

Segundo Santos et al. (2009), a utilizagao de CLA durante
aproximadamente 20 dias antes do abate é suficiente para permitir
maxima deposicao desse acido no lipidio total do filé de pacu. O
fornecimento de CLA nao afetou o desempenho produtivo e a composigcao
guimica da carcaca e dos filés, mas alterou o perfil de acidos graxos, com
reducdo de n-6 no peixe inteiro e filé e do 18:3n-3 no peixe inteiro, filé e
figado. Podendo a diminuicdo dos acidos graxos da série n-6 estar
relacionada ao fato de que esses acidos graxos sdo precursores do CLA e
sao os mais afetados, dando lugar ao acido linoléico conjugado (CLA) da
dieta (Chin et al., 1994). No entanto, apds adaptacdo do metabolismo, os
valores de CLA e n-6 mantiveram-se constantes.

Santos et al. (2009) também observaram aumento significativo do
acido estearico (18:0), durante o fornecimento de dieta com 1,2% de CLA,
que segundo o autor também foi encontrado por Twibell et al. (2001),
Bandarra et al. (2006) e Valente et al. (2007a,b). Segundo Lee et al.
(1998), alguns acidos graxos poliinsaturados (AGPI) reprimem a expressao
do gene da enzima esteroil-CoA A-9 dessaturase (SCD) no figado e em
adipdcitos maduros por meio da inibicdo da transcricao do gene SCD1 e da
estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) do SCD1. Essa enzima esta
envolvida na sintese de alguns acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e na
regulacdao desse processo, em que insere dupla ligacao entre os carbonos 9
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e 10 de diversos AGS como 16:0 e o0 18:0 para a formagao do 16:1 (n-7) e
18:1(n-9). O CLA inibe a atividade da enzima A-9 dessaturase reduzindo a
abundancia de RNAmM dessa enzima no figado, causando acumulo dos
saturados, principalmente o 18:0, pela inibicdo da elongacdo desse acido
graxo.

No figado de pacu, Santos et al. (2009) observaram aumento
significativo de acidos graxos n-6 e n-3 de cadeia longa em peixes
alimentados com CLA, possivelmente relacionado ao aumento da atividade
das enzimas dessaturases A-5 e A-6. Takahashi et al. (2003), em estudo
com camundongos mantidos com dieta contendo 1% de CLA, observaram
aumento da expressao dos RNAm das enzimas A-5 e A-6 dessaturase, e
sugeriram que o CLA aumentou a sintese hepatica de acidos graxos,
gerando os acidos graxos de cadeia longa. Entretanto, esse aumento no
figado ndo resultou em aumento no peixe inteiro e no filé, ou seja, nao
houve deposicao dos AGPI de cadeia longa, que podem ter sido utilizados
na biossintese hormonal, sendo essas as formas bioldgicas das familias. No
mesmo estudo foi observada reducdo do 16:0 no figado dos peixes
alimentados com CLA, assim como no salmdo-do-atlantico “post smolts”, o
que, segundo Leaver et al. (2006), pode ser ocasionado pelo aumento da
expressao do RNAmM de elongases, de forma que ocorre redugao de alguns
acidos graxos precursores, de cadeia curta.

Makol et al. (2009) suplementaram 2% de CLA na dieta de robalo e
obteviveram sucesso quanto a incorporacao de CLA no tecido, com o
aumento de acidos graxos n-3, n-3 HUFA e reducdo de &cidos graxos
saturados no musculo, além da diminuicdo de deposicdo de gordura na
cavidade visceral. Portanto, esses resultados sugerem que a ativacao do
catabolismo lipidico como visto em mamiferos, onde o CLA dietético
aumenta a atividade das enzimas lipoliticas no figado, como a carnitina
palmitoiltrannsferase I (CPT-I), uma enzima chave na B-oxidacao
mitocondrial de acidos graxos nos tecidos adiposos (Park e Pariza, 2007).

Segundo Makol et al. (2009), a reducao na deposicao de gordura
perivisceral de robalo e o potencial aumento de B-oxidacao concordam bem
com a reducdo nos acidos graxos monoinsaturados, principalmente acido
palmitoléico (16:1 n-7), que sao conhecidos como fontes primarias para o
catabolismo de gordura . Além disso, o acido palmitoléico e oléico (18:1 n-
9) sao sintetizados através da estearoil-CoA dessaturase (SCD), que é uma
enzima limitante para a acumulacao de gordura no tecido adiposo e cuja
atividade é inibida pelo CLA em mamiferos (Lin et al., 2004), e poderia
estar contribuindo para a redugao da gordura perivisceral no robalo. No
entanto, como sugerido por outros autores, a reducao da gordura
perivisceral poderia ser também relacionada a uma inibicdo da atividade da
lipoproteina lipase dos adipdcitos, o inicio da apoptose no tecido adiposo ou
a inibicdo do SCD, que é a enzima limitante da conversdo de acidos graxos
saturados para acidos graxos monoinsaturados (Park e Pariza, 2007). A
reducao da deposicao de gordura na cavidade visceral, sem comprometer o
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desempenho do crescimento dos peixes, sugere uma melhor utilizagao da
energia da dieta e do valor potencial de CLA para melhorar a qualidade da
producao robalo.

Makol et al. (2009) também mencionam, que a reducao dos acidos
graxos monoinsaturados e saturados, e o aumento da propor¢cao DHA /
EPA encontrada no musculo dos peixes alimentados com CLA o que sugere
o aumento de B-oxidacao e inibicao da SCD. O EPA foi observado como
sendo melhor substrato para aciltransferase carnitina mitocondrial que o
DHA (Madsen et al., 1998); e sua B-oxidacao preferencial do DHA no
musculo aumentaria a razdo DHA / EPA. Além disso, a inclusdo de CLA de
até 1% aumentou a atividade plasmatica de lisozima e foi positivamente
correlacionada com a ACP, que podera implicar em um aumento das
defesas anti-bacterianas. J& a inclusdo de 2% de CLA ndo teve o mesmo
efeito, o que pode estar relacionado com a reduzida ingestdo de alimentos
observada neste tratamento. Estes estao de acordo com o aumento da
resisténcia imunoldgica encontrada também em aves e mamiferos. Por
exemplo, em frangos de corte atividade fagocitica é promovido pela
inclusao de CLA na dieta (Zhang et al., 2005) e em ratos CLA reforgca o
sistema imune especifico (Ramirez-Santana et al., 2009).

Makol et al. (2009) também observaram que no figado dos animais
que ingeriram 1% de CLA houve aumento da atividade da enzima malica,
uma enzima lipogénica envolvida na producao de NADPH para a lipogénese
de novo. No entanto, este aumento da atividade lipogénica nao conduziu a
um aumento da deposicao de lipidios no figado dos peixes alimentados
com CLA, que realmente mostrou uma tendéncia para reduzir o seu teor de
lipidios e acidos graxos monoinsaturados e uma diminuicao da vacuolizagao
lipidica citoplasma das células hepaticas, sugerindo a mobilizacdo de
lipidios e turnover de hepatdcitos quando os peixes sao alimentados com
maiores niveis de CLA na dieta e de acordo com a auséncia de efeito do
CLA encontrado em atividade de G6PD neste e em outros estudos (Valente
et al., 2007b).

Outro acido graxo bioativo, o TTA, ndao pode ser B-oxidado, devido a
posicao do enxofre na cadeia de carbono e, portanto, € metabolizado em
mamiferos através de w-hidroxilacdo no reticulo endoplasmatico seguido
por oxidacao peroxissomal da w-end produzindo acidos de cadeia curta
sulfoxi dicarboxilico (Skrede et al., 1997). Nos mamiferos, o TTA aumenta,
tanto no figado e musculo, a oxidagcao dos acidos graxos peroxissomal e
mitocondrial, diminui lipidios plasmaticos e a massa de tecido adiposo e
aumenta o transporte de acidos graxos livres dos tecidos periféricos para o
figado (Berge et al., 2002).

Kennedy et al. (2007a) determinaram os efeitos do CLA e TTA sobre
o desempenho do crescimento e metabolismo de lipidios e de acidos graxos
no bacalhau do Atlantico (Gadus morhua L.). No figado, a acil-CoA oxidase
(atividade ACO), mas nao a carnitina palmitoiltransferase-I (CPT-I),
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aumentou pelo CLA, enquanto a TTA na dieta aumentou as atividades de
acilCoA oxidase (ACO) e da CPT-I . Em contraste, a atividade da ACO foi
reduzida em ambos, CLA e ATT, no musculo vermelho e branco, enquanto
para a CPT-I geral, a atividade nao foi afetada pelo CLA e TTA em qualquer
tecido do musculo.

Kennedy et al. (2007a) também mostraram que a CPT-I no figado de
bacalhau nao foi aumentada pelo CLA na dieta, sugerindo que a B-oxidacao
mitocondrial ndo seria aumentada. Medir esse parametro exigiria tecido
fresco, mas, infelizmente, os ensaios utilizando isétopos radioativos nao
foram possiveis no local de exploracdao comercial. Em contraste, no figado
a ACO foi significativamente aumentada pelo CLA na dieta do bacalhau,
sugerindo que o CLA na dieta pode ter um efeito maior sobre a oxidacao
peroxissomal ao invés da mitocondrial de acidos graxos no figado de
bacalhau. Também foi observado o aumento da proporcao de 18:0 e
diminuicdo do 18:1 n-9 foi observado na carne e, principalmente, figado de
bacalhau alimentados com CLA sugerindo a inibicao da dessaturacao A9.
Aumento de 18:0 e diminuigcao 18:1 n-9 foi relatado anteriormente em
acidos graxos de alevinos de salmao do Atlantico, e no figado e carne de
juvenis alimentados com CLA sugerindo que a atividade de SCD foi
reduzida (Berge et al., 2004, Kennedy et al., 2005). Da mesma forma,
aumentar os niveis de CLA na dieta aumentou a proporcdo de 18:0 e
diminuiu da porcentagem de 18:1 no figado, musculo e visceras de juvenis
de truta arco-iris (Bandarra et al., 2006), e no figado e musculo de hibrido
de robalo riscado e perca amarela (Twibell et al., 2000, 2001).

Diminuicdao de niveis de PUFA teciduais apds a alimentacao com CLA
tem sido relatada em perca amarela e tilapia (Twibell et al., 2001; Yasmin
et al., 2004). O CLA aumenta os niveis de acidos graxos poliinsaturados no
figado, mas diminuiu PUFA no musculo (Twibell et al., 2000). O CLA
dietético total aumentou PUFA n-3, especialmente o DHA, em alevinos de
salmao (Berge et al., 2004), mas ndo teve efeito sobre os niveis de AGPI
no figado, e parecia ser depositado na carne em detrimento do EPA e DHA,
no salmao (Kennedy et al., 2005). No estudo de Kennedy et al. (2007a) o
CLA nao teve efeito sobre os niveis de acidos graxos poliinsaturados no
figado de bacalhau ou carne. Isto, nao foi inesperado, ja que a atividade da
dessaturacao/via de elongamento de AGPI é muito baixa em bacalhau (Bell
et al.,, 2006). Em contrapartida, o TTA dietético aumentou
significativamente a porcentagem de DHA, e diminuiu a proporcdao de EPA
e total PUFA n-6 na carne do bacalhau. Isto poderia ser resultado de um
aumento da conversdao de EPA DHA, mas nao ha evidéncias de estudos
anteriores para apoiar TTA ter um efeito na dessaturacao de acidos graxos
ou elongamento (Berge et al., 2002). Portanto, ele pode ser mais provavel,
devido a especificidade da B-oxidacdao, com DHA s3o mais resistentes a
oxidacao do EPA (Tocher, 2003).

Kennedy et al. (2007b), em experimento com truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss L.), objetivaram determinar os efeitos do CLA e TTA
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na performance de crescimento, metabolismo de lipidios e acidos graxos, e
expressao de genes selecionados em comercial trutas cultivadas em agua
do mar. A producgao de acidos graxos hexano pelos microssomas do figado
foi aumentada por CLA e TTA, e ambos os acidos graxos funcionais
aumentaram a proporcao de acidos graxos n-3 no figado, principalmente
devido ao aumento do 20:5 n-3 e 22:6 n-3. No entanto, a expressao de
acil-dessaturase A6 foi significativamente inferior nos peixes alimentados
com CLA ou TTA, enquanto a expressao de elongase de PUFA foi
aumentada significativamente nos peixes alimentados com 1% de CLA. A
atividade da CPT-I foi aumentada por TTA no figado e no musculo
vermelho, e a atividade da acil-CoA foi aumentada por TTA no figado, e no
CLA, no maior nivel de inclusdo na dieta no musculo vermelho. A expressao
de CPT-I no musculo branco foi significativamente maior nos peixes
alimentados com CLA e TTA.

No entanto, nem CPT-I nem ACO (enzimas-chave do mitocondrial e
peroxissomal B-oxidacdo, respectivamente) foram aumentadas no figado
pela dieta com CLA, e a expressao da CPT-I no figado também nao foi
afetada por um dos &cidos graxos bioativos. Em contraste, o TTA
aumentou tanto a CPT-I quanto a ACO no figado de truta, mas isso nao se
refletiu em menor teor lipidico no figado, resultados semelhantes com os
obtidos anteriormente em bacalhau (Kennedy et al., 2007a). Portanto, o
mecanismo de diminuicdo do teor de lipidios no figado dos peixes
alimentados com CLA é claro que ndo parece estar relacionado a oxidacao
dos acidos graxos. Essa dissociacao entre os niveis de tecido adiposo e os
indicadores de oxidacdo dos acidos graxos também foi observada no tecido
muscular, o aumento do TTA, CPT-I e ACO no musculo vermelho e CLA
elevado aumento ACO no musculo vermelho. Isto talvez possa ser
explicado, porém, nao como o musculo vermelho constitui apenas uma
peguena proporcao de carne e alteracdes de forma metabdlica em que sao
tao propensos a resultar em mudangas na composicao da carne em geral.
No musculo branco, o que constitui o grosso da carne, as atividades de
CPT-I e ACO nao foram afetadas pelo CLA e TTA. Considerando a auséncia
de efeito da atividade da expressao de CPT- I, a CPT-I aumentada no
musculo branco de peixes alimentados com CLA ou TTA foi uma
contradicdo. Um mecanismo semelhante poderda explicar a falta de
associacao entre a CPT-I expressao em estudos posteriores.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Os efeitos dos acidos graxos na expressao génica de peixes sao cada
vez mais estudados, principalmente por conta das modificagdes na nutrigao
dos mesmos, com o intuito de obter melhor desempenho e qualidade com
o0 menor custo, fazendo com que a substituicao de nutrientes de origem
animal pelos de origem vegetal seja cada vez mais utilizada. Conhecer os
efeitos que tal mudanca na nutricdo desses animais e o que as mesmas
podem provocar sobre o seu metabolismo é imprescindivel, visto que tal
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conhecimento é determinante para obtencdo do sucesso desses novos
manejos.
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