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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, L.T.S. Sistematizacdo da literatura dos estudos nutrigendmicos com peixes:
caracterizacdo e metanalise. 2024. 66 p. Tese — Universidade Federal do Piaui, Teresina,
2024.

Bibliometria, revisdo sistematica e metanalise foram realizadas para identificar o perfil de
publicacdo de trabalhos sobre nutrigendmica em peixes, descrever qual o impacto da dieta
na expressao génica e no desempenho dos peixes e analisar os efeitos da nutrigenémica sobre
a conversdo alimentar, taxa de crescimento especifico e expressdo génica. A busca de artigos
para compor a bibliometria foi executada nas bases de dados Scopus e Web of Science e ap6s
a selecdo resultou em 431 documentos. Os termos com maior ocorréncia nos documentos
foram growth-performance, gene-expression, rainbow-trout e oxidative stress; a produgédo
cientifica acerca da nutrigenémica em peixes teve destaque no ano de 2020; o principal
periddico com publicacGes na area foi Fish & shellfish immunology, com o ano de 2020 se
apresentando com maior nimero de publicacdes e a Universidade oceanica da China
apresentou maior nimero de artigos nas bases de dados. A revisdo sistematica incluiu
estudos que investigaram a resposta de diferentes dietas sobre o desempenho e a expressao
génica em peixes em 3 bases de dados. As espécies Sparus aurata e Oreochromis niloticus
tiveram maior incidéncia nos artigos e a fase de vida dos peixes mais utilizada, foi a juvenil.
Os estudos investigaram diferentes alimentos em substituicdo a farinha de peixe, além da
avaliacdo da inclusdo de aditivos nas rac6es. Foi realizada uma metanalise a partir da revisdo
sistematica, em que dados de 7 artigos foram analisados de forma quantintativa no software
Rstudio. A metanalise para conversdo alimentar demonstrou efeito positivo para inclusdo de
ingredientes na dieta, entretanto, o efeito geral mostrou que ndo houve diferenca significativa
para a taxa de crescimento especifico entre os experimentos que testaram diferentes
ingredientes nas dietas para peixes em comparagao ao grupo controle. Assim, de acordo com
a bibliometria, o periédico com maior representatividade foi o Fish & shellfish immunology,
em que no ano de 2020 apresentou-se com maior nimero de publicacBes e o pais onde se
destacaram os estudos, foi a China. Com base nos estudos sobre nutrigendmica em peixes, é
possivel ter uma visdo mais ampla de como a substituicdo de ingredientes tradicionais por
fontes alternativas de alimentos e a inclusao de aditivos alimentares podem influenciar tanto
no desempenho como na regulacéo de genes, de forma positiva ou negativa. Os resultados
da metanalise apontam para uma melhor conversdo alimentar em peixes alimentados com
diferentes ingredientes na dieta e com relagdo ao crescimento especifico, as dietas testadas
néo diferiram do tratamento controle.

Palavras-chave: crescimento; expressao génica; nutrientes; gendmica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L.T.S. Systematization of the literature on nutrigenomic studies with fish:
characterization and meta-analysis. 2024. 66 p. Thesis — Federal University of Piaui,
Teresina, 2024.

ABSTRACT - Bibliometrics, systematic review and meta-analysis were carried out to
identify the publication profile of works on nutrigenomics in fish, describe the impact of diet
on gene expression and fish performance and analyze the effects of nutrigenomics on feed
conversion, growth rate specificity and gene expression. The search for articles to compose
the bibliometrics was carried out in the Scopus and Web of Science databases and after the
selection resulted in 431 documents. The terms with the highest occurrence in the documents
were growth-performance, gene-expression, rainbow-trout and oxidative stress; scientific
production on nutrigenomics in fish was highlighted in 2020; the main journal with
publications in the area was Fish & shellfish immunology, with the year 2020 having the
highest number of publications and the Oceanic University of China presenting the highest
number of articles in the databases. The systematic review included studies that investigated
the response of different diets on performance and gene expression in fish in 3 databases.
The species Sparus aurata and Oreochromis niloticus have the highest incidence in the
articles and the most used life stage of the fish was the juvenile stage. The studies
investigated different foods to replace fishmeal, in addition to evaluating the inclusion of
additives in rations. A meta-analysis was carried out based on the systematic review, in
which data from 7 articles were analyzed quantitatively using the Rstudio software. The
meta-analysis for feed conversion demonstrated a positive effect for the inclusion of
ingredients in the diet, however, the general effect showed that there was no significant
difference in the specific growth rate between the experiments that tested different
ingredients in fish diets compared to the control group. Thus, according to bibliometrics, the
journal with the greatest representation was Fish & shellfish immunology, in which the year
2020 had the highest number of publications and the country where the studies stood out
was China. Based on studies on nutrigenomics in fish, it is possible to have a broader view
of how the replacement of traditional ingredients with alternative food sources and the
inclusion of food additives can influence both performance and gene regulation, positively
or negatively. . The results of the meta-analysis point to a better feed conversion in fish fed
with different ingredients in the diet and with regard to specific growth, the tested diets did
not differ from the control treatment.

Keywords: growth; gene expression; nutrients; genomics.
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INTRODUCAO GERAL

Os avancos na area da nutri¢do contribuem para o crescimento da piscicultura. Nesse
sentido, pesquisas que utilizam fontes de alimentos alternativos e aditivos, como a inclusédo
de farinha de batata doce, farelo de palma forrageira e de arroz, hidrolisado proteico de
tilipia e camardo e aminoacidos livres em ragdes, podem proporcionar bons indices de
crescimento, sem comprometer a salde dos animais e sem regular negativamente a expressao
génica constituindo um dos grandes desafios do meio cientifico (SANTOS et al., 2022;
SOUZA et al., 2019; KUMAR et al., 2018; LEDUC et al., 2018; WANGKAHART et al.,
2023; HUA et al., 2019).

A formulacdo de racOes para peixes possui alto teor de proteina e lipideos, e 0s
ingredientes como farinha e o 6leo de peixe sdo utilizados para atender a maior parte dessas
exigéncias nutricionais. Entretanto, a elevacdo dos custos dos ingredientes e a pouca
disponibilidade, elevam o preco das ragdes e tornam os gastos com alimentacao responsaveis
por 70% dos custos totais de producdo (SANTOS et al., 2015). Nesse sentido, é fundamental
uma analise ampla da utilizacdo de alimentos vegetais na dieta de peixes, visto que possuem
fatores antinutricionais, como inibidores das proteases tripsina e quimotripsina, as
hemaglutininas (lectinas) e os compostos fendlicos (taninos) presentes na soja, 0 que pode
limitar a sua incluséo e afetar negativamente a digestdo dos animais (STECH et al., 2010;
NRC, 2011).

A fim de melhorar a tomada de decisdo na incorporacao de ingredientes e aditivos
alimentares na racéo, é indicado avaliar alem do desempenho zootécnico dos animais,
considerar o efeito dos nutrientes sobre a expressao génica. Assim, a nutrigenémica € uma
ciéncia que permite compreender como 0s nutrientes interagem nos processos moleculares
do corpo, assim como os efeitos que tem em cada individuo (PEREGRIN, 2001).

Visto que ha caréncia de informacdes precisas sobre nutrigendmica em peixes, bem
como poucos trabalhos com avaliacdo de expressdo génica na piscicultura, esta tese foi
desenvolvida a partir da tematica nutrigendmica em peixes, estando estruturada da seguinte
forma: A) Introducdo Geral; B) Revisdo de literatura, de acordo com as normas para
elaboracdo de dissertagdes do Programa de Pds-graduacdo em Zootecnia Tropical da
Universidade Federal do Piaui. C) O Capitulo 1, intitulado “Uma abordagem bibliométrica
sobre a nutrigendbmica em peixes”; D) Capitulo 2, “Nutrigenémica em peixes: Uma revisao
sistematica”; E) Capitulo 3, “Nutrigenomica em peixes: uma metanalise sobre os impactos

de diferentes ingredientes na racdo sobre a conversdo alimentar e taxa de crescimento
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especifico” e F) Capitulo 4, Nutrigenbmica em peixes: uma metanalise sobre os impactos de
diferentes ingredientes na ragdo sobre a expressdo génica”, encontram-se em consonancia

com as normas da Associacéo Brasileira de Normas Técnicas.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de dietas sobre 0 desempenho zootécnico e a expressao génica, por

meio de uma revisao sistematica e metanalise.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os resultados da producéo cientifica sobre a tematica da nutrigendmica em
peixes;

Avaliar o efeito de diferentes ingredientes e aditivos alimentares sobre a converséo
alimentar e a taxa de crescimento especifico de peixes;

Identificar o impacto da dieta sobre a expressao génica, com base em estudos de

nutrigendmica.
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REVISAO DE LITERATURA
Producéo e nutricdo de peixes

A produgéo de peixes no Brasil, em 2022, ultrapassou a marca de 860 mil toneladas,
em que 267.060 deste total correspondeu a peixes nativos, representando 31,04% da
producdo total, ocupa a 132 posicdo na producdo de peixes em cativeiro e a 8 posi¢cdo na
producdo de peixes de agua doce (FAO, 2020).

A producéo de peixes no Brasil, em 2022, foi de 860.355 t, 0 que representa um
aumento de 2,3% em relacdo ao ano anterior. Os maiores produtores de peixes de cultivo
sdo o Parana (194.100 t), Sao Paulo (83.400 t), Rond6nia (57.200 t), Minas Gerais (54.700
t) e Santa Catarina (54.300 t). O modelo organizacional da cadeia produtiva e a atuagao da
cooperativa no estado contribui para o sucesso do Parana nesta atividade (PEIXE BR, 2022).
O Brasil é o quarto maior produtor mundial de tilapia do Nilo. Em 2022, a
piscicultura brasileira produziu 550.060 toneladas de tilapia, com crescimento de 3% sobre
0 ano anterior (534.005 t). A espécie representou 63,93% da producdo de peixes de cultivo
como um todo, comprovando sua viabilidade para as condicdes brasileiras. Com relagéo
producdo de espécies nativas, como tambaqui, pacu e curimbatd, foram produzidos 267.060
t (31,04% do total) (PEIXE BR, 2022).

As outras espécies (carpas, trutas e pangasius) foram responsaveis por 5,3% da
producdo total de 2021, atingindo 44.585 toneladas: +17% sobre o resultado do ano anterior,
comprovando o potencial do pangasius para o clima brasileiro (PEIXE BR, 2022).

A producdo de peixes no Nordeste tem aumentado de forma significativa nos
altimos anos, atingindo 170.065 t, em 2022 representando quase 20% da producdo nacional,
sendo o Maranh&o o maior produtor de peixes dentre os estados do Nordeste com a producéo
de 50.300 t em 2022. Além disso, possui trés estados entre os dez maiores produtores de
tilapia (Pernambuco, Bahia e Alagoas) (PEIXE BR, 2022).

No Piaui foram produzidos em 2022 cerca de 22.900 t de peixes 0 que representa
um crescimento de 3,6% em relacdo ao ano anterior. O Piaui possui 10 regides relacionadas
com a piscicultura, dessa forma essa atividade tem grande importancia econdmica para o
estado. Os maiores municipios produtores de peixes sdo Guadalupe, Nazéria, Parnaiba e José
de Freitas. As espécies mais produzidas no estado s&o a tilapia (9.800 t), peixes nativos
(8.500 t) e outras espécies com Panga, Carpas e trutas (4.600 t), ocupando assim o 14° lugar

no ranking nacional. Avangos no beneficiamento e industrializacdo do pescado e aspectos
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relacionados a legalizacao da piscicultura sdo necessarios para o crescimento da atividade
no estado (PEIXE BR, 2022).

Apesar do grande numero de espécies de peixes criadas para fins comerciais, a
formulagdo de ragBes é baseada em dados limitados sobre as necessidades nutricionais
(LALL, 2000; HAMRE et al., 2013). Outro ponto importante € a escassez de ingredientes
de qualidade, como a farinha de peixe (fonte de proteina) e 6leo de peixe (fonte de lipidios)
(NAYLOR et al., 2000; BOSTOCK et al., 2010; TOCHER et al., 2015; JOBLING, 2016).

Devido a baixa disponibilidade e alto custo de ingredientes com bom perfil proteico
e lipidico, pesquisas sdo realizadas a fim de substituir total ou parcialmente na racao.
Entretanto, a farinha de peixe contem aminodacidos essenciais (lisina e metionina) e o 6éleo
de peixe acidos graxos (acido eicosapentaenoico (EPA) e &cido docosahexandico (DHA))
(JOBLING, 2016).

Deficiéncias nutricionais aumentam o risco de infeccdo e alteram a
imunocompeténcia. A auséncia de uma dieta equilibrada interfere no sistema imunoldgico e
o organismo fica susceptivel a bactérias, virus e parasitas. Além do mais, os ingredientes de
origem vegetal contém fatores antinutricionais, deficiéncias de aminoacidos, menor teor de
proteina, o que pode afetar a qualidade e aproveitamento das racdes (MARCOS et al., 2003;
HUA et al., 2019).

As doencas que acometem o0s peixes se desenvolvem principalmente devido ao
estresse do ambiente criatério, como elevadas densidades, manuseio e transporte
inadequado, além de varia¢cdes nos parametros fisico-quimicos da &gua, o que resulta em
liberacdo de catecolaminas adrenais e corticosteroides; alteragdes no metabolismo
energético e no equilibrio hidromineral, nas fungdes cardiovasculares, respiratorias e
imunoldgicas, como consequéncia o baixo desempenho zootécnico (MARTIN et al., 2017).
Entdo, o estado nutricional dos animais exige atencdo e se torna fundamental para o
desenvolvimento de uma piscicultura mais sustentavel e lucrativa.

O peixe-zebra na fase adulta foi utilizado como modelo para investigacdo de
obesidade induzida por dieta, a partir da super ou subalimentacdo com alimento vivo
(artemia) e também foi avaliado a restricdo calorica ap0s a superalimentacdo. O excesso de
alimento aumentou o indice de massa corporal dos peixes, triglicerideos plasmaticos e
esteatose hepatica, além de desregular 168 genes. Apés a restricdo alimentar, houve a
reducdo do peso dos animais e das taxas de triglicerideos, ademais 97 dos genes desregulados
foram normalizados (OKA et al., 2010).
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Um estudo foi realizado a fim de avaliar o efeito do farelo de soja e dos seus
componentes, proteina da soja e saponinas, na satde dos peixes. As larvas de peixe-zebra
alimentadas com farelo de soja desencadearam processo inflamatorio intestinal, e a saponina
foi 0 componente responsavel pelo desenvolvimento da resposta imunoldgica, havendo um
aumento da infiltracdo de neutréfilos nos intestinos e da expressdo de citocina inflamatéria
(IL-8) (HEDRERA et al., 2013).

Alevinos de tilapia do Nilo alimentados com maior nivel de inclusdo (40%) de
hidrolisado proteico de sementes de nim em substituicdo ao farelo de soja, apresentaram um
aumento dos parametros de crescimento em relacdo ao grupo controle, além disso a
expressdo do fator de crescimento muscular semelhante a insulina 1 (IGF-I) e de genes de
aminoacidos intestinais e transportadores de peptideos foi maior (RAHMAN et al., 2023).

Metabolismo, nutrigenémica e regulacéo génica

E de conhecimento geral que uma boa alimentac&o, rica em nutrientes, vitaminas e
minerais esta relacionada ao estado de saude tanto em humanos quanto em animais. A partir
dos conhecimentos sobre as funcbes de cada nutriente e da quantidade necessaria requerida
para o funcionamento normal do metabolismo, serd possivel entender como a variagdo
genética individual afeta os requerimentos e tolerancias nutricionais, 0 que exige dietas
personalizadas (SIMOPOULOS, 2010; WILLIAMS et al., 2019).

A nutrigendmica envolve a compreenséo de como os nutrientes estéo envolvidos nos
processos moleculares do corpo, assim como os efeitos que tem em cada individuo, além de
integrar tecnologias/ciéncias como genémica, transcriptdmica, protebmica e metabolémica,
juntamente com a bioinformatica na pesquisa nutricional (PEREGRIN, 2001).

Os nutrientes podem interagir com o0s genes a partir de dois mecanismos alternativos.
Os componentes da dieta podem atuar como cofatores nos sistemas metabolicos ou na
alteracdo da expressao genética. Os efeitos da interagdo entre nutrientes e genes podem ser
duradouros, alterando taxas de mutacdo, causando alteragdes permanentes no genoma ou
ainda, temporarios modificados pela disponibilidade e armazenamento dos componentes da
dieta (GUENGERICH, 1995; HUANG, 2002; TRUJILLO et al., 2006; JIRTLE et al., 2007).

Durante o desenvolvimento inicial dos animais, mudancas na alimentacdo podem
desencadear mudancas permanentes no metabolismo, como resultado sdo induzidas

mudancas adaptativas a nivel celular, molecular e bioquimico (PATEL et al., 2002).
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A formulacédo de dietas com alta digestibilidade e com base no genoma das diferentes
espécies, pode possibilitar a formulacdo de racdes especificas de acordo com a espécie, fase
de vida, sexo e sistema de producdo, melhorando o desempenho produtivo, qualidade da

carne, conversao alimentar e a salide dos peixes.
Expressao génica, imunidade e desempenho nos peixes

O controle de doencas e a garantia do bem-estar em sistema intensivo de criagéo de
peixes, é essencial para o desenvolvimento sustentavel da atividade, visto que a presenca de
patdgenos pode causar reducdo na sobrevivéncia dos animais e gerar perdas econémicas
significativas. Diante disso, medidas de controle precisam ser adotadas como aplicacéo de
vacinas, medicamentos e inclusdo de ingredientes com potencial imunoestimulante
(VAKALOLOMA et al., 2023). Os probioticos, prebidticos, extratos de algas, dentre outros,
além de serem promotores de crescimento agem como estimuladores do sistema
imunoldgico (MOHAN et al., 2019).

A mucosa dos peixes se caracteriza como uma barreira contra os patdgenos, sendo
gue 0s patdgenos presentes na agua sdo capazes de infectar e romper as barreiras das
mucosas dos peixes como guelras ou sistema gastrointestinal. A mucosa intestinal possui
células epiteliais e células caliciformes, e em conjunto com as proteinas antimicrobianas
(quimiocinas e citocinas) também séo responsaveis pela imunidade dos peixes (KOPPANG
etal., 2015).

A composicdo da dieta tem influéncia sobre sinais inflamatoérios do trato intestinal
dos animais. Os &acidos graxos apresentam relevancia nas respostas imunes, pois podem
alterar a producdo de interleucinas (/L ’s), fator de necrose tumoral (TNF) e proliferacdo de
leucécitos (OLIVA-TELES et al. 2015; TRICHET, 2010). Os genes fator de necrose tumoral
do tipo alfa (TNF-a), interleucina 1 do tipo beta (IL-7p) e interleucina 10 (IL-10) atuam na
proliferacdo celular, diferenciacdo e inducdo de outras citocinas, diante de um processo
inflamatorio TNF-« é ativado e desencadeia a expresséo de IL-7/ e outras quimiocinas, j& a
IL-10 é uma citocina antinflamatdria e evita maiores danos frente a processos inflamatdrios
(ZOU; SECOMBES, 2016).

A partir de uma pesquisa realizada com larvas de peixe-zebra alimentadas com farelo
de soja na dieta, foi relatado que apds 4 dias de alimentacdo houve aumento na transcricao
de citocinas pro-inflamatorias (HEDRERA et al. 2013).

Juvenis de salmdo do Atlantico alimentados com 6leo de colza com baixo nivel de

6leo de peixe na racdo, apresentaram o adipécito da proteina de ligacdo a &cidos graxos
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(FABP4) regulado positivamente e a subunidade beta tipo 8 do proteassoma (PSMB8)
regulado negativamente (ESLAMLOO et al., 2017).

Extrato metandlico de Fucus vesiculosus incluido em racdes de larvas de peixe-zebra
desempenhou acdo antinflamatoria e induziu expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
evidenciando o potencial imunomodulador contra atividade de virus e bactérias
(MONTEIRO et al., 2021).

Melhorar a resposta imunologica dos peixes a nutrientes, como proteinas e
aminoacidos, lipidios e &cidos graxos, carboidratos, vitaminas e minerais através da
modulacdo tem efeito na produtividade, desempenho e salde dos peixes. As respostas
imunoldgicas e resisténcia a patdgenos depende da espécie, fase de vida dos animais e da
fonte de alimento.

A alimentacdo precoce a base de ingredientes vegetais na dieta de truta arco-iris
aumentou o consumo, taxa de crescimento e eficiéncia da racao, além de ter proporcionado
efeitos persistentes em varios genes que codificam neuropeptideos e seus receptores
(BALASUBRAMANIAN et al., 2016).

A substituicdo parcial de farinha de peixe por farelo de algoddo na dieta de juvenis
de tilapia do Nilo foi possivel com a suplementagdo de protease, 0 que resultou em maior
ganho de peso e melhor conversdo alimentar. Além disso, apresentaram os maiores valores
de expressdo génica do fator de crescimento tipo insulina I (IGF-1) no cérebro e figado
(HASSAAN et al., 2019).

A nutricdo de peixes apresenta um leque de possibilidades de alimentos a serem
avaliados em uma ampla variedade de espécies, e associadas ao uso de ferramentas
avancadas da genética que podem contribuir para desvendar a influéncia da composigéo dos
ingredientes da dieta e realizacdo de adaptagOes na alimentagdo para o melhor crescimento

e imunidade.

Revisao sistematica e Metanalise

A identificacdo de pesquisas relevantes é fundamental no desenvolvimento de
trabalhos académicos e cientificos. Dessa forma, adotar critérios na selecdo de trabalhos
permite reunir evidéncias pertinentes e padronizadas sobre um determinado assunto de
interesse do pesquisador (LASSERSON et al., 2021).

Logo, a revisdo sistematica consiste em um estudo amplo que exige rigor e segue
um meétodo cientifico no intuito de evitar dados tendenciosos em sua preparacdo, sendo

considerada uma abordagem original para o meio cientifico. S&o mais seguras na tomada de
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decisbes e buscam responder com maior precisao a resposta da pergunta de pesquisa de
forma objetiva e imparcial (GALVAO; PEREIRA, 2014).

Em comparacdo a revisdo de literatura tradicional, a revisdo sistematica relne
pesquisas a partir de uma estratégia para reduzir a ocorréncia de possiveis vieses
(BERWANGER et al., 2007). A forma de selecéo e analise dos estudos exigem critérios que
devem ser definidos antes da sua conducéo.

Os pontos essenciais para o0 desenvolvimento de uma revisdo sistematica da
literatura, sdo: seguir a metodologia de forma rigorosa, bem como escolher uma boa
estratégia de pesquisa e incluir todos os estudos relevantes. Envolve as etapas de
planejamento, execucdo e analise e interpretacdo dos resultados. Na etapa de planejamento,
é formulada a questdo a ser resolvida e define-se um método; para executar a revisao, sao
identificados os critérios de inclusdo para selecdo dos documento e na andlise e interpretacédo
dos resultados, os dados séo extraidos, examinados e interpretados (DONATO; DONATO,
2019).

Para demonstrar quantitativamente os dados de uma revisdo sistematica, pode ser
realizado uma metanalise, que € um tipo de analise que visa avaliar quantitativamente 0s
dados dos estudos, utilizando métodos estatisticos e contribuindo para uma estimagao mais
precisa dos resultados (SIDDAWAY et al., 2019).

Assim, uma revisao sistematica pode ser desempenhada sem a metanalise, entretanto
para a analise quantitativa dos dados € preciso sistematizar os estudos de forma criteriosa.
Estudos de revisdo sistematica com metanalise sdo relevantes para avaliar o impacto e
qualidade dos estudos e contribuir na area da producdo animal, além de possibilitar a

construcdo de estudos futuros.
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Uma abordagem bibliométrica sobre a nutrigendmica em peixes

A bibliometric approach to nutrigenomics in fish

Resumo

O objetivo do estudo bibliométrico foi avaliar o impacto da producéo cientifica sobre a
tematica da nutrigenémica em peixes. O estudo foi conduzido nas bases de dados Scopus e
Web of science, com as palavras-chave “nutrition AND gene expression AND fish AND
growth” e foram selecionados artigos publicados nos ultimos 10 anos. Foi utilizado o
software Rstudio para analisar os dados bibliométricos. Os termos com maior ocorréncia nos
artigos foram: growth-performance, gene-expression, rainbow-trout e oxidative stress. Os
principais periddicos que publicaram sobre nutrigendmica em peixes na bases de dados
Scopus e Web of science foram: Animal nutrition, Animals, Aquaculture, Fish & shellfish
immunology, Frontiers in immunology, Journal of animal physiology and animal nutrition,
Aquaculure nutrition, Fishes e Aquaculture reports. As instituicdes mais representativas nos
estudos de nutrigendmica em peixes sdao Universidade oceénica da China, Universidade
oceénica de Guangdong, Instituto de hidrobiologia, Universidade Agricola de Sichuan e
Universidade de Zagazigue. Com relacdo aos documentos mais citados foram os artigos de
Wen et al., 2014 e Li et al., 2016. China, Egito, Espanha e Brasil foram os principais paises
que conduziram pesquisas abordando o tema nutrigendmica em peixes sobre a imunidade.
Assim, as palavras-chave de maior ocorréncia nos artigos foram growth-performance e gene-
expression, bem como o periddico com maior representatividade foi o Fish & shellfish
immunology, com o ano de 2020 se apresentando com maior nimero de publicacdes, além
disso o pais onde se destacaram os estudos, foi a China.

Palavras-chave: expressao génica; nutri¢do; piscicultura
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A bibliometric approach to nutrigenomics in fish

Abstract

The objective of the bibliometric study was to evaluate the impact of scientific production
on the topic of nutrigenomics in fish. The study was conducted in the Scopus and Web of
science databases, with the keywords “nutrition AND gene expression AND fish AND
growth” and selected articles published in the last 10 years. Rstudio software was used to
analyze bibliometric data. The terms with the highest occurrence in the articles were: growth
performance, genetic expression, rainbow trout and oxidative stress. The main journals that
published on nutrigenomics in fish in the Scopus and Web of science databases were:
Animal nutrition, Animals, Aquaculture, Fish and shellfish immunology, Frontiers in
immunology, Journal of animal physiology and animal nutrition, Aquaculture nutrition, Fish
and Aquaculture. The most representative institutions for nutrigenomics studies in fish are
China Oceanic University, Guangdong Oceanic University, Institute of Hydrobiology,
Sichuan Agricultural University and Zagazig University. Regarding the most reported
documents were the articles by Wen et al., 2014 and Li et al., 2016. China, Egypt, Spain and
Brazil were the main countries that conducted research addressing the nutrigenomic topic in
fish on immunity. Thus, the most frequently occurring keywords in the articles were growth
performance and genetic expression, as well as the journal with the greatest representation
was Immunology of fish and shellfish, with the year 2020 having the highest number of
publications, in addition to the country where studies stood out was China.

Key-words: gene expression; nutrition; fish farming
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1. Introducédo

O segmento da aquicultura apresenta crescimento anual de 7,5%, e é responsavel pelo
fornecimento de produtos proteicos de alta qualidade destinados ao consumo humano. Para
atender a demanda mundial de pescado, a intensificacdo da producéo aquicola € uma préatica
comumente utilizada, com densidades altas de cultivo e uso de racdes elaboradas €9,

Os custos com a racao, bem como a dependéncia por fontes de proteinas animal, além
do estresse causado pela alta densidade de animais, sdo um grande obstaculo para o
desenvolvimento de uma aquicultura sustentdvel. Nessa perspectiva, torna-se fundamental
pesquisas com fontes de proteinas mais viaveis, como polpa fermentada de soja, farinha de
algodao e utilizacdo de probidticos, minerais e acidificantes, como Bacillus spp, selénio, &cido
propionico, que podem ser alternativas promissoras ®:7:%17:13),

Além da alimentacdo, o0 ambiente em que 0s peixes se desenvolvem merece atencao
especial, tanto nos aspectos quantitativos como qualitativos, de modo que o desempenho dos
peixes do cultivo ndo seja comprometido. Como se trata de animais bastante sensiveis as
adversidades do ambiente, 0 monitoramento constante da qualidade da agua faz parte da rotina
da exploracéo @,

Para manutencdo da satde dos animais com bom crescimento no ambiente criatério e
garantia de uma boa qualidade da carne, uma alimentacao rica em nutrientes que satisfaca as
exigéncias nutricionais dos animais é essencial. Além da manutencdo do desempenho dos
animais, é relevante compreender a nutrigenémica, que investiga como as dietas afetam a
expressdo génica e quais genes sdo induzidos ou reprimidos na presenca de determinado
nutriente .

Visto que a nutrigendmica é uma ciéncia de carater inovador na piscicultura, foi
realizada uma andlise quantitativa das publicagdes académicas, com o proposito de identificar
tendéncias, bem como autores e revistas relevantes. Dessa forma, o objetivo do estudo
bibliométrico foi avaliar a produgdo cientifica sobre a temética da nutrigenémica em peixes

sobre o crescimento dos animais.

2. Material e métodos

A analise bibliométrica permite a visualizacdo do estado atual da arte de uma
determinada temaética existente na literatura ?. O levantamento bibliogréfico foi realizado na
Scopus e Web of Science. Foram analisados na elaboracao do estudo bibliométrico, artigos que

investigaram a nutrigendémica em peixes e seu impacto no crescimento dos animais.
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Os seguintes termos de busca foram adotadas neste estudo: “nutrition AND gene
expression AND fish AND growth”, a fim de selecionar os trabalhos que tratavam sobre a
aplicacao da nutrigendmica sobre o crescimento dos peixes.

Foram inseridos filtros para encontrar artigos dos Ultimos 10 anos e como tipo de
documento foi escolhido artigo cientifico. De forma abrangente, foram encontrados 2.248
documentos na Web of Science e 387 artigos na Scopus, 0 que resultou em um total de 2.635
documentos (acessado até dezembro de 2023).

Com relacédo a selecdo dos estudos para compor a bibliometria, foram adotados como
critérios: (i) artigos que trataram como assunto principal a nutrigendmica em peixes; (ii)
utilizacao de diferentes ingredientes na dieta de peixes; (iii) estudos com avalia¢do da expressdo
génica (iv) trabalhos que avaliaram o crescimento dos animais e (V) pesquisas que apresentaram
a expresséo de genes relacionados a imunidade.

Foram excluidos: 1) trabalhos com outros animais aquaticos; 2) pesquisas realizadas
com humanos e 3) estudos que ndo avaliaram a expresséo génica dos peixes. Como resultado
da pesquisa, foram selecionados 431 documentos.

Em seguida, os dados bibliométrios dos artigos foram exportados em formato Bibtex

para serem analisados no software Rstudio (pacote bibliometrix verséo 6.5-0).

3. Resultados e discussao

A partir dos 431 artigos selecionados no estudo bibliométrico, foi gerada uma nuvem
de palavras-chave sobre a tematica nutrigendmica em peixes nos Gltimos 10 anos nas bases de
dados Scopus e Web of Science, com participacdo de 306 artigos ao todo com a eliminacdo de
trabalhos duplicados.

Os termos com maior ocorréncia nos documentos foram growth-performance, gene-
expression, rainbow-trout e oxidative stress, evidenciados em maior tamanho (Figura 1). Gene
expression e growth foram termos utilizados na busca dos artigos para o presente estudo.
Espécies de peixes estudadas nas pesquisas como Salmo salar (salmdo do Atlantico) e

Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) foram expressas.

Figura 1. Palavras-chave sobre a tematica nutrigenémica em peixes nos Gltimos 10 nos nas
bases de dados Scopus e Web of Science.
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A producdo cientifica acerca da nutrigenémica em peixes teve destaque no ano de 2020,
0 que demonstra ser uma tematica atual com relevancia nos Gltimos anos. Observou-se uma
evolucdo ao longo dos anos nos estudos, com a retomada de um crescimento no ano de 2023.
Em 2020, foram publicados 51 artigos, o que corresponde a 16,67%. No ano de 2013, apenas 6
documentos foram encontrados (1,96%) e em 2023 alcancou 0 numero de 49 trabalhos
(16,01%) (Figura 2).

Figura 2. Producéo cientifica anual sobre a tematica nutrigendmica em peixes nos tltimos 10
anos nas bases de dados Scopus e Web of Science.
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Os principais periddicos que publicaram sobre nutrigendmica em peixes nas bases de
dados Scopus e Web of science foram: Animal nutrition (28), Animals (27), Aquaculture (17),
Fish & shellfish immunology (180) e Frontiers in immunology (10) (Figura 3). O periddico

com maior representatividade na pesquisa bibliométrica foi Fish & shellfish immunology,
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correspondendo a 41,76% dos artigos. Os estudos aceitos na revista Fish and Shellfish

Immunology sd@o relacionados a imunologia de peixes e mariscos e Seus mecanismos

envolvidos nos sistemas de defesa, além de pesquisas que contribuem para o desenvolvimento

da aquicultura.

Figura 3. Ocorréncia dos principais periddicos que publicaram sobre a temética nutrigenémica
em peixes nos Ultimos 10 anos nas bases de dados Scopus e Web of Science.
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No que diz respeito a afiliacdes dos autores dos artigos, a instituicdo que exerce uma

atuacdo expressiva no meio cientifico sobre os estudos nutrigendmicos em peixes, € a

Universidade oceanica da China, comprovando que a China comanda grande parte da producao

cientifica do mundo sobre a influéncia da nutrigendémica em peixes (Figura 4).

Qutras instituicbes como Universidade ocednica de Guangdong,

Instituto de

hidrobiologia, Universidade Agricola de Sichuan e Universidade de Zagazigue tambem

realizaram pesquisas sobre nutrigenémica em peixes ao longo dos anos de 2013 a 2023.

Figura 4. Instituicdes que trabalharam com nutrigendmica em peixes nos ultimos 10 anos nas

bases de dados Scopus e Web of Science.
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Dentre os documentos mais citados mundialmente, destaca-se o artigo de Wen et al.,
201418 publicado na revista Fish & shellfish immunology com 158 citacdes, intitulado
“Dietary tryptophan modulates intestinal immune response, barrier function, antioxidant status
and gene expression of TOR and Nrf2 in young grass carp (Ctenopharyngodon idella)” (Figura
5).

Em seguida, como um dos artigos mais citados, o de Li et al., 2016“% (154 citacdes) e

Standen et al., 2013 (147 citacBes), publicados nas revistas Aquaculture e Fish sheellfish

immunology, respectivamente.

Figura 5. Documentos mais citados globalmente sobre nutrigendmica em peixes nos Gltimos

10 anos nas bases de dados Scopus e Web of Science.
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Os principais paises que conduziram pesquisas abordando o tema nutrigenémica em
peixes sobre a imunidade no periodo de 2013 a 2023, foram China, Egito, Espanha e Brasil.
Nessa vertente, destacou-se a China com 189 publicacgdes, seguida do Egito (30), Espanha (13)

e Brasil com 8 estudos (Figura 6).

Figura 6. Producéo cientifica dos paises sobre nutrigenémica em peixes nos ultimos 10 anos

nas bases de dados Scopus e Web of Science.

Country Scientific Production

Assim, a China é um pais que exerce papel fundamental na geracdo de conhecimento a
partir de estudos realizados sobre nutrigendmica, o que pode contribuir para a geracao de
informacdes relevantes, bem como auxiliar em trabalhos futuros. Além do mais, o Pais é

responsavel por comandar a producdo mundial de pesca e aquicultura.

4. Conclusao

A nutrigenbmica caracteriza-se como uma ciéncia inovadora para 0 meio cientifico,
visto que se trata de uma tematica atual quando aplicada na criacdo de peixes com atua¢éo no
crescimento e imunidade dos animais. A producdo cientifica acerca da nutrigendmica em peixes
apresentou como periodico mais relevante o Fish & shellfish immunology, e tem despertado
interesse de pesquisadores e instituicdes de pesquisas a nivel mundial, principalmente no ano

de 2020, com destaque entre os paises que mais realizam pesquisas, a China.

32



Referéncias

1. Ahmad, A, Abdullah, SRS, Hasan, HA, Othman, AR, Ismail, NI. Aquaculture industry:
Supply and demand, best practices, effluent and its current issues and treatment technology.
Journal of Environmental Management. 2021; 287:112271.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2021.112271.

2. Assis Tl, Gongalves RF. Valorization of food waste by anaerobic digestion: A bibliometric
and systematic review focusing on optimization. Journal of Environmental Management. 2022;
320:115763. https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2022.115763.

3. Balasubramanian MN, Panserat S, Dupont-Nivet M, Quillet E, Montfort J, Le Cam A, et al.
Molecular pathways associated with the nutritional programming of plant-based diet
acceptance in rainbow trout following an early feeding exposure. BMC Genomics. 2016;
17(1):1-20. https://link.springer.com/article/10.1186/s12864-016-2804-1.

4. Barkoh, A, Paret, JM, Lyon, DD, Schlechte, JW. Can the liquid live microorganisms system,
a commercial probiotic, affect sediment, water quality, and koi carp production in fish hatchery
ponds?  North  American.  Journal  of  Aquaculture.  2010;  72(1):50-56.
https://doi.org/10.1577/A08-060.1.

5. Daniel N. A review on replacing fish meal in aqua feeds using plant protein sources.
International  Journal of Fisheries and Aquatic Studies. 2018; 6(2):164-79.
https://www.researchgate.net/profile/Daniel-

Dani/publication/324006059_A _review_on_replacing_fish_meal _in_aqua_feeds_using_plant
_protein_sources/links/5ab873c00f7e9b68ef51b608/A-review-on-replacing-fish-meal-in-
aqua-feeds-using-plant-protein-sources.pdf.

6. FAO. FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. The
State of World Fisheries and Aquaculture. Sustainability in action. Rome: 2020. DOI:
https://doi.org/10.4060/ca922%en.

7. Hassaan MS, El-Sayed AIM, Soltan MA, Iragi MM, Goda AM, Davies SJ, et al. Partial
dietary fish meal replacement with cotton seed meal and supplementation with exogenous
protease alters growth, feed performance, hematological indices and associated gene expression
markers (GH, IGF-I) for Nile tilapia, Oreochromis niloticus. Aquaculture. 2019; 503:282-92.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.01.009.

8. Henriksson PJG, Belton B, Jahan KM, Rico A. Measuring the potential for sustainable
intensification of aquaculture in Bangladesh using life cycle assessment. Proceedings of the
National Academy of Sciences. 2018; 115(12):2958-63.
https://doi.org/10.1073/pnas.1716530115.

9. Kari ZA, Kabir MA, Dawood MAO, Razab MKAA, Ariff NSNA, Sarkar T, et al. Effect of
fish meal substitution with fermented soy pulp on growth performance, digestive enzyme,
amino acid profile, and immune-related gene expression of African catfish (Clarias gariepinus).
Aquaculture. 2022;546:737418. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2021.737418.

10. Li S, Ji H, Zhang B, Tian J, Zhou J, Yu H. Influence of black soldier fly (Hermetia illucens)
larvae oil on growth performance, body composition, tissue fatty acid composition and lipid

33


http://www.researchgate.net/profile/Daniel-
http://www.researchgate.net/profile/Daniel-
https://doi.org/10.4060/ca9229en

deposition in juvenile Jian carp (Cyprinus carpio var. Jian). Aquaculture. 2016; 465:43-52.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2016.08.020.

11. Natale F, Fiore G, Hofherr J. Mapping the research on aquaculture. A bibliometric analysis
of aquaculture literature. Scientometrics. 2011; 90(3):983-99. https://doi.org/10.1007/s11192-
011-0562-z.

12. National Research Council (U.S.). Committee On The Nutrient Requirements Of Fish And
Shrimp. Nutrient requirements of fish and shrimp. Washington, D.C.: National Academies
Press; 2011. https://nap.nationalacademies.org/catalog/13039/nutrient-requirements-of-fish-
and-shrimp.

13. Salehi M, Bagheri D, Sotoudeh E, Ghasemi A, Mozanzadeh MT. The Combined Effects of
Propionic Acid and a Mixture of Bacillus spp. Probiotic in a Plant Protein—Rich Diet on Growth,
Digestive Enzyme Activities, Antioxidant Capacity, and Immune-Related Genes mRNA
Transcript Abundance in Lates calcarifer Fry. Probiotics and Antimicrobial Proteins. 2022; 8.
https://link.springer.com/article/10.1007/s12602-021-09902-4.

14. Standen, BT, Rawling M. D, Davies, SJ, Castex M, Foey A, Gioacchini G, Merrifield, DL.
Probiotic Pediococcus acidilactici modulates both localised intestinal-and peripheral-immunity
in tilapia (Oreochromis niloticus). Fish & shellfish immunology. 2013; 35(4):1097-1104.
https://doi.org/10.1016/j.fsi.2013.07.018.

15. Santos EL, Soares EC, Silva TJ, Ferreira H, SANTOS CC et al. Desempenho de alevinos
de Oreochromis niloticus alimentados com folha de mandioca desidratada na dieta. Arquivo
Brasileiro De  Medicina  Veterinaria e  Zootecnia.  2015;  67(5):1421-8.
https://doi.org/10.1590/1678-4162-8200.

16. Van Ommen B, Stierum R. Nutrigenomics: exploiting systems biology in the nutrition and
health arena.  Current  Opinion in  Biotechnology.  2002;  13(5):517-21.
https://doi.org/10.1016/S0958-1669(02)00349-X.

17. Wangkahart E, Bruneel B, Chantiratikul A, de Jong M, Pakdeenarong N, Subramani PA.
Optimum dietary sources and levels of selenium improve growth, antioxidant status, and
disease resistance: re-evaluation in a farmed fish species, Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
Fish & Shellfish Immunology. 2022; 121:172-82. https://doi.org/10.1016/j.fsi.2021.12.003.

18. Wen H, Feng L, Jiang W, Liu Y, Jiang J, Li S, Zhou X. Dietary tryptophan modulates
intestinal immune response, barrier function, antioxidant status and gene expression of TOR
and Nrf2 in young grass carp (Ctenopharyngodon idella). Fish & shellfish immunology. 2014;
40(1):275-287. https://doi.org/10.1016/j.si.2014.07.004.

34



CAPITULO 2. NUTRIGENOMICA EM PEIXES: UMA REVISAO SISTEMATICA
Elaborado de acordo com as normas da Revista Ciéncia Animal Brasileira

(https://revistas.ufg.br/vet/about/submissions)

35


https://revistas.ufg.br/vet/about/submissions

Nutrigenbmica em peixes: uma revisao sistematica

Nutrigenomics in fish: a systematic review

Resumo

A nutricdo € um dos setores mais importantes da producdo animal, visto que é essencial na
manutencdo do desempenho zootécnico, bem-estar e produtividade dos peixes. Nesse caso, a
ferramenta da gendmica nutricional contribui na avaliagéo do efeito de diferentes alimentos
presentes na dieta sobre o crescimento e expressdo génica. Objetivou-se com essa pesquisa
identificar qual o impacto da dieta na expresséo génica e no desempenho dos peixes, com base
em estudos de nutrigendmica. A revisao sistematica foi produzida a partir de buscas nas bases
de dados Scopus, Springer e ScienceDirect e incluiu estudos que investigaram o efeito/resposta
de diferentes dietas sobre o desempenho e a expressdo génica em peixes. Dos 336 resultados
obtidos na pesquisa, 23 estudos foram selecionados para compor a revisdo sistemética da
literatura. As espécies Sparus aurata e Oreochromis niloticus tiveram maior incidéncia nos
artigos, ambas representando 21,4% e 17,39%, respectivamente, além disso a fase de vida dos
peixes mais utilizada, foi a juvenil presente em 69,56% dos trabalhos. Os estudos investigaram
diferentes alimentos em substituicdo a farinha de peixe, além da avaliacdo da inclusdo de
aditivos nas racdes. Com base nas pesquisas sobre nutrigendmica em peixes, é possivel ter uma
visdo mais ampla de como a substituicdo de ingredientes tradicionais por fontes alternativas de
alimentos e a inclusdo de aditivos alimentares podem influenciar tanto no desempenho como
na regulacdo de genes, de forma positiva ou negativa, dependendo do alimento e da espécie.

Palavras-chave: aditivos; crescimento; expressao génica; ingredientes alternativos
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Nutrigenomics in fish: a systematic review

Abstract

Nutrition is one of the most important sectors of animal production, as it is essential in
maintaining the zootechnical performance, well-being and productivity of fish. In this case, the
nutritional genomics tool contributes to evaluating the effect of different foods present in the
diet on growth and gene expression. The aim of this research was identify the impact of diet on
gene expression and fish performance, based on nutrigenomics studies. The systematic review
was produced from searches in the Scopus, Springer and ScienceDirect databases and included
studies that investigated the effect/response of different diets on performance and gene
expression in fish. Of the 336 results obtained in the search, 23 studies were selected to compose
the systematic literature review. The species Sparus aurata and Oreochromis niloticus had the
highest incidence in the articles, both representing 21.4% and 17.39%, respectively, in addition,
the most used life stage of the fish was the juvenile, present in 69.56% of the works. The studies
investigated different foods to replace fishmeal, in addition to evaluating the inclusion of
additives in rations. Based on research on nutrigenomics in fish, it is possible to have a broader
view of how the replacement of traditional ingredients with alternative food sources and the
inclusion of food additives can influence both performance and gene regulation, positively or
negatively, depending on the food and species.

Key-words: additives; growth; gene expression; alternative ingredients.
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1. Introducéo

A producdo mundial de pesca e aquicultura é comandada pela China, com uma
participacdo de 35% do total, seguida pela india (8%), Indonésia (7%), Vietna (5%) e Peru
(3%). O Brasil, apesar de ndo ocupar uma posicdo expressiva, produziu em 2022, 860.355 t,
possui potencial para expansdo da aquicultura, pois apresenta clima favoravel, bem como
disponibilidade hidrica (5,5 milhdes de hectares de lamina d’agua em reservatérios publicos) e
ainda dispde de espécies de interesse econdmico®.

Os produtos oriundos da pesca e aquicultura apresentam grande importancia na
seguranca alimentar, por contar com bom perfil nutricional, visto que sdo alimentos ricos em
zinco, ferro, vitaminas A, B12 e D, acidos graxos e dmega-3. Além disso, contém propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias®.

Um dos aspectos mais importantes na producdo animal se refere a nutricao, diante disso
é imprescindivel entender como os componentes da dieta interagem com o genoma e qual
impacto poderd causar para saude. Dessa forma, a nutrigendmica visa entender como 0s
componentes da dieta afetam a express&o dos genes®V.

A abordagem pratica (aplicabilidade) da nutrigenémica é utilizada para avaliar e
selecionar dietas personalizadas baseadas na constituicdo genética de cada individuo, o que
permite o direcionamento de dietas adequadas a espécie, fase de vida e linhagem dos animais.
Estudos de nutricdo com organismos aquaticos evidenciaram que 0S componentes da
alimentacdo podem alterar a expressdo de genes relacionados. A substituicdo de 6leo vegetal
em racOes para peixes demonstraram alteracdes transcricionais, e como resultado houve baixo
crescimento dos animais, isso devido a reducdo de acidos graxos essenciais e/ou aminoacidos
da dieta@?).

E fundamental a realizacéo de estudos voltados para nutrigendmica em peixes, visando
identificar o seu efeito/impacto da alimentagéo sobre a expressdo de genes, assim como analisar
a aplicacéo e os avancos desta técnica na piscicultura, a fim de melhorar a cadeia produtiva,
fornecendo dados para producédo de alimentos com composicéo adequada as necessidades dos
animais.

Portanto, objetivou-se identificar qual o impacto da dieta na expressdo génica e

desempenho dos peixes, por meio de uma revisao sistematica.
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2. Material e métodos

Inicialmente, foi elaborada a questéo a ser resolvida com base no acrénimo PICO (do
inglés “Population ou Participants”; “Intervention”; “Comparison” e “Outcome’), com
destaque na populacdo e intervencdo®V. As perguntas a serem respondidas a partir da revisio
sistematica sdo: Como a nutrigenémica influencia no desempenho e qual é o impacto da dieta
na expressao génica de peixes?

O levantamento bibliografico foi realizado nas bases de dados Scopus, ScienceDirect e
Springer. Foram analisados para elaboracédo da revisao sistematica, de julho a setembro de 2023
(data referéncia 21 de setembro), estudos que investigaram o efeito/resposta de diferentes dietas
sobre o desempenho e a expressao génica em peixes.

Vaérias estratégias de busca foram elaboradas e testadas para definicdo das palavras-
chave de pesquisa. Scripts booleanos como #1 TS (Topic Search) = “nutrigenomics AND fish
AND growth” foram usados para selecionar os trabalhos que tratavam sobre o efeito da
aplicacdo da nutrigendmica no desempenho dos peixes. A pesquisa foi refinada e limitou-se a
busca ao titulo, resumo e palavras-chave e foi aplicado filtros para selecionar apenas artigos e
trabalhos publicados entre 2013 a 2023. Ao todo, foram obtidos 336 resultados.

Para identificar os trabalhos com maior representatividade, todos os estudos foram
criteriosamente lidos. Com relacdo a sele¢do dos estudos para compor a revisao sistematica,
foram adotados como critérios: (1) artigos que trataram como assunto principal a nutrigenémica
em peixes; (2) utilizacdo de diferentes ingredientes na dieta de peixes; (3) estudos com
avaliacdo da expressdo génica (4) pesquisas que avaliaram um conjunto de parametros de
desempenho dos peixes. Somente estudos que se enquadraram em todos critérios foram lidos
na integra para anélise e extragdo dos dados.

Posteriormente, para elaboracéo da matriz de dados foram adotados novos critérios de
refinamento, foram excluidos artigos que: (1) avaliaram apenas o crescimento dos animais
como parametro de desempenho; (2) estudos que avaliaram a influéncia do jejum na expressao

génica; (3) estudos que examinaram stress nutricional; (4) pesquisas relacionadas ao impacto
da dieta na reproducéo e (5) experimentos com diferentes linhagens de peixe no mesmo estudo.

No total foram selecionados 23 documentos para realiza¢ao da revisao sistematica. Apos
a analise critica dos artigos, foram extraidas informacdes sobre autores, espécie, fase de vida
dos animais, dieta e periodo experimental. Os dados coletados foram expressos em tabela do
Excel.
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3. Resultados e discussao

Por meio da aplicacdo de filtros nas bases de dados Scopus, ScienceDirect e Springer

336 estudos foram alcancados. Ap6s o processo de selecdo de acordo com os critérios, 23

artigos foram indicados para elaboracdo da revisao sistematica sobre nutrigendmica em peixes

(Tabela 1).

Tabela 1. Dados dos artigos selecionados para compor a revisdo sistematica sobre
nutrigendmica em peixes.

Conjunto L. Fase de . Periodo
Autores Espécie . Dieta )
de dados vida Experimental
Juérez- Chirostoma Rotifero e
1 Gutiérrez et estor Larva microdieta 27 dias
al., 202144 formulada
Kumar et al Farelo de arroz
2 901806 " Labeorohita  Alevino desengordurad 60 dias
0
Oleo de farelo
Glencross et Lates ] de arroz e )
3 . Juvenil ) 56 dias
al., 2016® calcarifer farelo de sojae
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A espécie Sparus aurata correspondeu a 21,74% dos estudos, enquanto a Oreochromis
niloticus, 17,39%. Labeo rohita e Salmo salar, ambos apresentaram 13,04% de incidéncia nas
pesquisas sobre nutrigenébmica. A espécie Sparus aurata tem sido alvo dos estudos, com
importancia na regido do Mediterraneo™.

O Dicentrarchus labrax representou cerca de 8,69% dos artigos e as demais espécies
Chirostoma estor, Lates calcarifer, Oncorhynchus mykiss, Carassius gibelio, Acanthopagrus
schlegelii e Acipenser baerii tiveram participacdo de 4,35%.

Em relagéo a fase de vida dos peixes mais utilizada, a juvenil se destacou em 69,56%
dos artigos, possivelmente pelo manejo facilitado em relagéo a fase larval e alevino, seguida de
alevino (26,09%) e larva (4,35%). A duragéo dos experimentos variaram de 27 a 256 dias. O
periodo de duracdo de 56 dias foi 0 mais utilizado nos trabalhos (30,43%) e 13,04% realizaram
a pesquisa em 60 dias.

Os estudos avaliaram diferentes dietas, como a substituicdo de alimento vivo por
microdieta em larvas; substituicdo de farinha de peixe por farelo de arroz desengordurado,

farelo de soja e de aves, de algoddo, farinha sollvel de peixe, isolado proteico de torta de
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sementes de nim, subprodutos animais, hidrolisados proteico e pd de cogumelo
(14,16,9,11,13,10,4,18,32).

A incluséo de 6leos, como o de camelita, canola, colza e gordura de aves também foram
analisados nos estudos. Além disso, foram testados acido gama-aminobutirico, sais biliares,
suplementacdo de enzima (protease), inclusdo de Phaeodactylum tricornutu, aminoacidos

livres, butirato de s6dio, NEXT ENHANCE ®, mananoligossacaideos, glutamina, metionina e
taurina (12,17,28,11,27,31,3,24,29,33,20).

Impactos da dieta na expressdo génica dos peixes

A maioria das espécies de peixe durante a fase larval dependem da inclusdo de alimentos
vivos na dieta, entretanto a insercdao da dieta artificial pode reduzir o crescimento devido a
formulacdo inadequada para a fase de vida dos animais. A partir de uma abordagem
nutrigenémica é possivel avaliar a capacidade digestiva das larvas de peixe, assim como
verificar limitacbes da microdieta formulada, além de analisar o tipo e a propor¢do dos
nutrientes adequados para permitir bom desempenho ).

Larvas de Chirostoma estor foram submetidas a alimentacéo com rotifero e a microdieta
durante 27 dias, foi constatado que os genes relacionados ao crescimento foram expressos nas
larvas alimentadas com rotiferos, evidenciando a capacidade digestiva dos animais. Entretanto,
as larvas alimentadas com dieta artificial apresentaram superexpressao de genes relacionados
ao estresse, 0 que pode ser explicado pelo baixo desempenho ¢4,

Com a expansdo da aquicultura, h& um crescimento da procura por ingredientes
eficientes e nutritivos que substitua as fontes tradicionais de proteina, como a farinha de peixe,
a fim de tornar-se uma atividade sustentavel. Hidrolisados proteicos, farinha de colza, farinha
soltvel de peixe e alimentos proteicos vegetais (concentrado proteico de soja e de fava e farelo
de soja) foram utilizados em racdes substituindo total ou parcialmente a farinha de peixe na
alimentacdo de alevinos de Dicentrarchus labrax, juvenis de Carassius gibelio, juvenis de
Acanthopagrus schlegelii e juvenis de Salmo salar, respectivamente (8:2913.15),

A partir da mistura de hidrolisados proteicos de tilapia e camardo na alimentacédo de
alevinos de Dicentrarchus labrax foram regulados um maior nimero de genes, além da inclusao
de hidrolisado ter recuperado um padrdo de expressdo génica intestinal proximo ao controle
positivo (inclusdo de 20% de farinha de peixe). A substituicdo de 40% da farinha de peixe por
farinha soltvel de peixe na dieta de juvenis de Acanthopagrus schlegelii, mostrou que os niveis

relativos de expressao de substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1), fosfoinositideo 3-quinase
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(PI3K), proteina quinase B (AKT), fator de crescimento semelhantes a insulina 1 (IGF-1) e
proteina ribossomal S6 quinase beta-1 (S6K1) foram regulados positivamente. Da mesma
forma, foi verificado que juvenis de Salmo salar quando alimentados com uma mistura de
diferentes proteinas vegetais, produziram alteragdes menos extensas do transcriptoma intestinal
em relago as dietas de proteina vegetal tnica (81319,

O uso da ferramenta nutrigendmica permite a investigacdo da interacdo genotipo-dieta,
que pode refletir em um melhoramento para selecdo de linhagens que aceitam fontes
alternativas de alimentacdo. A substituicdo completa de farinha de peixe por farinha de colza
foi comparada entre duas linhagens de Carassius gibelio (A e F) até a fase juvenil, todos os
genes expressos diferencialmente entre as linhagens estavam envolvidos principalmente no
metabolismo de aminoéacidos, lipidico, carboidratos, energético e sistema digestivo,
imunoldgico e transducdo de sinal. Ademais a cepa F apresentou melhor desempenho com a
dieta a base de farinha de colza @9,

Assim como a fonte de proteina na racdo é relevante, a suplementacdo da dieta na
piscicultura pode contribuir para evitar a disseminacdo de doencas e o estresse por parte dos
animais, principalmente por melhorar a capacidade de utilizacdo da racéo. Perante o0 exposto, a
suplementacdo de NEXT ENHANCE ®, uma combinagdo encapsulada de carvacrol e timol,
para juvenis de Sparus aurata, induziu alterac6es significativas na expressdo de 26 genes, e
tanto o nimero de genes quanto a intensidade das alteracBes foram maiores no intestino
posterior do que no anterior, isso porque € no intestino posterior onde é desencadeada uma
resposta imune e ha a deteccéo de antigeno®.

A expressao génica da interleucina 8 (1L8) e do receptor toll-like 2 (TLR2) foi regulada
positivamente pela dieta com subprodutos de aquicultura, farinha de insetos e biomassa
microbiana suplementadas com um aditivo alimentar (SANACORE®GM) em juvenis de
Sparus aurata .

A suplementacdo com celulas de microalga (Phaeodactylum tricornutum)
desintegradas em ragOes para juvenis de Sparus aurata resultou em uma regulacdo negativa da

expressdo dos genes dos receptores do fator de crescimento semelhante a insulina 1 e 2
(IGFR1, IGFR2) comparado aos peixes alimentados com dieta controle e células inteiras de
microalgas na dieta, ademais a inclusdo da microalga néo alterou os parametros de desempenho.
A expressdo do gene IGF-1 traduz a condicio nutricional em que se encontram os animais©®2",

Para alevinos de Oreochromis niloticus, a inclusdo de 1,0 mg/kg de nano-selénio na

dieta resultou em todas as selenoproteinas imunorreguladas e fatores de sintese selecionados

em e regulacdo positiva em diferentes tecidos de peixes (RATHORE et al., 2021). A incluséo
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10% do pd de cogumelo reishi (Ganoderma lucidum) para juvenis de Oreochromis niloticus,
proporcionou 0 aumento dos niveis de expressdo de genes correlacionados ao crescimento,
como o hormdnio do crescimento, o receptor do horménio do crescimento e o fator de

crescimento da insulina 1¢2.

Influéncia da nutrigendmica sobre o desempenho dos peixes

A alimentacdo precoce a base de ingredientes vegetais (gluten de trigo, ervilha
extrusada, farinha de gluten de milho, farinha de soja e tremogo branco) e uma mistura de 6leos
vegetais (palma, colza e linhaca) como fonte lipidica na dieta de Oncorhynchus mykiss
aumentou o consumo, taxa de crescimento e eficiéncia da racdo além de ter efeitos persistentes
em varios genes que codificam neuropeptideos e seus receptores®.

A exigéncia de proteina deve ser atendida para que haja o fornecimento minimo de
aminoacidos para o pleno desenvolvimento dos animais, assim como a manutencao da relacéo
ideal de proteina/energia em racGes para peixes. Alevinos de Labeo rohita alimentados com
dietas contendo 26% de proteina e 7% de lipidios e com a inclusdo de 33% de farelo de arroz
desengordurado, apresentaram maior ganho de peso e taxa de crescimento especifico, além da
menor conversdo alimentar, bem como a expressdo do mRNA dos fatores de crescimento IGF-
| e IGF-II foram maiores no grupo™®.

A fim de avaliar a substituicdo ou reducdo do 6leo e da farinha de peixe em racGes para
juvenis de Lates calcarifer, foi constatado que a incluséo de até 100 g/kg de farinha de peixe
proporcionou bom ganho de peso e consumo de racdo, e o 6leo de farelo de arroz demonstrou
potencial para substituir o 6leo de peixe sem reducdo no desempenho dos peixes, ainda houve
regulacdo positiva do metabolismo dos acidos graxos do gene desaturase de acidos graxos 2
(FADS2) nos peixes alimentados com a dieta sem farinha e 6leo de peixe. Por outro lado, a
inclusdo do butirato de sédio em dietas para juvenis de Sparus aurata com baixo teor de 6leo
de peixe apresentaram uma eficiéncia alimentar prejudicada em compara¢do com o grupo
controle ao longo das primeiras quatro semanas®?.

O pescado é considerado um alimento saudavel principalmente pela composicdo de
acidos graxos essenciais, por isso a incorporacdo de 6leos na dieta dos peixes é fundamental
pois reflete na qualidade da carne. Juvenis de Salmo salar alimentados com 6leo de canola
apresentaram peso final menor, bem como o teor lipidico do masculo foi maior, como também
apresentaram niveis mais elevados de acidos graxos monoinsaturados do que os alimentados

com oleo de peixe. Do mesmo modo, a incorporacao de subprodutos animais, 6leo de colza e

45



proteinas vegetais em dietas para juvenis de Salmo salar, proporcionou peso final e ganho de
peso menores e resultou em niveis de transcricdo mais baixos de glicocinase hepatica (GCK) e
Quinase 4 da Frutose-6-Fosfato/Fosfatase 4 (PFKFB4) 124,

O uso de amino&cidos em dieta para peixes tem sido alvo de estudos por terem efeito
no consumo de racao e no crescimento dos animais. Alevinos de Labeo rohita suplementados
com 75 mg/kg de acido gama-aminobutirico na racdo apresentaram melhor ganho de peso,
crescimento e indice de eficiéncia proteica, entretanto houve uma piora na converséo alimentar.
O crescimento foi reduzido em juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com dietas
contendo niveis inadequados de metionina sem suplementacdo de taurina (dieta SB), em
comparacio com peixes alimentados com outros tratamentos®2%,

No entanto, uma mistura de amino&cidos livres acrescentada em ra¢fes com baixo teor
de farinha de peixe para alevinos de Oreochromis niloticus, promoveu um aumento dos
parametros de desempenho, como peso corporal final, ganho de peso e taxa de crescimento
especifico em comparagdo com as dietas sem suplementacdo e aumentou a expressao de IGF-
I. No caso de juvenis de esturjdo, a suplementacdo de glutamina resultou em maior peso final,
ganho de peso e taxa de crescimento especifico, mas, foi detectada regulacdo negativa de mais

metabolitos e genes com adicéo de glutamina ¢33,

4. Conclusao

A partir do uso de ferramentas avancadas de genética aliadas a ensaios de desempenho
foi possivel ter uma visdo mais ampla de como a substituicdo de ingredientes tradicionais por
fontes alternativas de alimentos e a incluséo de aditivos alimentares podem influenciar tanto no
desempenho como na regulacéo de genes, de forma positiva ou negativa, dependendo do tipo

de alimento, espécie e fase de vida dos animais.
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CAPITULO 3. NUTRIGENOMICS IN FISH: A META-ANALYSIS OF THE
IMPACTS OF DIFFERENT FEED INGREDIENTS ON GENE EXPRESSION, FEED
CONVERSION, AND SPECIFIC GROWTH RATE
Elaborado de acordo com as normas da Revista Animal Nutrition

(https://www.sciencedirect.com/journal/animal-nutrition/about/insights)
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Nutrigendmica em peixes: uma metanalise sobre os impactos de diferentes ingredientes
na racdo sobre a expressdo génica, conversdo alimentar e taxa de crescimento especifico

Resumo

A fim de avaliar as dietas de forma ampla, a abordagem nutrigenémica busca compreender
como os componentes da dieta afetam a expressao dos genes. Objetivou-se com esse estudo
descrever o impacto da dieta sobre a expresséo génica e quantificar por meio de uma metanélise,
o efeito de diferentes ingredientes presentes nos estudos nutrigenémicos sobre a conversédo
alimentar e o crescimento especifico de peixes. Foi realizada uma revisdo sistemética para
selecionar os artigos e posteriormente os estudos foram refinados, o que resultou em 7 artigos
para a execucdo da metanalise. Foram extraidos dados de expressdao génica, conversao
alimentar e taxa de crescimento especifico dos estudos, tanto do grupo controle como o de
intervencdo. As andlises dos dados foram realizadas pelo software Rstudio. Foram realizadas
analises de subgrupos a fim de avaliar o nivel de interferéncia da fase de vida e espécies de
peixes sobre os resultados. A inclusdo de acido gama-aminobutirico, inclusdo de p6 de
cogumelo e farinha sollvel de peixe em dietas para Labeo rohita, Oreochromis niloticus e
dourada, respectivamente, induziram a expressdo do gene fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1). Em contrapartida, a inclusdo de células quebradas de Phaeodactylum
tricornutum na dieta de dourada, inibiram a expressdo do fator de crescimento semelhante a
insulina. A metandlise para conversao alimentar demonstrou efeito positivo para inclusdo de
ingredientes na dieta dos peixes. O efeito geral mostrou que ndo houve diferenca significativa
para a taxa de crescimento especifico entre os experimentos que testaram diferentes
ingredientes nas dietas para peixes em comparagao ao grupo controle, assim como na analise
de subgrupo. Assim, a expressdo dos genes IGF-1, Citocinas, TLRs, NODs, lectinas,
PEROXIRREDOXINA 5 e genes relacionados ao interferon foram induzidos ou regulados
negativamente de acordo com a inclusdo de ingredientes alternativos e aditivos na dieta de
peixes. Os resultados da metanalise apontam para uma melhor conversdo alimentar em peixes
alimentados com diferentes ingredientes na dieta. Com relacdo ao crescimento especifico, as
dietas testadas ndo diferiram do tratamento controle, assim como na anélise de subgrupo com
juvenis de dourada.

Palavras-chave: aquicultura; desempenho zootécnico; genética; nutri¢cdo; gendmica.
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Nutrigenomics in fish: a meta-analysis of the impacts of different feed ingredients on
gene expression, feed conversion, and specific growth rate

Abstract

To broadly evaluate diets, a nutrigenomic approach seeks to understand how dietary
components affect gene expression. This study aimed to describe the impact of diet on gene
expression and to quantify, through a meta-analysis, the effect of different ingredients used in
nutrigenomic studies on feed conversion and specific growth rates in fish. A systematic review
was conducted to select the articles, and subsequently, the studies were refined, resulting in
seven articles included in the meta-analysis. Data on gene expression, feed conversion, and
specific growth rates were extracted from both control and intervention groups in the studies.
Data analyses were performed using RStudio software. Subgroup analyses were conducted to
evaluate the level of interference from life stages and fish species on the results. The inclusion
of gamma-aminobutyric acid, mushroom powder, and soluble fish meal in diets for Labeo
rohita, Oreochromis niloticus, and Sparus aurata, respectively, induced the expression of the
insulin-like growth factor type I (IGF-1) gene. In contrast, the inclusion of broken
Phaeodactylum tricornutum cells in the diet of S. aurata inhibited the expression of insulin-like
growth factor. The meta-analysis for feed conversion had a positive effect from the inclusion
of ingredients in fish diets. The overall effect showed no significant difference for the specific
growth rate among experiments that tested different ingredients in fish diets compared to the
control group, as well as in the subgroup analysis. Thus, the expression of IGF-1, cytokines,
TLRs, NODs, lectins, peroxiredoxin 5, and interferon-related genes was either induced or down-
regulated depending on the inclusion of alternative ingredients and additives into fish diets.
Meta-analysis results pointed to better feed conversion in fish fed different ingredients in their
diets. Regarding specific growth, the tested diets did not differ from the control treatment,
similar to the subgroup analysis with juvenile S. aurata.

Keywords: aquaculture; animal performance; genetics; nutrition; genomics.
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Introduction

Proteins are organic compounds essential for fish growth, regulating vital processes, and
structuring tissues. However, fish feed protein levels must be carefully balanced since excess
beyond what is required may increase the excretion of ammoniacal nitrogen into aquatic
environments (Wilson, 2003).

In addition to diets and genetic factors, interactions with the environment also influence
animal growth. The intestine and liver are crucial organs in both the absorption and metabolism
of nutrients; therefore, it is essential to understand how levels and quality of proteins included
in diets cause changes in gene transcription. Moreover, the intestine functions as a shield against
pathogens (Irm et al., 2020).

Alternative protein sources in fish feeds are continuously under investigation, as the
availability of fishmeal is limited and costly. However, plant ingredients must be
comprehensively evaluated before inclusion because they may contain antinutritional factors
that can alter digestive physiology and negatively impact animal performance and health
(Francis et al., 2001; Santis et al., 2015).

Nutrigenomics integrates nutritional science and aims to elucidate how nutrients in the
diet interact with the genome and their effects on the performance, health, and well-being of
fish. A nutrigenomic approach enables the formulation of a personalized diet with the type and
proportion of ingredients suitable for each species, as well as reevaluating the existing
formulations on the market (Benitez et al., 2017).

A study on early feeding with plant-based ingredients in the diet of rainbow trout
revealed increased consumption, growth rate, and feed efficiency. In addition to effects on
performance, persistent impacts were observed on various genes encoding neuropeptides and
their receptors (Balasubramanian et al., 2016).

A study on juvenile Oreochromis niloticus showed that partial replacement of fishmeal
with cottonseed meal in the diet, supplemented with protease, increased weight gain and
improved feed conversion. Additionally, the highest gene expression levels of insulin-like
growth factor | (IGF-1) were observed in the brain and liver (Hassaan et al., 2019).

Given the real contribution of nutrigenomics to aquaculture, this study aimed to describe
the impact of diet on gene expression and to quantify, through a meta-analysis, the effect of
different ingredients found in nutrigenomic studies on feed conversion and specific growth in
fish.
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Materials and methods

A systematic literature review was conducted, including formulation of a research
question, definition of a search protocol, analysis of relevant studies, collecting data, and then
interpreting results. It was carried out on Scopus, ScienceDirect, and Springer databases. In this

review, studies investigating the effect/response of different diets on fish performance were
analyzed for the systematic review from July to September 2023 (reference date September 21).
Boolean scripts such as #1 TS (Topic Search) = “nutrigenomics AND fish AND growth”
were used to select works addressing the effect of nutrigenomics on fish performance. The
search was refined to titles, abstracts, and keywords, and filters were applied to select only
articles and papers published between 2013 and 2023. Subsequently, 23 documents were
selected and read in full to choose those meeting the following criteria: 1) studies evaluating
the performance parameters feed conversion and specific growth rate; 2) studies presenting data
dispersion measures; and 3) studies including the composition of experimental diets. However,
experiments determining nutritional requirements and studies with two strains were excluded.
Lastly, the search on the databases yielded 336 studies, of which 23 were included in
the systematic review on fish nutrigenomics. Among these, seven did not present dispersion
measures, six lacked data on feed conversion and specific growth rate, one was conducted to
determine requirements, another one involved two strains, and one was identified as an outlier.

Thus, seven documents were used for the meta-analysis (Figure 1).

Figure 1. Flowchart of the article selection process for meta-analysis.
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Data on feed conversion and specific growth rates were manually extracted from the
studies, both from the control and treatment groups. Additionally, information such as
dispersion measures, number of participants, and gene expression outcomes were collected, and
subsequently, all data were organized into electronic spreadsheets.

When necessary, the standard error of the mean for feed conversion and growth rate was

converted to standard deviation (Canozzi et al., 2019), using the formula:
Sp=SEM, x \n,

Wherein: S, is the calculated standard deviation and n, is the number of samples used in both
treatment and control groups.

Bias risk was analyzed using Review Manager® (RevMan). Data analyses were
conducted using RStudio software (meta-package version 6.5-0) at a 95% confidence interval
(CI). The studies were subjected to the 12 test to quantitatively measure heterogeneity. Then,
subgroup analyses were conducted to assess a potential interference of fish species and life

stage on the outcomes.
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Results

To identify and remove outliers, a graphical representation (Figures 2 and 3) was
constructed using data from the retrieved articles. This process helped to prevent bias in the

analysis.

Figure 2. Identification of bias risk.
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Figure 3. Assessment of bias risk in each selected article.
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+ = low bias risk; - = high bias risk; and ? = uncertain bias risk.

Following a general analysis of articles on the impact of nutrigenomics on fish feed
conversion and growth rates, a sensitivity analysis was conducted to assess publication bias.
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This step was necessary due to the observed heterogeneity in the retrieved databases. The

RevMan software was used to analyze publication bias (Figures 2 and 3).

Four articles showed low risk of bias for selection, performance, detection, and
attrition criteria. For selection bias, three articles were classified as moderate risk. One article
was identified as high risk for detection bias and other types of biases, as well as moderate bias
risk for selection, performance, and attrition. Consequently, one article was excluded due to its
high bias risk for detection linked to specific growth rates of fish. Table 1 shows the seven

articles used in the meta-analysis.

Table 1. Characteristics of the studies selected for meta-analysis

.. Fish species
: Publication . Control
Authorship and life Treatment group
year group
stage
Feed without
the g:;:]urzg)n of Feed containing 75 mg/kg
: - f gamma-aminobutyric
Fry of Labeo aminobutyric ° :
Kumar et al. 2023 rohita (n=45) acid acid.
0,
CP level CP level 35.44%
35.13%
Feed containing 5% fish
Fry of Fish meal-rich meal and a mixture of
Dicentrarchus feed shrimp and tilapia-based
Leduc etal. 2018 labrax hydrolysates.
(n=100) CP level 42.7%
CP level 42.7%
Feed Feed containing 1% whole
_ formulated cells of Phaeodactylum
Juveniles of with poultry tricornutum.
Reis etal. 2021 Sparusaurata  meal and plant
(n=450) ingredients. CP level 50.1%
CP level 49.9%
Juveniles of Feed -
formulated Feed containing 40%
Acanthopagrus with fish meal soluble fish meal
Irm et al. 2020 schlegelii : '
_ CP level CP level 40.94%
(n=60) 41.07%
Juveniles of Basal feed Feed Wit? t())_.IOG%Ii[ncIusion
Ruiz et al. 2023 Sparus aurata without bile ot bile salts
(n=120) salts Nivel de PB 44.0%



Yilmaz et al.

Pérez-
Sanchez et
al.

CP level 44.1%

Feed without

Juveniles of szeri\Srgz)m
Oreochromis
2023 niloticus powder
(n=90) CP level
35.61%
Basal feed
Juveniles of without
2015 Sparus aurata additives
(n=120)

CP level 43.6%

Feed containing 10% reishi
mushroom powder.

CP level 35.71%

Feed containing 100 ppm of
Next Enhance NE® 150.

CP level 43.6%

Among the included studies, three were on juvenile Sparus aurata, one on juvenile

Acanthopagrus schlegelii, one on fry Labeo rohita, one on fry Dicentrarchus labrax, and one

on juvenile Oreochromis niloticus. Thus, Dicentrarchus labrax, Sparus aurata, and

Acanthopagrus schlegelii represent saltwater fish, while Labeo rohita and Oreochromis

niloticus belong to freshwater species.

Table 2 shows the results of meta-analysis of the selected studies regarding gene

expression and regulation as a function of the fish species and diet provided.

Table 2. Characteristics of the studies selected for meta-analysis.

Authorship

Genes Species

Nutritional regulation

Kumar et al., 2023

Leduc et al., 2018

IGF-I Indian major carp

(Labeo rohita)

Interferon-induced
GTP-binding
protein Mx,

interferon-induced
GTP-binding

protein Mx, and
interferon-
inducible protein
56

European seabass
(Dicentrarchus
labrax)

+ through the inclusion
of gamma-aminobutyric
acid

- through the inclusion
of protein hydrolysates
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Reis et al., 2021 IGFR-1, IGFR-2  Gilthead seabream - through the inclusion
(Sparus aurata) of broken P.
tricornutum cells

Irm et al., 2020 IGF-1, IRS-1, Black porgy + through substitution

PI3K, and AKT (Acanthopagrus of fish meal with

schlegelii) soluble fish meal
Ruiz et al., 2023 Peroxiredoxin 5 Gilthead seabream  + through the inclusion

(Sparus aurata) of bile salts
Yilmaz et al., 2023 GH, GHR, and Nile tilapia + through the inclusion
IGF-I (Oreochromis of mushroom powder
niloticus)
Perez-Sanchez et Cytokines, TLRs,  Gilthead seabream  + through the inclusion
al., 2015 NODs, and lectins (Sparus aurata) of NEXT ENHANCE
®

+, induction of gene expression; —, inhibition of gene expression.

A diet containing 75 mg/kg of the supplement directly increased liver insulin-like
growth factor 1 (IGF-I) levels, confirming its effectiveness. Likewise, reishi mushroom
supplementation (10%) in juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) diets similarly boosted
the growth hormone and expression of the insulin-like growth factor type I (IGF-1) (Kumar et
al., 2023; Yilmaz et al., 2023). Moreover, the mixture of hydrolysates down-regulated the
expression of interferon-related genes, such as interferon-induced GTP-binding protein Mx and
interferon-inducible protein 56 (Leduc et al., 2018).

In contrast to diets containing broken microalgae (P. tricornutum) cells, which down-
regulated insulin-like growth factor receptors I and 1l (IGFR1 and IGFR2) in juvenile gilthead
seabream, substituting 40% of fish meal with soluble fish meal in their diet upregulated the
expression of IGF-1, insulin receptor substrate 1 (IRS-1), phosphoinositide 3-kinase (P13K),
and protein kinase B (AKT) (Reis et al., 2021; Irm et al., 2020).

IRS-1, a substrate of the insulin receptor, interacts with PI13K, a key player in the insulin
signaling pathway. Together, they activate AKT, which ultimately promotes the upregulation
of mTOR (Haruta et al., 2000; Kim et al., 1999; Lizcano et al., 2003). The liver is a vital organ
for regulating lipid metabolism. A study by Ruiz et al. (2023) found that juvenile gilthead
seabream fed a diet with 0.06% bile salts exhibited increased expression of the peroxiredoxin
5 gene, along with a decrease in lipoprotein lipase expression (Ruiz et al., 2023). Another study
investigated the effects of a commercial additive (NEXT ENHANCE ®) on juvenile gilthead
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seabream. Fish fed this additive showed increased expression of cytokines, TLRs, NODs, and
lectins in the posterior intestine. Furthermore, the study also observed improved nutrient

absorption capacity (Pérez-Sanchez et al., 2015).

Feed conversion

Figure 4 displays the meta-analysis for feed conversion. Overall, feed conversion was
improved in experiments testing distinct levels of ingredient inclusion into fish diets compared

to the control group.

Figure 4. Meta-analysis forest plot for the overall effect of experimental groups compared to
the control group in terms of feed conversion in fish fed diets included with different
ingredients.

Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (common) (random)
Kumar et al., 2023 45 153 02000 45 208 02700 — -0.55 [-0.65; -0.45) 1.3% 15.1%
Ruiz et al., 2023 120 1.19 0.0500 120 1.21 0.0500 -0.02 [-0.03; -0.01) 75.5% 16.0%
Yilmaz et al., 2023 90 1.01 0.0900 90 1.17 0.0900 - -0.16 [-0.19; -0.13] 17.5% 15.9%
Reis et al., 2021 450 1.46 0.4200 450 1.58 1.2700 T+ -0.12 [-0.24; 0.00] 0.8% 14.5%
Irm et al., 2020 60 1.09 0.7000 60 1.47 1.3200 —t—t1 -0.38 [-0.786; -0.00] 0.1% 8.3%
Leduc et al., 2018 400 1.82 0.8000 400 1.75 1.0000 5 B 0.07 [-0.06; 0.20] 0.8% 14.5%
Perez-Sanchez etal, 2015 120 0.96 0.2200 120 1.12 0.2100 » -0.16 [-0.21; -0.11) 4.1% 15.7%
Common effect model 1285 1285 ' -0.06 [-0.07; -0.05] 100.0% -
Random effects model —| ) -0.18 [-0.33; -0.02] - 100.0%

Heterogeneity: I° = 97%, «* = 0.0398, p < 0.01
06-04-02 0 020406

Experimental Control

Supplementation with 75 mg/kg gamma-aminobutyric acid (GABA) in fish feed
significantly improved feed conversion (1.53) compared to the control group (2.08). Moreover,
fish fed the GABA-supplemented diet also showed the highest levels of messenger RNA
(mRNA) expression of ghrelin in the brain and IGF-I in the liver (Kumar et al., 2023).

The meta-analysis for feed conversion revealed significant heterogeneity (P<0.01; I? =
97%). To explore potential sources of this variation, a subgroup analysis was conducted based

on fish species (freshwater versus saltwater) and life stages, as presented in Figure 5.

Figure 5. Subgroup analysis to assess a potential interference of fish species and life stage on
feed conversion.
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Experimental Control Weight  Waeight

Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (common) (random)
Ruiz et al., 2023 120 1.19 0.0500 120 1.21 0.0500 -0.02 [-0.03; -0.01) 938% 37.5%
Reis et al., 2021 450 1.46 0.4200 450 1.58 1.2700 -0.12 [-0.24; 0.00) 1.0% 23.3%
Irm et al., 2020 60 1.09 07000 60 1.47 1.3200 -0.38 [-0.76; -0.00) 0.1% 5.5%
Perez-Sanchez etal, 2015 120 096 0.2200 120 1.12 0.2100 -0.16 [-0.21;-0.11) 5.1% 33.7%

Common effect model 750 750 ¢ <0.03 [-0.04; -0.02) 100.0% -
Random effects model = . 4011 [0.21;-0.01) - 100.0%
Heterogeneity: I” = 90%, «° = 0.0064, p < 0.01 '

-06-04-02 0 020406

Experimental Control

Subgroup analysis for feed conversion in juvenile gilthead seabream, a saltwater fish,
showed a significant difference between the experimental and control groups. The addition of

a commercial additive improved feed conversion, specifically in this species.

Specific growth rate

The meta-analysis of specific growth rate (Figure 6) revealed no significant difference
between fish fed diets with various ingredients and the control group. However, significant

heterogeneity (P<0.01; 1> = 98%) suggests methodological variation among the studies.

Figure 6. Meta-analysis forest plot for the overall effect of experimental groups compared to
the control group in terms of specific growth rate for fish fed diets included with different
ingredients.

Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (common) (random)
Kumar et al., 2023 45 156 0.1300 45 1.27 0.0700 - 0.29 [0.25; 0.33] 08% 16.5%
Ruiz et al., 2023 120 1.83 0.0200 120 1.81 0.0100 ‘ 0.02 [0.02; 0.02] 96.7%  16.6%
Yilmaz et al., 2023 90 24100900 90 227 0.0900 piv 0.14 [0.11; 0.17) 2.2% 16.6%
Reis et al., 2021 450 1.79 0.8500 450 2.32 3.6100 . ; -0.53 [-0.87;-0.19) 0.0% 11.5%
Irm et al., 2020 60 446 14700 60 3.82 0.7700 v 0.64 [0.22; 1.06) 0.0% 9.9%
Leduc et al,, 2018 400 2.70 2.0000 400 2.70 2.0000 — 0.00 [-0.28; 0.28] 0.0% 12.8%
Perez-Sanchez etal, 2015 120 1.97 0,.0600 120 1.97 0.4600 ¥ 0.00 [-0.08; 0.08] 02% 16.2%
Common effect model 1285 1285 ) 0.02 [0.02; 0.03) 100.0% -
Random effects model : -~ ‘ 0.08 [-0.13; 0.29] - 100.0%

Heterogeneity: /“ = 98%, “ = 0.0681, p < 0.01
-1 -0.5 0 05 1

Experimental  Control

Subgroup analysis of specific growth rates in juvenile gilthead seabream (Figure 7)
revealed no significant difference between the control and experimental groups. This suggests

that including various ingredients in their diets did not impact growth rate.

Figure 7. Subgroup analysis to assess a potential interference of fish species and life stage on
specific growth rate.
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Experimental Control Weight Waeight

Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (common) (random)
Ruiz et al., 2023 120 1.83 0.0200 120 1.81 0.0100 0.02 [0.02; 0.02) 99.7% 27.6%
Reis et al., 2021 450 1.79 0.8500 450 2.32 36100 . -0.53 [-0.87;-0.19) 0.0% 23.4%
Irm et al., 2020 60 446 14700 60 3.82 0.7700 . 0.64 [0.22; 1.06) 0.0% 21.7%
Perez-Sanchez etal., 2015 120 1.97 0.0600 120 1.97 0.4600 1 0.00 [-0.08; 0.08] 0.2% 27.3%
Common effect model 750 750 ) 0.02 [0.02; 0.02) 100.0% -
Random effects model - eI m— 0.02 [-0.40; 0.44) - 100.0%
Heterogeneity: /° = 84%, t° = 0,1677, p < 0.01 !

-1 -0.5 0 05 1
Experimental Control

Discussion

Among the fish species found in the studies, Sparus aurata (gilthead seabream)
emerged as a standout and its prominence in research reflects its significance in the

Mediterranean aquaculture industry (Mhalhel et al., 2023).

Supplementation with gamma-aminobutyric acid, reishi mushroom, and soluble fish
meal induced the expression of insulin-like growth factor 1 (IGF-I), which plays a role in fish
growth and is regulated by the endocrine system. However, adding broken cells from
microalgae (P. tricornutum) down-regulated the genes IGFR1 and IGFR2, indicating the

nutritional condition of the animals (Duan et al., 2010).

Dietary protein hydrolysates from tilapia, shrimp, or a combination of both triggered
metabolic changes in fish and down-regulated genes related to interferon, a virus-responsive
immune pathway (Talaei Zanjani et al., 2016).

Fish fed the commercial additive NEXT ENHANCE ® exhibited increased expression
of cytokines, TLRs, NODs, and lectins in the posterior intestine, a region crucial for protein
absorption.

Based on the forest plot analyses (Figures 4 and 5), fish fed diets supplemented with
alternative feeds and/or additives showed improved feed conversion compared to the control
group. However, significant heterogeneity (P<0.01; 1> = 97%) was observed, indicating high
variability among the studies. This variability could be due to methodological differences such
as number of fish used, species, life stage, farming system, ingredients used in the diet, and
experimental period.

Subgroup analysis revealed a significant improvement in feed conversion for saltwater
juvenile fish fed diets containing the additive NEXT ENHANCE ®, compared to the control
group. This finding aligns with the research by Perez-Sanchez et al. (2015), who showed that
NEXT ENHANCE ®, alone or combined with a prebiotic, enhances nutrient absorption in the
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intestine of fish. The intensity of these changes and the number of genes that were significantly
regulated were greater in the posterior intestine than in the anterior.

Regarding specific growth, no significant difference was observed between the
experimental groups and the control (Figure 6). Despite the lack of differences, gene expression
levels related to growth, such as growth hormone and insulin-like growth factor type | (IGF-1),
were increased in the group of fish fed diets added with 10% mushroom powder. Similarly,
including various ingredients in juvenile gilthead seabream diets did not improve their growth
rate (Figure 7). This lack of effect, especially in saltwater juveniles, might be due to the limited
number of studies analyzed, leading to lower statistical power (Shen et al., 2021).

To strengthen the reliability of future fish research meta-analyses, standardizing
methodologies is essential. This includes factors like the number of fish per study, experiment

duration, consistent performance measures, and incorporating data variability measures.

Conclusions

The expression of IGF-1, cytokines, TLRs, NODs, lectins, peroxiredoxin 5, and
interferon-related genes were either upregulated or downregulated depending on the specific
dietary intervention.

Based on the meta-analysis, fish fed diets with distinct ingredients showed improved
feed conversion. Our findings show that life stage and fish species strongly modulate the effects
of these ingredients.

Neither the overall analysis nor the subgroup analysis focusing on juvenile gilthead
seabream (Sparus aurata) and black seabream (Acanthopagrus schlegelii) revealed any

significant differences in specific growth rates compared to the control diet.
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CONSIDERACOES FINAIS

A tematica nutrigenémica nas bases de dados Scopus e Web of Science, apresenta maior
parte dos estudos na revista Fish & shellfish immunology e a China como pais onde se destacam
as pesquisas.

H& uma variedade de ingredientes vegetais e aditivos alimentares sendo estudados nos
trabalhos e a utilizacdo de uma abordagem genémica nutricional agrega valor e possibilita a
elaboracdo de uma dieta personalizada, adequada a fase de vida e espécie de peixe.

Para que futuros estudos meta-analiticos apresentem maior confiabilidade é
imprescindivel a padronizacdo das metodologias adotadas nas pesquisas com peixes, como
numero de animais, periodo experimental, parametros de desempenho padronizados e presenca

de medidas de dispersdo dos dados.
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