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CONSIDERACOES INICIAIS

1. LIPIDEOS

Lipideos sdo um grupo amplo de compostos bioldgicos, heterogéneos, facilmente
solubilizados por solventes organicos, como metanol, acetona, cloroféormio e benzeno;
sendo insoltveis ou pouco soltveis em agua pela falta de 4&tomos polarizados em suas
moléculas, assim como oxigénio, nitrogénio, enxofre e fosforo (Koolman e Roehm, 2005).

Trés sdo as principais fungbes dos lipideos nas células: 1. armazenamento de
energia, 2. composi¢do das membranas celulares e 3. sinaliza¢do celular; como hormonios
esterdides: testosterona e estrogénio; ou como moléculas mensageiras na transmissao de
sinais dos receptores de superficie celular para alvos no interior das células (Cooper, 2001).

Os lipideos sdo a principal forma de armazenamento de energia pelos animais,
importantes constituintes de membranas celulares (fosfolipideos, glicolipideos e colesterol),
excelentes isolantes térmicos, mecanicos e elétricos, protegendo orgdos e células; sendo
gue a impermeabilidade da membrana com constituinte lipidico aos ions permite a
formagéo do potencial de membrana, favorecendo sua seletividade (Koolman e Roehm,
2005). Além disto, esteroides, eicosandides e fosfolipideos agem como horménios,
mediadores e mensageiros celulares (Cooper, 2001). A partir de alguns lipideos séo
produzidos cofatores enzimaticos e outros ndo sdo sintetizados nos organismos animais,
sendo chamadas de acidos graxos essenciais (AGE), devendo ser adicionados as dietas
(Shiau, 2002).

Dentre os lipideos de interesse nutricional estdo: triacilglicerdis, fosfolipideos e
esterdis. Os triacilglicerdis, como constituintes das gorduras, representam a maioria dos
lipideos em alimentos, seguido pelos fosfolipideos, que representam apenas cerca de 2% do
consumo de lipideos, embora sejam secretados em grandes quantidades pela vesicula biliar.
Outros lipideos, presentes em quantidades diminutas, ou ndo sdo digeridos e absorvidos,

como as ceras, ou 0 sao pobremente (Sikorski e Kolakowska, 2003).



Os lipideos possuem caracteristicas quimicas e fisicas, alem de propriedades
fisiolégicas que fazem com que adquiram fundamental importancia nutricional e em
tecnologia de processamento de alimentos. Eles conferem caracteristicas essenciais aos
alimentos, como palatabilidade e textura (Nunes, 1998).

Em racdes de peixes a proteina € o nutriente mais oneroso. Esta fracdo, que deve ser
utilizada para maximizar o crescimento, em peixes, pode ser primariamente utilizada como
fonte de energia, 0 que pode aumentar demasiadamente os custos. Os lipideos possuem
efeito economizador de proteina, podendo aumentar a eficiéncia de utilizacdo deste
nutriente pelos peixes. Portanto, o entendimento dos efeitos da adicdo de lipideos pode
melhorar o aproveitamento da proteina da dieta e reduzir os custos com alimentacéo (Shiau,
2002).

2. ACIDOS GRAXOS

Os &cidos graxos (AG) sao &cidos carboxilicos, com cadeias de hidrocarbonetos,
que contém entre 4 e 36 atomos de carbono (C; a Css), embora 0s mais comuns sejam
compostos de 12 a 24 carbonos, e podem conter apenas ligacdes simples, sendo chamados
saturados, ou duplas ligacdes, sendo chamados insaturados (Lehninger et al. 1995). Os AG
saturados possuem o maior nimero possivel de d&tomos de hidrogénio ligados por atomos
de carbono; enquanto os que possuem uma ou mais duplas ligagdes sdo chamados
insaturados (Cooper, 2001). As duplas ligacdes podem estar presentes em qualquer carbono
da cadeia e conferir propriedades de isomeria (cis ou trans), sendo que 0 consumo dos
trans, que podem ocorrer em 0Oleos vegetais apds exposicdo ao aquecimento, vem sendo
associado a problemas de satde (Sikorski e Kolakowska, 2003).

Os AG que possuem mais de uma e até trés duplas ligacGes entre &tomos de carbono
sdo chamados de &cidos graxos poliinsaturados (PUFAs, da nomenclatura em inglés
Polyunsaturated Fatty Acids), ja os que possuem mais de trés duplas ligacdes sdo
chamados de acidos graxos altamente insaturados (HUFAs, da nomenclatura em inglés

Highly Unsaturated Fatty Acids Unsaturated Fatty Acids), sendo que alguns autores



denominam os PUFAs que possuem mais de 20 carbonos na molécula como acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, chamados LCFA (da nomenclatura em inglés Long-chain
Fatty Acids) (Lehninger et al. 1995). Dentre os HUFAs ou LCFA estdo os 4cidos graxos
eicosapentanoico (EPA), docosapentanoico (DPA), docosahexanoico (DHA), todos 6mega-
3 e 0 4cido araquidodnico, 6mega-6 (Shahidi e Finley, 2001).

Nomenclatura simplificada para estes compostos descreve o nimero de carbonos da
molécula, seguido pela quantidade de insaturagcdes. O &cido esteérico, por exemplo, é
definido como C18:0, por ser uma molécula de 18 4tomos de carbono e ndo possuir duplas
ligacGes; ja o acido oléico é definido como C18:1, por possuir 18 carbonos e uma dupla
ligacdo (Berg et al., 2006). Existem ainda notacdes para compostos que possuem mais de
uma dupla ligagdo, sendo que a nomenclatura anterior é acrescida a posi¢do da primeira
dupla ligacéo, ou seja, o primeiro carbono a recebé-la, contando-se a partir do radical metil.
O é&cido o-linolénico (ALN), por exemplo, é definido como C18:3 6mega-3; portanto
possuindo 18 atomos de carbono, trés duplas ligacdes, sendo a primeira entre os carbonos
Cs e C4 (Lehninger et al., 1995; Sikorski e Kolakowska, 2003; FAO, 1978). A notagédo
o0mega (w), que pode ser representada ainda por “n” ou “w”, e indica a familia a qual o
acido graxo pertence, sendo que nos 6mega-6 a primeira dupla ligacdo ocorre entre 0s
carbonos 6 e 7 e nos 6mega-3 ocorre entre 0s carbonos 3 e 4, contando-se a partir da
extremidade metil (Nunes, 1998).

Na Tabela 1 estdo os nomes comuns, notagdes e locais onde podem ser encontrados
0s acidos graxos saturados. As referéncias feitas a estes acidos graxos no presente trabalho
seguem o apresentado nesta tabela.

Embora tenham sido identificados quase 500 AG em plantas e bactérias, somente
poucos sdo quantitativamente significantes. Isto por que aproximadamente 95% dos AG
extraidos de vegetais consistem somente de sete componentes; os acidos laurico, miristico,
palmitico, estearico, oléico, linoléico (LA) e ALN (Sikorski e Kolakowska, 2003). Dentre
0s AG quantitativamente significantes, somente uma parte possui importancia nutricional e
metabolica, como os AGE e os formados no metabolismo a partir destes.

A composicdo em AG determina as propriedades fisicas, a estabilidade e o valor

nutricional dos lipideos. Assim, a distribuicdo dos AG na molécula de triacilglicerol e dos



fosfolipideos afetam as propriedades fisicas e a estabilidade lipolitica e oxidativa, além da
disponibilidade nutricional dos lipideos (Sikorski e Kolakowska, 2003).

A composic¢do dos lipideos nos animais reflete a composi¢do da dieta, que tem sido
usada com sucesso na modificacdo do perfil lipidico dos animais de criacdo (Pezzato et al.,
1992; Ribeiro, 2007). Nos animais, 0s AG estdo presentes em lipideos estruturais de todas
as células (como em membranas mitocondriais), estando em altas concentragcdes nos 6rgaos
reprodutores (Ribeiro, 2007).

O perfil lipidico da dieta exerce influéncia no aproveitamento da energia pelos
animais. Comparadas com dietas enriquecidas com PUFAs, aquelas ricas em acidos graxos
saturados podem promover taxa de ganho de peso alterada com acumulo de gordura
corporal, sendo essencialmente obesogénicas. As gorduras saturadas sdo pouco usadas
como fonte prontamente disponivel de energia pelo metabolismo animal, que
preferencialmente as estoca nos adipdcitos. Para cadeias carbonicas de comprimento
semelhante, os acidos graxos monoinsaturados sdo mais eficientemente utilizados como
fonte de energia, assim como os poliinsaturados da familia dmega-3, sendo ambos melhor
utilizados em comparacéo a familia 6mega-6 (Sikorski e Kolakowska, 2003). Como, com
excecdo das células vermelhas sanguineas e do sistema nervoso central, todas as células do
organismo animal utilizam diretamente AG como fonte de energia (Curi et al., 2001), maior
atencdo deve ser dada ao perfil de AG das dietas e a relacdo entre PUFAs dmega-6 e

O0mega-3.



Tabela 1. Acidos graxos saturados e algumas caracteristicas

Nome Comum Abreviagédo Ocorréncia

Acético C2:0 Prln(,:IpaI produto final da fermentacdo microbiana
no rumen

Propidnico C3:.0 Produto final da fermentacdo microbiana no rimen

Butirico C4.0 Pequenas quantidades em algumas gorduras

Valérico C5:0 (especialmente  manteiga). Produto final da

Caproico C6:0 fermentac&o microbiana no rimen

Caprilico C8:0 - .

Céprico C10°0 Oleos de coco, palma e babacu

Laurico C12:.0 Qleo de coco, manteiga
Oleos de coco e palma, manteiga, manteiga de

Miristico C14:.0 . .
cacau, banha suina e sebo bovino

Palmitico C16:0 Co_muns em todos os lipideos de origem vegetal e
animal

Estedrico c18:0 Co_muns em grande parte dos lipideos de origem
animal e vegetal

Araqm_dlco CZOEO Gordura do leite, banha suina, sebo bovino, 6leo de

Behénico C22:0 alma

Lignocerico C24:0 P

Adaptado: Murray et al. (2003); Metzler (2003); Koolman e Roehm (2005).

3. ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS

Uma substancia € classificada pelos nutricionistas como essencial quando ndo pode
ser sintetizada, ou € em quantidade ndo suficiente, para o metabolismo de uma espécie,
podendo provocar deficiéncia nutricional, distirbios metabolicos e posteriormente, em
casos extremos, levar @ morte (Nunes, 1998).

Os AG LA, ALN e araquidonico (ARA) sdo classificados como essenciais,
entretanto, ha discordancia quanto ao ARA, ja que este pode ser metabolizado a partir do
LA em guantidades tidas como satisfatdrias para algumas espécies (Nunes, 1998). Ha ainda
os HUFAs, que sdo aceitos atualmente como essenciais para varias espécies de peixes
marinhos (Henderson e Tocher, 1987; Sargent et al., 2002). Portanto, a classificacdo quanto
a essencialidade pode ser diferente para cada espécie e em cada estadio de

desenvolvimento, j& que a sintese enddgena dos nutrientes pode ser varidvel em funcéo do



grau de desenvolvimento do animal, sendo satisfatéria em determinado periodo e
insuficiente em outro.

A biossintese dos acidos LA e ALN ocorre apenas em organismos do reino vegetal,
ndo sendo formados em animais que, entretanto, possuem sistema enzimatico capaz de
dessatura-los e elonga-los (Sikorski e Kolakowska, 2003). Os AG ARA (0mega-6) e EPA e
DHA (6mega-3) sdo obtidos por meio da dieta ou produzidos pelo organismo a partir dos
acidos LA e ALN, pela acdo de enzimas denominadas alongases e dessaturases. As
alongases atuam adicionando dois atomos de carbono & parte inicial da cadeia, e as
dessaturases agem oxidando dois carbonos da cadeia, originando uma dupla ligacdo com a
configuracdo cis (Martin et al., 2006). Aparentemente, todos os animais herbivoros e,
provavelmente todos os onivoros podem converter acido ALN em EPA e DHA (Brett e
Navarra-Mdiller, 1997), sendo os precursores LA e ALN necessarios para a biossintese de
eicosandides, prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Entretanto, para as espécies de
peixes de agua doce e marinha, a bioconversao destes acidos é diferenciada (Sargent et al.,
2002).

Inicialmente acreditava-se que o processo de biossintese de AG em peixes seguia 0
mesmo padréo que em mamiferos, posteriormente, observou-se que 0s peixes marinhos ndo
possuiam a capacidade de realizar tal processo de forma tdo eficiente como a maioria das
especies de agua doce, sendo que esta diferenca influenciou de forma definitiva a
determinacdo das exigéncias de AG entre as espécies marinhas e de agua doce (Ribeiro,
2007). Provavelmente, os peixes marinhos, por terem facil acesso aos HUFAs da familia
0mega-3, disponiveis no ecossistema marinho em varias especies de fitoplanctons e algas,
perderam a habilidade de bioconversdo do acido ALN nestes AG; que passaram a ser
nutricionalmente essenciais. De acordo com Castell (1978), estas diferengas entre peixes
marinhos e de dgua doce representam as adaptaces fisioldgicas das espécies ao ambiente.

Para a biossintese de prostaglandinas via cicloxigenase ou de leucotrienos via
lipoxigenases, ha dependéncia da presenca de &cidos graxos LA e ALN nas dietas.
Elongacéo e dessaturacdo das cadeias carbonicas de LA a dihomo-y-linolénico e a ARA
ocorrem, sendo estedltimo substrato para cicloxigenase e lipoxigenase. Entretanto, o &cido

graxo EPA é utilizado eficientemente como substrato para a lipoxigenase e ndo para a



cicloxigenase. Neste contexto, ¢ importante salientar que os AG LA, LNA e varios
isdbmeros (cis e trans) competem biologicamente no metabolismo com os AG dihomo-y-
linolénico, ARA e EPA; que sdo precursores bioldgicos das prostaglandinas e leucotrienos
(Sikorski e Kolakowska, 2003).

Na Tabela 2 estdo os nomes, abreviacdes utilizadas neste trabalho, notacées 6mega
e delta, assim como algumas fontes dos &cidos graxos poliinsaturados. As referéncias feitas
a estes acidos graxos no presente trabalho seguem o apresentado nesta tabela. Na Tabela 3.
sdo apresentados os perfis de acidos graxos dos 6leos de girassol e linhaca, fontes utilizadas

no presente estudo, disponiveis na literatura.



Tabela 2. Acidos graxos monoiinsaturados, poliinsaturados e altamente insaturados

Nome Comum - Notagdo Ocorréncia
Omega Delta
Palmitoléico C16:1 w-7 16:1A9c Na maioria dos lipideos
Provavelmente o mais comum
Oléico C18:1 w-9 18:1A9c em lipideos naturais. Azeite de
oliva, 6leos de canola e girasssol.
Erucico C22:1 w-9 22:1A13c Sementes de colza e mostarda
Nervonico C24:1 w-9 24:1A15c Crambe (Crambe abyssinica)
Oleos de Girassol (OG), milho,
a-Linoléico (LA) C18:2 w-6 18:2A9,12c soja, algoddo, além de outros
oleos e gorduras
y-Linolénico C18:3 w-6 18:3A6,9,12¢ Groselha preta, borage, primula.
Quase ausente em animais
a-Linolénico C18'3 w-3 18:3A9,12.15¢ (,')Ieo de Lin_haga (OL) e outros
(ALN) oOleos vegetais
Dihomo-y- quduras _animais,_ (_’)Ieos de
linoléni C20:3 w-6 20:3A8,11,14c peixe, intermediario do
inolénico .
metabolismo do LA
Baixas quantidades em plasma e
Eicosatrienoico tecidos, sendo aumentado na
(ETrA) C20:3 w-9 20:3A5,8,11c deficiéncia de 4&cidos graxos
essenciais
Importante  componente  de
Araquidénico . ) fosfolipideos de animais,
(ARA) €204 -6 20:458,11,14¢ encontrado nas gorduras e em
alguns 6leos
(Eécpoz‘;‘pe“tano'co C205w-3  20:5A5,8,11,14,17c _
Docosapentandico Comp_onentes de _ peixes,
(DPA) C22:5 w-3 22:5A7,10,13,16,19¢ espeCJaImente 0s marinhos, e de
Docosahexandico seus Oleos
C22:6 w-3  22:6A4,7,10,13,16,19c

(DHA)

Adaptado: Shanidi e Finley (2001); Murray et al. (2003); Metzler (2003); Sikorski e Kolakowska (2003);
Yoshida et al. (2003); Koolman e Roehm (2005); Pollard et al. (2008); Broinizi et al. (2008).
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Tabela 3. Percentual de &cidos graxos dos 6leos de girassol e linhaga

PERCENTUAL DE ACIDOS GRAXOS

OLEO DE GIRASSOL

AUTOR Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico
ZAMBIAZI 5,70 4,79 15,26 71,17 0,45
ZAMBIAZI? 5,76 4,76 16,86 70,69 0,28
ROMERO 6,51 4,74 22,70 59,50 0,08
FILARDI 6,20 3,45 21,73 65,62 0,30
SIKORSKI® 6,50 4,50 26,50 57,00 0,50
OLEO DE LINHACA

Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico
NGUYEN 5,40 3,30 17,80 15,10 56,90
REKLEWSKA 6,80 5,70 18,02 16,07 49,70
SOUZA 7,96 8,11 21,52 17,82 44 58
ZAMBIAZI 4,81 3,03 21,42 15,18 54,24
SIKORSKI 7,00 4,00 20,00 17,00 52,00

Romero et al. (2000); Nguyen (2002); Reklewska et al. (2002); Zambiazi et al. (2007); Souza (2007). Oleo
canadense. 2Oleo Brasileiro. *Médias de intervalo de maxima e minima.

4. EXIGENCIA DIETETICA DE ACIDOS GRAXOS PELOS PEIXES

A demanda para a maior incorporacdo de AG 6mega-3 nos produtos da aquicultura,
pela adicdo de gorduras e 6leos nas racdes, além da possibilidade de aumento dos custos de
producdo, pode conduzir a outros prejuizos, pois pouca atencdo tem sido dada as exigéncias
nutricionais para maximo desempenho e para manutencdo da salde dos peixes que
consomem estas dietas. Portanto, as exigéncias nutricionais e a relacdo entre AG dmega-6 e
0mega-3 devem ser avaliadas antes da tentativa de incorporacdo destes nutrientes nos
tecidos dos peixes.

Entre os peixes, os marinhos, como o salmdo (Salmo salar L.), geralmente
apresentam maior quantidade de EPA e DHA nos tecidos que 0s peixes oriundos de aguas
continentais. Martin et al. (2006) afirma que isto ocorre devido a expressiva quantidade
desses AG no pléancton, que prové a sua distribui¢do ao longo da cadeia alimentar marinha.

Estes autores afirmam ainda que, nos alimentos provenientes de animais terrestres, que néo



11

foram submetidos a dietas com fontes adicionais de PUFAS, geralmente a concentragédo de
EPA e DHA é baixa; contudo, alguns desses alimentos sdo fontes de acido ARA.

Nos peixes, os lipideos e seus constituintes, AG, assim como seus derivados
metabolicos, exercem funcBes essenciais e dindmicas na manutengdo do crescimento, na
eficiéncia alimentar, na higidez, funcGes renais e de branquias, no desenvolvimento neural
e visual, na reproducdo e na qualidade do filé (Lim e Webster, 2001). Além dos lipideos
serem fontes de energia e de AGE, também participam do processo de absorcdo das
vitaminas lipossoltveis (NRC, 1993).

Como os peixes ndo sintetizam, em quantidade e velocidade adequadas, os AGE
O0mega-6 e dmega-3, estes devem, portanto, ser supridos pela dieta, de acordo com a
exigéncia da espécie, entretanto, em alguns casos, exce¢do é feita ao &cido ARA, o qual
pode ser sintetizado a partir do LA em quantidades satisfatorias em algumas espécies de
peixe (Henderson e Tocher, 1987).

A deficiéncia de AGE em peixes implica em sinais clinicos semelhantes aos de
deficiéncias vitaminicas (Pearson, 1982). As deficiéncias em 6mega-3 e dmega-6 podem
promover, ainda, sintomas diferenciados, dos quais alguns sédo predominantes, que incluem
crescimento retardado, lesbes de pele, problemas reprodutivos, excesso de gordura
hepética, além de desordens no balanco hidrico, sendo que a deficiéncia em émega-3,
normalmente, ndo é associada a reducdo do crescimento, mas sim a problemas com a
reproducdo (Sikorski e Kolakowska, 2003). Inchaco e palidez hepética, erosdo de
nadadeiras, conteldo de &gua muscular e corporal aumentado, além de patologias
branquiais também podem ser sinais de deficiéncia de AGE (Yang et al., 1994). Um sinal
considerado tipico de deficiéncia de 6mega-3 é uma alta relacdo (superior a 0,4) entre 0s
AG eicosatriendico (ETrA) e DHA no figado e no musculo (Chou et al., 2001). Relagtes
anormais entre AG O0mega-6 e Omega-3 estdo correlacionadas com a modificacdo da
composicao lipidica da membrana e o aumento da incidéncia de arterosclerose e desordens
inflamatdrias (Sikorski e Kolakowska, 2003).

A exigéncia em AG é bastante varidvel dentre as espécies. Os peixes geralmente
possuem maior exigéncia por 6mega-3 que por dmega-6, principalmente se considerarmos

as especies marinhas (Sargent et al., 1987). A suplementacéo dietética de EPA e DHA para
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peixes marinhos, entdo, se faz necessaria pela auséncia da Ab5-dessaturase funcional
(Takeuchi et al., 1990). A exigéncia em AG é de muito dificil determinacdo (Bezard et al.,
1994), pois sofre influéncia de varios fatores, como a qualidade da fonte de gordura, a
relacdo entre AG saturados e insaturados e entre dmega-6 e dmega-3 na racdo, a fase de
desenvolvimento do animal, além dos fatores ambientais. Outro fator que dificulta a
determinacéo das exigéncias destes nutrientes pela tilapia é o fato de haver, na composicao
da maioria das dietas ofertadas, quantidades de O0mega-6 normalmente superiores a
recomendacdo minima do NRC (1993), mesmo naquelas em que ndo sdo utilizados 6leos
ou gorduras.

Tem sido demonstrada a exigéncia em dietas ricas em HUFAS para peixes em
estagio larval, tanto de agua doce, como marinhos, pois, nesta fase, 0s peixes sdo mais
exigentes nestes AG do que os adultos, devido a sua elevada taxa de crescimento somatico
e também pela capacidade limitada de conversdo do ALN em HUFAs 6mega-3, que
provavelmente varia consideravelmente durante seu ciclo de vida (Brett e Navarra-Miller,
1997). Esta eficiéncia de conversdo de ALN em HUFAs dmega-3 € dependente de varios
fatores; como a concentracdo de 6mega-6 na dieta, ja que competem pelo mesmo sistema
enzimatico, resultando em baixa eficiéncia de conversao (Crawford et al., 2000). Diante
disto, quando comparadas as taxas de crescimento de peixes que recebem diretamente os
acidos graxos EPA e DHA ou os que teriam que sintetiza-los a partir do acido ALN, as
melhores respostas sdao para 0s que os recebem em sua dieta (Brett e Navarra-Miiller,
1997).

A relacdo entre 6mega-6 e 6mega-3 em peixes € reduzida com a diminuicdo da
temperatura, ja que os fatores ambientais, como a temperatura, a pressao e a profundidade
em que a espécie habita podem também influenciar nas exigéncias em AG pelos peixes,
podendo ser uma indicacdo das exigéncias em AG das espécies sob diversas condicdes
ambientais (Castell, 1978).

Varios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de determinar as exigéncias
nutricionais de acidos graxos pelas tilapias e, embora de forma geral, tenham reportado que
ndo ha exigéncias em dmega-3 para 0 maximo crescimento de tilapias, ha discordancia com

relacdo ao grau de insaturacdo destes acidos graxos.
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Takeuchi et al. (1983) formularam dietas com 5% de metil ésteres de acidos graxos
e determinaram as exigéncias de acidos graxos para o maximo desempenho da tilapia do
Nilo como sendo entre 0,5 a 1% de 6mega-6, ndo indicando os PUFAs 0mega-3,
independente do tamanho da cadeia carbénica, como essenciais para a espécie. De acordo
com estes autores, para as tilapias, apenas os 6mega-6 possuem acgdo sobre o desempenho.
E importante salientar que o NRC (1993) adotou os achados destes autores para a
recomendacdo das exigéncias de acidos graxos por tilapias do Nilo.

Stickney e MacGeachini (1983) também estudaram os efeitos do consumo de dietas
com diferentes perfis de acidos graxos por 10 semanas, entretanto, sobre o desempenho de
tilapias azuis (Oreochromis aureus) de 4,7g de peso inicial. Para isto, trabalharam com
dietas purificadas e desengorduradas, formuladas com ésteres de &cidos graxos estearico
(saturado), oléico (monoinsatrado), LA (PUFA 60mega-6) e ALN (PUFA 06mega-3)
purificados, além de 6leo de menhaden (Brevoortia tyrannus). Os peixes que consumiram
as racdes com 6% de acidos graxos ou 6Oleo de menhaden, as combinacBes do &cido
estedrico com o oléico em 4:2 e 5:1, respectivamente, ou do estearico com o LA em 4:2,
respectivamente, como também a mistura do estearico com o oléico, AL e LNA em 3:1:1:1,
respectivamente, além do 6leo de menhaden, apresentaram melhor desempenho, com o
peso médio final variando de 21,1 a 26,3g. O consumo das racdes com o &cido estearico
isoladamente ou com as suas combina¢fes com o LNA em 4:2 e 5:1, respectivamente,
resultaram nos piores desempenhos dos peixes, com o peso médio final variando de 7,3 a
12,69. Segundo conclusdo destes autores, para tilapias azuis somente ha exigéncia em torno
de 1% em 6mega-6 e ndo sdo necessarios os 6mega-3.

Kanazawa et al. (1980) estudaram as exigéncias nutricionais de acidos graxos
essenciais para a tilapia zillii. Para os dois estudos, os autores formularam dietas com 5%
de ésteres de &cidos graxos, 6leo de soja ou 6leo de figado de Pollachius pollachius e
alimentaram as tilapias de 0,5g por quatro semanas. No primeiro estudo, as tilapias que
receberam somente LA apresentaram o melhor desempenho, seguidas das que receberam
6leo de soja, de figado de pollachius e o acido oléico, respectivamente. Os peixes que
receberam dietas com o ALN, desengorduradas ou com o acido laurico, respectivamente,

apresentaram os piores resultados de desempenho. A taxa de eficiéncia protéica também foi
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maior, 3,12; 3,03 e 2,25, para os peixes consumindo ra¢Ges com acido linoléico, 6leo de
soja e Oleo de figado de pollachius, respectivamente. Em segundo ensaio, com 5% de
acidos graxos e o &cido laurico como lipideo basal, com adicdo de LA, ALN, ARA ou EPA
em 0,5; 1,0 ou 2,0%, os autores afirmam que as misturas de todos acidos graxos ao laurico
nas racGes melhoram o desempenho das tilapias. Entretanto, ressalvam que os 6mega-6 sao
mais efetivos que os 6mega-3 na promocdo do desempenho, tendo maior fungédo de acidos
graxos essenciais para a espécie.

Stickney e Wurts (1986) alimentaram tilapias azuis com racGes contendo niveis
crescentes (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%) de 6leo de bagre do canal (Ictalurus punctatus) e de
menhaden (Brevoortia tyrannus) e observaram o melhor desempenho com 10% de 6leo de
menhaden. Chou e Shiau (1999), analisando os resultados acima descritos, afirmam que
isto evidencia que altos niveis de ALN (presente no 6leo de bagre do canal) causam
depressdo do desempenho das tilapias azuis, 0 que ndo ocorreu ao consumirem acidos
graxos 6mega-3 de alto peso molecular (presentes no 6leo de menhaden), EPA e DHA. A
partir desta afirmacdo evidencia-se que o tamanho da cadeia carbonica dos AG insaturados
deve ser observado e levado em consideracdo quando da determinacdo das exigéncias
nutricionais em acidos graxos 6mega-3; isto é se sdo PUFAs com menos ou mais de 18
carbonos.

Chou et al. (2001) estudaram os efeitos do consumo de dietas isonutricionais, com
oito niveis crescentes (de zero a 5%) de 6leo de figado de bacalhau, em substituicdo ao
acido laurico, por oito semanas, sobre o desempenho de tilapias hibridas (% Oreochromis
niloticus x & Oreochromis aureus) de 0,83g e encontraram os melhores resultados a partir
do consumo de racBes com 2% de Gleo. Estes autores afirmaram que o pior desempenho
das tilapias que consumiram dietas com zero ou 0,5% de 6leo de figado de bacalhau pode
ser atribuido a baixa quantidade de 6mega-3 destas dietas, pois 0s peixes demonstraram um
sinal tipico desta deficiéncia, que é uma alta relacdo (superior a 0,4) entre 0s acidos graxos
ETrA e DHA no figado e no masculo, de 0,47 a 0,52 e de 0,47 a 0,53, respectivamente.

Chou e Shiau (1999) avaliaram o desempenho de tilapias hibridas (9 Oreochromis
niloticus x & Oreochromis aureus) alimentadas com ra¢des contendo 5% de banha suina,

0leo de milho ou de figado de bacalhau, ou ainda suas possiveis misturas. Eles
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demonstraram que o melhor desempenho foi obtido sempre que o 6leo de figado de
bacalhau esteve presente nas racdes, sendo que a mistura equivalente das trés fontes de AG
proporcionou 0s melhores resultados. Os autores afirmam, entdo, que as tilapias possuem
exigéncia para os HUFAs 6mega-3 para seu maximo crescimento. A obtencdo de melhor
desempenho quando da mistura das trés fontes de AG é um indicativo de que as relagdes
entre os acidos graxos possuem influéncia direta na determinacao das exigéncias em AGE.

De forma geral os estudos de Kanazawa et al. (1980); Takeuchi et al. (1983) e
Stickney e MacGeachini (1983) utilizaram acidos graxos isolados ou substituiram um AG
saturado por outros AG de diferentes graus de insaturacdo, assim como AG de diferentes
familias, para avaliar os efeitos sobre o desempenho de tilapias. Com isto, afirmaram nao
haver exigéncias por AG da familia dmega-3 para maximo desempenho. Entretanto, como
as exigéncias em AG variam em funcdo de varios fatores, como os niveis de lipideos, o
percentual de AG saturados, monoinsaturados, PUFAs e HUFAs, além das relacGes entre
saturados e insaturados ou 6mega-6 e dmega-3, devem ser mais atentamente levadas em
consideracdo estas possiveis interagfes, principalmente com o uso de dleos e/ou gorduras
para a formulacdo de niveis ou perfis de AG em dietas préticas.

Stickney e Wurts (1986); Chou e Shiau (1999) e Chou et al. (2001), trabalharam
com dietas praticas em que houve uso isolado de 6leos ou gorduras com maior ou menor
quantidade de determinados PUFAs ou HUFAs das familias 6mega-6 ou 6mega-3. Com
isto, seus estudos estiveram mais proximos ao que ocorre na pratica nas fabricas de racéo,
onde ndo hé& o uso isolado de &cidos graxos, mas sim de lipideos como fonte de varios
acidos graxos, e demonstram a exigéncia de tilapias por HUFAs émega-3.

Como os resultados disponiveis na literatura a respeito das exigéncias de AG ainda
sdo controversos, Shiau (2002) afirma que ha necessidade em determinar estas exigéncias
para as tilapias e seus hibridos. Além disto, € essencial conhecer os efeitos do consumo de
diferentes acidos graxos sobre a saude dos peixes em condigdes 6timas de cultivo, assim

como sob influéncia de fatores estressores, como baixas temperaturas.
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5. ACIDOS GRAXOS E SAUDE DOS PEIXES

A variacdo da ingestdo de nutrientes especificos sabidamente influencia o estado de
salde dos peixes, assim como sua capacidade de resposta imunolégica. Com relacdo aos
PUFAs, os mecanismos pelos quais afetam esta resposta ainda ndo sdo completamente
conhecidos, entretanto, varias teorias demonstram que eles a modulam, promovendo
alteracdes fisicas e bioldgicas (Guimardes, 1992).

A quantidade e a natureza dos AG da dieta podem modular a composicao lipidica
dos linfécitos (Guimaraes, 1992). Isto pode ser explicado pelo fato de que os AG 6mega-6
e 6mega-3 da dieta sdo absorvidos praticamente inalterados pelos animais monogastricos,
sendo incorporados ao tecido adiposo e as membranas celulares, de onde podem ser
dessaturados e elongados (Jakobsen, 1999).

Os PUFAs e os HUFAs afetam a fluidez das membranas celulares por possuirem
muito baixo ponto de fusdo, quando comparados a outros lipideos. Além disto, auxiliam a
manutencdo da higidez dos peixes em baixas temperaturas, sendo considerados lipideos
“anti-congelamento” das membranas (Brett e Navarra, 1997). Bell et al. (1986) destacaram
que essa fluidez depende do balango apropriado de AG saturados e insaturados, como
componentes dos fosfolipidios da membrana.

A relacdo entre dmega-6 e 6mega-3 da dieta tem grande influéncia sobre a producéo
de HUFAs 6mega-3, sendo que relagdes elevadas resultam na diminui¢do da producdo do
acido eicosapentandico (EPA), condicdo que contribui para o desenvolvimento de doencas
alérgicas, inflamatorias e cardiovasculares (Martin et al., 2006). Isto porque o aumento de
AG 6mega-6 resulta em intensa resposta inflamatoria, associada a producdo exacerbada de
eicosanoides pro-inflamatoérios. A reducdo dos AG 6mega-6 ou aumento exacerbado dos
O0mega-3 também ndo sdo desejaveis, por diminuir a concentracdo de ARA nos
fosfolipideos e a producdo dos eicosandides, reduzindo a resposta inflamatoria e
prejudicando os mecanismos de defesa (Jump, 2002).

Em dietas com excesso de O6mega-6, 0s produtos metabolicos do ARA, 0s
eicosanoides, mais especificamente prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas,

sdo formados também em excesso, quando comparados aos formados a partir dos 6mega-3,
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especificamente 0 EPA. Os eicosanoides formados a partir do ARA sdo biologicamente
ativos, mesmo em pequenas quantidades e se sdo formadas em grandes quantidades, eles
contribuem para a formagéo da trombose e arterosclerose, com o desenvolvimento de
desordens inflamatérias e alérgicas, além de proliferacdo celular. Assim, dietas
excessivamente ricas em AG Omega-6 alteram o estado fisiologico, que se torna
protrombotico, proagregatério, com aumentos da viscosidade do sangue, de vasoespasmos,
de vasoconstri¢ao, decrescendo o tempo de coagulagédo (Simopoulos, 1999).

O consumo minimo de PUFAs 6mega-3 necessario para produzir efeitos benéficos
depende do consumo dos outros AG. Os niveis dietéticos de acido LA, bem como a relacéo
deste com 0 ALN (relacdo PUFAs 6mega-6/6mega-3) é importante para a bioconversdo do
ALN em HUFAs 6mega-3 (Simopoulos, 1999). O DHA, por exemplo, é importante para o
desenvolvimento de atividades fisioldgicas normais do cérebro e olhos (Brett e Navarra,
1997). Entretanto, elevado consumo de EPA resulta na sua incorporacgéo dentro das células
(plaquetas), onde particularmente substitui 0 ARA. Como conseqiiéncia, ha uma baixa
producéo de tromboxanos A, associado com a geracgdo de tromboxano As biologicamente
inativo; além de agregacdo plaquetéria reduzida e tempo de sangramento prolongado
(Crawford et al., 2000).

Lim e Webster (2001) relataram que a tolerancia ao estresse de larvas de peixes
pode ser melhorada, se sua racdo contiver os niveis adequados de HUFAs, principalmente
EPA e DHA, alem de fosfolipideos, especialmente fosfatidil-colina e fosfatidil-inositol.
Ressaltaram, os autores que pesquisas sdo necessarias para melhor identificacdo dos
mecanismos pelos quais os lipideos sdo responsaveis pelo aumento da resisténcia ao
estresse em peixes. Nesse sentido, Bell et al. (1991) observaram que dietas contendo altas
concentragfes de Omega-6 e Omega-3 podem aumentar a resisténcia em salmdo do
Atlantico (Salmo salar L.) em periodos de estresse.

Segundo Kim e Lovell (1995), peixes em temperaturas abaixo da faixa considerada
de conforto para a espécie, apresentaram metabolismo reduzido, com menor ingestdo de
alimentos e reduzida capacidade de resposta imunoldgica. Sellner e Hazel (1982)
afirmaram que a aclimatacdo ao frio geralmente aumenta a insaturacdo dos lipideos da

membrana. Segundo Hochachka e Somero (1984) existem trés regras basicas para a
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adaptacdo bioguimica em relacdo a mudancas de temperatura: conservacdo de apropriado
parametro das estruturas macromoleculares, manutencdo do fluxo metabdlico continuo e da
rapida resposta do metabolismo.

A resposta fisiologica em peixes € influenciada por alteragbes no meio ambiente,
como por exemplo, mudancas bruscas de temperatura, nas concentracdes de oxigénio e pela
presenca de agentes toxicos (Blazer, 1992). Esse mesmo autor relatou que o peixe, mesmo
quando arragoado com dieta formulada para bom desempenho, pode apresentar deficiéncia,
denominada marginal. Nessas condigfes 0 peixe pode ter crescimento adequado, estar
aparentemente saudavel, porém com reduzida resisténcia a doencas. Essa condi¢cdo pode ser
agravada quando os animais estiverem submetidos a estresse.

Todos os AGE e seus derivados metabdlicos sdo importantes para adequada
resposta imunoldgica e em situacdes adversas (Higgs & Dong, 2000), entdo o consumo de
quantidades adequadas, nas devidas proporcfes de cada um destes componentes pode
resultar em modulacdo para a saude e maior resisténcia aos fatores estressantes, muitas

vezes inevitaveis nos ambientes de criagéo.
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No CAPITULO Il intitulado: Desempenho de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentadas com dietas contendo fontes de acidos graxos poliinsaturados teve-se por
objetivo avaliar os efeitos do fornecimento de dietas praticas com os 6leos de girassol, de
linhaca e suas misturas, fontes de acidos graxos 6mega-6 e 6mega-3, respectivamente,
sobre o desempenho, a composicdo quimico-bromatologica e indices viscerais de tilapias
do Nilo. No CAPITULO lII intitulado: Fontes de acidos graxos poliinsaturados em dietas
de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus): hematologia e lipideos plasmaticos antes e
apos estimulo pelo frio teve-se por objetivo avaliar os efeitos do fornecimento de dietas
praticas com o0s Oleos de girassol, de linhaca e suas misturas, fontes de acidos graxos
O0mega-6 e Omega-3, respectivamente, sobre os parametros hematoldgicos e lipideos
plasmaticos das tilapias antes e apo6s estimulo pelo frio. Ambos os capitulos foram
redigidos conforme as normas de publicacdo da Revista Brasileira de Zootecnia (ISSN
1516-3598).
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Desempenho de tilpias do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com

dietas contendo fontes de acidos graxos poliinsaturados

RESUMO: Os é&cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) exercem importantes funcGes
metabolicas no organismo animal, sendo indispensaveis ao crescimento e higidez em
peixes. Foram avaliados os efeitos de diferentes relacdes entre PUFAs dmega-6 e 6mega-3
sobre o desempenho, composi¢do quimico-bromatoldgica da carcaca e indices corporais de
tildpias do Nilo. Foram utilizados alevinos revertidos (7,59+0,21), distribuidos em 40
aquarios, sendo oito peixes por aquario. Foram confeccionadas oito racdes (tratamentos)
experimentais: basal (sem adicdo de 6leo); 6% de 6Oleo de girassol (OG); 5% de OG + 1%
de 6leo de linhaga (OL); 4% de OG + 2% de OL; 3% de OG + 3% de OL; 2% de OG + 4%
de OL; 1% de OG + 5% de OL; 6% de OL. O arragoamento foi feito até aparente saciedade
quatro vezes ao dia (8:30, 11:30, 14:30 e 17:30 horas). Ao final de 85 dias, foram
determinados o peso final, ganho de peso, consumo alimentar aparente, conversdo
alimentar aparente, taxa de eficiéncia protéica, retengdo de proteina e retencdo de energia.
Foram avaliados também a composicdo quimico-bromatolégica da carcaca, os indices
corporais e a deposicdo de gordura visceral. N&o houve efeito das dietas sobre o
desempenho produtivo e composicdo corporal de tilapias do Nilo. Apenas a gordura
visceral foi alterada dentre os indices corporais. Todas as relacdes entre PUFAs dmega-6 e
O0mega-3 proporcionaram desempenho zootécnico semelhante em tilapias do Nilo.
Recomenda-se escolher a dieta de acordo com o custo de producéo.

Palavras - chave: acidos graxos essenciais, linoléico, linolénico, nutricdo de peixe, 6leo de

linhaga, 6leo de girassol
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Polyunsaturated fatty acid sources in Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

diets: growth performance

ABSTRACT: The polyunsaturated fatty acids (PUFASs) have indispensable metabolic
function in fish growth and health. This study was set out to determine the effect of eight
diets with different omega-6 and omega-3 PUFAs ratios in performance index, body
chemical composition and body indexes of Nile tilapia juveniles. Fish (320 male of
7.50+0,21 g mean) were totally randomly distributed, with five replicates, into 40 plastic
aquaria (250 L; 8 fish per aquarium). Eight diets were formulated: basal (with no oil
supplementation); 6% sunflower oil (SO); 5% SO + 1% linseed oil (LO); 4% SO + 2% LO;
3% SO + 3% LO; 2% SO + 4% LO; 1% SO + 5% LO; and 6% LO. Fish were fed four
times per day (8:30; 11:30; 14:30; and 17:30 hours) for 85 days. At the 85th day,
performance index, body chemical composition and body indexes were evaluated. There
were no significant differences in fish productive performance and body chemical
composition. Visceral fat index in fish fed 6% oils diets contend were high. All diets

provided equal tilapia growth performance.

Key Worlds: essential fatty acids, linoleic, linolenic, fish nutrition, linseed oil, sunflower

oil
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INTRODUCAO

A tilapia do Nilo vem se destacando dentre as espécies mundialmente cultivadas em
aquicultura, dentre outros fatores, pela disponibilidade de alevinos, em conseqiiéncia do
dominio das técnicas reprodutivas, com alta prolificidade, pela capacidade em aclimatar-se
aos diferentes ambientes de criacdo, pelos indices zootécnicos desejaveis e pela aceitacdo
de sua carne pelo mercado consumidor.

Embora, em praticamente todo o mundo, ha décadas, varios estudos venham sendo
desenvolvidos com esta espécie, as suas exigéncias nutricionais ndo foram totalmente
elucidadas. Existem controvérsias acerca das suas exigéncias para alguns nutrientes, ainda
pouco estudados, além disto, em outros casos, sdo utilizados valores determinados ha
décadas e que necessitam ser revistos, pois os sistemas de criacdo vém se aprimorando e a
selecdo genética a qual os animais tém sido submetidos pode alterar as suas exigéncias com
relacdo ao ambiente de criacdo e a nutricao.

Dentre os nutrientes que devem ser revistos, pode-se citar os componentes lipidicos
denominados 4&cidos graxos essenciais (AGE; linoléico, LA; linolénico, ALN e
araquidonico, ARA), devido as suas fungdes metabdlicas, relacionadas a homeostase e a
higidez dos peixes.

Os lipideos sdo um grupo heterogéneo de compostos, insoliveis em agua e
extraidos das células e dos tecidos por solventes ndo polares. Sdo a principal forma de
armazenamento de energia corporal; devido as suas caracteristicas de hidrofobicidade,
facilidade no acondicionamento das moléculas de triacilglicerois no interior dos adipdcitos
e pela quantidade de energia fornecida, em relacdo ao carboidrato e a proteina. Além disso,
participam de diversas outras fungdes orgénicas, como na constituicdo da parede celular,
formacdo dos horménios esterdides, producdo de mensageiros intra e extracelulares
(Lehninger et al., 1995). Os lipideos sdo responsaveis ainda pela manutencdo da
flexibilidade e permeabilidade das membranas celulares (Shiau, 2002), além de serem fonte
dos AGE e auxiliarem na absorcdo de vitaminas lipossoltveis (Ruyter et al., 2000; Shiau,
2002).
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Os é&cidos graxos (AG) sdo os principais constituintes dos lipideos e o0s
polinsaturados (PUFASs) das familias dmega-6 e dmega-3 sdo, provavelmente, essenciais
para todos os vertebrados, entretanto, a exata exigéncia por estas duas familias difere entre
as espécies (Sargent et al., 1995). Dentre os PUFAs 6dmega-6, como possuem em comum
uma dupla ligacéo entre os carbonos 6 e 7, 0 ARA pode ser metabolizado a partir do LA.
Devido a isto, alguns autores ndo consideram o ARA essencial, embora a questdo de
essencialidade seja apenas com relagdo ao fornecimento na dieta, pois tanto o LA e 0 ARA
(6bmega-6), assim como o ALN (6mega-3) sdo essenciais ao metabolismo. Devido a
inabilidade dos animais em insaturar (colocar duplas ligacfes) na extremidade metila os
acidos graxos de uma série ndo podem ser metabolizados em outra (Nunes, 1998), devendo
ambas as séries estar presentes em quantidade e relagdo adequadas nas dietas.

Mamiferos, por exemplo, geralmente possuem maior exigéncia por 6mega-6 que
por 6mega-3 (Yamada et al., 1981; Bjerve et al., 1987), enquanto em varias espécies de
peixes, principalmente marinhos, ocorre o0 oposto (Sargent et al., 1987). Para a tilapia
nildtica, entretanto, de acordo com o NRC (1993), ndo ha exigéncia pelos 6mega-3,
enquanto para 6mega-6 a exigéncia é de 0,5 a 1,0%. A exigéncia em AG é de dificil
determinacéo (Bezard et al., 1994). Isto se deve ao fato de que varios outros fatores, como a
qualidade da fonte de gordura, a relacdo entre AG saturados e insaturados e entre 6mega-6
e 6mega-3 no alimento, a fase de desenvolvimento do animal, além dos fatores ambientais,
exercem influéncia sobre as exigéncias. Outro fator que contribui para a dificil
determinacdo das exigéncias pela tilapia é o fato de que, na composicdo da maioria das
dietas ofertadas ha quantidades de dmega-6 normalmente maiores do que a recomendacéo
minima do NRC (1993), mesmo naquelas em que ndo sdo utilizados 6leos ou gorduras.

Com o presente estudo foram avaliados os efeitos do fornecimento de dietas praticas
com os 6leos de girassol, de linhaca e suas misturas, fontes de AG dmega-6 e 6mega-3,
respectivamente, sobre o desempenho, a composi¢do quimico-bromatologica e indices

viscerais de tilapias do Nilo.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP, campus de Botucatu-SP, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ,
nas dependéncias do Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos — AquaNutri, do
Departamento de Melhoramento Zootécnico e Nutricdo Animal.

Foram utilizados alevinos invertidos sexualmente, para machos, de tilapia do Nilo
com 7,5+0,21g, distribuidos em 40 tanques experimentais com capacidade de 250L, em
uma densidade de oito alevinos por aquario, totalizando 320 peixes.

Os aquarios estavam ligados em sistema de recirculacdo de agua, com aquecimento
controlado por sistema digital, para manter constante a temperatura da agua (26,0°C). Ao
sistema de recirculacdo estava acoplada uma central de aeracdo e filtragem fisico-bioldgica,
para a manutencdo da qualidade da agua.

Os tratamentos consistiam de oito racGes experimentais: basal (B, sem adicdo de
6leo), 6% de 6leo de girassol (OG); 5% de OG + 1% de dleo de linhaga (OL); 4% de OG +
2% OL; 3% de OG + 3% de OL; 2% de OG + 4% de OL; 1% de OG + 5% de OL; 6% de
OL. As dietas, isonutricionais, foram formuladas para conter 32% de proteina digestivel e
3.420 kcal ED/kg de racdo. O percentual dos ingredientes e a composi¢do quimico-
bromatolodgica das ragdes experimentais estdo apresentados na Tabela 1.

Para a confecgdo das ragdes, os ingredientes foram moidos em particulas menores
que 0,07 mm, homogeneizados manualmente antes e apos serem umedecidos, em 18 a 20%
do peso, com agua aquecida a 55°C, sendo posteriormente extrusadas. Apos a extrusdo, as
racdes foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar, por 24 horas, em temperatura
de 55°C, retiradas e, apds resfriadas a temperatura ambiente, identificadas conforme o
tratamento, ensacadas e armazenadas em freezer a -10°C até o uso. Para o arracoamento, as
racdes foram moidas e peneiradas até a obtencdo de granulos homogéneos adequados ao
tamanho da boca dos peixes. O arracoamento foi realizado quatro vezes ao dia (8h:30min,
11h:30min, 14h:30min e 17h:30min horas), até aparente saciedade e de modo a evitar
sobras.
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Os aquarios foram sifonados sempre que necessario e o sistema de contencdo de
matéria organica do filtro fisico-biologico foi lavado diariamente, uma vez ao dia nos
primeiros 40 dias e duas ou trés vezes ao dia até a conclusdo do estudo, procedimentos
realizados com objetivo de retirar 0 excesso de matéria organica do sistema, para a
manutencdo da qualidade da &gua. Temperatura da agua, oxigénio dissolvido e pH, com
médias de 25,8+1,1°C; 6,7+0,9 mg/L e 7,3+0,6, respectivamente, estdo de acordo com o0s
padrdes estabelecidos como ideais para a espécie (Boyde e Tucker, 1998).

Ao final de 85 dias, todos os peixes e sobras de racdo foram pesados para a
determinacédo do peso final (PF, g), ganho de peso (GP, g/peixe/dia), consumo aparente de
racdo (CAR, g/peixe/dia), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de eficiéncia protéica
(TEP, %), retencdo de proteina bruta (RPB, %), e retencdo de energia bruta (TREB, %)

conforme equacdes abaixo:

GP = PF - PI;
CAA =CAR =+ GP;

TEP = GP + PB consumida

RPB = [(PF x PB final) - (Pl x PB inicial) x 100 / (CARt x PB da ra¢édo)];

TREB = [(PF x EB peixe final)-(PI x EB peixe inicial) x 100 / (CARt x ED da racao)].

Ainda ao final dos 85 dias, 17 peixes de cada tratamento foram sacrificados
(superdosagem de benzocaina). Cinco peixes de cada tratamento foram embalados em
sacos plasticos, identificados e congelados em freezer (-20°C). Posteriormente, foram
retiradas as escamas e 0s peixes foram moidos inteiros, em moinho de carne, por duas
vezes, para evitar residuos de espinhas inteiras e pele, colocados em potes plasticos
identificados e congelados novamente até analises posteriores. Umidade, proteina bruta e
cinzas dos peixes inteiros, conforme a AOAC (2000), assim como a energia bruta, em
bomba calorimeétrica, foram determinadas. De cada tratamento foram realizadas cinco

repeticbes com duplicata por amostra.
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Em 12 peixes realizou-se dissecacao para a coleta de visceras e separacdo do figado
e da gordura abdominal. A separacdo do figado foi imediatamente apds a dissecacdo. Para a
separagdo da gordura visceral, entretanto, foi necessario o resfriamento das visceras em
freezer (-5°C) por alguns minutos e a separacéo foi realizada em Placas de Petri sobre gelo,
para evitar perda da gordura por conta da liquefacdo da mesma devido a temperatura, com o
auxilio de pincas e bisturis. Durante a retirada das visceras, dos figados e da gordura
abdominal, os mesmos foram mantidos em Placas de Petri identificadas. Estes tecidos
foram posteriormente pesados, para a determinagdo dos indices viscero-somético total
(IVST), que consiste do percentual de peso de todas as visceras em relacdo ao peso do
peixe; viscero-somatico (IVS), que consiste do percentual de peso das visceras, exceto o
figado, em relacéo ao peso do peixe; hepato-somatico (IHS), que consiste do percentual de
peso do figado em relacdo ao peso do peixe e o indice de gordura visceral (IGV), pela
separacdo e pesagem da gordura contida entre as visceras, que consiste do percentual de
peso da gordura abdominal em relacdo ao peso do peixe, conforme equacdes descritas

abaixo, respectivamente. Todas as unidades de massa séo notadas em grama.

IVST = [(peso das visceras * 100) / peso do peixe)];
IVS = [(peso das visceras - peso do figado) * 100 / peso do peixe];
IHS = [(peso do figado * 100) / peso do peixe];

IGA = [(peso da gordura abdominal * 100) / peso do peixe]

Para a realizacdo das analises estatisticas da composi¢do quimico-bromatoldgica e
dos indices viscerais, cada peixe foi considerado como repeti¢cdo, sendo que cada valor
representa a média de cinco ou de 12 repeticOes, respectivamente. As médias de todas as
variaveis estudadas foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA) e, quando

detectadas diferencas, foi aplicado o teste de Tukey a 5% para a comparacao das médias.
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Tabela 1. Composicdo percentual e nutricional calculada das ragdes experimentais

Ingredientes B 6G! 5G:1L 4G:2L 3G:3L 2G:4L 1G5L 6L2
Farelo de soja (47% PB) 50,00 50,00 50,00 5000 5000 50,00 5000 50,00
Gluten de milho (60 % PB) 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Quirera de arroz 17,00 1250 1250 1250 1250 1250 12,50 12,50
Farelo de trigo 7,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Amido de milho 14,06 1154 1154 1154 1154 1154 1154 11,54
Oleo de girasol 0,00 6,00 5,00 4,00 3,00 2,00 1,00 0,00
Oleo de linhaca 0,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
DL-Metionina 0,65 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
Triptofano 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Treonina 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
Fosfato bicalcico 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60
Calcéareo 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Vitamina C 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloreto de colina 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
NaCl 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento mineral* 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Etoxiquin® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Matéria Seca, % 96,75 97,95 97,87 9744 97,26 97,22 97,04 96,75
Proteina Bruta, % 32,53 32,27 3227 3227 3227 3227 3227 3227
Proteina Digestivel (PD) 30,08 29,93 2993 29,93 29,93 2993 2993 29,93
ED, kcal/kg 3420 3420 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420
ED/PD 113,7 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27
Extrato Etéreo, % 2,57 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17
Célcio (Ca), % 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12
Faosforo (P) Disponivel, % 0,70 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
Ca/P Disponivel 1,61 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63
Metionina + Cistina D, % 0,96 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Lisina D, % 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08
Triptofano D, % 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Treonina D, % 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28
AAS D, % 1,35 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36
Fibra Bruta, % 4,36 441 4,41 4,41 441 4,41 441 441
AG Calculados, %

Omega-6 (6mega-6) 0,53 4.47 3,94 3,41 2,88 2,35 1,82 1,29
Omega-3 (6mega-3) 0,08 0,07 0,60 1,14 1,67 2,20 2,74 3,27
Odmega-6/6mega-3 6,61 63,28 6,52 3,00 1,72 1,07 0,66 0,39

B = Basal, sem Adicdo de Oleo. *Percentual de Oleo de girassol. *Percentual de Oleo de Linhaca. *Niveis de
garantia por kg da dieta: vitamina A, 16060 Ul; vitamina D3, 4510 Ul; vitamina E, 250 Ul; vitamina K, 30
mg; vitamina B1, 32 mg; vitamina B2, 32 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg;
4cido folico, 10 mg; vitamina B12, 32 pg; vitamina B6, 32 mg. “Niveis de garantia por kg da dieta: Na,SeOs,
0,7 mg; MnO, 50 mg; ZnO, 150 mg; FeSO, 150 mg; CuSO, 20 mg; CoSO4 0,5 mg; 1,Ca, 1 mg.
SAntioxidante; dihidro-etoxi-trimetilquinolina. D = digestivel.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peixes que consumiram a racdo Basal, isenta e Oleo, tiveram desempenho
semelhante aos que consumiram as dietas com 6% de dleo de girassol, linhaca ou suas
misturas, conforme pode ser observado na Tabela 2.

Quando do inicio do fornecimento das racGes experimentais, foi observada menor
aceitacdo pelos peixes das ragdes com os maiores niveis de dleo de linhaca 0 que néo
provocou reducdo do desempenho ao final do periodo experimental. Yildirim-Aksoy et al.
(2007) também observou menor aceitacédo de dietas contendo 6leo de linhaga como fonte de
06mega-3, comparando a ragcdo contendo 6leo de peixe.

No presente estudo ndo houve reducdo do crescimento em decorréncia do consumo
de racdes com 6leo de linhaga, rico em ALN, resultados que se contrapdem aos encontrados
por Stickney e MacGeachini (1983) e ao que afirma Takeushi et al. (1983) de que o
consumo de dietas com altas concentracdes de ALN reduz o desempenho produtivo de
tildpias. Neste sentido, Stickney e Wurts (1986) alimentaram tilapias azuis (Oreochromis
aureus) com racdes contendo niveis crescentes de 6leo de bagre do canal (Ictalurus
punctatus) e de menhaden (Brevoortia tyrannus) e observaram maior desempenho com
10% de 6leo de menhaden. Chou e Shiau (1996), analisando os resultados acima descritos,
também afirmam que isto evidencia que altos niveis de ALN causam depressdo do
desempenho das tilapias azuis, o que ndo ocorreu ao consumirem AG dmega-3 de cadeia
mais longa (EPA e DHA).

Yildirim-Aksoy et al. (2007) estudaram os efeitos do consumo de ra¢des purificadas
com 7% de diferentes Oleos e suas misturas, ricas em PUFAs 6émega-6 e dmega-3, em
tilapias do Nilo e observaram que o desempenho foi semelhante, o que é corroborado pelos
resultados obtidos no presente estudo para as diferentes misturas dos 6leos de girassol (rico
em PUFAs 6mega-6) e de linhaca (rico em PUFA 6mega-3).

Alguns fatores diferenciam este estudo dos citados anteriormente e devem ser
considerados. O primeiro deles € o fato de que a suplementacdo de ALN nas dietas ndo foi
isolada, nem combinada a um &cido graxo saturado, mas sim na composicao lipidica natural

do oleo de linhaca e em suas misturas com o Oleo de girassol. Talvez isoladamente, ou em
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combinacdo com apenas um acido graxo saturado, o imbalanco das relagdes entre os acidos
graxos dmega-6 e dmega-3 e mesmo entre os saturados e insaturados nas dietas possa ser
um dos fatores decisivos na reducdo do desempenho das tilapias dos estudos citados
anteriormente. Além disto, neste estudo foi utilizada dieta préatica e ndo dieta purificada ou
desengordurada. Em dietas praticas os ingredientes naturalmente possuem AG dmega-6 e
0mega-3 em sua composicdo, o que fez com que, neste estudo, mesmo na dieta que
continha 6% de Oleo de linhaga, ainda assim houvesse fontes de ©mega-6. Se
considerarmos que 0 NRC (1993) recomenda apenas 0,5 a 1,0% de dmega-6 para a tilapia
do Nilo, em uma dieta préatica convencional, mesmo sem a adicéo de 0leos, este percentual

é normalmente alcancado, o que ndo ocorre em dietas purificadas e desengorduradas.

Tabela 2. Peso final (PF, g), ganho de peso (GP, g/peixe/dia), consumo aparente de racdo
(CAR, g/peixe/dia), conversao alimentar aparente (CAA), taxa de eficiéncia protéica (TEP),
retencdo de proteina bruta (RPB, %) e retencdo de energia (TREB, %) de tilapias nil6ticas
alimentadas com rac@es contendo 6leos de girassol, linhaca e suas misturas

PF GP CAR CAA TEP RPB TREB
Basal' 132,45 1,39 1,51 1,09 2,82 34,39 145,08
6G> 124,76 1,30 1,54 1,19 2,52 31,96 140,63
5G:1L 118,35 1,23 1,47 1,20 2,58 32,25 145,01
4G:2L 119,26 1,24 1,52 1,26 2,53 33,54 138,86
3G:3L 126,22 1,32 1,52 1,15 2,68 33,58 148,50
2G:4L 123,18 1,28 1,50 1,18 2,64 32,69 143,11
1G:5L 123,49 1,29 1,47 1,14 2,71 34,98 144,53
6L3 135,03 1,42 1,53 1,09 2,85 33,19 155,13
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns
CV,% 13,05 13,78 7,75 10,74 8,66 6,95 6,70

Sem Adicéo de Oleo. “Percentual de Oleo de girassol. *Percentual de Oleo de Linhagca.
ns = ndo significativo (P>0,05) pelo teste de Tukey.

Kanazawa et al. (1980), estudaram as exigéncias nutricionais de &cidos graxos
essenciais para a tilapia zillii em dois ensaios e observaram que as tilapias que receberam
somente LA apresentaram o melhor desempenho e as que receberam somente o ALN
apresentaram os piores resultados de desempenho. Os autores verificaram também que a
mistura de qualquer dos acidos graxos LA, ALN, ARA ou EPA ao &cido laurico nas ragdes

melhora o desempenho das tildpias. Entretanto, ressalvam que os dmega-6 sdo mais
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efetivos que os dmega-3 na promocdo do desempenho, tendo maior funcdo de acidos
graxos essenciais para a especie.

Chou e Shiau (1999) estudando o desempenho de hibridos (9 Oreochromis
niloticus x &' Oreochromis aureus) de tilapias demonstraram que melhor desempenho foi
obtido sempre que o 6leo de figado de bacalhau esteve presente, sendo que a mistura
equivalente dos trés 6leos proporcionou os melhores resultados e afirmam que as tilapias
possuem exigéncia em é&cidos graxos altamente insaturados (HUFAs; mais que 3
insaturacfes) Omega-3 para seu maximo crescimento. Chou et al. (2001) também
demonstraram que ha exigéncia em HUFA’s dmega-3 para tilapias hibridas e afirmam que
niveis inferiores a 2% de 6leo deprimem o desempenho e que baixa quantidade de 6mega-3
promove o aparecimento de sinais de deficiéncia.

O que diferencia os resultados de desempenho das tilapias apds o consumo de
racdes com fontes de 6mega-3 obtidos neste ensaio dos obtidos nos trabalhos de Chou e
Shiau (1999) e de Chou et al. (2001) sdo a utilizacdo de tilapias hibridas e a fonte de
O0mega-3 utilizada. Enquanto neste ensaio utilizou-se tilapias do Nilo, nos citados
anteriormente foram utilizadas tilapias hibridas. Outra diferenca é que neste ensaio foi
utilizado o o6leo de linhaga como fonte de PUFA dmega-3, substituindo o 6leo de girassol,
enguanto os autores citados anteriormente utilizam o éleo de figado de bacalhau, que é rico
em HUFAs 6mega-3, e foi substituindo o acido laurico. A presenca do acido laurico em
dietas pobres em &cidos graxos essenciais tem sido relacionada a retarde no crescimento e
aumento da velocidade de aparecimento dos sinais de deficiéncia (Kanazawa et al. 1980).

Embora o ALN seja um precursor metabdlico dos HUFAs 6mega-3, as tilapias ndo
sdo eficientes em insatura-lo e elonga-lo em niveis adequados e, embora haja aumento da
formagdo de insaturagbes nos ALN quando estes peixes sdo alimentadas com OGleos
vegetais, ndo é suficiente para manter os niveis de EPA e DHA dos tecidos nos mesmos
niveis dos peixes que os receberam nas dietas (Stickney e Macgeachini, 1983; Stickney e
Hardy, 1989; Tocher et al., 2002).

H& consenso na literatura que os peixes de agua fria necessitam de maiores
quantidades de HUFAs 6mega-3, enquanto que os tropicais, como as tilapias, exigem

maiores quantidades de AG émega-6 (Chou e Shiau, 1999). Tambem tem sido aceito na
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literatura que, em geral, as tilapias possuem maior exigéncia em acidos graxos 6mega-6 e
que os Omega-3 sdo menos efetivos na promocdo do desempenho destas espécies.
Entretanto, deve-se atentar para o grau de insaturacdo destes acidos graxos, pois 0s HUFAs
O0mega-3 podem ter funcdo semelhante na promoc¢édo do desempenho das tilapias, conforme
demonstraram Chou e Shiau (1999) e Chou et al. (2001).

Ndo foram observadas diferencas (P>0,05) para as variaveis de composicdo
corporal de tilapias em funcdo do consumo das racGes, conforme pode ser observado na
Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo quimico-bromatologica da carcaca de tilapias niléticas alimentadas
com racdes contendo 6leos de girassol, linhaca e suas misturas

Umidade, % Energia, cal/g Proteina, % Cinzas, %

Basal' 71,13 5.507,20 16,43 2,86
6G> 69,51 5.690.20 16,73 2,89
5G:1L 69,01 5.844,00 16,42 2,85
4G:2L 70,00 5.525,60 16,89 2,96
3G:3L 69,43 5.858,60 16,99 2,22
2G:AL 71,05 5.722,80 16,44 2,68
1G:5L 70,93 5.654,80 16,88 2,86
6L° 71,41 5.751,40 15,83 2,32
ANOVA ns ns ns ns

CV, % 2,07 4,02 541 21,02

Sem Adic#o de Oleo. *Percentual de Oleo de girassol. *Percentual de Oleo de Linhaca. ns = néo significativo
(P<0,05) pelo teste de Tukey.

E mais provavel haver variacdo da composicdo da carcaca dos peixes quando ha
alteragdo da composicdo em macronutrientes da ragdo, 0 que ndo ocorreu no presente
estudo. Os valores médios de umidade (entre 69,01 e 71,41%) e proteina bruta (entre 15,83
a 16,99%) do corpo inteiro das tilapias do presente ensaio assemelham-se aos encontrados
por Yildirim-Aksoy et al. (2007), que foram entre 70,4 a 70,9% e 14,6 a 15,3% para a
umidade e a proteina bruta, respectivamente. Entretanto o percentual corporal de cinzas,
que variou de 2,22 a 2,89% foi inferior aos verificados por estes autores, entre 3,2 a 3,6%.

Dentre os indices corporais de tilapias, apenas foi verificada diferenca (P<0,05) para

o indice de gordura abdominal, que foi maior nos peixes que consumiram dietas com a
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mistura equivalente dos 6leos de girassol e linhaca ou de 1% de girassol e 5% de linhaca
(Tabela 4).

Tabela 4. Indices viscero-somatico total (IVST), viscero-somatico (1VS), hepato-somatico
(IHS), de gordura abdominal (IGA) e indice de comparacdo relativa da gordura abdominal
(IRCGA) de tilpias nildticas alimentadas com rag¢des contendo 6leos de girassol, linhaga e
suas misturas

IVST, % IVS, % IHS, % IGA, % IRCGA, %

Basal" 10,39 6,40 2,30 1,68a 100,00
6G> 9,81 5,53 2,11 2,17ab 129,17
5G:1L 11,35 5,46 2,23 2,65ab 157,74
4G:2L 10,39 5,30 1,98 2,75ab 163,69
3G:3L 10,78 5,78 2,02 2,98b 177,38
2G:4L 11,19 6,32 2,04 2,83ab 168,45
1G:5L 11,23 5,94 2,17 3,11b 185,12
6L3 10,21 572 2,07 2,41ab 143,45
ANOVA ns ns ns P<0,05 -

CV,% 16,24 26,50 28,57 36,61 -

Sem Adicéo de Oleo. “Percentual de Oleo de girassol. *Percentual de Oleo de Linhaca. Médias nas colunas
seguidas por letras diferentes sdo diferentes (P<0,05) pelo teste de Tukey. ns = néo significativo.

Embora, estatisticamente, 0s peixes que consumiram as dietas isentas de 6leo
apresentem a mesma taxa de deposi¢édo de gordura abdominal que a maioria dos peixes dos
outros tratamentos, que consumiram dietas com 6% de 6leo, com a utilizagdo de um indice
relativo de comparacdo, fica evidenciado que o menor aumento do percentual de gordura é
de 29,17%, que pode ser de até 85,12%, o0 que representa um desvio energético
consideravel para este armazenamento, 0 que nao é interessante sob o ponto de vista de
producéo comercial.

Mesmo em peixes alimentados com dietas isoenergéticas, € comum haver maior
deposicdo de gordura abdominal nos que consomem dietas suplementadas com 6leos ou
gorduras, em comparagdo aos que recebem dietas isentas de éleo, como demonstrado por
Lanna et al. (2004) e Falcon et al. (2007). Estes Gltimos encontraram valores de indice de
gordura abdominal de 0,42; 1,29; 1,41 e 2,03% em peixes que consumiram dietas com zero,
6, 8 e 12% de lipideos, respectivamente, e afirmaram que a energia adicional proveniente

dos lipideos é depositada na cavidade abdominal, na forma de gordura visceral. Aqueles
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valores, em especial dos peixes que consumiram dietas em que nao houve adicdo de 06leos,
sdo inferiores aos do presente ensaio. A maior deposic¢do de gordura abdominal pode estar

associada ao menor incremento calérico dos lipideos em relacdo aos carboidratos da dieta.
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CONCLUSAO

A dieta isenta de 6leo, assim como as dietas contendo 6% de 6leo de girassol,
linhaca ou suas misturas proporcionam semelhante desempenho zootécnico e ndo
modificam a composi¢do quimico-bromatoldgica da carcaca de tilapias do Nilo. Os peixes
gue consomem dietas com 6leo apresentam maior deposicdo de gordura abdominal. Como
nenhuma das dietas modificou o desempenho zootécnico, recomenda-se utilizar a de menor

custo.
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Fontes de acidos graxos poliinsaturados em dietas de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus): hematologia e lipideos plasmaticos antes e apos

estimulo pelo frio

RESUMO: Os acidos graxos poliinsaturados exercem fungdo metabolica indispensavel
para a homeostase em peixes. O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos do
consumo de ra¢Bes com diferentes relacdes entre &cidos graxos poliinsaturados 6mega-6 e
Odmega-3 sobre os parametros hematoldgicos e lipideos plasmaticos de tilapias do Nilo antes
e apos estimulo pelo frio. Foram utilizados alevinos invertidos para macho (+7,59),
distribuidos em 40 tanques experimentais (250L), em densidade de oito alevinos por
aquario. Foram confeccionadas oito ragdes: basal (B, sem adi¢do de dleo), 6% de 6leo de
girassol (OG); 5% de OG + 1% de 6leo de linhaga (OL); 4% de OG + 2% OL; 3% de OG +
3% de OL; 2% de OG + 4% de OL; 1% de OG + 5% de OL; 6% de OL, que consistiram 0s
oito tratamentos. O arracoamento foi feito quatro vezes ao dia (8:30, 11:30, 14:30 e 17:30
horas) até a saciedade aparente e de modo a evitar sobras. Ao final de 85 dias e ap0ds trés
dias de desafio pelo frio, foram determinados os parametros hematoldgicos e os lipideos
plasmaticos. Ndo houve efeito da dieta sobre nenhuma das variaveis analisadas no periodo
anterior ao desafio. O nimero de leucdcitos foi afetado pelo consumo das dietas nos peixes
estimulados pelo frio. O estimulo pelo frio provocou piora do estado geral de saide, como
leucopenia. Tilapias consumindo a dieta com 6% de 6leo de linhaga estavam aparentemente

menos preparadas para o estresse causado pelo frio.

Palavras-chave: &cidos graxos poliinsaturados, nutricdo de peixes, Oreochromis niloticus,

salde de peixes, relacdo 6mega-6/6mega-3
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Polyunsaturated fatty acid sources in Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

diets: hematology and plasma lipids before and after cold stress

ABSTRACT: The polyunsaturated fatty acids (PUFASs) have indispensable metabolic
function in fish homeostasis. This study was set out to determine the effect of eight diets
with differ omega-6 and omega-3 PUFAs ratios in hematology and plasma lipids of Nile
tilapia juveniles before and after cold stress. Fish (320 male tilapia of 7.50 g mean) were
totally randomly distributed, with five replicates, into 40 plastic aquaria (250 L; 8 fishes per
aquarium). Eight diets were formulated: basal (without oil supplementation); 6% sunflower
oil (SO); 5% SO + 1% linseed oil (LO); 4% SO + 2% LO; 3% SO + 3% LO; 2% SO + 4%
LO; 1% SO + 5% LO; and 6% LO. Fishes were fed four times per day (8:30; 11:30; 14:30;
and 17:30 hours) for 85 days. At the 85th day and also after tree days of cold stress blood
were collected and hematological parameters and plasma lipids were evaluated. There was
no significant difference in hematological parameters between fish fed omega-6 and
omega-3 PUFAs ratio diets before cold stress. Leucocytes were reduced in fish fed the 6%
linseed oil diet after cold stress. Cold stress reduced fish health and Nile tilapia fed 6%
linseed oil diet were more affected.

Key Worlds: fish nutrition, fish health, linseed oil, sunflower oil, Oreochromis niloticus,

polyunsaturated fatty acids, omega-6 and omega-3 fatty acid ratio
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INTRODUCAO

Os lipideos consistem a principal forma de armazenamento de energia pelos
animais, sdo constituintes de membranas celulares (fosfolipideos, glicolipideos e
colesterol), excelentes isolantes térmicos, mecénicos e elétricos, protegendo 6rgdos e
células. A impermeabilidade da membrana, com constituinte lipidico, aos ions permite a
formagdo do potencial de membrana, favorecendo sua seletividade. Além disto, esteroides,
eicosanoides e fosfolipideos (metabolizados a partir de lipideos) tém acdo de horménios,
mediadores e mensageiros celulares. Alguns destes lipideos produzem cofatores para agédo
enzimatica e outros ndo sdo sintetizados nos organismos animais, sendo chamadas de
acidos graxos essenciais (Koolman e Roehm, 2005).

A biossintese dos AGE linoléico (6mega-6) e linolénico (6mega-3) apenas ocorre
em organismos do reino vegetal, ndo em animais que, entretanto, podem possuir sistema
enzimatico capaz de dessatura-los e elonga-los (Sikorski e Kolakowska, 2003) com
eficiéncia que varia com a espécie, estagio de desenvolvimento, dentre outras.

Segundo Pompéia (2001) os acidos graxos essenciais (AGE), que ndo podem ser
sintetizados pelo organismo e devem estar nas dietas, sdo imprescindiveis por estarem
associados a saude da pele, dos sistemas visual e nervoso, envolvidos no bom
funcionamento de diversos Orgdos e sistemas; pelo fato de que sdo convertidos em
eicosandides, mediadores lipidicos que incluem as prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanas e lipoxinas; sendo que a auséncia destes nutrientes nas dietas estd associada a
sindromes que podem levar a morte.

As temperaturas médias ideais para a criacdo da tilapia do Nilo estdo entre 26 e
28°C, com minimas e maximas entre 23 e 33°C, respectivamente. As temperaturas abaixo
de 18°C e acima de 30°C sdo exacerbadamente estressantes e devem ser evitadas (Lim e
Webster, 2006). Entretanto, mesmo no Brasil, onde as temperaturas medias sdo altas, é
comum que, em algumas regides e meses do ano, a temperatura da agua de cultivo seja
inferior aos 18°C, temperatura que pode perdurar por varios dias, sendo evidente a
importancia de se conhecer os efeitos da exposicao as baixas temperaturas sob as condi¢des

de salde dos peixes.
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Conforme Fletcher (1997) alguns acidos graxos, constituintes dos fosfolipideos de
membrana, como os acidos graxos poliinsaturados (PUFASs), conferem adequada fluidez de
membrana, principalmente em baixas temperaturas. O estado de fluidez € um importante
fator para a manutencdo da seletividade e troca de fluidos celulares. Os PUFAs podem
auxiliar na adequacéo do estado de fluidez em baixas temperaturas pelo fato de possuirem
ponto de fusdo muito baixo, sendo considerados lipideos “anti-congelamento” das
membranas (Brett e Navarra-Muller, 1997). O ponto de fusdo é que faz com que os acidos
graxos saturados sejam, normalmente, mais sélidos (alto ponto de fusdo) e os insaturados
sejam mais liquidos (baixo ponto de fusdo) em temperatura ambiente. A modificacdo da
composicdo lipidica das membranas celulares € importante para a aclimatacdo dos peixes as
baixas temperaturas. Bell et al. (1986) destacaram que a fluidez da membrana depende do
balanco apropriado de acidos graxos saturados e insaturados, como componentes dos
fosfolipideos da membrana.

A nutricdo lipidica exerce influéncia determinante sobre o desempenho zootécnico e
caracteristicas da carcaca dos animais em geral, inclusive dos peixes. Entretanto, o estudo
das caracteristicas hematoldgicas pode indicar o estado nutricional dos peixes, pois 0
sangue € um dos tecidos mais dindmicos do organismo e se altera em funcéo do tipo de
dieta consumida. De acordo com Ranzini-Paiva e Silva-Souza (2004) a aplicacdo da
hematologia em pesquisas com animais é bem aceita e considerada como procedimento de
rotina em métodos de diagndstico. Entretanto, em peixes, este tipo de diagnostico tem se
aperfeicoado nos ultimos 15 anos e ainda necessitam de novas informagbes (Hrubec e
Smith, 2006). De toda forma, este tipo de estudo se constitui em importante ferramenta para
o diagndstico, ndo sé de estados patoldgicos, mas do estado nutricional dos peixes.

Em pesquisas no Brasil se tem buscado elucidar os efeitos da nutricdo sobre os
parametros hematoldgicos dos peixes, em especial de tilapias do Nilo, como as conduzidas
por Barros et al. (2002; 2004) que estudaram os efeitos de niveis de vitamina C e ferro, ou
da substituicdo do farelo de soja pela farinha de sangue nas ragdes, respectivamente; Ferrari
et al. (2004) que avaliaram os efeitos do consumo de dietas com niveis crescentes de cobre;
Séa et al. (2004) que avaliaram os efeitos do consumo de dietas com diferentes niveis de

zinco; Signor (2007) que estudou a suplementacdo de dietas com levedura autolisada e
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zinco; Falcon et al. (2007) que avaliaram os efeitos dos niveis de lipideos e de vitamina C
em dietas preparatorias para o inverno; Martins et al. (2008) que estudaram os efeitos da
suplementacdo das vitaminas C e E nas dietas; Fernandes Junior (2008) que estudou o0s
efeitos de dietas com niveis crescentes de colina; Quintero Pinto (2008) que avaliou as
respostas ao consumo de ragdes com niveis crescentes de fdsforo.

A hematologia de peixes determinou, ao longo dos anos, valores obtidos em peixes
sobre condicOes patoldgicas e de estresse, sem correlaciona-los a valores de referéncia de
peixes saudaveis, o que constitui uma lacuna para a utilizacdo da hematologia (Hrubec e
Smith, 2006). As caracteristicas hematologicas normais de peixes sadios devem ser
conhecidas para que o diagnostico do seu estado de saude, ou nutricional, seja confiavel,
principalmente por apresentarem ampla variagcdo em funcgéo de fatores bioticos e abioticos,
que representam a amplitude de variacdo fisiologica de cada espécie, em cada ambiente de
criacdo (Ranzini-Paiva e Silva-Souza, 2004). Entdo, o conhecimento dos valores médios
dos parametros hematoldgicos, em ambiente natural e em cativeiro (nos mais diversos
sistemas de criacdo comercial), em condi¢Ges de homeostase e de estresse, € importante
para a identificacdo das alteragdes fisiologicas, derivadas da nutricdo e de fatores
ambientais, como a temperatura, que possam interferir na hematopoiese.

O objetivo com o presente estudo foi avaliar os efeitos do fornecimento de dietas
praticas com os 0leos de girassol, de linhaca e suas misturas, como fontes de acidos graxos
O0mega-6 e dmega-3, respectivamente, sobre os parametros hematoldgicos, colesterol,
trigliceridios e lipoproteinas séricas de tilapias do Nilo antes e ap6s estimulo pelo frio.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP, campus de Botucatu-SP, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ,
nas dependéncias do Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos — AquaNutri, do
Departamento de Melhoramento Zootécnico e Nutricdo Animal.

Foram utilizados alevinos invertidos sexualmente, para machos, de tilapia do Nilo
com 7,5+0,21g, distribuidos em 40 tanques experimentais com capacidade de 250L, em
uma densidade de oito alevinos por aquario, totalizando 320 peixes.

Os aquarios estavam ligados em sistema de recirculacdo de agua, com aquecimento
controlado por sistema digital integrado, para manter constante a temperatura da &gua
(26,0°C). Ao sistema de recirculacdo estava acoplada central de aeracao e filtragem fisico-
bioldgica, para a manutencdo da qualidade da agua.

Os tratamentos consistiam de oito racGes experimentais: basal (B, sem adicdo de
6leo), 6% de 6leo de girassol (OG); 5% de OG + 1% de dleo de linhaga (OL); 4% de OG +
2% OL; 3% de OG + 3% de OL; 2% de OG + 4% de OL; 1% de OG + 5% de OL; 6% de
OL. As dietas, isonutricionais, foram formuladas para conter 30% de proteina digestivel e
3.420 kcal ED/kg de racdo. A composicdo percentual e quimico-bromatolégica das dietas
experimentais esta apresentada na Tabela 1.

Para a confecgdo das ragdes, os ingredientes foram moidos em particulas menores
que 0,07 mm, homogeneizados manualmente antes e apos serem umedecidos, em 18 a 20%
do peso, com agua aquecida a 55°C, sendo posteriormente extrusadas. Apos a extrusdo, as
racdes foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar, por 24 horas, em temperatura
de 55°C, retiradas e, apds resfriadas a temperatura ambiente, identificadas conforme o
tratamento, ensacadas e armazenadas em freezer a -10°C até o uso. Para o arracoamento, as
racdes foram moidas e peneiradas até a obtencdo de granulos homogéneos adequados ao
tamanho da boca dos peixes. O arracoamento foi realizado quatro vezes ao dia (8h:30min,

11h:30min, 14h:30min e 17h:30min), até aparente saciedade e de modo a evitar sobras.
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Tabela 1. Composicdo percentual e nutricional calculada das ragdes experimentais

Ingredientes B 6G! 5G:1L 4G:2L 3G:3L 2G:4L 1G5L 6L2
Farelo de soja (47% PB) 50,00 50,00 50,00 5000 5000 50,00 5000 50,00
Gluten de milho (60 % PB) 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Quirera de arroz 17,00 1250 1250 1250 1250 1250 12,50 12,50
Farelo de trigo 7,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Amido de milho 14,06 1154 1154 1154 1154 1154 1154 11,54
Oleo de girasol 0,00 6,00 5,00 4,00 3,00 2,00 1,00 0,00
Oleo de linhaca 0,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
DL-Metionina 0,65 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
Triptofano 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Treonina 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
Fosfato bicalcico 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60
Calcéareo 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Vitamina C 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloreto de colina 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
NaCl 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento mineral* 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Etoxiquin® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Matéria Seca, % 96,75 97,95 97,87 9744 97,26 97,22 97,04 96,75
Proteina Bruta, % 32,53 32,27 3227 3227 3227 3227 3227 3227
Proteina Digestivel (PD) 30,08 29,93 2993 29,93 29,93 2993 2993 29,93
ED, kcal/kg 3420 3420 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420
ED/PD 113,7 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27
Extrato Etéreo, % 2,57 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17
Célcio (Ca), % 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12
Faosforo (P) Disponivel, % 0,70 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
Ca/P Disponivel 1,61 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63
Metionina + Cistina D, % 0,96 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Lisina D, % 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08
Triptofano D, % 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Treonina D, % 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28
AAS D, % 1,35 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36
Fibra Bruta, % 4,36 441 4,41 4,41 441 4,41 441 441
AG Calculados, %

Omega-6 (6mega-6) 0,53 4.47 3,94 3,41 2,88 2,35 1,82 1,29
Omega-3 (6mega-3) 0,08 0,07 0,60 1,14 1,67 2,20 2,74 3,27
Odmega-6/6mega-3 6,61 63,28 6,52 3,00 1,72 1,07 0,66 0,39

B = Basal, sem Adicdo de Oleo. *Percentual de Oleo de girassol. *Percentual de Oleo de Linhaca. *Niveis de
garantia por kg da dieta: vitamina A, 16060 Ul; vitamina D3, 4510 Ul; vitamina E, 250 Ul; vitamina K, 30
mg; vitamina B1, 32 mg; vitamina B2, 32 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg;
4cido folico, 10 mg; vitamina B12, 32 pg; vitamina B6, 32 mg. “Niveis de garantia por kg da dieta: Na,SeOs,
0,7 mg; MnO, 50 mg; ZnO, 150 mg; FeSO, 150 mg; CuSO, 20 mg; CoSO4 0,5 mg; 1,Ca, 1 mg.
SAntioxidante; dihidro-etoxi-trimetilquinolina. D = digestivel.
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Os aquarios foram sifonados sempre que necessario e o sistema de contencdo de
matéria organica do filtro fisico-biologico foi lavado diariamente, uma vez ao dia nos
primeiros 40 dias e duas ou trés vezes ao dia até a conclusdo do estudo, procedimentos
realizados com objetivo de retirar 0 excesso de matéria organica do sistema, para a
manutencdo da qualidade da &gua. Temperatura da agua, oxigénio dissolvido e pH, com
médias de 25,8+1,1°C; 6,7+0,9 mg/L e 7,3+0,6, respectivamente, estdo de acordo com o0s
padrdes estabelecidos como ideais para a espécie (Boyde e Tucker, 1998).

Ao final de 85 dias, seis peixes (125,34+9,69g) por tratamento, retirados
aleatoriamente das cinco repeticbes, foram anestesiados com benzocaina (1,59 do
anestésico em 15L de agua) e, apos a insensibilizacdo, foi coletado 2 mL de sangue de cada
peixe, por meio de punc¢do do vaso caudal, com auxilio de duas seringas de 1 mL banhadas
com anticoagulante (EDTA 3%).

Com o sangue coletado em uma das seringas, foi realizada analise do hemograma
dos peixes. A contagem do nimero de eritrécitos e leucocitos foi realizada pelo método do
hemocitdmetro, em camara de Neubauer, utilizando o azul de toluidina (Merck®) a 0,01%,
diluido em solucéo fisiolégica (0,9%), com pipeta de Thoma, na proporcao de 1:200. A
taxa de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da cianometahemoglobina,
utilizando-se o kit comercial Analisa Diagndstca®, para determinacdo colorimétrica,
segundo Collier (1944). A porcentagem de hematocrito (Htc) foi determinada pelo método
do microhematdcrito, segundo Goldenfarb et al. (1971). A proteina plasmatica total foi
mensurada por meio do uso de refratdbmetro manual de Goldberg, pela quebra do tubo de
microhematdcrito logo acima da camada de leucdcitos, apos a leitura do hematdcrito (Jain,
1986). Posteriormente a estas analises, foram calculados os indices hematimétricos: volume
corpuscular médio [VCM = (Htc x 10)/eritrocitos] e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média [CHCM = (Hb x Htc)x100], segundo Wintrobe (1934).

O sangue coletado em uma segunda seringa foi transferido para tubo eppendorf
previamente identificado e, em seguida, centrifugado a 5000 RPM por 15 minutos a
temperatura de zero grau Celsius. Apds a centrifugacdo, o plasma foi armazenado em
freezer (-20°C) até a determinacdo dos lipideos totais (LT), do colesterol total (COLT), do
colesterol-HDL (C-HDL) e dos triglicerideos (TRG) sericos. Os LT foram determinados
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por ensaio colorimétrico, pela acdo da sulfofosfovanilina, conforme Frings et al. (1972). O
COLT e os TRG foram determinados por ensaio enzimatico-colorimétrico em
espectrofotdbmetro semi-automatico, assim como o C-HDL, apds a precipitagdo de
particulas ndo HDL-colesterol, todas utilizando kits comerciais (Katal®).

Apds as avaliagdes hematoldgicas antes do estimulo pelo frio os peixes utilizados
foram descartados, sendo que 0s restantes permaneceram na mesma estrutura e o sistema de
aquecimento foi desligado até que houvesse 0 abaixamento gradativo da temperatura da
agua, para que esta se igualasse a da sala de estimulo pelo frio, 0o que ocorreu,
aproximadamente, em 24 horas. No momento em que a temperatura da agua dos aquarios
de ambas as estruturas experimentais estavam similares, por volta de 22,5°C, 0s peixes
foram transferidos para a sala de estimulo pelo frio. Neste momento a temperatura da dgua
dos aquarios passou a ser controlada por meio do resfriamento do ar, com utilizagdo de
condicionador de ar, promovendo conseqiiente abaixamento da temperatura da agua para
17°C, que ocorreu, aproximadamente, apds 18 horas da transferéncia dos peixes.

Para o estimulo pelo frio, foram transferidos seis peixes (125,34+9,69q) de cada
tratamento, retirados aleatoriamente das cinco repeti¢fes, sendo utilizado, ao menos, um
peixe de cada uma das repeticbes. Os peixes foram alojados dois por aquario, totalizando
48 peixes em 24 aquarios, que possuiam capacidade de 40 litros e eram dotados de filtro e
aeracdo individuais. Cada aquario foi dividido em dois, por meio de uma tela disposta na
diagonal, com o objetivo de evitar confrontos entre os peixes. O periodo de estimulo pelo
frio foi de trés dias, entretanto, sob a temperatura de 17°C, os peixes ficaram expostos por,
aproximadamente, 54 horas. Ao final deste periodo, foram avaliadas as mesmas variaveis
sanguineas estudadas ao final dos 85 dias de criacdo. O delineamento experimental
utilizado durante os primeiros 85 dias de criagdo foi mantido durante o estimulo pelo frio.

Durante o periodo de estimulo pelo frio, o arragopamento dos peixes foi efetuado
duas vezes ao dia (08h:00min e 17h:00min), também até a aparente saciedade e de modo a
evitar sobras, assim como no periodo anterior.

Para efeito do estudo de todos os parametros hematolégicos e de lipideos
sanguineos cada peixe foi considerado uma repeticdo, sendo que cada média apresentada,

antes ou apods estimulo pelo frio, representa a media de seis repeti¢bes, ou seja, de seis
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peixes, por tratamento. As médias das variaveis estudadas foram submetidas a analise
multivariada de variancia (ANOVA) em modelo de medidas repetidas em grupos

independentes (Johnson e Wichern, 2002).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito (P>0,05) do consumo das racBes isenta de Oleo, com Oleo de
girassol, de linhaga e suas misturas sobre as variaveis hematoldgicas no periodo anterior ao
estimulo pelo frio. Para peixes submetidos ao estimulo pelo frio, a dieta exerceu influéncia
(P<0,05) apenas sobre o numero de leucocitos. Comparando os periodos, foi observado que
o estimulo pelo frio afetou (P<0,05) as varidveis hematoldgicas das tilapias, com reducéo
dos valores médios da contagem de eritrocitos, da taxa de hemoglobina, da contagem de
leucdcitos e da concentracdo de proteina plasmatica total nos peixes, conforme pode ser
visto na Tabela 2.

Yildirim-Aksoy et al. (2007) estudaram os efeitos do consumo de ragdes com 7% de
6leos de milho, peixe (menhaden), linhaca ou sebo bovino e suas misturas equivalentes
sobre parametros hematologicos e resposta imune de tilapias do Nilo. O numero de
eritrocitos e de leucdcitos foi maior nos peixes que consumiram as dietas que continham
apenas o 6leo de peixe, mas ndo diferiram entre nenhum dos outros tratamentos. Para a taxa
de hemoglobina e percentual de hematocrito os autores ndo observaram efeito do tipo de
lipideo consumido pelos peixes. Pode-se considerar os resultados apresentados pelos
autores acima préximos aos do presente estudo, principalmente comparando a utilizagéo de
6leo de milho ao de girassol, como fontes de émega-6, e a utilizacdo do éleo de linhaga,
onde ndo houve variacdo de nenhum dos parametros hematoldgicos das til&pias que
consumiram dietas com estes 6leos.

O numero de eritrécitos foi reduzido apods o desafio pelo frio apenas nos peixes que
consumiram a dieta 4G:2L. Estas células constituem a série vermelha sanguinea e contém
hemoglobina, que tem por funcdo o transporte de O, e de parte do CO,, sendo que qualquer
deficiéncia em nimero ou forma destas células pode comprometer a oxigenacao nos tecidos

(Ranzini-Paiva e Silva-Souza, 2004).
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Ferreira (2008) estudou os efeitos do consumo de ragdes com diferentes 6leos sobre
parametros sanguineos de tildpias do Nilo e observou os maiores percentuais de
hematocrito em peixes alimentados com dieta contendo 6leo de soja, 39,33%; seguidos
pelos alimentados com o 6leo milho, 28,66%; sendo que os dois foram superiores aos
encontrados para os peixes alimentados com o6leos de linhaga e peixe, 23,33 e 22,83%,
respectivamente. No presente estudo ndo foi observada reducéo dos valores de hematdcrito
em peixes consumindo dietas com 0leo de linhaca (dieta 6L), submetidos ou ndo ao frio,
30,83 e 28,90%, respectivamente, ambos superiores ao apresentado pela autora acima. Os
demais valores de hematocrito observados no presente estudo apresentaram medias de
27,17 a 32,00% e de 25,50 a 29,25% para 0s peixes antes e apds desafio pelo frio e, com
excecdo do minimo apos estimulo pelo frio, estdo dentre os considerados normais (27 a
37%) para tilapias saudaveis por Hrubec e Stephen (2006).

A taxa de hemoglobina foi reduzida de 7,19 para 6,24g/dl nos peixes que
consumiram a racdo 6L apds o desafio pelo frio. A taxa de hemoglobina pode ser alterada
em funcdo do nimero de eritrocitos, por estar contida no interior destas células, o que ndo
ocorreu no presente estudo. A hemoglobina esta diretamente relacionada ao transporte de
O, no sangue, sendo que sua reducdo pode significar menor capacidade de transporte de
gases no interior do corpo. Entretanto, conforme Arana (2004), de forma geral, quanto
menor a temperatura, maior a concentracdo de oxigénio dissolvido na agua. Além disto,
quando em situacdo de temperatura inferior a 6tima para peixes tropicais, principalmente
em amplitudes relativamente grandes, como no presente estudo, em que houve diminuicdo
de cerca de 9°C, os peixes reduzem seu metabolismo. A combinagédo destas duas situacfes
pode explicar a reducdo da taxa de hemoglobina circulante no sangue periférico, devido a
possivel aclimatacdo dos peixes, por haver menor demanda metabdlica por oxigénio e ainda
mais oxigénio disponivel para a respiragcdo em &gua mais fria. Também deve ser ressaltado
que a reducdo € minima e que os valores absolutos antes e ap6s o estimulo pelo frio esta
muito proximo a média considerada para tilapias sadias, segundo Feldman et al. (2000).
Além disto, o valor é superior aos observados por Falcon et al. (2007) e similar aos
encontrados por Barros et al. (2002; 2004) para tilapias higidas, sendo os Gltimos trés
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ensaios realizados no mesmo laboratorio e em condicBes experimentais semelhantes as do
presente estudo.

H& uma ampla variagdo dos pardmetros hematoldgicos dos peixes em funcdo de
fatores inerentes aos animais ou de fatores abioticos, como a temperatura da dgua (Ranzini-
Paiva e Silva-Souza, 2004). No presente estudo as variagdes inerentes aos animais sdo
representadas pelo desvio padrdo em cada tratamento e o fator abidtico é representado
quando se compara os efeitos sobre as variaveis antes e apds o estimulo pelo frio. As
variacdes descritas por Ranzini-Paiva e Silva-Souza (2004) foram observadas quando,
dentre outras variaveis, da quantificacdo dos leucdcitos no presente estudo, com grandes
variacdes dentro do mesmo tratamento, antes e apos o estimulo pelo frio. Talvez por isto
ndo tenha sido determinada reducdo estatisticamente significativa dos valores médios,
embora tenha sido em valores absolutos, desta variavel em todos os tratamentos quando
comparados os periodos.

Os peixes que consumiram as dietas 6G; 4G:2L; 2G:4L e 6L, comparando-se 0s
periodos, ou dos que consumiram as dietas 6G; 4G:2L; 3G:3L; 2G:4L e 6L, somente
considerando os que foram submetidos ao frio, apresentaram nUmero de leucdcitos
reduzido. Ranzini-Paiva e Silva-Souza (2004) afirmaram que as células da série branca ou
leucocitaria sdo: linfécitos, mondcitos, neutréfilos, eosindfilos, basofilos, granulociticas
especiais e um grupo de “outras células” (de dificil caracterizacdo, pela aparéncia imatura),
apontando os linfocitos como as mais freqiientes em sangue periférico de inUmeras espécies
de peixe. Entdo, embora possa ter ocorrido a redu¢do do nimero de qualquer destas células,
que somente poderia ter sido caracterizada por meio de diferenciacao celular, o que néo foi
objeto do presente estudo, a reducdo do numero de linfocitos seria mais facilmente
percebida. Leucopenia determinada por linfopenia foi demonstrada em estudos com
nutricdo de peixes por Falcon (2008), Fernandes Junior (2008) e Signor (2007).

Conforme Pompéia e Curi (2002) os acidos graxos poliinsaturados da familia
0mega-3 tém efeito supressor e 0s Omega-6 supressor ou estimulador do sistema
imunolégico, consequentemente da proliferacdo de linfocitos. Com isto, pode-se reforcar a
inferéncia de que a possivel linfopenia determinou a reducdo do total de leucdcitos,

leucopenia, dos peixes que consumiram a dieta com 6% de 6leo de linhaca. Como nao
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houve um padrdo de resposta, ndo ha como inferir sobre a reducdo ocorrida nos peixes que
consumiram 6% de 6leo de girassol (rico em PUFAs émega-6). Os autores acima citados
afirmaram que a resposta imune requer inicialmente uma resposta inflamatoria, com
recrutamento de leucdécitos e que a eficiéncia desta resposta depende do reconhecimento e
da amplificacdo da resposta, com inducdo rapida e eficiente da proliferacdo de linfocitos.
Com menor numero de leucdcitos, a capacidade de resposta imune dos peixes poderia estar
reduzida. Ferreira (2008) demonstrou que dietas com 5% de Oleo de linhaca sdo
imunossupressoras para tilapias do Nilo, o que ratifica a inferéncia acima.

Noga (2006) associa estresse por temperatura e modificacdo da concentracdo de
leucdcitos, principalmente por afetar a osmorregulacdo dos peixes e resultar em
hemoconcentracdo ou hemodiluicdo. Quadro de leucopenia em tilapias do Nilo, em
decorréncia de situacdes de estresse por baixas temperaturas também foi anteriormente
descrito por Atwood et al. (2003); Signor (2007); Falcon et al. (2008) e Fernandes Junior
(2008); resultados corroborados pelos obtidos no presente estudo, que ratificam que a
temperatura pode exercer efeito determinante sobre parametros sanguineos dos peixes,
mesmo em adequado estado de nutri¢do.

Atwood et al. (2003), entretanto, constataram que ndo ha influéncia de fontes de
6leo (6leo de menhaden ou coco) sobre a aclimatacdo dos peixes a baixa temperatura mas
que ha alteracGes fisiologicas como 0 aumento da glicose e a reducdo da concentracdo de
sodio séricos. No presente estudo 0s peixes que consumiram as dietas contendo apenas 6leo
de linhaca aparentam estar menos preparados para suportar a reducdo da temperatura, o0 que
contraria a afirmagdo do autor acima citado. Neste contexto, Martins e Carpinelli (2002)
afirmaram que a secrecdo de insulina é estimulada primordialmente por substratos
energéticos metabolizaveis e que, além da glicose que é o principal agente estimulador, os
acidos graxos podem mediar a sua secre¢do, que exerce efeito inibitorio e ciclico sobre a
glicose circulante. Entdo, nutrientes que interfiram de alguma forma no metabolismo da
glicose ou de minerais como o sddio, podem exercer influéncia sobre a aclimatacdo dos
peixes a redugdo da temperatura.

A concentracdo de proteina plasmatica total, que ndo foi afetada pelo consumo das

dietas, variou entre 2,37 a 3,93 g/dL, sendo reduzida pelo frio nos peixes que consumiram
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as dietas 3G:3L; 1G:5L e 6L. Valores médios de referéncia para tilapias saudaveis foram
obtidos por Hrubec et al. (2000) para tilapias hibridas (Oreochromis nilotica x hibrido entre
O. mossambicus x O. aureus); por Chen et al. (2003) para tilapias do Nilo e por Mauel et
al. (2007) para tilapias hibridas (Oreochromis aureus x Oreochromis nilotica), com médias
variando entre 3,0 a 7,7 g/dL.

Os indices hematimétricos (volume corpuscular médio e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média) ndo foram alterados pelos tratamentos, antes ou ap6s o
estimulo pelo frio, e ndo foi observado efeito do estimulo pelo frio sobre estas variaveis,

como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Indices hematimétricos absolutos (n = 6; médias+desvios padrdo) de tilapias
alimentadas com rag6es contendo 0Oleos de girassol, linhaca e suas misturas antes e apos
estimulo pelo frio

Tratamentos VCM® (fL) CHCM® (%)

Antes Apos Antes Apos
Basal’ 155,31+18,85 151,36+10,85 36,73+4,23 38,04+3,21
6G> 144,05+10,93  141,58+23,03 37,33+2,46 35,56+3,13
5G:1L 140,32+9,91  134,16+7,51 35,28+1,80 34,28+2,96
4G:2L 139,93+12,58 163,20+25,60 36,16+3,64 40,94+6,50
3G:3L 135,21+12,15 151,94+25,08 32,80+3,62 36,34+4,50
2G 4L 139,68+18,12  145,59+10,26 34,05+5,29 36,98+2,80
1G:5L 142,99+13,60 143,13+22,96 35,53+4,11 36,50+4,78
6L3 159,11+13,11 140,09+14,87 37,15+7,41 36,25+2,64
Oleo ns ns ns ns
Periodo
CV, % 9,67 12,87 8,83 10,56

B = Basal, sem 6leo. 'Sem Adicéo de Oleo. *Percentual de Oleo de girassol. *Percentual de Oleo de Linhaca.
*Volume corpuscular médio = (Hematdcrito x 10) / Eritrécitos]. *Concentracdo de hemoglobina corpuscular
média = (Hemoglobina x Hematdcrito) x 100]. ns = ndo significativo.

Os lipideos totais, triglicerideos, colesterol total e colesterol-HDL plasméticos das
tilapias ndo foram afetados (P>0,05) pelo consumo das ra¢des com diferentes relacdes entre

acidos graxos poliinsaturados 6mega-6 e dmega-3 antes ou apds o estimulo pelo frio.
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Comparando-se as variaveis entre os periodos, os triglicerideos foram reduzidos apenas nos
peixes que consumiram a dieta 1G:5L e o colesterol total diminuiu apenas nos peixes que
consumiram a dieta 6L apos o estimulo pelo frio (Tabela 4).

A determinacdo de valores médios de colesterol sanguineo de tilapias saudaveis tem
sido objeto de diversos estudos. Hrubec et al. (2000) encontraram valores variando entre
110 a 318 mg/dl para tilapias hibridas (Oreochromis nilotica x O. mossambicus xO.
aureus); Chen et al. (2003) observaram valores médios superiores, quando avaliaram 0s
mesmos ao longo do ano, variando entre 231,5 a 307,1 mg/dl para tilapias do Nilo; Mauel
et al. (2007) relataram valores médios de colesterol sanguineo variando entre 88 e 228
mg/dl para tilapias hibridas (Oreochromis aureus x Oreochromis nilotica). Os valores
médios obtidos no presente estudo foram de 134,5 a 151,8 mg/dl antes do estimulo e de
95,0 a 144,3 mg/dl apos o estimulo pelo frio, estando dentre os valores indicados como
normais para tilapias saudaveis, com excecdo do minimo observado apés estimulo pelo frio,
observado nos peixes que consumiram a ragdo 6L.

Ferreira (2008) estudou os efeitos do consumo de diferentes dleos sobre o colesterol
total e triglicerideos séricos de tilapias do Nilo. O colesterol total sérico dos peixes
alimentados com dietas contendo os 0leos de soja, milho e linhaga foi semelhante, mas
diferiram dos valores médios observados para os peixes alimentados com 6leo de peixe
(108,30; 110,70; 104,76 e 132,48mg/dL; respectivamente). Este mesmo comportamento
ocorreu com os triglicerideos (60,84; 53,24; 50,72 e 36,20mg/dL; respectivamente). Tanto
os valores de colesterol sérico total dos peixes alimentados com fontes de PUFAs 6mega-6
(6leos de soja e milho) quanto dos alimentados com o Oleo de linhaca (fonte de PUFA
0mega-3), obtidos pela autora foram inferiores aos observados em peixes ndo desafiados
por temperatura no presente estudo. Isto talvez se deva aos maiores niveis de o6leo
utilizados no presente estudo, ao tempo de administracdo das dietas e ao tamanho dos
peixes quando da coleta de sangue para analises.

De forma geral, 0s peixes que consumiram as racdes contendo 6% de Oleo de
linhaca, rica em acido linolénico e com a menor relacdo entre PUFAs 6mega-6 e dmega-3,
responderam pior ao estimulo pelo frio, j& que foi neste tratamento em que houve piora de

um maior namero de variaveis, como a taxa de hemoglobina, o numero de leucdcitos, a
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concentracdo de proteina plasmatica e o colesterol total, quando comparados os valores
médios anteriores e posteriores ao estimulo. Como nédo foi verificada influéncia das dietas
para peixes ndo expostos ao frio, ndo ha influéncia da relacdo destes acidos graxos, nos
niveis avaliados, sobre os parametros hematoldgicos e lipideos plasmaticos para a criacdo

em situacOes de temperatura adequada.
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CONCLUSOES

Para tilapias do Nilo criadas sob condi¢fes 6timas de temperatura todas as dietas
estudadas sdo adequadas para a manutencdo do padrdo hematoldgico e de lipideos séricos
indicados como de peixes saudaveis. Ra¢des contendo 6leos de girassol e linhaca em que as
relacdes entre acidos graxos poliinsaturados 6mega-6 e 6mega-3 sejam muito baixas nédo

sdo adequadas para tilapias que serdo submetidos a baixas temperaturas.



61

LITERATURA CITADA

ATWOOD, H.L.;, TOMASSO, J.R.; WEEB, K.; GATLIN Ill, D.M. Low-temperature
tolerance of Nile tilapia, Oreochromis niloticus: effects of environmental and dietary
factors. Aquaculture Research, v.34, p.241-251, 2003.

ARANA, L.V. Fundamentos de Aquicultura. Editora da UFSC, Floriandpolis, SC, 349p.,
2004.

BARROS, M.M.; PEZZATO, L.E.; KLEEMANN, K.; HISANO, H.; ROSA, G.J.M. Niveis
de Vitamina C e Ferro para Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Revista Brasileira
de Zootecnia, v.31, n.6, p.2149-2156, 2002.

BARROS, M.M.; PEZZATO, L.E.; HISANO, H.; FALCON, D.R.; SA, M.V.C. Farinha de
sangue tostada em dietas préaticas para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.). Acta
Scientiarum. Animal Sciences, Maring4, v.26, n.1, p.5-13, 2004.

BOYD, C.E.; TUCKER, C.S. Pond aquaculture quality management. Kluwer Academic
Publishers. Norwell, Massachusetts. 685p., 1998.

BRETT, M.T.; NAVARRA-MULLER, D.C. The Role of Highly Unsaturated Fatty Acids
in Aquatic Foodweb Processes. Freshwater Biology, v.38, p.483-499, 1997.

BELL, M.V., HENDERSON, R.J., SARGENT, J.R. The role of polyinsaturated fatty acid
in fish. Comparative Biochemistry Physiology B, v.83, p.711-719, 1986.

COLLIER, H.B. 1944. The standardization of blood haemoglobin determinations.
Canadian Medical Assist. Journal, Toronto, v. 50, p. 550-552.

CHEN, C.-Y.; WOOSTER, G.A.; GETCHELL, R.G.; BOWSER, P.R.; TIMMONS, M.B.
Blood chemistry of healthy, nephrocalcinosis-affected and ozone-treated tilapia in a
recirculation system, with application of discriminant analysis. Aquaculture, v.218,
P.89-102, 2003.

FALCON, D.R.; BARROS, M.M.; PEZZATO, L.E.; VALLE, J.B. Lipideo e vitamina C
em dietas preparatorias de inverno para tildpias-do-nilo. Revista Brasileira de
Zootecnia, v.36, n.5, p.1462-1472, 2007 (supl.).

FALCON, D.R.; BARROS, M.M.; PEZZATO, L.E.; SOLARTE, W.V.N.; GUIMARAES,
I.G. Leucograma da tilapia do Nilo arragoada com dietas suplementadas com niveis de
vitamina C e lipideo submetidas a estresse por baixa temperatura. Ciéncia Animal
Brasileira, v.9, n.3, p.543-551, 2008.



62

FELDMAN, B.F.; ZINKL, J.G.; JAIN, N.C. Schalm’s Veterinary Hematology. 5 ed.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2000. 1344p.

FERNANDES JUNIOR, A.C. Colina em racbes para a tildpia do Nilo: desempeno
produtivo e respostas hematoldgicas antes e apds o estimulo a frio. Dissertacao
(Mestrado). Programa de Pds-graduacdo em Zootecnia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia. Universidade Estadual Paulista — UNESP. 45p., 2008.

FERRARI, J.E.C.; BARROS, M.M.; PEZZATO, L.E.; GONCALVES, G.S.; HISANO, H.;
KLEEMANN, G.K. Niveis de cobre em dietas para a tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus. Acta Scientiarum. Animal Sciences, Maringa, v.26, n.4, p.429-436, 2004.

FERREIRA, M.W. Fontes de 0Oleo da dieta na composicdo do musculo, lipoproteinas
plasmaéticas, imunidade inata e resisténcia de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus L.
1757). Tese (DOUTORADO). Programa de Pds-graduacdo em Zootecnia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade Federal de Lavras. 57p., 2008.

FLETCHER, T.C. Dietary effects on stress and health. p.223-246. in: IWAMA, G.K,;
PICKERING, A.D.; SUMPTER, J.P.; SCHRECK, C.B. Fish stress and health in
aquaculture. Cambridge University Press, 278p. 1997.

FRINGS C.S.; FENDLEY, T.W.; DUNN, R.T.; QUEEN, C.A. Improved determination of
total serum lipids by the sulfo-phosph-vanilin reaction. Clinical Chemistry. v.18, p.
673, 1972.

GOLDENFARB, P.B.; BOWYER, F .P.; HALL, E.; BROSIUS, E. Reproducibility in the
hematology laboratory: the microhematocrit determination. American Journal of
Clinical Pathology, v.56, n.1, p.35-39.

HRUBEC, T.C.; CARDINALE, J.L.; SMITH, S.A. Hematology and Plasma Chemistry
Reference Intervals for Cultured Tilapia (Oreochromis Hybrid). Veterinary Clinical
Pathology, v.29, n.1, p.7-12, 2000.

HRUBEC, T.C.; SMITH, S.A. Hematology of Fish. Chapter 174, p.1120-1125. in:
FELDMAN, B.F.; ZINKL, J.G.; JAIN, C.N. Shalm’s Veterinary Hematology.
Blackwell Publishing, Fifth Edition. 1344p., 2006.

JAIN, N.C. Schalm's Veterinary Hematology. 4.ed., Philadelphia: Lea e Febiger, 1986.
1221p.

JOHNSON, R.A.; WICHERN, D.W. APPLIED MULTIVARIATE STATISTICAL
ANALYSES, 5 th edition. Prentice-Hall, New Jersey, 767p, 2002.

LIM, C.E.; WEBSTER, C.D. Tilapia Biology, Culture, and Nutrition. Food Products
Press. 678p. 2006.



63

MARTINS, E.F.; CARPINELLI, AR. Acidos Graxos e Secrecdo de Insulina. Cap.21,
p.271-285. In: CURI, R,; POMPEIA, C.; MIYASAKA, C.K.; ARAUJO FILHO, J.P.
Entendendo a Gordura. Os Acidos Graxos. Editora Manole, S&o Paulo, 1.ed., 580p.,
2001.

MARTINS, M.L.; MIYAZAKI, D.M.Y., MORAES, F.R.; GHIRALDELLI, L.
ADAMANTE, W.B.; MOURINO, J.L.P. Racdo suplementada com vitaminas C e E
influencia a resposta inflamatoria aguda em tilapia do Nilo. Ciéncia Rural, Santa
Maria, v.38, n.1, p.213-218, 2008.

MAUEL, M.J.; MILLER, D.L.; MERRILL, A.L. Hematologic and Plasma Biochemical
Values of Health Hibrid Tilapia (Oreochromis aureus x Oreochromis nilotica) Mainted
in a Recirculating System. Journal of Zoo and Wildlife Medicine, v.38, n.3, p.420-
424, 2007.

NOGA, E.J. Fish Leukocyte Responses. Chapter 61, p.433-439. In: FELDMAN, B.F,
ZINKL, J.G.; JAIN, C.N. Shalm’s Veterinary Hematology. Blackwell Publishing,
Fifth Edition. 1344p., 2006.

KOOLMAN, J.; ROEHM, K.H. Color Atlas of Biochemistry. Thieme, Second edition,
revised and enlarged. Stuttgart, 467p., 2005.

POMPEIA, C. Essencialidade dos Acidos Graxos. Cap.3., p.25-32. In: CURI, R;
POMPEIA, C.; MIYASAKA, C.K.; ARAUJO FILHO, J.P. Entendendo a Gordura.
Os Acidos Graxos. Editora Manole, Sao Paulo, 1.ed., 580p., 2001.

POMPEIA, C.; CURI, R. Acidos Graxos e Funcéo dos Leucécitos. Cap.23., p.299-320. In:
CURI, R.; POMPEIA, C.; MIYASAKA, C.K.; ARAUJO FILHO, J.P. Entendendo a
Gordura. Os Acidos Graxos. Editora Manole, S&o Paulo, 1.ed., 580p., 2001.

QUINTERO PINTO, L.G. Exigéncias dietarias e disponibilidade de fontes de fosforo para
a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Tese (Doutorado). Programa de PoOs-
graduacdo em Zootecnia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia.
Universidade Estadual Paulista — UNESP. 82p., 2008.

RANZINI-PAIVA, M.J.T.; SILVA-SOUZA, A.T. Hematologia de peixes brasileiros.
Cap.4, p.89-120. In: RANZINI-PAIVA, M.J.T.; TAKEMOTO, R.M.; LIZAMA, M.
Sanidade de Organismos Aquaticos. Ed. Varela, Sdo Paulo, 426p., 2004.

SA, M.V.C.; PEZZATO, L.E.; LIMA, M.M.B.F.; PADILHA, P.M. Optimum zinc
supplementation level in Nile tilapia Oreochromis niloticus juveniles diets.
Aquaculture, v.238, p.385-401, 2004.

SIGNOR, A. Desempenho produtivo e resisténcia ao estresse pelo frio da tilapia do Nilo
alimentada com dietas suplementadas com levedura autolisada e zinco. Dissertacao



64

(Mestrado). Programa de Pés-graduacdo em Aquicultura do Centro de Aquicultura da
UNESP - CAUNESP. Universidade Estadual Paulista — UNESP. 103p., 2007.

SIKORSKI, Z.E.; KOLAKOWSKA, A. Chemical and Functional Properties of Food
Lipids. CRC Press, Boca Raton, Florida. p.388., 2003.

WINTROBE, M.M. Variations in the size and hemoglobin content of erythrocytes in the
blood of various vertebrates. Folia Haematologica, Leipzig, v. 51, p.32-49, 1934.

YILDIRIM-AKSOQOY, M.; LIM, C.; DAVIS, A.D.; SHELBY, R.; KLESIUS, P.H. Influence
of dietary lipid sources on the growth performance, immune response and resistance of
Nile tilapia, Oreochromis niloticus, to Streptococcus iniae Challenge. Journal of
Applied Aquaculture, v.19, n.2, p.29-49, 2007.



CAPITULO IV

IMPLICACOES

65



66

IMPLICACOES

Embora o tipo de 6leo (fontes de acidos graxos) da dieta possa exercer influéncia
sobre o desempenho zootécnico dos peixes, 0 consumo de racdes praticas com diferentes
relacBes entre &cidos graxos poliinsaturados émega-6 e émega-3, a partir dos Oleos de
girassol, linhaca e suas misturas, ndo modificam o desempenho zootécnico das tilapias do
Nilo criadas sob condi¢fes 6timas.

As relacdes entre acidos graxos poliinsaturados 6mega-6 e dmega-3 das dietas
podem influenciar a salde dos peixes submetidos a baixas temperaturas, sendo que as
tilapias do Nilo que consomem dietas com baixas relagdes, devido ao aumento dos niveis

de dmega-3 e reducdo dos niveis de 6mega-6, sdo mais susceptiveis ao frio.

As exigéncias dietéticas em acidos graxos essenciais, assim como a adequada
relacdo entre os acidos graxos poliinsaturados das familias 6mega-6 e 6mega-3 sdo de
dificil determinacéo. Isto porque ha influéncia de fatores ambientais, como a temperatura,
ou dietéticos, como o percentual de dleo utilizado na dieta, assim como das relacdes entre
os éacidos graxos saturados e insaturados; saturados/insaturados e poliinsaturados;

saturados/insaturados e altamente insaturados; poliinsaturados e altamente insaturados.

A indicacdo de uma adequada relacdo dietética entre o0s A&cidos graxos
poliinsaturados das familias 6mega-6 e dmega-3 é dependente da finalidade desejada, sendo
que qualquer das relacGes utilizadas no presente estudo foi adequada para 0 maximo
desempeno zootécnico, enquanto que as mais baixas resultaram em menor resisténcia ao

frio pela piora do estado geral de salde dos peixes.
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