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Suplementacao alimentar com acidos graxos essenciais para tilapias do Nilo:

desempenho produtivo, hematolégico e granuloma por corpo estranho

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementagcdo alimentar com 4cidos
graxos essenciais sobre o desempenho produtivo, varidveis hematoldgicas, acimulo de
macréfagos e formacdo de gigantdcitos em laminulas de vidro implantadas no tecido
subcutaneo de tildpias. Foram distribuidos 300 peixes (69,86 *+ 5,01 g) em 20 caixas (15
peixes/caixa), com capacidade para 310 L, abastecidas com dgua corrente, vazdo de um
litro/minuto e aeracdo suplementar. Os peixes foram submetidos a cinco dietas contendo
28% PD e 3200 Kcal ED/kg. Foram utilizadas duas fontes de 4cidos graxos essenciais:
6leo de soja (OS) e dleo de linhaga (OL) nas propor¢des de 100% OS, 75% OS + 25%
OL, 50% OS + 50% OL, 25% OS + 75% OL e 100% OL, com quatro repeti¢des por
tratamento. Apos 15 dias de aclimatagdo, os peixes receberam as dietas experimentais
durante quatro meses, duas vezes ao dia, correspondente a 3,0% da biomassa.
Mensalmente foi realizada biometria dos peixes para avaliar o desempenho produtivo.
Ap6s 120 dias, os animais foram submetidos ao implante das laminulas no tecido
subcutdneo para avaliacdo da resposta inflamatéria e das varidveis hematoldgicas
(nimero de eritrécitos, porcentagem de hematdcrito, taxa de hemoglobina e volume
globular médio) dois, quatro, seis e oito dias apds o implante. Nao foi observada
diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos para os parametros de desempenho
produtivo e hematolégico. Quanto a cinética dos macréfagos e formacdo de gigantdcitos
por corpo estranho foi observado crescente acimulo em funcdo do tempo de implante
entre os tratamentos, precocidade na formacdo de gigantdcitos tipo Langhans para os
peixes alimentados com 100% de 6leo de linhaga ao sexto dia (P<0,0001), enquanto que
no oitavo dia houve a formagdo acentuada de gigantdcitos tipo Langhans (P<0,0001)
nas laminulas implantadas nos peixes dos tratamentos (OS:OL) 50:50, 25:75 e 0:100.
Desta forma pode-se inferir que a suplementagdo com fontes de dcidos graxos essenciais
n-6 (OS) e n-3 (OL) na dieta para tildpia do Nilo incrementou a resposta inflamatéria
cronica pelo acimulo de macréfagos e formacao de gigantdcitos, células de Langhans

nas laminulas implantadas no tecido subcutaneo.

Palavras-chave: 4cidos graxos essenciais; Oreochromis niloticus, inflamagdo granulomatosa,

desempenho produtivo, hematologia.
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Alimentary supplementation with essentials fatty acids for Nile tilapia:
productive, hematological performance and granuloma for strange body

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of the alimentary supplementation
with essentials fatty acids on the productive performance, hematological variables,
accumulation of macrophages and formation of giant cells in coverslips of glass
implanted in the subcutaneous connective tissue of tildpias. 300 fish were distributed
(69,86+5.01 g) in 20 aquariums (15 fishes/aquarium), with capacity for 310 L, supplied
with current water, flow of one liter/minute and supplemental aeration. The fish was
submitted the five diets contend 28% PD and 3200 Kcal ED/kg. Two acid sources of
essentials fatty acids were used: soybean oil (SO) and linseed oil (LO) in the ratios of
100% SO, 75% SO + 25% LO, 50% SO + 50% LO, 25% SO + 75% LO and 100% LO,
with four repetitions for treatment. After 15 days of acclimatization, the fish was
received the experimental diets during four months, two times/day, correspondent 3.0%
of the biomass. Monthly biometry of the fish was carried through to evaluate the
productive performance. After 120 days, the animals were submitted to the implantation
of coverslips in the subcutaneous connective tissue for evaluation of the inflammatory
response and hematological variables (number of erythrocytes, percentage of
haematocrit, tax of hemoglobin and average corpuscular volume) two, four, six and
eight days after the implantation. Significant difference was not observed (P>0,05)
between the treatments for the parameters of productive and hematological
performance. All that to kinetic of the macrophages and the formation of giants cells for
strange body increasing accumulation in function of the time of implantation between
the treatments was observed, premature in the formation of giants cells Langhans type
for fish fed with 100% of linseed oil to sixth day (P<0,0001), while that in the eighth
day it had the accented formation of giant cell Langhans type (P<0,0001) in coverslips
implanted in the fish of treatments (SO:LO) 50:50, 25:75 and 0:100. Of this form it can
be inferred that the supplementation with acid sources of essentials fatty acids n-6 (SO)
and n-3 (LO) in the diet for Nile tildpia developed the chronic inflammatory response
for the accumulation of macrophages and formation of giants cells, cells of Langhans in

coverslips implanted in the subcutaneous connective tissue.

Keywords: essentials fatty acids, Oreochromis niloticus, granulomatous inflammation,

productive performance, hematology.



1. INTRODUCAO

Para atender a demanda crescente de proteina de origem animal de
qualidade, a atividade aquicola vem se desenvolvendo e intensificando por meio
da adocdo de novas tecnologias de manejo e nutricdo. Todavia, com a
tecnificagdo das pisciculturas nacionais, a criagdo de peixes em alta densidade,
utilizando ragdes balanceadas e manejo cada vez mais intensivo fez-se com que a
incidéncia de doengas em peixes tornam-se cada vez mais recorrente.

Desta forma, estudos que viabilizam a criagédo intensiva de peixes visando
melhorar ndo sé os parametros zootécnicos, mas também a saude destes
animais, vém se aprimorando nos ultimos anos no sentido de atender o mercado
cada vez mais exigente e competitivo. Dentre essas novas linhas de pesquisa,
destacam-se aquelas que imprimem a nutricdo nao sé as funcdes de atender as
necessidades fisiolégicas de crescimento, manutencéo e reprodugdo dos peixes,
mas também a sanidade desses animais.

Nos ultimos anos, vém sendo estudados alguns grupos de compostos
comumente utilizados na alimentagédo de peixes que, quando adicionados a dieta,
favorecem a resposta imunolégica. Tais substancias denominadas
imunoestimulantes tém perspectivas promissoras para 0 manejo sanitario, pois
atuam como coadjuvantes na quimioterapia e podem ser usados na prevencgao de
doengas (SAKAI, 1999).

Os &cidos graxos essenciais poliinsaturados podem ser inclusos nessa
categoria ja4 que dentre as suas fungdes, pode-se destacar sua acdo sobre o
sistema imunoldgico e agédo antiinflamatéria competindo com os medidores da
inflamagé&o além daqueles relacionados com o desempenho produtivo. No entanto,
0s acidos graxos essenciais sao sintetizados de forma limitada pelos peixes e
devem ser fornecidos na dieta para suprir suas exigéncias. De maneira geral,
observam-se que as exigéncias nutricionais em acidos graxos essenciais variam
com a espécie e tamanho do peixe, com a temperatura da agua e com as fontes

de alimento natural presentes no ambiente. Em geral os peixes de agua doce
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necessitam tanto do acido linoléico (n-6) como do acido linolénico (n-3) na dieta
(PEZZATO et al., 2004).

A deficiéncia destes acidos graxos essenciais, ou de seus precursores
causa diminuicdo no crescimento, piora na conversao alimentar, aumento da taxa
de mortalidade, aumento de liquido nos musculos, ulceragcdes nas nadadeiras,
degeneracao gordurosa no figado, aumento da taxa respiratéria e prejuizo na
eritropoiese (MABILIA, 2005).

Varios pesquisadores tém desenvolvido estudos relacionados aos efeitos
de fatores nutricionais e anti-nutricionais sobre o desempenho produtivo e sobre
0s mecanismos de defesa organica em modelos de estudo de inflamagao e
infeccdo em peixes teledsteos de interesse zootécnico (MARTINS, 2000; PETRIC,
2000, PETRIC et al, 2003 a,b; BELO, 2002, BRUM 2003; FUJIMOTO, 2004;
GARCIA, 2005, BELO, 2006). Os resultados desses estudos corroboram para o
desenvolvimento da atividade aquicola fornecendo informagdes de suma
importancia e de aplicacdo pratica atentando a profilaxia e prevencado de
enfermidades, assim como desempenho zootécnico e custos de produgéo.

Lesdes inflamatérias crénicas granulomatosas de diversas origens podem
apresentar em seu substrato as células multinucleadas cujo significado ainda néo
€ bem compreendido. Essas células formam-se pela fusdo das membranas de
macrofagos e sao dependentes do recrutamento de mondcitos do sangue, que por
sua vez, sao requeridos nos compartimentos de reserva e na taxa de renovacao
do granuloma (RYAN e SPECTOR, 1970). Neste contexto, BIRMAN e MARIANO
(1985) demonstraram que a formacao das células gigantes depende do agente e
natureza do processo inflamatério, corroborando com a idéia de taxa de
renovac¢ao macrofagica dentro da lesao.

Resultados demonstram que em juvenis de pacus Piaractus
mesopotamicus, assim como em camundongos, hamsters e galinhas, ocorrem a
formacao de gigantdcitos em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo
apos trés dias e que a suplementacdo da dieta com 100, 200 ou 500 mg de
vitamina C/kg de ragao induz aumento no numero de macréfagos policariontes e

namero de nudcleos/gigantdcito formado e acelera a transformacao de células do
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tipo corpo estranho em células de Langhans (PETRIC, 2003b). Efeito semelhante
foi observado por BELO et al. (2005) que verificou efeitos benéficos na
suplementacédo dietética com vitamina E sobre a formagdo dos macréfagos
policariontes em pacus estressados por superpopulacdo, havendo aumento
significativo destas células em grupos alimentados com 450 mg de vitamina E/kg
de racao na dieta.

Esse mesmo autor trabalhando com tildpias alimentadas com dietas
suplementadas com vitamina E observou que 500 mg de vitamina E/kg de racéo
favoreceram significativamente o acumulo celular, a formacgao de gigantécitos e de
células de Langhans nas laminas de vidro implantadas no tecido subcuténeo
(BELO, 2006). Todavia poucas sao as informacoes a respeito da influéncia de
acidos graxos esséncias no acumulo de macréfagos e formagdo de gigantdcitos
na inflamacao cronica de peixes.

Assim, com base na importancia de estudos de novas funcbdes dos
ingredientes comumentes utilizados em ragdes para peixes, este trabalho se
propbs avaliar o efeito da suplementacéo dietética com acidos graxos essenciais,
em juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre o desempenho

produtivo, hematoldgico e formagao de granulomas por corpo estranho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Efeitos dos acidos graxos essenciais em peixes

A principal fung¢éo dos lipidios utilizados nas dietas de peixes esta relacionada
ao atendimento da sua demanda energética na forma de ATP proveniente da f3
oxidacao dos acidos graxos (SARGENT et al.,, 1989; FROYLAND et al., 2000). Os
lipidios e os &cidos graxos ndo sé atendem as fungbes energéticas de crescimento
e manutencdo dos peixes, como também auxiliam nas fungbes do rim e das
branquias, desenvolvimento neural e visual, reproducdo e sanidade desses
animais (HENDERSON e TOCHER, 1987; SARGENT et al., 1989; TOCHER,
2003). Além disso, os lipidios dietarios estdo envolvidos no transporte de
nutrientes lipossoluveis, tais como esterdides e vitaminas e sintese de horménios,
prostaglandinas e outros componentes metabolicamente ativos. E desempenham
papel relevante na manutencdo da integridade das membranas celulares sob
condicbes de baixa temperatura e na producdo dos eicosanoides. Os acidos
graxos essenciais sao sintetizados de forma limitada pelos peixes e devem ser
fornecidos na dieta para atender suas exigéncias nutricionais (MABILIA, 2005).

Os lipidios e a composicdo dos acidos graxos presentes na dieta podem
influenciar na composicao dos acidos graxos na carcaga, na resposta imunologica
nao especifica e, por consequiéncia, na resisténcia as doengas da maioria dos
animais, inclusive em peixes (BLAZER, 1992; BALFRY e HIGGS, 2001; GATLIN,
2002). O mecanismo pelo qual os acidos graxos presentes na dieta de peixes
atuam sobre a resposta de defesa tem sido atribuido, em parte, pela influéncia da
producdo da prostaglandina e leucotrienos pelos macréfagos. Esses &cidos
também atuam sobre a proteina quinase C modificando os sinais de transducao e
atuando sobre os receptores de membrana. Outro mecanismo pelos quais os
lipidios da dieta atuam sobre a resisténcia as doencas é por meio da producao de
eicosandides imunologicamente ativos formados a partir do acido araquidénico
monoesterificado (AA), acido eicosapentandico (EPA), acido docosahexandico
(DHA) e possivelmente outro precursor de acido graxo poliinsaturado, 20:3n-6
(CHANG et al.,1992, LIM et al., 2005). A prépria composicao lipidica da membrana
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e suas propriedades podem ter efeito sobre a resisténcia as doengas ja que
algumas respostas de defesa sdo baseadas na interagdo das membranas dos
leucdcitos, para ativacdo da producdo de citocinas (BALFRY e HIGG, 2001).
MILLS et al. (2005) relataram que os acidos graxos poliinsaturados n-3 (PUFAS)
sao reconhecidos como tendo ag¢édo antiinflamatéria, na qual iniciam e propagam
diversos mecanismos envolvendo as células do sistema imunoldgico. Esses
mecanismos estariam relacionados com perfil de eicosandides, fluidez da
membrana, sinal de transducdo, expressdao do gene e a apresentacao do
antigeno.

Os eicosanoides derivados a partir do acido araquidénico (AA) sdo mais pro
inflamatérios que aqueles derivados do EPA e DHA. Além disso, a suplementagao
dietaria com 6leo de peixe em estudos com humanos e animais, resultou na
diminui¢do do nivel de AA na membrana celular (MAGRUM e JOHNSTON, 1985;
CALDER et al.,, 1994) e na capacidade da producdo de AA derivados dos
eicosandides, devido a competi¢do inibitéria do metabolismo do AA pelos acidos
graxos n-3. (LEE et al., 1985; ENDRES, 1989). Como conseqiéncia ha aumento
do nivel de EPA e subseqlientes efeitos sobre os processos tais como a
agregacao plaquetaria, vasoconstricdo, funcdo neutréfila, inflamatéria e
imunologica (CHAPKIN et al, 1990).

A producgédo dos eicosanoides estd associada a situagdes estressantes e
aos processos fisiolégicos normais. Os eicosandides sao considerados
moduladores da resposta imune e 0 excesso da producdo dos eicosanoides
ocorre frequentemente em condi¢coes patoldgicas (SARGENT et al., 2002). Os
eicosandides sao produzidos a partir do Cyy PUFA gracas a acao da
ciclooxigenase e a lipoxigenase resultando em metabdlitos que incluem as
prostaglandinas, leucotrienos e lipoxis o qual influenciam as fungbes imunoldgicas
(UHING et al, 1990; STANKOVA e ROLA-PLESZCZYNSKI, 1993). As
prostaglandinas (PGE,) derivadas do AA sdo produzidas pelos mondcitos e
macrofagos e estdo associadas com a modulacdo da resposta imune celular
(KINSELLA e LOKESH, 1990) ao passo que o PGF,, estd mais relacionado a
adaptacao do estresse ambiental (MUSTAFA e SRIVASTAVA, 1989).
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VILASECA et al. (1990) usaram o &cido trinitrobenzeno sulfénico (TBSN) no
estudo da inflamagdo com dois grupos de ratos alimentados por quatro semanas
com a suplementagéo dietaria enriquecida com o 6leo de girassol (n-6) e éleo de
figado de bacalhau (n-3). O nivel de eicosandides Iuminal aumentou
significativamente em ambos 0s grupos apds a administragdo do TNBS no célon
desses animais. O pico da producao de PGEZ2 e leucotrienos B4 (LTB4) ocorreu no
terceiro dia e declinou posteriormente, ao passo que o tromboxanos (TXB2)
continuou aumentando a partir do terceiro dia no grupo n-6 enquanto que a
resposta foi brusca no grupo n-3. Prejuizos macroscépico e histolégico da
inflamacao foram avaliados aos 20, 30 e 50 dias. No grupo n-3 o resultado foi
marcadamente reduzido apds 30 dias e a inflamacao e a ulceracdo foi quase
ausente aos 50 dias. Esses autores concluiram que este fato ocorreu devido ao
aumento brusco do TXB2 do grupo tratado com n-3.

ANDOCH et al. (2003), trabalhando com ratos alimentados com dietas ricas
em acidos graxos n-3 e n-6 por 12 dias antes da inducdo de uma enterite usando
acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), observaram histologicamente, que a
mudanga na mucosa foi significativamente mais severa nos ratos que tinham sido
alimentados com dietas contendo acidos graxos n-6 que aqueles alimentados com
n-3. O nivel de interleucina (IL-6) sérico foi significativamente mais elevado no
grupo n-6 que no grupo n-3 sugerindo a supressao da inflamagao da mucosa por
bloqueio da secrecéo de IL-6 da mucosa. Interessantemente, ndo houve diferenca
nos niveis de TNF-a entre os dois grupos.

Acidos graxos poliinsaturados n-3 (PUFAs) também inibem a interleucina
(IL) - 1B, producdo da TNF e a agem como “varredor” de radicais livres e a
alteragado no tipo e na quantidade de eicosandides fornecidos na dieta poderia
promover a variagcdo dos efeitos dos acidos graxos n-3 (PUFAs) como por
exemplo na produgéo de citocinas e éxido nitrico (DELUCA et al.,1999; DOOPER
et al., 2003).

Entretanto, varios estudos sobre o efeito dos lipidios e acidos graxos
adicionados a dieta sobre a resposta imunologica e resisténcia dos peixes tém

sido inconsistentes e frequientemente contraditérios. A deficiéncia dos é&cidos
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graxos n-3 tem demonstrado a¢des adversas sobre a producdo de anticorpos e
habilidade de fagocitose dos macrofagos em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss
(KIRON et al., 1995) e também o decréscimo da atividade de complemento sérica
(TORT et al., 1996; MONTEIRO et al., 1998).

Algumas evidéncias na literatura sugerem que mudancas na concentracao
de n-3 PUFA em dietas para peixes podem ter acdo benéfica ou efeito nocivo
sobre a resisténcia a doencas (ERDAL et al. 1991; SHELDON e BLAZER, 1991;
KIRON et al. 1995; MONTERO et al., 1999, 2003). O consumo de oxigénio por
macréfagos na explosao respiratdéria da fagocitose em “European seabass”
(Dicentrarchus labrax L) diminui com o aumento do nivel de lipidios na dieta de 90
para 170 g/kg (SITJA-BOBADILLA e PEREZ-SANCHEZ, 1999).

BRANDSEN et al. (2003) verificaram aumento na mortalidade acumulada
para o salmédo do Atlantico (Salmo salar) alimentado com 6leo de girassol e
desafiados com a Vibrio anguillarum. LI et al. (1994) observaram que o bagre do
canal (/ctalurus punctatus) alimentados com dietas suplementadas com 2,0% de
Oleo de savelha apresentaram maior taxa de mortalidade que aqueles alimentados
com Oleo de visceras de bagre do canal ou sebo bovino porém nao houve
diferenga significativa para o titulo de anticorpos apds o desafio com a bactéria
Edwardsiella ictaluri.

THOMPSON et al. (1996) observaram que o salmao do Atlantico (Salmo
salar) alimentado com dietas ricas em acidos graxos n-3 e n-6 aumentaram a
resposta do linfocito B e a taxa de sobrevivéncia apds o desafio com Aeromonas
salmonicida e Vibrio anguillarum. FRACALOSSI e LOVELL (1994b) obtiveram
elevados titulos de anticorpos duas semanas apés a imunizagdo com Edwardsiella
ictaluri em bagre do canal (/ctalurus punctatus) alimentados com dietas contendo
6leo de savelha se comparada as outras dietas que continham 6leo de milho, 6leo
de linhaga ou a mistura de 6leo de savelha, milho e gordura bovina (1:1:1). Uma
possibilidade para o efeito dos acidos graxos na dieta sobre os macrofagos é a
alteracdo no sinal de transducao, que poderia alterar a regulacdo do gene e a
funcdo do macréfago. O papel dos lipidios na imunidade dos peixes pode envolver
a modulacado da resposta celular por meio de mudancas nas propriedades da
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membrana, tais como a permeabilidade e a fluidez, e, portanto as enzimas e
receptores associados a membrana (MONTERO et al., 2003).

MOURENT et al. (2005) observaram diminui¢ao significativa no numero de
leucécitos circulantes e na atividade respiratéria dos macréfagos em “European
seabass” (Dicentrarchus labrax L.) alimentados com éleo vegetal (linhaga, oliva e
girassol) em comparagao aos que receberam dieta contendo 6leo de peixe. Estes
autores nao observaram diferenca entre a porcentagem de hematdcrito, nimero
de eritrocitos circulantes e atividade da lisozima sérica entre os peixes dos
diferentes tratamentos.

Resultados semelhantes foram observados por BELL et al. (1996) que
constataram que salmao do Atlantico alimentado com dietas contendo 6leo de
linhaga ou girassol ndo apresentaram diferencas nos efeitos da atividade de
lisozima, atividade de complemento ou porcentagem de hematécrito. MONTERO
et al. (2003) observaram redugéo na atividade de complemento sérico e atividade
fagocitica, porém nao alteraram a atividade da lisozima ou do neutréfilo em
“gilthead seabream” (Sparus aurata) alimentados com dieta contendo 6leo de soja
(rica em acido graxo 18:2n-6).

FRACALOSSI e LOVELL (1994b) relataram que em dietas semipurificadas
contendo 7% de 6leo de savelha (rico em n-3 HUFA) ou 6leo de linhaga (rico em
18:3 n-3) promoveram maior susceptibilidade do bagre do canal a bactéria
Edwardsiella ictaluri quando comparados com os peixes alimentados com 6leo de
milho ou sebo bovino ou a mistura das trés fontes de lipideos, a 28°C. Entretanto
nao houve diferenga significativa na taxa de mortalidade quando os peixes foram
mantidos a 17 °C. Esses autores alegaram que em condigdes de baixa
temperatura o bagre do canal metaboliza os acidos graxos n-3 e n-6 para os
eicosandides imunoregulatérios similarmente aos animais de sangue quente.
Assim a reducéo da resisténcia a E. ictaluri associada a alimentacdo com éleo de
savelha ou linhagca poderia ser explicada pela diminuicdo da sintese de
leucotrienos pela competicao inibitéria do metabolismo do AA pelo acido graxo n-3
a partir do 6leo de linhaca e savelha.
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ERDAL et al. (1991) observaram que o salmao do Atlantico alimentado com
dietas ricas em n-3 HUFA obteve diminuicdo do titulo de anticorpos apés a
vacinacao e reducao na taxa de sobrevivéncia apdés o desafio com Vibrio
salmonicida. BRANSDEN et al. (2003) observaram aumento significativo na
mortalidade acumulada em salméao do Atlantico alimentado com dietas contendo
6leo de girassol e desafiados com Vibrio anguillarum. Doses excessivas de n-3
HUFA induzem aumento na taxa de mortalidade de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) (KIRON et al., 1995).

LEITCH et al. (1984) e LEE et al. (1985) demonstraram que o efeito
negativo da dieta contendo HUFA n-3 sobre a resposta imune foi causado pela
diminuicao da producao de leucotrieno B4 e 0 aumento dos leucotrienos Bs pelos
macrofagos e neutréfilos. Leucotrieno Bs é um eicosandide que tem efeito
imunoestimulatério na qual incluem a proliferagéo de linfocitos e acao quimiotaxica
e quimiocinética do leucécito, enquanto que o leucotrieno Bs é outro eicosandide
com agao imunossupressora (GOLDMAN et al., 1983). Leucotrieno B4 € produzido
principalmente a partir do acido graxo 20:4n-6, enquanto que leucotrieno Bs é
derivado principalmente a partir do acido graxo 20:5n-3. A redugéo da resisténcia
imunologica dos peixes alimentados com dietas ricas com &cidos graxos
poliinsaturados n-3 pode ser causada, em parte pela competicdo inibitoria do
metabolismo do AA pelos acidos graxos n-3. Ha competicdo inibitéria entre os
acidos graxos da familia n-6, n-3 e n-9 por desnaturases responsavel pela a
sintese dos acidos graxos poliinsaturados (GOLDMAN et al., 1983; KRAGBALLE
et al.,, 1987; HWANG, 1989, SECOMBES et al., 1994).

O metabolismo do acido araquidénico (AA) em animais de sangue quente,
resulta na formagéo de eicosandides. Contudo o aumento de acidos graxos n-3 na
dieta resulta na reducéo da disponibilidade de AA, por inibicdo de sua sintese a
partir do &cido linoléico, e o aumento do EPA (JOHNSTON, 1985; HWANG, 1989;
KINSELLA e LOKESH, 1990). Com a estimulagdo antigénica, AA e EPA sao
liberados a partir da posicao sn-2 da membrana dos fosfolipideos das células
imunocompetentes, tais como os macrofagos, para formar tipos distintos de
eicosandides (KINSELLA e LOKESH, 1990).
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Todavia os &cidos graxos dietarios também tem efeitos benéficos diretos e
indiretos sobre a reposta imune (PABLO et al., 2002), na producdo das citocinas
(ENDREAS et al., 1989; YAQOOB e CALDER, 1995) ou na proliferagdo dos
linfécitos (ENDREAS et al, 1989; MEYDANI et al., 1991; SECOMBES et al., 1985;
YAQOOB et al., 1994).

SHELDON e BLAZER (1991) encontraram aumento da atividade bactericida
dos macréfagos em bagre do canal alimentados com éleo de savelha quando
comparados a peixes alimentados com 6leo de soja, milho ou sebo bovino.

Aumento da atividade dos macréfagos renais pode estar associado com o
aumento de acidos graxos n-3 em bagre do canal (BLAZER, 1992) e truta arco-iris
(ASHTON et al., 1994). Aléem disso, o salmdo do Atlantico alimentado com dietas
contendo altos niveis de n-3/ n-6 PUFA tem aumentado a resposta do linfécito B
quando desafiados com Aeromonas salmonicida e V. anguillarum (THOMPSON et
al, 1996).
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2.1 Gigantocitos e Granulomas em Peixes

O processo inflamatério € um fendbmeno que tem como objetivo diluir,
destruir e circunscrever agentes patdgenos invasores como forma de defesa do
organismo (GARCIA - LEME, 1989). Em granulomas tipo corpo estranho formam-
se macréfagos policariontes pela fusdo da membrana celular de macréfagos
(GILLMAN e WRIGHT, 1966; MARIANO e SPECTOR, 1974). O mesmo ocorre na
superficie de laminulas de vidro quatro dias apds seu implante no tecido
subcutdneo de camundongos (RYAN e SPECTOR, 1970). Gragas ao
recrutamento de novos macrofagos, entre sete a dez dias as células gigantes tipo
corpo estranho, em que o0s nucleos estao dispostos aleatoriamente no citoplasma,
evoluem para células do tipo Langhans, cujos nucleos deslocam-se para a
periferia da célula, conferindo o aspecto de “coroa” (MARIANO e SPECTOR,
1974).

Estudos in vitro, MCNALLY e ANDERSON (1995) demonstraram a
formacao de células gigantes pela fusdo de macrofagos derivados de mondcitos
humanos apds a inducdo com as interleucinas 3 e 4. No ano seguinte esses
mesmos autores (MCNALLY e ANDERSON, 1996), observaram que a fusdo dos
macréfagos necessita de receptores de manose que sado altamente estimuladas
pelas interleucinas 4. Estes autores observaram a participacdo do reticulo
endoplasmatico dos macrofagos durante o processo de fusdo celular, apés a
aproximacao destas estruturas aos receptores de manose. Tal mecanismo de
acoplamento apresenta caracteristicas semelhantes as observadas no processo
de fagocitose (MCNALLY e ANDERSON, 2005). MCNALLY e ANDERSON (2003)
observaram que a formacgédo de células gigantes tipo corpo estranho in vitro foi
potencializada com a inclusdo da vitamina E quando utilizaram mondcitos de seres
humanos.

A taxa de migracdo de macréfagos para a laminula de vidro implantada
depende da natureza da reacgao inflamatéria e do tecido conectivo que a envolve.
Conforme demonstrado por BIRMAN e MARIANO (1985), a inoculacao de BCG

vivo no local do implante da laminula causa drastica reducdo na formacao de
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células gigantes, reducdo do numero de nucleos/célula gigante e bloqueio na
transformacédo de célula tipo corpo estranho para célula tipo Langhans. Este
fendbmeno pode ser explicado pela indugédo do processo inflamatério provocado
pelo BCG vivo ser de alta renovacao. O contrario ocorre com a inoculagdo de
carragenina, pois esta substéncia induz a formagdo de granuloma de baixa
renovagao. Em frangos, GRECCHI et al. (1980) observaram que a formagéao das
células gigantes em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo ocorreu
precocemente, a partir de 12 horas, sendo que a partir das 18 horas esta reposta
tornou-se mais intensa.

A ocorréncia da formacao de células gigantes em processos inflamatérios
crbnicos em peixes € descrita em diversas enfermidades infecto-contagiosas, tais
como a causada pela Edwardsiella tarda em tilapia nilética (MIYAZAKI e KAIGE,
1985), Ichthyophonus hoferi em Pleuronectes platessa (TIMUR e TIMUR, 1984) e
Mycrosporidium sp. na musculatura esquelética de Trisopterus esmarkii
(PUSLFORD e MATHEUS, 1991).

PEINGNOU-DEVILLE et al. (1989) demonstraram a presenca de células
gigantes circundando a area de implante de tecido 6sseo desmineralizado pela
bactéria Aeromonas anguilla em tecido muscular de Scyliorhinus canicula dois
meses e meio apds o implante. Varios autores estudaram, in vitro, a formacéao de
células gigantes em culturas de macréfagos, obtidos do rim cefélico de diferentes
espécies de peixes (COUSO et al, 2002). A analise comparativa entre os
resultados observados no processo evolutivo de diferenciagdo e fusdo dos
macroéfagos verificou-se que o inicio da formagcdo de células gigantes com 24
horas em Sparus aurata (COUSO et al., 2002), em dois a trés dias em Cyprinus
carpio (BAYNE, 1986) e depois de uma semana em Oncorhynchus mykiss
(SECOMBES, 1985).

Examinando lesbes provocadas pela larva encapsulada L3 de
Pseudoterranova decipiens em trutas Oncorhynchus mykiss infestadas
experimentalmente e em Gadus morhua infectados naturalmente, RAMAKRISHNA
e BURT (1991) descreveram inflamag¢des granulomatosas com presenga de
células gigantes somente em trutas. Células gigantes tipo corpo estranho e tipo
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Langhans surgiram 32 dias pés-infeccdo, adjacentes ao parasito, logo acima da
camada de células epiteliéides, muitas das quais apresentavam dois ou mais
nucleos.

MATUSHIMA (1994) detectou a presenca de poucas células gigantes tipo
corpo estranho trés dias apds a inoculagcdo do BCG, que apareceram com maior
freqliéncia aos sete dias quando avaliou o processo inflamatério crénico induzido
pela inoculagédo intramuscular de BCG em tilapias do Nilo. Apds 21 dias, estas ja
possuiam maior organizacdo e, aos 33 dias células gigantes do tipo corpo
estranho ja podiam ser encontradas englobando grumos de BCG. Estas células
também podiam ser encontradas em locais mais distantes formando “ninhos” de
células inflamatérias junto com linfocitos, fibroblastos e macréfagos.

KOPPANG et al. (2005) observaram lesbes com severa mineralizacao da
musculatura da cavidade abdominal e, por conseguinte alteragées na pigmentagao
dos filés de salmdo do Atlantico, provavelmente devido as conseqiéncias de
respostas vacinais seguidas por reacdes inflamatérias comprovadas por analises
histologicas pela presenca de macréfagos, células epitelibides, gigantécitos e
melanomacrofagos.

Estudando a cinética de macro6fagos policariontes, PETRIC et al. (2003 a,
b) demonstraram que houve formagcdo de gigantocitos em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcutaneo apds trés dias em pacus jovens e que esse
fendbmeno aumentou com o tempo. A suplementacao da dieta de pacus com 100,
200 ou 500 mg de vitamina C/kg de racdo induziram aumento no numero de
macréfagos policariontes e numero de ndcleos/gigantocito formado, além de
acelerar a transformagdo de células do tipo corpo estranho em células de
Langhans. Efeito semelhante foi observado por BRUM (2003) que constatou que a
suplementacédo dietaria com vitamina C na dose de 500 mg/kg favoreceu o maior
recrutamento de macrofagos policariontes em funcéo do tempo (aos trés dias) se
comparado aqueles que receberam a dieta controle (auséncia de vitamina C).
Esse efeito foi observado também em peixes mantidos em alta densidade, gracas
aos menores niveis de cortisol plasmatico, em relagdo aos mantidos no mesmo

sistema e nao suplementados.
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BELO et al. (2005) verificaram efeitos benéficos na suplementacéo dietética
com vitamina E sobre a formacdo dos macréfagos policariontes em pacus
estressados mantidos em alta densidade de estocagem, havendo aumento
significativo destes em grupos alimentados com dietas suplementadas com 450
mg de vitamina E/kg de ragéo.

A suplementacao alimentar com vitamina E (500 mg/kg de racao) em dietas
para tildpia do Nilo favoreceu significativamente o acumulo celular, a formagéao de
gigantdcitos e de células de Langhans nas laminas de vidro implantadas no tecido
subcutaneo desses animais submetidos & alta densidade (20 kg/m?®), & vacina e ao

desafio com a bactéria Mycobacterium marinum (BELO, 2006).

3. OBJETIVOS

A proposta deste trabalho foi estudar o efeito da suplementacao dietética
com &cidos graxos essenciais sobre o desempenho produtivo, perfil hematoldgico
e a inflamacao crénica por corpo estranho em juvenis de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus).
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Unesp — Universidade Estadual Paulista,
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos (Lapoa) do Centro de
Aquicultura (Caunesp) e no Laboratério de Ictiopatologia do Departamento de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria, Campus

de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo.

4.1 Peixes e acondicionamento

Foram utilizadas 300 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) jovens, com
peso médio de 69,86 + 5,01 gramas, acondicionadas em 20 caixas de fibra de
vidro (15 peixes/caixa), com capacidade de 310 litros cada, pertencentes ao
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos do Caunesp, Campus de
Jaboticabal (Figura 1). As caixas experimentais foram abastecidas com &gua
corrente desprovida de cloro, proveniente de pog¢o artesiano com vazao de 1 L/min
e aeracao suplementar.

Para minimizar os efeitos do estresse de captura, transporte e manejo dos
peixes, 0S mesmos passaram por tratamento profilatico em solucao de NaCl na
proporcdo de 6g/L de agua, durante 15 minutos, trés dias consecutivos
(CARNEIRO e URBINATI, 2001).

Apés o término do periodo de aclimatacao (15 dias), os juvenis passaram a
receber as dietas experimentais contendo os acidos graxos essenciais durante 90
dias para avaliacdo do desempenho produtivo. Para o estudo da cinética do
processo inflamatorio, os peixes continuaram a serem alimentados com as dietas
experimentais e aos 120 dias foram submetidos a implantacdo da laminula de
vidro no tecido subcutaneo e avaliados os mecanismos de defesa desses animais
por meio do acumulo de macréfagos e formagao de gigantocitos, além do estudo
das variaveis eritrocitarias. O estudo da cinética dos macréfagos ocorreu apds um
més ao término da avaliacdo do desempenho produtivo para que pudesse ser

minimizado o estresse desses animais o qual poderia interferir nos resultados do
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estudo hematoldgico e no recrutamento dos macréfagos e a formagao das células

gigantes em resposta ao corpo estranho.

Figura 1 — Caixas experimentais do LAPOA/ CAUNESP

4.2 Delineamento experimental

Foram utilizadas duas fontes de &cidos graxos essenciais: 6leo de soja
degomado (OS) e 6leo de linhaga (OL) nas propor¢des de 100,0% OS; 75,0% OS
+ 25,0% OL; 50,0% OS + 50,0% OL; 25,0% OS + 75,0% OL e 100,0% OL, sendo
que cada tratamento possuia quatro repeticoes (Tabela 1). O fornecimento das
dietas experimentais com acidos graxos essenciais foi iniciado 120 dias antes do

implante das laminulas de vidro.

Tabela 1 - Distribuicao dos peixes nos diferentes grupos experimentais.

. , ! Sacrificio pés-implante
Grupo experimental (Numero de peixes)

2 dias 4 dias 6 dias 8 dias

100% de dleo de soja e 0% de dleo de linhaga (n=60) n=10 n=10 n=10 n=10

75% de dleo de soja e 25% de dleo de linhaga (n=60) n=10 n=10 n=10 n=10
50% de dleo de soja e 50% de dleo de linhaga (n=60) n=10 n=10 n=10 n=10
25% de dleo de soja e 75% de o6leo de linhaga (n=60) n=10 n=10 n=10 n=10

0% de oleo de soja e 100% de dleo de linhaga (n=60) n=10 n=10 n=10 n=10
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4.3 Balanceamento da racao e suplementagao com acidos graxos essenciais

Para estudar o efeito dos acidos graxos na racao, foi formulada uma dieta
pratica (basal) com 28,0% PD e 3200 Kcal de ED/kg de racao e utilizagdo de dois
tipos de dleos: 6leo de soja degomado (como fonte de acido graxo 6mega 6) e
6leo de linhaga (como fonte de acidos graxos émega 3).

A dieta basal foi formulada no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquéticos - AquaNutri da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP,
Campus de Botucatu. A composi¢cdo da dieta basal seguiu as exigéncias para
tilapias em crescimento, estabelecida no NRC (1993).

Com a formulacdo da dieta basica foram confeccionadas as dietas
experimentais com dois tipos de 6leos (6leo de soja degomado - OS e 6leo de
linhaca - OL) em diferentes propor¢gdes na racdo conforme exposto no
delineamento experimental. As racdes peletizadas foram confeccionadas na
fabrica de racdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria - Unesp,
Céampus de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo, sendo posteriormente estocada em
saco plastico escuro, a - 10°C.

Apods a confecgado das dietas experimentais, as ragdes foram encaminhadas
para serem analisadas. A andlise da composicdo quimico-bromatolégica das
ragcbes foi realizada no Laboratério de Nutricio Animal e Pastagem do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinaria,
Céampus de Jaboticabal.

A composicao percentual e a andlise quimico-bromatoldgica da dieta basal
esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composicéo percentual e analise quimico-bromatoldgica da dieta

Porcentagem (%)

Ingrediente

Farelo de soja 33,00
Fuba de milho 18,00
Farelo de trigo 15,00
Farelo de arroz 9,00
Farinha de peixe 16,50
Oleo' 6,00
Fosfato bicélcico 1,00
Suplemento vitaminico e mineral 0,50
BHT (antioxidante) 0,02
Calcario calcitico 0,98
Total 100,00
Proteina bruta (%)~ 29,15
Energia bruta (kcal)? 3076,87
Fibra bruta (%)? 4,72
Extrato etéreo (%)° 10,44
Extrato ndo nitrogenado (%)? 37,10
Matéria seca (%)? 90,73

" As proporgdes de 6leo de soja degomado e 6leo de linhaga serdo adicionados de acordo com cada
tratamento
% Analisado

4.4. Perfil dos acidos graxos essenciais

Apés a confecgdo das dietas, amostras das ragdes foram encaminhadas
para o Laboratério de Bioguimica de Microorganismos e Plantas do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria -
UNESP, Campus de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo, para analise do perfil
acidos graxos essenciais, utilizando o cromatografo a gas GC — 14B -
Shimadzu.
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4.5. Manejo dos peixes

Os peixes foram pesados e medidos no inicio do experimento, com o
auxilio de balanga eletrénica com capacidade de um quilograma e ictidbmetro
respectivamente, sendo os mesmos anestesiados em banho com solugédo de
benzocaina (1g/10L) até a perda de equilibrio para facilitar o manejo e evitar
possiveis danos fisicos as tilapias. Apds a biometria inicial os peixes passaram
por periodo de aclimatagdo de 15 dias antes do inicio do ensaio oferecendo-se

nesta fase as ragoes experimentais para todos os animais.

Durante o periodo experimental, a alimentacao foi fornecida diariamente,
duas vezes ao dia (pela manha e a tarde), nos horarios de 8h00 e 14h00,
correspondendo cerca de 3,0% da biomassa por dia. Para evitar o acumulo de
sobras de racdo e matéria organica nas caixas foi realizada a sifonagem em
dias alternados. As racdes experimentais foram pesadas rotineiramente para
avaliagdo da quantidade de raca&o ministrada aos peixes.

4.6. Monitoramento da qualidade da agua

O monitoramento da qualidade da agua foi realizado diariamente as 8h00 e
14h00, avaliando-se a temperatura da agua, a concentracdo de oxigénio
dissolvido, o potencial hidrogeniénico (pH) e condutividade elétrica. Além disso,
amostras de agua obtidas no periodo da manha antes do fornecimento da racao
foram coletadas quinzenalmente para a realizagdo das analises de alcalinidade,
clorofila e aménia no Laboratério de Qualidade de Agua no Centro de Aqilicultura,
Céampus de Jaboticabal.

4.7. Desempenho zootécnico
Para a andlise de desempenho produtivo foram realizadas biometrias

mensais até completar 90 dias de periodo experimental. Em cada biometria os
peixes foram anestesiados em banho de benzocaina (1g/10 L de agua) até a
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perda do equilibrio. Todos os peixes de cada tratamento foram pesados e medidos

para avaliacao dos seguintes parametros:

- Consumo de ragao (CR);

- Ganho de peso (GP)

[GP = peso final - peso inicial];

- Conversao alimentar aparente (CA)

[CA = consumo de racao/ ganho de peso];

- Taxa de crescimento especifico (TCE)
[TCE= 100x (In peso final — In peso inicial/ dias de experimento)]

4.8. Procedimento cirurgico da implantacao da laminula

4.8.1. Anestesia dos peixes

Os peixes foram pré-anestesiados com solugdo de benzocaina (1:20.000)
na propria caixa apds diminuigcdo do nivel da adgua e mantidas até o momento do
processo cirdrgico. Em seguida, os peixes foram anestesiados individualmente no
momento do implante da laminula, utilizando-se solugdo aquosa de benzocaina na
proporcao de 1:10.000. Inicialmente a benzocaina foi diluida em &lcool 98° (0,1
g/mL), completando-se o volume para 1L (WEDEMEYER, 1970; MATUSHIMA e
MARIANO, 1996).
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4.8.2. Implante da laminula

Decorrido os 120 dias de experimento, os peixes foram submetidos ao
implante da laminula de vidro (laminula arredondada de 9 mm, marca Knittel®) no
tecido subcutaneo da regido latero-dorsal (Figura 2), atras do opérculo.
Inicialmente, os peixes foram anestesiados em solucado aquosa de benzocaina e a
verificacdo do estado anestésico, apds sua permanéncia por dois a trés minutos
na mesma, foi obtido por meio da imobilidade do peixe no fundo da caixa
(MATUSHIMA e MARIANO, 1996). O implante da laminula seguiu as
determinacdes descritas por PETRIC et al. (2003) e BELO (2006). Com o auxilio
de bisturi foi realizada uma pequena incisdo na regido latero-dorsal esquerda das
tilapias sendo o tecido subcutdneo imediatamente divulsionado com tesoura
cirurgica e a laminula esterilizada foi implantada entre a pele e tecido muscular
subjacente (Figura 3 e 4). A seguir, a pele foi suturada (Figura 5) com pontos
simples usando-se fio de nailon previamente esterilizado. Assim, cada peixe teve
uma laminula implantada atras do opérculo esquerdo na altura do inicio da
nadadeira dorsal (Figura 6). Ap6s 0 manuseio cirurgico experimental, os animais
foram novamente colocados nas caixas com fluxo continuo de agua e aeracao
suplementar. Para a prevengdo de infeccdo por agentes oportunistas, foi feito
banho de sal (10g/L), durante 15 minutos, repetindo este procedimento nos dois
dias seguintes (banho de sal 1g/L). O implante das laminulas nos peixes foi
aleato6rio, mantendo a amostragem de dez peixes por tratamento e periodo.

4.8.3. Sacrificio, colheita, fixacao e coloracao das laminulas

Para a retirada das laminulas implantadas, os peixes foram sacrificados
utilizando solucao aquosa de benzocaina na proporcao de 1:500 aos dois, quatro,
seis e oito dias apds o implante das laminulas. Ap6s a abertura do ponto cirurgico,
as laminulas foram cuidadosamente retiradas com o auxilio de uma pinga, lavadas
com solugéao salina 0,65% para retirada de fibrina e outras células aderentes a

laminula que ndao macréfagos e células gigantes para serem fixadas em solugao
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de Bouin por cerca de um minuto e coradas com hematoxilina-eosina
posteriomente.

Para a avaliagdo da resposta inflamatoria, todas as dez laminulas por caixa
foram analisadas sendo selecionada a sete melhores quanto a sua integridade e
coloracao para o estudo da cinética dos macréfagos policariontes sendo que cada
uma foi considerada uma unidade experimental. Os macrofagos policariontes
formados foram contados “in totum’, assim como, o niumero de nucleos por célula
gigante, o numero de gigantécitos do tipo corpo estranho e do tipo Langhans para
estabelecer a correlagcdo entre eles. Estas contagens foram realizadas em
microscopio de luz em aumento de 400 vezes, sendo realizada a contagem de

cinco campos por animal, totalizando 35 campos por tratamento.
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Procedimento cirurgico do implante da laminula no tecido subcutaneo da
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Figura 2 — Incisao dorso lateral esquerda da tilapia

Figura 3 — Divulsiomento do tecido do subcutaneo



Figura 4 - Implante da laminula

Figura 5 - Sutura da ferida cirdrgica ap6s o implante da laminula

38
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Figura 6 - Tilapia com laminula implantada no tecido do subcutaneo

4.9. Parametros hematoldgicos

Para as avaliagbes hematologicas foram colhidas amostras de sangue
através de puncgdo da veia caudal de 10 peixes por tratamento e periodo, aos 90
dias de experimento (dia 0) e apds 0 processo cirurgico, no segundo, quarto, sexto
e oitavo dia antes do procedimento de retirada das laminulas, para imediata
determinagdo do numero de eritrdcitos, porcentagem de hematdcrito (Htc), taxa de
hemoglobina (Hb) e volume corpuscular médio por meio do contador automatico

de células sanguineas (Modelo CC510, Celm).
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4.10. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos nesse experimento foi realizada
utilizando-se o programa estatistico Sisvar. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey para os valores de F que indicaram
diferenca significativa (P<0,01). Para a comparacao de média pelo teste de Tukey

foi utilizado o nivel de 5,0% de probabilidade.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Perfil de acidos graxos nas dietas experimentais

41

O resultado obtido da analise cromatografica do conteudo de &cidos graxos

presentes nas dietas experimentais esta expressa na Tabela 3

Tabela 3 — Perfil de acidos graxos das dietas experimentais obtidas por meio da

andlise cromatogréfica.

Tratamentos'
75%0S+ 50%0S+ 25%0S+
100%0S 25% OL 50%0L 75%0L 100%OL

C14:0 (Ac. Miristico) 0,59 0,47 0,49 0,93 0,87
C16:0 (Ac. Palmitico) 14,15 15,28 15,74 17,32 18,38
C16:1 (Ac. Palmitoleico) 1,12 1,29 1,88 2,95 3,74
C17:0 (Ac. Heptadenoico) 0,18 0,14 0,14 0,2 0,19
C18:0 (Ac. Estearico) 3,17 3,14 3,52 3,63 4,1

C18:1n9c (Ac. Oléico) 24,14 25,35 27,53 29,1 31,21
C18:2n6c¢ (Ac. a - Linoleico) 47,65 37,3 21,36 12,64 3,92
C18:3n3 (Ac. Linolénico) 5,18 14,24 26,4 28,79 33,67
C20:1n9c (Ac. Eicosenoico) 0,34 0,28 0,3 0,36 0,34
C20:5n3 (Ac. Eicosapentaenoico) 0,56 0,19 0,2 0,67 0,45
C22:6n3 (Ac. Docosahexaenoico) 0,81 0,29 0,32 1,01 0,69
NI - Nao identificados 2,11 2,03 2,12 2,4 2,44
Total 100 100 100 100 100

105 - dleo de soja degomado e OL - dleo de linhaca

De acordo com o estabelecido no delineamento experimental e a utilizacdo

do 6leo de soja degomado e Oleo de linhaca, ricos em acido linoleico

(C18:2n6c¢) e linolénico (C18:3n3), respectivamente, pode-se constatar pelo

resultado da analise cromatografica que o perfil de acidos graxos das dietas

experimentais mantiveram a relacdo plausivel com o objetivo do estudo

proposto.

Em sistemas de producdo intensiva a boa nutricdo desempenha papel

fundamental na promocao do crescimento e manutencao da saude dos peixes.

Nutrientes adequados devem ser adicionados as dietas para reduzir os efeitos
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nocivos do estresse, preservando assim a saude e o bem estar dos animais
(GATLIN e PENGLI, 2005).

Dentre as principais fungbes dos lipidios das dietas para peixes pode-se
destacar atendimento da demanda energética na forma de ATP, funcao
carreadora de vitaminas lipossoluveis, favorecimento do “flavor” e da textura da
racao, precursor de formacao de fosfolipideos, que sdo componentes da
membrana celular e organelas além de fontes de &cidos graxos essenciais

dentre outras fungoes.

Além de atender as exigéncias nutricionais dos peixes, ambas as séries
de 4cidos graxos essenciais (n-3 e n-6) produzem quatro séries de
eicosandides fisiologicamente ativos como prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos e leucotrienos, envolvidos na contragdo da musculatura de alguns
orgaos, coagulacdo sanguinea e processos imunolégicos e inflamatérios
(LOGATO, 2000).

Geralmente, os eicosandides originarios do acido aracdoénico (n-6)
possuem funcbes antagbnicas aos eicosandides originados do n-3. Outra
funcdo importante dos &cidos graxos poliinsaturados é a sua participagdo na
formacédo dos fosfolipideos da membrana celular, que sdo responsaveis pela
manutencdo da integridade, fluidez e permeabilidade da célula (LOGATO,
2000). A fluidez da membrana depende do balan¢o adequado de 4cidos graxos
essenciais saturados e insaturados que compdem os fosfolipideos presentes. O
papel dos &cidos graxos da familia n-3 é manter a fluidez da membrana
fosfolipidica principalmente a baixa temperatura. Os peixes alteram a
composicao dos fosfolipideos das membranas em resposta as mudangas de
temperatura do ambiente (FRACALOSSI e LOVELL, 1995; WEBSTER et al.,
1994)

Segundo NEW (1987), a exemplo dos mamiferos, os peixes néao
conseguem sintetizar 4cidos graxos das familias linolénica (série n-3) e linoleica
(série n-6) e, portanto devem ser supridos na dieta para obter o crescimento

satisfatério e manutencao do bom estado de saude.
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De forma geral, observa-se que as exigéncias nutricionais em acidos
graxos essenciais variam entre outras causas, com a espécie e o tamanho dos
peixes, com a temperatura da agua, e com as fontes de alimento natural
presentes no ambiente. Em geral, peixes de agua doce necessitam tanto do
acido linoleico (n-6) como o &cido linolénico (n-3) (PEZZATO et al., 2004).

A exigéncia de &cidos graxos essenciais nos peixes diferencia-se
consideravelmente entre as espécies (NRC, 1993). Espécies de aguas quentes
tém exigéncia especifica menor para os acidos graxos da série n-3 que as de
agua fria. A deficiéncia de acidos graxos poliinsaturados n-3 causa reducao no
crescimento, despigmentacdo, erosdao das nadadeiras, sindrome do choque e
acumulo de gordura. De acordo com o NRC (1993), a exigéncia de acidos

graxos essenciais para tilapia do Nilo é de 0,5% de 18:2, n-6.

O bagre do canal, o salmao “coho” (Oncorhychus kisutch) e a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) exigem &cidos graxos da série n-3 linolénico (18:3),
eicosapentendico (20:5), ou docohexendico (22:6). Ja a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e a carpa comum (Cyprinus carpio) necessitam
quantidades iguais de acidos graxos de tipo 18:2 e 18:3 (PEZZATO et al., 2004)
enquanto para a tilapia hibrida CHOU e SHIAU (1999) reportaram que os
acidos graxos da familia n-3 e n-6 sdo essenciais para o seu mMAaximo

crescimento.

A carpa comum requer uma mistura dos acidos graxos poliinsaturados n-
3 e n-6 (TAKEUCHI e WATANABE, 1977) enquanto que para a tilapia,
KANAZAWA et al. (1980) e TAKEUCHI et al., (1983) apenas os acidos graxos
n-6 sao exigidos.
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5.2. Monitoramento de qualidade da agua

A tabela 4 apresenta os valores médios com seu respectivo desvio
padréo dos parametros da qualidade da agua (temperatura, oxigénio dissolvido,
pH, condutividade elétrica, alcalinidade, clorofila € am6nia) mensurados durante
todo periodo experimental. Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua
avaliados permaneceram praticamente constantes durante o todo experimento,
sendo que os valores médios de temperatura (28,17 + 1,0), oxigénio dissolvido
(5,15 £ 0,4), pH (7,45 £ 0,06), condutividade elétrica (178,5 £ 5,3), alcalinidade
(190,9 + 2,66), clorofila (1,14 £ 2,11) e amobnia (197,61 = 94,75) encontram
dentro da faixa de conforto para essa espécie em questdo (CASTAGNOLLI e
CYRINO, 1986 e KUBITZA, 2000). Assim a qualidade da agua permaneceu
dentro dos padrdes observados por SIBAUBA-TAVARES (1995).

De acordo com EL-SAYED e KAWANNA (2004), as tildpias toleram
amplas variacbes de temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, potencial
hidrogeniénico (pH) e fotoperiodo. Entretanto, a manutencdo de condi¢oes
ambientais dentro da faixa de conforto para essa espécie é fundamental para
sucesso da tilapicultura intensiva (MUIR et al., 2000).

Desta forma pode-se inferir que os parametros de qualidade de &agua
tiveram pouca influéncia sobre os resultados obtidos de desempenho produtivo,
hematolégicos e da resposta inflamatéria granulomatosa dos peixes
suplementados com acidos graxos essenciais na dieta ja que os parametros de
qualidade de agua mantiveram dentro da faixa de conforto para o tilapia do Nilo

durante o experimento.
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5. 3. Parametros de desempenho produtivo

Os resultados dos parametros zootécnicos avaliados [ganho de peso (GP);

consumo, conversao alimentar aparente (CA) e taxa de crescimento especifico

(TCE)], referente aos 90 dias de experimento sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores médios’, erro padréo e o resultado da anélise de variancia® do

ganho de peso (GP), consumo de ragao (kg), conversao alimentar

aparente (CA) e taxa de crescimento especifico (TCE) da tilapia do

Nilo alimentadas com dietas suplementadas com acidos graxos em

diferentes proporgoes.

Parimetros de desempenho produtivo

Tratamentos GP Consumo CA TCE
(g (kg)

1°Més  100% OS 46,61+5,81%°  0,6620,07°°  1,50+0,22%*  464,89+6,02"°
75%0S+25%0L  46,16+5,81%"  0,59+0,07°°  1,2740,22%  462,60+6,02"°
50%0S+50%O0L  4532+581%  0,60+£0,07**  1,3120,22%  460,17+6,02"
25%0S+75%0L  45,09+5,81"°  0,7020,07°°  1,63+0,22%*  471,70+6,02"
100% OL 40,88+5,81%  0,59+0,07™*  1,4620,22%  468,3446,02"°

Valor de F 0,154 0,446 0,456 0,578

Pr>F’ 0,9599 0,7743 0,7671 0,6813

2°Més  100% OS 40,69+5,81°°  0,810,07"  2,00£0,22™  491,85+6,02*"
75%08+25%0L  38,71+581%  0,80£0,07*°  2,09+0,22%"  488,87+6,02*"
50%08+50%0L  39,37+581%*  0,85£0,07%°  2,142022%"  487,40+6,02*
25%08+75%0L  48,05+5,81""  0,88+0,07*"  2,10£0,22**  500,70+6,02""
100% OL 37,97+5,81%  0,86+0,07""  2,27+0,22"°  492,64+6,02*

Valor de F 0,495 0,193 0,208 0,736

Pr > F? 0,7393 0,9404 0,9327 0,5774

3’Més  100% OS 26,71£581%  0,5040,07™  1,9240,22™  488,67+6,02"
75%0S+25%0L 278345814  0,45+0,07**  1,67+0,22*®  480,21+6,02"°
50%0S+50%O0L 28 34+581%  (0,52+0,07**  1,88+0,22%%" 492 37+6,02"°
25%0S+75%0L  2583+581%  0,56+0,07*  2,1040,22**  503,65+6,02"°
100% OL 24484581 0,41+0,07*  2,0120,22%°  496,32+6,024°

Valor de F 0,071 0,602 0,578 2,100

Pr > F? 0,9904 0,6630 0,6797 0,1179

D' Média aritmética de 300 tildpias por més (5 tratamentos x 60 animais por tratamento), comparadas nas

colunas, com pelo menos uma letra em comum néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

@ Andlise de varidncia esta representada por letras maitisculas para comparagio dos tratamentos dentro de
cada dia estudado e letras minusculas para comparagio entre os diferentes dias estudados.
@ Pr>F - Probabilidade de significancia de F
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Quanto aos parametros de desempenho produtivo pode-se observar que
nao houve diferenga significativa (P>0,05) quanto ao ganho de peso (GP),
consumo de ragdo, conversao alimentar aparente (CA) e taxa de crescimento
especifico (TCE) entre as dietas experimentais os quais os peixes foram
submetidos durante os 90 dias de experimento.

Estes resultados estdo em concordancia com os encontrados por HANLEY
(1991) que nao observou diferenca no ganho de peso e conversao alimentar de
tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com diferentes niveis de
lipidios (sebo bovino) nas dietas (5,0, 9,0 € 12,0%). LI et al. (1994) também nao
observaram diferenga significativa para ganho de peso, conversdao alimentar
aparente, taxa de sobrevivéncia do bagre do canal (/ctalurus punctatus)
alimentado com dietas suplementadas com 2,0% de 6leo de visceras de bagre do
canal, sebo bovino e éleo de savelha.

MOURENT et al. (2005) trabalharam com a substituicdo parcial do 6leo de
peixes pelo 6leo de colza, linhaca e oliva em dietas para "European seabass”
(Dicentrarchus labrax L.) e nao observaram diferenca significativa entre os
tratamentos para ganho de peso, comprimento, consumo de ragao e taxa de
crescimento especifico. Resultados similares foram encontrados previamente em
outros estudos com salmonideos onde o 6leo vegetal e marinho foram utilizados
na formulacdo de dietas (DOSANIJH et al., 1988; POLVI e ACKMAN, 1992;
GUILLOU et al. 1995; TOCHER et al., 2000) ou em estudos utilizando altos niveis
de energia/lipidios na formulacao das dietas (TORSTENSEN et al., 2000; BELL et
al., 2001, 2002, 2003).

SUBHADRA et al. (2006) nao observaram diferenga no ganho de peso, taxa
de sobrevivéncia, conversao alimentar aparente e taxa de eficiéncia protéica em
“largemouth bass” (Micropterus salmoides) em dietas suplementadas com 10% de
6leo de canola, gordura de frango, 6leo de savelha ou mistura de gordura de
frango:6leo de savelha (50:50).

Em contrapartida, NG et al. (2006) estudando a substituicdo do 6leo de
peixe por 6leo de palma em dietas para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),

observaram melhora significativa no ganho de peso e na taxa de crescimento
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especifico e conversado alimentar dos peixes alimentados com 100 g de 6leo de
palma/kg.

STICKNEY e WURTS (1986) compararam o crescimento da tilapia aurea
alimentadas com dietas contendo niveis de 0,0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10,0% de 6leo de
bagre do canal e éleo de savelha e observaram que o melhor taxa de crescimento
foi obtida pelos peixes suplementados com 10,0% de 6leo de savelha.

FRACALOSSI e LOVELL (1994a,b) observaram melhores taxas de
crescimento em bagre do canal alimentado com dietas suplementadas com 7% de
6leo de savelha ou a mistura de sebo bovino, 6leo de milho e de linhaga (1:1:1).
Resultados semelhantes foram observados por SATOH et al. (1989 a,b) utilizando
suplementacao com 6leo de figado de bacalhau ou 6leo de linhaca em dietas para
o bagre do canal.

CHOU e SHIAU (1996) estudando o nivel étimo de lipidios na dieta para
juvenis de tilapias hibridas, Oreochromis niloticus x QOreochromis aureus
observaram que os peixes que receberam dietas contendo 10,0 e 15,0% de
lipidios obtiveram maior ganho de peso e melhor conversdo alimentar quando
comparado aos demais tratamentos (0,0, 5,0 e 20%). Estando em conformidade
com a dieta pratica (basal) deste trabalho que continha cerca de 10,44% de
lipidios.

Entretanto a inclusdo dos 6leos de soja degomado e de linhaga, ricos em
acidos graxos linoleico e linolénico respectivamente nas dietas experimentais nao
promoveram variagdo na performance produtiva entre os tratamentos avaliados.
Desta forma a relacdo custo beneficio € preponderante para a escolha do 6leo de
soja como fonte de &cidos graxos para dieta da tilapia de Nilo no estudo dos
parametros de desempenho produtivo, em concordancia com NRC (1993),
KANAZAWA et al. (1980) e TAKEUCHI et al., (1983) que relatam que apenas o0s
acidos graxos n-6 sao exigidos para a tilapia.
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5. 4. Parametros hematologicos

Os resultados obtidos nas analises hematoldgicas [numero de eritrécitos
(Erit); percentual de hematocrito (Htc), taxa de hemoglobina (Hg) e volume
corpuscular médio (VCM)] correspondente estdo expressos nas Tabelas 6 e 7.

No estudo dos parametros hematoldgicos das tilapias alimentadas com
acidos graxos essenciais, verificou-se que as variacbes da série eritrocitaria,
corroboram com outros estudos com Oreochromis niloticus (UEDA et al., 1997;
RODRIGUES et al., 2002; TAVARES-DIAS e MORAES, 2003).

De acordo com os resultados das andlises hematologicas pode-se
constatar que apesar de ter sido observada diferencas significativas para o
namero de eritrocitos e taxa de hemoglobina entre os tratamentos e diferencas
para todos os parametros hematoldgicos avaliados antes e depois do implante da
laminula pouco se pode inferir quanto essas variaveis.

A eritropoiese e a leucopoiese sao influenciados por fatores bioldgicos
como a reprodugdo, 0 sexo, a maturagao gonadal, a idade, o estado nutricional e
de higidez e o estresse. Da mesma forma sofrem influéncia de fatores ambientais
como a temperatura, o pH, concentracdo de oxigénio dissolvido na agua e
sazonalidade (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

No estudo das variaveis hematolégicas durante o decorrer do tempo, nao
foi observada variagao significativa para os parametros eritrocitarios avaliados dois
dias apds o inicio do processo inflamatério (nUmero de eritrécitos, percentual de
hematdcrito, taxa de hemoglobina e volume corpuscular médio). Entretanto nota-
se 0 aumento no numero de eritrécitos, mas principalmente no valor de
hematdcrito, taxa de hemoglobina e volume corpuscular médio entre os diferentes
tratamentos, quatro dias apds o implante. Tais resultados estdo de acordo com a
resposta de acumulo celular na laminula no quarto dia apds o implante (item 5.6)
no qual se observou aumento significativo do numero de macréfagos e
gigantécitos demonstrando inter-relagdo da dindmica da resposta do organismo ao

agente estranho e do perfil hematologico.
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MOURENT et al. (2005) trabalharam com a substituicdo do éleo de peixe
pelo 6leo de colza, linhaga e oliva em dietas para “European seabass”
(Dicentrarchus labrax L.) e nao observaram diferenca significativa para a taxa de
hematdcrito e o numero de eritrécitos circulantes entre os diferentes grupos deste
ensaio.

Quanto ao numero de eritrocitos, pode-se constatar que no dia zero e
quatro houve diferenca significativa para esse parametro sendo que os animais
que receberam a dieta com 25:75 apresentaram os maiores valores.

Para o percentual de hematocrito ndo observou-se diferenga estatistica
entre os tratamentos avaliados, entretanto, nota-se leve tendéncia a maior
porcentagem de hematdcrito na dieta contendo 25% 6leo de soja e 75% de 6leo
de linhaga. Esses resultados estdo de acordo aos encontrados por BELL et al.
(1996) que observaram que salmdo do Atlantico alimentado com dietas
suplementadas com 6éleo de linhaca e Oleo de girassol nao interferiram
significativamente sobre percentual de hematdcrito, atividade da lisozima e de
complemento.

Quanto ao volume corpuscular médio pode-se observar que nao houve
diferenca entre os tratamentos (P>0,05), entretanto para a taxa de hemoglobina
houve diferenca significativa para os peixes alimentados com dietas
suplementadas com dietas contendo 25:75 quatro dias ap6s o implante.

Tais resultados evidenciam um paralelo a resposta orgéanica da tilapia no
quarto dia apds a implantacdo da laminula no que diz respeito a resposta
inflamatéria granulomatosa em que pode-se observar diferenga no numero de
gigantécitos e que os peixes alimentados com dietas contendo 50:50 (OS:OL) e
75:25 obtiveram melhor resposta.

Resultados hematoldgicos semelhantes foram encontrados por SUBHADRA
et al. (2006) trabalhando com dietas suplementadas com 10% de 6leo de canola,
gordura de frango, 6leo de savelha ou mistura de gordura de frango:6leo de
savelha (50:50) para largemouth bass (Micropterus salmoides).

Em similar ensaio, MONTERO et al. (2003) trabalhando com “gilthead

seabream” (Sparus aurata) alimentados com dietas contendo éleo de soja, 6leo de
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colza e Oleo de linhaga ou a mistura desses 6leos comparadas com a dieta
controle contendo Oleo de peixe nado foram encontrados diferencas para o
percentual de hematécrito e taxa de hemoglobina enquanto que o nimero de
células vermelhas circulante foi significativamente mais elevado nos peixes
alimentados com 6leo de peixe se comparada com 0s peixes que receberam

dietas contendo 6leos vegetais.

KLINGER et al. (1996) encontraram menor susceptibilidade a lises dos
eritrécitos de bagre do canal alimentado com éleo de savelha quando comparada
com os eritrécitos dos peixes alimentados com 6leo de soja. Este fato pode
ocorrer devido a variacao do perfil de acidos graxos nas células vermelhas, as
quais podem alterar as propriedades da membrana tais como a resisténcia
osmética (HAVAGE et al, 1991). Resultados semelhantes foram observados por
ERDAL et al. (1991) que ao estudarem a relagéo entre a inclusao de varios niveis
de vitamina C e &cidos graxos n-3 em dietas para salmao do Atlantico,
observaram que o n-3 diminui a fragilidade dos eritrocitos.

BALFRY et al. (2006) estudaram a substituicdo do éleo de anchova pelo
6leo de canola e gordura de frango para salmao do Atlantico e ndo observaram
diferenca significativa para os diferentes tratamentos quanto ao percentual de
hematdcrito, contagem diferencial de leucdcitos, eritrécitos totais, atividade
hemolitica sérica e atividade do “burst” respiratorio.
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5.6. Estudo da cinética de macrofagos sobre a resposta inflamatéria

A avaliagdo da resposta inflamatéria cronica analisada pela cinética de

formacdo de macrofagos policariontes em laminulas de vidro, implantadas no

tecido subcutadneo das tilapias alimentadas com acidos graxos essenciais estao

expressas nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 — Valores médios' transformados em log (x + 1), erro padrdo e o
resultado da andlise de variancia® das contagens de células nas
laminulas no dia 02 e 04 ap6s o implante no tecido subcutaneo de
tildpia do Nilo, submetidas aos diferentes tratamentos com acidos

graxos na dieta.

Numero de nicleos

Tratamentos 1 2 3as 6al10 11a20 >20 Cel.
Lang.4
Dia 100%0S  216™ 0,75 0,11 0,00 0,00  0,00™ 0,00

02 (0,08) (0,08) 0,07) (0,06) 0,07) 0,07) (0,05)
75%0S+ 2,11°8% 0,84 0,08% 0,00 0,00  0,00% 0,00

25% 0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) 0,07) 0,07) (0,05)
50%0S+ 2,04% 0,534 0,14 0,00 0,000  0,00% 0,00

50%O0OL (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
25%0S+ 2,388 0,97% 025 0,00 0,00%  0,00% 0,00

75% 0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 2’28AB3 O’SIABa 0,28Aa O’OOAa O’OOAa O’OOAa O’OOAa

(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
Valor de F 3,290 4,043 1,548 0,000 0,000 0,000 0,000
Pr>F* 0,0134  0,0041  0,1922  1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Dia 100% OS 3,01 1,73% 1,00 0,14™ 0,00 0,00 0,00™

04 (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
75%OS+ 3,000 1,74%  1,02%° 025" 0,04  0,00™ 0,00%

25% 0L (0,08) (0,08) 0,07) (0,06) 0,07) 0,07) (0,05)
50%O0S+ 3,08%  1,08*° 1338 0,60 0,18 0,00 0,00

50%OL (0,08) (0,08) 0,07) (0,06) 0,07) 0,07) (0,05)
25%0S+ 3,068 1,95%°  [,17°B% 043 0,04%  0,00™ 0,00

75% 0L (0,08) (0,08) 0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 3,00 1,76"  0,98% 03448 0,09  0,00% 0,004

(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
Valor de F 0,210 2,314 4,499 8,283 1,009 0,000 0,000
Pr>F* 0,9326  0,0612  0,0020  0,0000 044051  1,0000 1,0000

D Média aritmética de 175 contagens por dia (5 tratamentos X 7 animais por tratamento X 5 campos por animal),

comparados nas colunas, com pelo menos uma letra em comum néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

@ Anilise de varifincia esta representada por letras maitsculas para comparagio dos tratamentos dentro de cada dia

estudado e letras mindsculas para comparag@o entre os diferentes dias estudados.
® Células de Langhans./ ¥ Pr>F - Probabilidade de significncia de F.
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Tabela 9 — Valores médios' transformados em log (x + 1), erro padrdo e o
resultado da andlise de variancia® das contagens de células nas
laminulas no dia 06 e 08 apds o implante no tecido subcutaneo de
tilapia do Nilo, submetidas aos diferentes tratamentos com acidos
graxos na dieta.

Tratamentos®

Numero de niacleos

1 2 3as 6all 11a20 >20 Cel.
Lang.4
Dia 100% OS 2,99%° 1958 1548 1,188 0,69%° 0,53 0,144
06 (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
75%O0S+ 3,034 2,024° 1,544¢ 1,074%¢ 0,722 0,27 0,042
25%OL (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
50%OS+ 3,034 2.014° 1,62¢ 1,16"° 0,90%  0,43"° 0,044
50% OL (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
25%0S+ 3,044° 1,90%° 1,494¢ 1,104 0,78%°  (0,20%° 0,097
75% OL (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 2,894° 1,954° 1,474¢ 1,074 084"  0,524° 0,485°
(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
Valor de F 0,681 0,384 0,637 0,674 1,585 2,122 14,481
Pr>F* 0,6058 0,8196 06368 06110 0,1823  0,0818 0,0000
Dia 100% OS 2.867° 1,85%° 1,434¢ 1,03%°  0,67°8° 0,60  0,45%F°
08 (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
75%0S+ 2,954° 1,854° 1.414¢ 1,054 0918 0,76 0,384°
25% 0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
50%O0S+ 2,784° 1,824 1384% 0932 0,628 048" 0,628¢°
50%OL (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
25%0S+ 2.814° 1.874° 1354 094  0,69%8°  (,634E¢ 0,69°
75% OL (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 2,914 1,87%  143% 106"  0,88°B" 0,624 0,73
(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
Valor de F 0,854 0,073 0,233 1,023 3,842 3,199 10,257
Pr>F* 0,4935 0,9903 09192 03976  0,0056  0,0154 0,0000

) "Média aritmética de 175 contagens por dia (5 tratamentos x 7 animais por tratamento X 5 campos por
animal), comparados nas colunas, com pelo menos uma letra em comum néo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p>0,05).

@ Andlise de variéncia esta representada por letras maitisculas para comparagdo dos tratamentos dentro de

cada dia estudado e letras minusculas para comparagao entre os diferentes dias estudados.

® Células de Langhans
@ Pr>F - Probabilidade de significincia de F
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O recrutamento de macréfagos, formacao de células de gigantes e todo seu
processo de maturacao, com acumulo de varios macréfagos e a transformacao de
células gigantes tipo corpo estranho em células de Langhans, refletem o bom
desempenho de reagéo inflamatéria mediante a suplementacao alimentar com
acidos graxos na dieta para tilapia do Nilo. No presente estudo pode-se observar
que a cinética do acumulo de macrofagos ocorreu desde a primeira coleta
(segundo dia) em todos os tratamentos (P>0,05), sendo constatada a presenca de
macréfagos espalhados por toda a laminula assim como de alguns gigantécitos,
com dois e trés a cinco nucleos. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por PETRIC et al., (2003 a,b); BRUM (2003), BELO et al., (2005),
BELO (2006) que logo apds o implante das laminulas observaram acumulo de
macréfagos por toda a sua extenséo.

O recrutamento de macréfagos e a formacgao de policariontes com dois ou
trés a cinco nucleos foram visto no segundo dia e a presenca destas células
intensificou gradativamente com o tempo, onde o fenémeno evoluiu € o nimero de
gigantdcitos aumentou progressivamente até o oitavo dia apds o implante (Figura
7). A evolucao do processo inflamatério em funcdo do tempo apresenta aumento
crescente e significativo entre os dias dois, quatro, seis e oito para as contagens
de células nas laminulas, corroborando aos achados por PETRIC et al. (2003b) e
BELO (2006).

Nas laminulas referentes ao quarto dia pode-se observar aumento
significativo (P<0,05) do nimero de macroéfagos e gigantécitos ndo sé daqueles
com dois e trés a cinco nucleos, mas também gigantécitos com nuimero maior de
nucleos (seis a dez e 11 a 20) demonstrando a dindmica da resposta do
organismo ao agente estranho. Tais resultados estdo em concordancia com as
observacoes descritas para as analises hematolégicas (item 5.5) no quarto dia,
confirmando a hip6tese de que a suplementagcao com 25:75 (OS:OL) na dieta
favoreceu a resposta fisiolégica das tilapias submetidas ao processo cirurgico de
implante da laminula.

O aumento nas contagens de macréfagos e gigantdcitos com quatros dias

confirmam a hipotese de que o pico de resposta de defesa das tilapias,
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submetidas ao estimulo inflamatoério crénico, ocorre em torno deste periodo
corroborando aos achados de BELO (2006).

No sexto dia pode-se observar uma estabilizagdo do numero de macréfagos
e gigantécitos de dois nucleos (P>0,05) quando comparados as laminulas do
quarto dia. Entretanto para aqueles gigantdcitos com numero maior de células
(trés a cinco, seis a dez e 11 a 20) observou-se que a porcentagem dessas células
foi maior (P<0,05) do que as coletas anteriores. Pode ser constatado ainda, nao
s6 a presenca de gigantécitos tipo corpo estranho, com mais de 20 nucleos
aleatoriamente dispostos por todo o citoplasma, mas também do tipo Langhans,
cujos nucleos estao dispostos na periferia do citoplasma conferindo o aspecto de
“coroa” (Figura 8). Houve ainda precocidade na formacdo de gigantécitos tipo
Langhan nos peixes alimentados com 100% de éleo de linhaga ao sexto dia
(P<0,0001).

No oitavo dia, pode-se observar que a cinética dos macréfagos e a
formagcdo dos gigantocitos nas laminulas implantadas no tecido subcutaneo
evoluiu progressivamente. Nao houve diferenga significativa entre o numero de
macrofagos e gigantocitos com até 10 nucleos (P>0,05) para os diferentes
tratamentos. Contudo, verifica-se que nas tilapias alimentadas com acidos graxos
na propor¢ado (OS:0OL) de 50:50, 25:75 e 0:100 ocorreu maior formagéo de células
tipo Langhans. Este fato ocorreu possivelmente devido a influéncia da inclusao do
6leo de linhaca na dieta dos peixes sobre a resposta inflamatéria ja que no sexto
dia observou-se maior formacdo de ceélulas de Langhans nas laminulas
implantadas dos peixes suplementados com a dieta contendo 100% de 6leo de
linhagca. Estes achados evidenciam a importadncia da participagdo dos acidos
graxos nos mecanismos fisiopatolégicos da inflamagéo crénica, observados por
meio do recrutamento de macréfagos e a formacgao de gigantocitos nas laminulas
implantadas no tecido subcutaneo desses animais.

Sabe-se que a formagado de células gigantes depende do recrutamento
diario de macrofagos originarios da transformagao morfofisiolégica de mondcitos
da corrente sanguinea (GILLMAN e WRIGHT, 1966; RYAN e SPECTOR, 1970,
MARIANO e SPECTOR, 1974) para o foco inflamatério (BIRMAN e MARIANO,
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1985). Uma vez no foco os macréfagos recém recrutados fundem suas
membranas para formar as células gigantes (MARIANO e SPECTOR, 1974).
Nestas circunstancias ocorre a formagédo de pontes citoplasmaticas entre as duas
células, possibilitando a formagéao de macréfagos policariontes. Esses gigantocitos
recém formados possuem nucleos distribuidos aleatoriamente pelo citoplasma,
caracterizando a célula tipo corpo estranho. Gradativamente os nudcleos se
organizam na periferia do citoplasma formando as células de Langhans
(MARIANO e SPECTOR, 1974), como observado neste estudo ao sexto dia apds
o implante da laminula no tecido subcutaneo das tilapias suplementadas com
100% de 6bleo de linhaga na dieta basal. Assim as células de Langhans
representam macréfagos policariontes mais maduros ou evoluidos do que os do
tipo corpo estranho.

A importancia da formacado de células gigantes no contexto da reacao
inflamatdria ndo estd bem esclarecida. Segundo estudos realizados por MARIANO
e SPECTOR (1974) as células gigantes do tipo Langhans possuem maior
atividade de fosfatase acida e de hidrogenase succinica, além de sistema de Golgi
mais desenvolvido e de distribuicdo mais ordenada das organelas celulares,
provocando certa vantagem na transformacdo morfofisiologica frente a uma
situagdo de resposta inflamatéria celular. ENELOW et al. (1991) demonstraram
que em humanos as células gigantes possuem maior atividade contra Céandida
albicans se comparada aos macréfagos, pois apresenta maior atividade oxidativa.

Os resultados supracitados demonstram que ap6s o implante das laminulas
o acumulo de macrofagos e a formacao de gigantocitos com dois e trés a cinco
nucleos foram observados apés dois dias do processo cirurgico em todas as
dietas experimentais avaliadas, entretanto pode-se constatar que os peixes
alimentados com 25:75 (OS:OL) apresentaram acumulo significativamente maior
de macréfagos e células policariontes com dois nucleos se comparado aos demais
tratamentos (P<0,05). Tais resultados estdo em concordancia com as observagoes
descritas para as andlises hematoldgicas no segundo dia, confirmando a hipétese
de que a suplementacdo com 25:75 (OS:OL) na dieta favoreceu a resposta
fisioldégica das tilapias submetidas ao processo cirurgico.
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Em peixes, a formacdo de macréfagos policariontes estd descrita em
diversas situagcbes de parasitismo ou presenca de corpo estranho em diferentes
espécies. Existe a descricdo de gigantdcitos tipo corpo estranho e de Langhans
em Paulicea lutkeni na presenga do parasito Jauela glandicephalus (cestoda;
Proteocephalidae) (EIRAS e REGO, 1989), em presenca do implante de tecido
0sseo desmineralizado de Aeromonas anguilla em Scyliorhinus canicula
(PEINGOUX-DEVILLE et al., 1989), em presenca da larva encapsulada L3 de
Pseudoterranova decipiens (Nematoda; Ascaridoidea) em Oncorhynchus mykiss
(RAMAKRISHINA e BURT, 1991).

Foram descritas ainda a formacao de células gigantes em processos
inflamatérios granulomatosos com diversas enfermidades infecciosas, tais como a
causada pela Edwardsiella tarda em tilapia nilética (MIYAZAKI e KAIGE, 1985),
Ichthyophonus hoferi em Pleuronectes platessa (TIMUR e TIMUR, 1984) e
Mycrosporidium sp. na musculatura esquelética de Trisopterus esmarkii
(PUSLFORD e MATHEUS, 1991).

Estudos in vitro com macro6fagos de peixes avaliaram o processo evolutivo
de diferenciacao e fusdo dos macrofagos, verificando-se o inicio da formagao de
células gigantes 24 horas em Sparus aurata (COUSO et al., 2002), dois a trés dias
em Cyprinus carpio (BAYNE, 1986) e depois de uma semana em Oncorhynchus
mykiss (SECOMBES, 1985). Esses achados demonstraram a especificidade de
cada tele6steo em responder ao estimulo inflamatério. Neste estudo pode-se
constatar que o modelo experimental utilizado por meio do implante da laminula
no tecido do subcutaneo da tilapia € adequado para a avaliacdo da cinética da
formacdo dos macréfagos policariontes ja que aos dois dias pode-se observar a
resposta do organismo frente ao agente estranho, como descrito inicialmente por
PETRIC et al., (2003 a, b). Corroborando os resultados de MATUSHIMA (1994)
que avaliou o processo cronico granulomatoso induzido pela aplicacao de BCG
em tilapias do Nilo observou a formacao de raros gigantocitos tipo corpo estranho
trés dias apds a inoculacdo e que aos sete dias sua presenca tornou-se mais

freqiente. Estes resultados estdo em concordancia as observagbes de BRUM
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(2003) que verificaram efeito semelhante em pacus alimentados com 500 mg de
vitamina C/kg de racéo e mantidos em densidade elevada (20 kg/m®).

BELO et al. (2005) observaram efeitos benéficos na suplementagao
dietética com vitamina E sobre a formacao dos macréfagos policariontes em pacus
mantidos em superpopulacdo (20 kg/m®), havendo aumento significativo destes
em grupos alimentados com 450 mg de vitamina E/kg de racdo na dieta.
Resultados semelhantes foram observados por BELO (2006) ao trabalhar com
dietas suplementadas com 500 mg/ kg de racdo de vitamina E para a tilapia do
Nilo submetidas & elevada densidade (20 kg/m®), vacinadas e desafiadas com
Mycobacterium marinum.

Corroborando os resultados obtidos supracitados a suplementagdo com
acidos graxos essenciais na dieta para a tilapia do Nilo incrementou a dindmica e
o recrutamento de macréfagos no foco inflamatério.

Na literatura sédo raras as informacgdes sobre a relagdo entre acidos graxos
e a resposta inflamatéria crénica inespecifica em peixes. Porém ha algumas
evidéncias de que os &cidos graxos possam influenciar a resposta imune e a
resisténcia as doengas na maioria dos animais, inclusive em peixes (BLAZER,
1991; BALFRY e HIGGS, 2001; GATLIN, 2002).

Neste trabalho, observou-se que peixes alimentados com dietas
suplementadas com os Oleos de soja e linhaga em diferentes proporcoes
demonstraram acumulo de macrofagos na laminula em todos os tratamentos a
partir do segundo dia apds a cirurgia. Nesse dia observa-se ainda que houve
maior acumulo de macrofagos e policariontes com dois nucleos (P<0,05) e com
trés a cinco nucleos (P>0,05) nos peixes que receberam a dieta contendo 25:75
(Figura 9). Com o decorrer do tempo a resposta do organismo tornou-se mais
intensa e 0 numero de gigantocitos aumentou progressivamente até o oitavo dia.
Pode-se constatar que a dinamica de resposta ao processo inflamatério
apresentou diferenga significativa (p<0,05) no acumulo de macréfagos e formagéao
de gigantocitos nas laminulas nos diferentes tempos de coleta (dois, quatro, seis e
oito dias).
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O mecanismo pelas quais os acidos graxos presentes na dieta de peixes
atuam sobre a resposta de defesa € atribuido, em parte, a composicao lipidica da
membrana e suas propriedades fisicas, que promovem a ativacdo da producao
das citocininas, pela atuagé@o sobre a proteina quinase C modificando os sinais de
transducao e ativando receptores de membrana e pela influéncia na producao da
prostaglandina e leucotrienos pelos macréfagos (BALFRY e HIGGS, 2001). O
incremento da resposta de macrofagos observada deve ser semelhante ao
verificado por BELO et al. (2005) mediante a suplementacdo alimentar com
vitamina E pois esta atua como antioxidante de membranas biolégicas e a sua
deficiéncia associada ou ndo a deficiéncia de acidos graxos insaturados esta
relacionada ao aumento da peroxidacdo lipidica (BLAZER & VOLKE, 1983;
MOCCIA et al., 1984; WADA et al., 1989, 1991).

No quarto dia, pode-se constatar que a formagdo de macrofagos e
gigantocitos policariontes com dois, trés a cinco ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos. Ja para o numero de gigantécitos com seis a
dez nucleos pode observar diferenca (P<0,05) e que os peixes alimentados com
dietas contendo 50:50 (OS:OL) e 75:25 obtiveram melhor resposta (Figura 10).
Contudo para os gigantocitos com 11 a 20 nucleos ndo houve diferenca entre os
tratamentos porém as proporcées 50:50 e 0:100 continuaram apresentar melhor
resposta.

No sexto dia apds o implante, pode-se observar que o recrutamento de
macréfagos e a formagéo de gigantdcitos com mais de 20 nucleos, inclusive os
gigantécitos tipo corpo estranho foi homogéneo para todos os tratamentos
(P>0,05), contudo os animais submetidos ao tratamento contendo 0:100 (OS:OL)
apresentaram maior formacgao de gigantocitos tipo Langhans (P<0,05) (Figura 11).

No oitavo dia ap6s 0 processo cirurgico, pode-se constatar que ndo houve
diferenga significativa para o acumulo de macroéfagos e gigantécitos com até dez
nucleos. Pode-se observar ainda que o numero de gigantécitos com 11 a 20 e
maior que 20 nudcleos foi maior nos peixes alimentados com a dieta contendo
75:25 (OS:OL). Entretanto em relagdo as células de Langhans, os animais
submetidos a suplementacdo com 50:50, 25:75 e 0:100 apresentaram maior
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formacédo de gigantocitos do tipo de Langhans (Figura 12) em contrapartida aos
que receberam a dieta 100:0 e 75:25, demonstrando atraso destes animais quanto
a formacdo desse tipo de célula especializada. Esse fato sugere que a
suplementacédo com fontes de acidos graxos essenciais n-6 (OS) e n-3 (OL) nas
proporgcoes de 50:50; 25:75 e 0:100 na dieta para tildpia do Nilo favorece o
acumulo de macréfagos e a formacao de gigantécitos policariontes, principalmente
as ceélulas de Langhans.

Assim, os resultados tomados em conjunto sugerem que a suplementagéo
dietaria com acidos graxos essenciais utilizados na dieta para Oreochromis
niloticus exerce acdes benéficas no organismo de peixes mantidos em
confinamento, principalmente no que tange os mecanismos fisiopatolégicos do
processo inflamatdrio crénico por corpo estranho. Todavia, mais investimentos
cientificos devem ser realizados a fim de complementar os resultados obtidos até
o0 presente momento, tais como o desafio dos peixes alimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de acidos graxos a diferentes cepas
bacterianas e a quantificacdo do titulo de anticorpos séricos, dentre outros

parametros imunologicos que possam corroborar com o observado neste estudo.
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Figura 7 — Presenca de macréfagos (M), pequenos

policariontes (P) e gigantécitos (G)

Figura 8 — Gigantécito tipo Langhans (L)
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Figura 9 — Valores médios transformados em log (x+1) das contagens de células
presentes nas laminulas dois dias ap6s o implante no tecido
subcutaneo de tilapia do Nilo, submetidas aos diferentes tratamentos
com acidos graxos na dieta.
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Figura 10 — Valores médios transformados em log (x+1) das contagens de células
presentes nas laminulas quatro dias apdés o implante no tecido
subcutaneo de tilapia do Nilo, submetidas aos diferentes tratamentos
com acidos graxos na dieta.
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Figura 11 — Valores médios transformados em log (x+1) das contagens de células
presentes nas laminulas seis dias apdés o implante no tecido
subcutaneo de tilapia do Nilo, submetidas aos diferentes tratamentos
com acidos graxos na dieta.

3,5
3 Ncleos
= 2,5
% 2 o
g AB A BC c c "2
- . ; : o3ab
0 - O6a10
mi11a20
OG.) o~ o o o
o\ o\e \: o\o o\ @ >20
S % < A2 O
N o%\ O%\ o%\ N m Cel. Lang.
o\0 o\o o\d
5 S P
Tratamentos

Figura 12 — Valores médios transformados em log (x+1) das contagens de células
presentes nas laminulas oito dias apdés o implante no tecido
subcutaneo de tilapia do Nilo, submetidas aos diferentes tratamentos
com acidos graxos na dieta.
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CONCLUSOES

No estudo da suplementacdo alimentar com acidos graxos essenciais na
dieta para tilapia do Nilo nas proporgdes (6leo de soja: 6leo de linhaga): 0:100;
25:75; 50:50 75:25 e 0:100 sobre o desempenho produtivo, perfil hematoldgico e
inflamagéo crénica podem-se inferir que:

- A suplementacao com fontes de acidos graxos essenciais n-6 (OS) e n-3 (OL) na
dieta para tildpia do Nilo incrementou a resposta inflamatéria cronica pelo acimulo
de macrofagos e formagao de gigantécitos tipo corpo estranho e Langhans nas

laminulas implantadas no tecido subcuténeo;

- A inclusdo da mistura de 50:50 (OS:OL) na dieta para tilapia do Nilo ja

proporcionou a maior formacao de gigantécitos tipo Langhans;

- A suplementacdo dietaria com acidos graxos essenciais ndo interferiu nos

parametros de desempenho produtivo e perfil hematoldgico avaliados.
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