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RESUMO

Este trabalho foi realizado a partir de uma tese de mestrado onde analisamos a
histologia do figado de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com
distintas fontes de &cidos graxos mantidas em temperatura sub-G6tima. As principais
exigéncias nutricionais da tilapia-do-Nilo estdo definidas, mas em relacdo a exigéncia
em &cidos graxos essenciais em temperaturas frias, ainda existem lacunas a serem
preenchidas. Espera-se que as tilapias-do-Nilo criadas em temperatura baixa e
alimentadas com as fontes diferentes de &cidos graxos ndo apresentem diferenga
histologica entre os figados. Foram formuladas duas dietas com mistura de 6leos
vegetais, uma com inclusdo de dleo de linhaca e outra ndo, gerando os seguintes niveis
dietéticos de a-LNA: 0,03% e 0,71% do peso seco da dieta. Na dieta controle foi
adicionado dleo de figado de bacalhau. O delineamento dos estudos foi feito ao acaso
com trés tratamentos e trés repeticOes, totalizando nove unidades experimentais. Ao
final do experimento, os seguintes indices foram calculados: ganho de peso, ganho de
peso diario, indices viscerosomatico, hepatossomatico e o figado conservado para
histologia. O crescimento e os indices dos peixes foram afetados significativamente
pelas diferentes fontes de &cidos graxos. Os peixes alimentados com a dieta com 0,71%
de a-LNA tiveram maior crescimento e maiores indices somaticos. Entretanto, de acordo
com as analises histoldgicas, nota-se que os figados de peixes alimentados com a dieta
controle e a dieta a-LNA 0,71%, possuem citoplasma claramente rico em lipidios, por
outro lado, os figados dos peixes tratados com a dieta a-LNA 0,03% possuem
hepatdcitos com citoplasma menos lipidico e mais proteico.

Palavras-chave: Aquicultura. Tilapia-do-Nilo. Acidos graxos. Histologia.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é um dos segmentos da producdo animal que mais cresce no
mundo (FAO, 2014). Existem espécies que contribuiram mais do que outras para o
desenvolvimento da aquicultura. A tilapia é a espécie de peixe mais produzida no Brasil
(IBGE, 2013). Embora existam diversas espécies nativas com potencial para
aquicultura, a criacdo de tilapias e algumas outras espécies de ciclideos, € 0 mais
difundido no mundo. A FAO registrou o cultivo de tilapia com estatisticas de producédo
para 135 paises e territorios em todos os continentes (FAO, 2014).

No Brasil, a regido sul é a maior produtora de tilapia, seguida das regides
nordeste e sudeste, em diversas condi¢Ges de criacdo e de clima (IBGE, 2013). A
tildpia-do-Nilo é uma espécie de clima tropical, com maior crescimento em
temperaturas mais elevadas.

Ha& muitos trabalhos sobre fontes e niveis de acidos graxos para tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), mas em relacdo a acidos graxos essenciais em temperaturas
frias, hd poucos trabalhos. A deficiéncia em &cidos graxos essenciais na dieta pode
inibir o crescimento e aumentar a mortalidade, além de promover o aparecimento de
doencas (GLENCROSS, 2009).

Os acidos graxos essenciais sdo aqueles que estimulam o crescimento ou
qualquer outra resposta biolégica do animal, mas que ndo sdo sintetizados pelo animal
ou 0 sdo, mas em quantidade insuficiente para sustentar um crescimento adequado. S&o
considerados essenciais para a maioria dos peixes o acido linoleico (LOA, 18:2n-6), o
acido araquiddénico (ARA, 20:4n-6), o acido a-linolénico (a-LNA, 18:3n-3), 0 acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3). Esses
acidos pertencem ao grupo dos &cidos graxos poli-insaturados (PUFA, do inglés
polyunsaturated fatty acids). Os acidos graxos se diferenciam quanto ao nimero de
atomos de carbono (LC-PUFA, do inglés long-chain polyunsaturated fatty acids), sdo
representados pelo ARA, EPA e DHA, estes considerados de alto valor biolégico
(GLENCROSS, 2009).

Como o0s peixes sdo ectotérmicos e a temperatura da agua atua diretamente na
sua temperatura corporal, esta exerce grande influéncia também na exigéncia dietética

em acidos graxos. A principal resposta dos peixes a baixa temperatura é 0 aumento nos



niveis de insaturacdo dos acidos graxos dos fosfolipidios das membranas (TURCHINI;
KEONG E TOCHER, 2010).

Este trabalho foi realizado a partir de uma tese de mestrado onde analisamos a
histologia do figado dos peixes alimentados com diferentes fontes de acidos graxos.

Nos peixes, 0s estudos histopatoldgicos sdo direcionados para diferentes orgaos,
em especial os responsaveis pelo metabolismo, entre eles o figado, que pode sofrer
alteracdo estrutural e metabdlica mediante alimentacdo. Suas funcbes incluem a
assimilacdo de nutrientes, producéo de bilis, desintoxicacdo, manutencdo da homeostase
metabolica do organismo que inclui o processamento dos carboidratos, proteinas,
lipidios e vitaminas.

Como critérios para avaliar os efeitos da nutricdo no desenvolvimento, sdo
usados o indice gonadossomatico e o indice hepatossomatico.

O indice hepatossomatico (IHS) representa o percentual de massa do figado em
relacdo ao peso corporal. O indice hepatossoméatico é uma forma de quantificar o
estoque de energia (glicogénio) (CYRINO et al., 2000) no figado. O glicogénio, uma
das muitas formas de armazenamento da energia consumida pelo peixe, € encontrado,
em grande quantidade, nos tecidos do figado e no musculo dos peixes.

Espera-se que as til&pias-do-Nilo criadas em temperatura baixa e alimentadas
com diferentes fontes de &cidos graxos ndo apresentem diferenca histoldgica entre os
figados.

O objetivo do trabalho é avaliar os indices somaticos e o crescimento dos peixes
alimentados com diferentes fontes de acidos graxos na dieta e fazer a histologia para

analisar o acumulo de gordura no figado dos peixes submetidos ao experimento.

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi feito a partir de uma parte de amostras de figado provenientes da
dissertagdo de mestrado da aluna Renata Oselame NoObrega, que trata da exigéncia do
acido graxo a-linolénico para tilapia-do-Nilo em temperatura sub-6tima (22°C).

O ensaio de desempenho foi realizado durante o segundo semestre de 2014, no
Laboratorio de Cultivo e Biologia de Peixes de Agua Doce (LAPAD) - Departamento
de Aquicultura do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Florianopolis, SC.



2.1 Delineamento experimental

Foram formuladas duas dietas com mistura de 6leos vegetais, uma com inclusédo
de 6leo de linhaca e outra ndo, gerando os seguintes niveis dietéticos de a-LNA: 0,03%
e 0,71% do peso seco da dieta. Na dieta controle foi adicionado 6leo de figado de
bacalhau (Tabela 1).

O delineamento dos estudos foi feito ao acaso em arranjo simples com trés
tratamentos e trés repeticOes, totalizando 9 unidades experimentais.

Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais.

_ Acido a-linolénico,%
Ingredientes, %

Dieta

Controle 0,03 0,71
Oleo de figado de bacalhau 5,00 - -
Oleo de palmiste - 0,92 0,19
Oleo de oliva - 3,26 3,09
Oleo de girassol - 0,82 0,32
Oleo de linhaga - - 1,40
Outros? 95,00 95,00 95,00
Composicao (%, expressa ha matéria seca)
Matéria seca 92,37 93,74 92,47
Proteina bruta 37,00 36,76 36,78
Lipidios 5,71 5,62 5,42
Matéria mineral 3,18 3,26 3,88
Acido linoleico (LOA, 18:2n-6) 1,84 0,54 0,49
Acido linolénico (a-LNA, 18:3n-3) 0,00 0,03 0,71
Acido araquiddnico (AA, 20:4n-6) 0,07 - -
Acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) 5,61 - -
Acido docosahexaentico(DHA, 22:6n-3) 6,13 - -

10leo de figado de bacalhau distribuido por Quimica Delaware (Porto Alegre, Brasil) e produzido por Berg Lipidtech
(Aalesund, Noruega); Oleo de palmiste, Grupo Agropalma (Belém, PR — Brasil); dleo de oliva: distribuido por
Cargill Agricola S.A. (Brasil) e produzido por Victor Guedes, Ind. Com. S.A. (Abrantes, Portugal); 6leos de girassol
e linhaga: Vital Atman LTDA (Uchoa, SP - Brasil).

2 Dieta basal: caseina (300 mg . g %), gelatina (80 mg . g '), amido de milho (400 mg . g %), celulose (109,50 mg . g -
1), carboximetilcelulose (10 mg . g %), fosfato bicalcico (20 mg . g “%),premix macro mineral (20 mg . g 1), premix
vitaminico e mineral (10 mg . g 1) e butil-hidroxitolueno (BHT) (0,50 mg . g "1). Premix vitaminico e micromineral
(RaguifeVaccinar, Belo Horizonte, MG - Brasil), composicdo kg de produto: acido félico 1.200 mg, &cido
pantoténico 10.000 mg, BHT 5.000 mg, biotina 200 mg, cobalto 80 mg, cobre 3.500 mg, colina 100.000 mg, ferro
20.000 mg, iodo 160 mg, manganés 10.000 mg, niacina 20.000 mg, selénio 100 mg, vitamina (vit.) A 2.400.000 Ul,
vit. B1 4.000 mg, vit. B12 8.000 mg, vit. B2 4.500 mg, vit. Bs 3.500 mg, vit. C 60.000 mg, vit. D3 600.000 Ul, vit. E



30.000 Ul, vit. K 3.000 mg, zinco 24.000 mg, inositol 25.000 mg. Premixmacromineral (composi¢do por kg): fosfato
bicalcico 130 g, cloreto de potassio 120 g, cloreto de s6dio 130 g, sulfato de magnésio 620 g.

2.2 Condicdes experimentais

Juvenis de tilapia-do-Nilo da linhagem GIFT, revertidos sexualmente para macho,
adquiridos da piscicultura ACQUA SUL (llhota, Santa Catarina, Brasil), foram
separados em grupos de 25 peixes, com peso médio de 10,60 + 0,09 g, os grupos foram
distribuidos aleatoriamente em nove tanques-rede circulares de 80 L. Trés tanques-rede
foram colocados em tanques de 1.000 L, conectados a um sistema de recirculagédo
fechada de agua doce, com controle de temperatura, aeracdo, filtragem mecanica e
bioldgica.

O presente estudo foi realizado em temperatura sub-6tima de 22°C, simulando
condicdes de inverno das regides sul e sudeste do Brasil.

Os peixes foram aclimatados as condi¢Ges experimentais por duas semanas, sendo
alimentados com a dieta contendo 0,01% de a-LNA. Apds a adaptacdo, os tratamentos
foram aleatoriamente distribuidos entre as unidades experimentais e 0s grupos de peixes
foram alimentados com as respectivas dietas experimentais durante 14 semanas, duas
vezes ao dia (08:30h e 17:00h), até a saciedade aparente. O consumo alimentar foi

registrado diariamente e o foto periodo foi ajustado para 12 h.

Tabela 2. Parametros de qualidade de 4gua dos tanques de juvenis de tilapia alimentadas
com fontes de acidos graxos durante 14 semanas.

Média dos tanquest!

Temperatura? 22,12 +0,17°C
Oxigénio Dissolvido 7,21+0,92
Saturacdo de Oxigénio 81,59 + 10,34
Ph 7,00 £0,39
Salinidade 0,92 £ 0,05%o
NH4* 0,14 £0,12 mg.L?
NOy 0,00 £ 0,00 mg.L*
NOs 0,34 +0,29 mg.L*

1Parametros de qualidade de agua avaliados nos tanques de cultivo de 1000L, os valores sdo médias das avaliagdes
semanais.

2A temperatura de agua foi avaliada duas vezes ao dia.



Os parametros de qualidade de &gua (Tabela 2), com excecdo da temperatura,
permaneceram na faixa indicada para a criacdo de tilapia e ndo tiveram diferengas

significativas entre as unidades experimentais.

2.3 Coleta de amostras

Foram realizadas biometrias a cada vinte dias para avaliar o desempenho dos
peixes, 0s quais eram mantidos em jejum por 24 h antes de cada biometria. Ao final do
experimento, os seguintes indices foram calculados: ganho de peso (peso final — peso
inicial), ganho de peso diario [(peso final — peso inicial)/dias]. Foram sacrificados trés
peixes de cada tanque e pesados para o calculo dos indices viscerosomatico [(peso das
visceras / peso corporal) x 100] e hepatossomatico [(peso do figado / peso corporal)
x 100] e o figado conservado para histologia.

O manejo dos peixes durante o experimento seguiu o protocolo n° PP00815,
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEUA, UFSC).

2.3 Histologia

As amostras de figado foram fixadas em solucdo de Bouin por 24 h, seguidas por
cinco lavagens consecutivas em agua da torneira e conservadas em etanol 70% até
serem emblocados. Para a inclusdo do tecido em parafina, utilizou-se o procedimento
padrdo, a 60 °C, utilizando o xilol como liquido intermediario (CARGNIN-FERREIRA
E SARASQUETE, 2008).

Os blocos resultantes foram cortados em microtomo (LUPETEC - MRP09) com
espessura de 5 um. Estes cortes foram estendidos e recolhidos em banho termostatico a
40 °C e dispostos sobre as laminas. Os cortes foram desparafinizados com banhos de
xilol e hidratados em concentragcfes decrescentes de &lcool. Antes de serem coradas, as
laminas receberam um banho de litio até a completa retirada do acido picrico dos cortes
histologicos. Ato seguido, foram coradas com a metodologia de Papanicolau. Apos a
coloracdo, as laminas foram desidratas em banhos com concentragbes crescentes de
etanol e diafanizadas em xilol. As laminas foram analisadas e fotografadas em
fotomicroscopio (Leica ICC50 HD).



2.5 Andalise estatistica

Os dados de crescimento, ganho em peso e indices somaticos foram testados
quanto & normalidade e homocedasticidade para satisfazer os pressupostos da ANOVA.
Os mesmo, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, na sequéncia, foi
aplicado um teste Tukey com nivel de significancia de 5% para comparacdo das médias.

Todas as analises estatisticas foram executadas utilizando o aplicativo SigmaStat 3.5.
3. RESULTADOS
O crescimento e os indices dos peixes foram afetados significativamente pelas
diferentes fontes de &cidos graxos (Tabela 3). Os peixes alimentados com a dieta com

0,71% de a-LNA tiveram maior crescimento e maiores indices somaticos.

Tabela 3. Dados de crescimento e indices somaticos de juvenis de tilapia, quando
alimentados com duas concentracdes diferentes de a-LNA, durante 14 semanas a 22 °C.

Variaveis Dieta Controle Acido a-linolénico,%
de desempenho 0,03 0,71
Peso inicial, ¢ 10,57 + 0,08 10,55+ 0,12 10,60 + 0,02
Peso final, g 51,66 + 2,82° 49,80 + 1,32° 59,80 + 0,602
Ganho em peso, g 41,09+ 3,45° 39,25+ 1,20P 49,20+ 0,642
Ganho em peso diério, g 0,46 + 0,04° 0,45+ 0,02° 0,55+ 0,012
indice viscerosomatico, % 10,88 + 0,712 10,30 + 0,54° 11,79 + 0,472
indice hepatossomatico, % 1,90 +0,27° 1,52 +0,24° 2,49 +0,12°

ap Letras diferentes indicam medias significativas pelo teste Tukey (P<0,05).



Figura 1 - Vistas panoramicas e em maior detalhne com a representacdo de cortes
histoldgicos de figados de tilapia, alimentados com a dieta controle (A), 0,71% a-LNA
(B) € 0,03% de a-LNA (C). Parénquima hepatico (ph); Hepatopancreas (h), Nucleo (n),
Sinusdides (setas).

Em geral, as fotomicrografias mostram, independentemente das diferentes dietas,
uma estrutura hepatica como um 6érgdo solido, composto pelas placas de hepatocitos
formando um conspicuo parénquima hepéatico (ph) e com morfologia dentro da
normalidade.

Difuso nesse parénquima, podemos observar 0 pancreas com seus acinos cheios
de granulos de zimogénio (coloracdo castanha). No interior do pancreas encontram-se
veias portais aferentes cheias de hemacias, formando os tratos veno-pancreaticos. As
placas de hepatdcitos apresentam uma disposicao tipica dos peixes com os corddes
hepaticos em algumas porgdes em disposicdo mais ou menos radial. Os hepatocitos
apresentam volumes dentro da normalidade e com ndcleos (n) tipicamente centrais e
com nucléolos proeminentes. Os sinusoides (setas) contiguos as placas de hepat6citos
podem ser vistos como estreitos espacos preenchidos pelos eritrécitos (células com
coloragdo mais amarelo-avermelhada). Todas essas caracteristicas sdo evidéncias de
figados saudaveis.

Entretanto nota-se que os figados de peixes alimentados com a dieta controle
(Figura 1 A) e a dieta a-LNA 0,71% (Figura 1 B), possuem citoplasma claramente rico
em lipidios, que ao serem retirados pelo processamento histologico, aparecem sem
coloracdo (coloracdo negativa). Por outro lado, os figados dos peixes tratados com a



dieta a-LNA 0,03% (Figura 1 C) possuem hepatdcitos com citoplasma menos lipidico e

mais proteico.

4. DISCUSSOES E CONCLUSAO

Os resultados desse estudo mostram que ao incrementar a dieta com diferentes
fontes de &cidos graxos houve interferéncia nos indices somaticos, quando comparadas
a dieta com 0,03% de a-LNA com a dieta com 0,71% de a-LNA podemos constatar que
houve um aumento no indice hepatossomatico e no indice vicerosomatico. Esse
resultado contradiz os resultados do trabalho de Chen et al. (2013), onde os indices
hepatossoméaticos foram maiores na dieta com 0,00% de o-LNA e o indice
vicerosomatico nao apresentou diferenca significativa.

Os peixes alimentados com a dieta controle, rica em LC-PUFA da série n-3
apresentaram crescimento igual aos peixes alimentados com dieta com PUFA da série
n-6. Porém, as tilapias alimentadas com dieta contendo 0,49% de LOA e 0,71% de a-
LNA apresentaram um crescimento significativamente maior, concluindo assim que
niveis adequados de PUFA da série n-3 e n-6 influenciam positivamente o crescimento.
Apoiando literaturas que afirmam que a tilapia possui exigéncia de PUFA das séries n-3
e n-6 para crescimento méximo (YILDIRIM-AKSOQY et al., 2007).

O exame histoldgico do tecido hepatico das tilapias alimentadas com diferentes
niveis de &cidos graxos demonstraram algumas mudancas importantes que podem ser
atribuidas a dietas contendo acidos graxos da série n-3.

De acordo com os dados do presente trabalho, podemos concluir que os dados de
indices somaticos ndo foram relacionados com o acumulo de gordura no figado.

Os figados dos peixes que receberam a dieta controle e a dieta com 0,71% de a-
LNA apresentaram o parénquima hepatico com muito mais acimulo de lipidio do que a
dieta com 0,03%. Existem varias formas de se perceber essas alteragdes hepaticas que
0s peixes podem apresentar, a lipidiose € uma das mais comuns em peixes de criacao.

Para os tratamentos contendo acidos graxos da série n-3, verificou-se que altas
concentragdes de LC-PUFA inibem as elongases e dessaturases limitando a formagéo
exogena de PUFA e sua incorporagdo nas membranas celulares, o que leva ao acimulo
desses acidos graxos provenientes da dieta. (TOCHER et al., 2001, SARGENT et al.



1989, AL-SOUTI et al., 2012), desta maneira se impede a exportacdo dos lipidos do
figado para o sangue, e outros tecidos.

Também foi proposto que o efeito oxidativo exercido através de concentragdes
elevadas de PUFAs no figado, podem levar a Lipidose. Causada principalmente por
peroxidacdo lipidica, oxidacdo de lipoproteinas e alteracdo da exportacdo de
triglicerideos e outros lipidos a partir de células do figado para o sangue e outros tecidos
(SZABO et al., 2011, GANG et al., 2006).

Tem sido proposto que a sintese de triglicerideos e a deposi¢cdo em vacuolos
quando os lipidios dietéticos excedem a capacidade das células do figado de oxidar os
acidos graxos, ou quando sintese da proteina diminui. O que leva ao figado a apresentar
lipidiose (KNIGHT et al., 2004).

A lipidiose hepatica é o acumulo excessivo de lipidios no citoplasma do
hepatocito (HIBIYA, 1982). Essa lipidiose tem consequéncias no desempenho do peixe,
com diminui¢do no crescimento (COWEY e ROBERTS, 1983).

Neste estudo, concluimos que ndo ha relacdo entre os indices zootécnicos
avaliados e a lipidiose apresentada nos figados dos peixes alimentados com as dietas
0,71% de a-LNA. Porém houve relacdo entre os niveis dietéticos de acidos graxos da
série n-3, tanto 0 a-LNA como o EPA e o DHA, com a lipidiose presente nos figados

dos peixes.
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