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RESUMO

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) € uma espécie de peixe marinho,
pertencente a familia Clupeidae, que possui altos teores de acidos graxos da série n-
3, 0 que traz inumeros beneficios para a saude humana de quem a consome. Além
disso, a espécie é de grande importancia para a pesca comercial das regides Sul e
Sudeste do Brasil, encontrando-se atualmente ameacada de extingdo por conta da
sobrepesca. Diante desse panorama, a aquicultura entra como uma boa alternativa
para atender a demanda da industria de maneira sustentavel, evitando a exploragao
demasiada da espécie através de cultivos aquicolas. Atualmente, o foco das
pesquisas esta em avaliar as exigéncias nutricionais da espécie, para que possam ser
atendidas através de dietas comerciais. Os parametros hematologicos sdo importante
ferramenta para verificar a saude de peixes em condi¢gdes de cultivo, no entanto,
segundo a literatura especializada, nada tem sido observado sobre a descricao das
células sanguineas da sardinha-verdadeira. Sendo assim, o presente estudo objetivou
avaliar a insergéo de diferentes niveis de inclusao de acidos graxos poli-insaturados
(PUFA n-3) na dieta de sardinha-verdadeira, sobre os pardmetros hematolégicos. Os
peixes foram provenientes de desovas naturais utilizando os reprodutores ja
aclimatados no LAPMAR, divididos em 15 unidades experimentais para que os efeitos
da dieta fossem avaliados em triplicata. Os niveis de total PUFA n-3 na ragao foram
de: 0; 0,3; 0,6; 0,9 ou 1,2% da fragcao lipidica da dieta. Os valores utilizados
representam a porcentagem total de PUFA n-3 da fragao lipidica da dieta, sendo que
0% de n-3 representa o controle negativo. Os peixes foram alimentados trés vezes ao
dia (8h30min, 12h30min e 16h30min) durante todo o periodo experimental (45 dias).
Cinco peixes de cada unidade experimental foram coletados ao fim do experimento,
para as analises hematoldgicas, incluindo numero total de eritrécitos, percentual de
hematocrito, concentragdo de hemoglobina e de glicose e contagem diferencial de
leucdcitos. A concentragdo de hemoglobina foi significativamente menor nas fémeas
do que nos machos. Maiores numeros de eosindfilos circulantes foram observados
nos peixes alimentados com 0,30% e 1,20% de PUFA n-3. Embora ndo tenham sido
observadas diferengas significativas em diversos parametros, os resultados
demonstram que a saude dos animais nao foi afetada pela adicdo de PUFA n-3 na
dieta.

Palavras-chave: Aquicultura, Clupeidae, alimentac&o, hematologia.



ABSTRACT

The sardine (Sardinella brasiliensis) is a species of marine fish belonging to the Clupeidae
family, which has high levels of n-3 fatty acids, which brings numerous benefits to human health
of those who consume it. in addition, the species is of great importance for commercial fishing
in the south and southeast regions of Brazil, and is currently threatened with extinction due to
overfishing. given this panorama, aquaculture is a good alternative to meet the demand of the
industry in a sustainable way, avoiding the overexploitation of the species through aquaculture
cultures. Currently, the focus of research is to evaluate the species' nutritional requirements, so
that they can be met through commercial diets. hematological parameters are an important tool
to verify the health of fish under culture conditions; however, according to the specialized
literature, nothing has been observed about the description of the blood cells of the sardine.
Thus, the present study aimed to evaluate the inclusion of different levels of polyunsaturated
fatty acids (n-3 pufa) in the diet of green sardines on hematological parameters. the fish were
obtained from natural spawning using broodstock already acclimated at LAPMAR, and divided
into 15 experimental units so that the dietary effects could be evaluated in triplicate. the levels
of total n-3 pufa in the feed were: 0; 0.3; 0.6; 0.9 or 1.2% of the lipid fraction of the diet. the values
used to represent the percentage of total n-3 pufa in the lipid fraction of the diet, with 0% n-3
representing the negative control. the fish were fed three times a day (8:30 am, 12:30 pm, and
4:30 pm) during the entire experimental period (45 days). five fish from each experimental unit
were collected at the end of the experiment for hematological analyses, including total number
of erythrocytes, hematocrit percentage, hemoglobin and glucose concentration, and differential
leukocyte count. The hemoglobin concentration was significantly lower in females than in
males. Higher numbers of circulating eosinophils were observed in fish fed 0.30% and 1.20%
n-3 PUFA. Although no significant differences were observed in several parameters, the results
demonstrate that the health of the animals was not affected by the addition of n-3 PUFA in the
diet.

Keywords: Aquaculture, Clupeidae, fatty acids, nutrition, hematology.
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 BREVE PANORAMA DA AQUICULTURA ATUAL

A aquicultura tem crescido mundialmente de forma consideravel nos ultimos
anos, passando de uma produgao de menos de um milhdo de toneladas no inicio de
1950 para aproximadamente 122,6 milhdes de toneladas em 2020, incluindo o cultivo
de algas e animais aquaticos, segundo dados mais recentes da Organizagao das
Nagbes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO, 2022).

A atividade vem se desenvolvendo mais rapidamente em relagdo a todas as
outras do setor de produtos de origem animal. Em 2020, o aumento da produgé&o
aquicola elevou o consumo de alimentos provenientes do meio aquatico para 20,2 kg
per capita, mais que o dobro da taxa de consumo em relagdo ao ano de 1970 (FAO,
2022). Fornecendo atualmente 50% dos peixes consumidos mundialmente, estima-se
que até 2030 a aquicultura seja a maior fonte de pescado a nivel global (FAZIO, 2019).

Apesar de possuir uma area litoranea de 8,5 mil km e clima favoravel para o
desenvolvimento sustentavel da aquicultura marinha (DAVIES et al., 2019),
atualmente no Brasil o cultivo de peixes de agua doce é evidentemente mais
desenvolvido, sendo a tilapia o peixe mais produzido, representando 60,6% da
piscicultura brasileira (PEIXE BR, 2020).

O cultivo de espécies marinhas que apresentam elevado potencial aquicola
tem sido estudado ao longo dos anos, mas ainda se mostra instavel (CAVALLI, 2012),
tendo como entraves aspectos ligados a nutricdo animal, mado de obra qualificada,
surgimento de doengas e questdes relacionadas ao licenciamento ambiental (LISBOA
et al., 2020). No entanto, é possivel observar o surgimento de iniciativas relacionadas
ao cultivo de bijupira (Rachycentron canadum), garoupa (Epinephelus marginatus) e
sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensi), por exemplo.

1.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE A SARDINHA-VERDADEIRA

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis Steinachner, 1879) € um peixe
marinho de pequeno porte pertencente a familia Clupeidae, que ocorre principalmente
entre o Cabo de Sdo Tomé, estado do Rio de Janeiro (22 °S), e o Cabo de Santa
Marta, estado de Santa Catarina (29 °S) (JABLONSKI, 2007).
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A espécie possui corpo lateralmente comprimido, escamoso e prateado, tendo
o costume de viver em grandes cardumes que habitam regides préximas a costa,
podendo adentrar em estuarios e baias (IBAMA, 2011).

O ciclo de vida da sardinha-verdadeira dura em média trés anos, sendo
considerado curto. Tem como principais caracteristicas altas taxas de fecundidade e
mortalidade naturais e rapido crescimento (CERGOLE; VALENTINI, 1994).

A desova da espécie € a parcelada, onde cada fémea coloca entre 30.000 e
40.000 ovocitos por vez (ISAAC-NAHUM et al, 1988), esses eclodem
aproximadamente 19h apds a fecundagdo estando a temperatura de 24 °C
(MATSUURA, 1998).

A alimentag&o de larvas e juvenis de S. brasiliensis em ambiente natural é
constituida por nauplios de copépodos, ovos de invertebrados, diatomaceas,
dinoflagelados e copépodos adultos (KURTZ; MATSUURA, 2001). Ja durante sua
fase adulta, a sardinha-verdadeira € considerada uma espécie onivora, alimentando-
se principalmente de fitoplancton durante os meses de inverno e zooplancton nas
estacdes do outono e primavera, alimentos ricos em acidos graxos da série n-3
(SCHNEIDER; SCHWINGEL, 1999).

1.3 IMPORTANCIA COMERCIAL DA SARDINHA-VERDADEIRA

No Brasil, a sardinha possui grande importancia comercial, sendo seus juvenis
capturados através da pesca principalmente para servirem de isca viva para a captura do
atum, o que mantém a cadeia do processamento industrial de conservas do pescado em
funcionamento, e para serem utilizadas como produto principal em industrias cujo foco é a
producao de sardinha em lata (IBAMA, 2011).

No entanto, devido a sobrepesca e aos efeitos ambientais, a captura da sardinha-
verdadeira vem entrando em declinio nos ultimos 40 anos (MPA, 2012). Segundo a
Resolugado SMAC No 073 de 19 de agosto de 2022, que dispde sobre a divulgacao da lista
das espécies nativas da fauna ameacadas de extingdo que ocorrem na cidade do Rio de
Janeiro, a espécie se encontra atualmente ameacgada de extingdo (RIO DE JANEIRO,
2022).

Diante desse panorama, a aquicultura entra como uma boa alternativa para
atender a demanda da industria de maneira sustentavel, evitando a exploragao

demasiada da espécie através de cultivos aquicolas (NAYLOR et al., 2009).
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Nos ultimos anos novas tecnologias de criagdo vém sendo desenvolvidas para
a sardinha-verdadeira, comprovando a possibilidade de desenvolvimento da espécie
em cativeiro a partir de resultados animadores, incluindo sua reprodugao
(CERQUEIRA et al., 2020).

Desde 2009 o Laboratério de Piscicultura Marinha - LAPMAR, pertencente a
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, juntamente a Univali, Cepsul e a
Coordenacado de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, vem
desenvolvendo o Projeto intitulado ISCA-VIVA.

O objetivo da iniciativa € obter uma metodologia eficiente em cativeiro para
maturacdo, desova e larvicultura da S. brasiliensis, visando cultivar juvenis de
sardinha que sirvam como isca-viva para a pesca do atum, minimizando assim os

impactos gerados pela sobrepesca (LAPMAR, 2022).

1.4 ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos fazem parte da classe mais simples de lipidios
(FRACALOSSI; CYRINO, 2012), sendo importantes na nutricdo dos peixes por terem
como papel principal fun¢des relacionadas a produgdo de energia e equilibrio
homeostatico, além de serem componentes estruturais das membranas celulares e
precursores de hormdnios e outros compostos biologicamente ativos (GLENCROSS,
2009). Sao acidos carboxilicos constituidos por um grupo hidrofilico ligado a uma
cadeia de hidrocarboneto (LENINGER et al., 1993), podendo variar em comprimento
(numero de carbono que constituem a cadeia, geralmente entre 4 e 36), grau de
insaturacdo e posigdo das duplas ligagdes, sendo suas propriedades fisicas
influenciadas por esses parametros (FRACALOSSI; CYRINO, 2012).

Acidos graxos poli-insaturados (PUFA, do inglés polyunsaturated fatty acid)
possuem duas ou mais liga¢des insaturadas, sendo representados pelo acido linoléico
(LOA, 18:2 n-6) e pelo acido a-linolénico (a-LNA, 18:3n-3). A resposta do organismo
ao metabolismo dos acidos graxos da série n-3 é diretamente influenciada pelo
conteudo de acidos graxos da série n-6 e vice-versa (BLANCHARD et al, 2008), sendo
assim, é importante que os animais tenham PUFA da série n-3 e n-6 em proporcoes
adequadas.

O cultivo em cativeiro tem a vantagem de possuir maior controle sobre a

criacdo dos peixes, que crescem sob condicdes mais estaveis e sdo alimentados com
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dietas balanceadas, de forma que a quantidade de lipideos pode ser alterada para
aumentar a qualidade do valor nutricional da espécie (HUNTER, 2000).

Em estudo realizado por Bandarra et al. (2018) foi possivel obter sardinhas
com maior concentragao total de PUFA n-3, sendo alimentadas com ragédo comercial
por um ano, tendo estas quase o dobro de lipideos totais em seu musculo quando

comparadas a sardinhas selvagens, capturadas em ambiente natural.

1.5 HEMATOLOGIA DE PEIXES

A hematologia € uma ciéncia que se dedica ao estudo dos elementos
sanguineos, decodificando seus componentes e analisando as diferentes células
presentes em busca de padrdes alterados que indiquem possiveis patologias
(RANZANI-PAIVA et al., 2013). A exposicdo dos animais a alteracbes em seu
ambiente, tanto natural como controlado, ou em sua alimentagao acarreta uma série
de alteragcdes em seus constituintes sanguineos (LIZAMA et al., 2020).

Dessa forma, o uso de analises hematolégicas em peixes se mostra como
uma importante ferramenta de avaliagdo da saude do animal (RANZANI-PAIVA et al.,
2013), servindo para detectar doengas e encontrar respostas apos experimentos,
sejam estes ligados ao uso de novas terapias que ajudem a combater enfermidades,
qualidade da agua, contaminantes ou novas dietas nutricionais (FAZIO, 2019).

Peixes possuem em sua composi¢ao sanguinea figurada eritrocitos, células
em maior quantidade na circulacéo e responsaveis principalmente pelo transporte de
oxigénio e gas carbbnico, leucécitos, células que possuem como fungao principal a
defesa do organismo participando de sua resposta imunologica (DIAS et al., 2009), e
trombacitos, que participam da defesa organica do organismo e, em alguns peixes,
realizam fagocitose (TAVARES-DIAS et al., 2007).

Dentro do grupo dos leucdcitos existem ainda diferentes linhagens celulares
com diversas fungdes, podendo ser caracterizadas por sua granulagao ou pela falta
dela, caracteristicas tintoriais, citoquimicas e morfoldgicas (DIAS et al., 2009).

Os linfocitos sdo os menores e mais abundantes leucocitos na maioria dos
peixes, responsaveis pela imunidade humoral e celular do organismo, reconhecimento

de antigenos e pela montagem da resposta imune (YOSHINAGA et al., 1994).
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Os monocitos s&o considerados os principais fagocitos dos peixes, migram
dos vasos sanguineos para o foco inflamatério durante processos infeciosos ou
induzidos artificialmente, destruindo patogenos (RANZANI-PAIVA et al.,2013).

Neutrdfilos sdo as principais células responsaveis pela defesa do organismo
dos peixes, envolvidas desde os estagios iniciais de inflamacéo, realizam a fagocitose
de agentes infecciosos (RANZANI-PAIVA et al.,2013).

Eosindfilos e basodfilos costumam ser encontrados em baixa frequéncia no
sangue dos peixes. As funcdes especificas dessas células ainda ndo estdo bem
elucidadas (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004), mas evidéncias apontam para sua
participagdo em processos de defesa do organismo contra infestagdes parasitarias
(RANZANI-PAIVA et al.,2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar os parametros hematologicos da sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis)
sob diferentes concentragbes de acidos graxos na dieta como monitoramento de

saude animal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar as células do sangue circulante da sardinha-verdadeira (Sardinella
brasiliensis).

- Avaliar as células do sangue circulante da sardinha-verdadeira (Sardinella
brasiliensis) alimentada com diferentes concentragbes de acidos graxos na dieta.

- Analisar o percentual de hematocrito, a contagem diferencial de leucdcitos, a
concentragcdo de hemoglobina e de glicose da sardinha verdadeira (Sardinella
brasiliensis) alimentada com diferentes concentragbes de acidos graxos na dieta.
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RESUMO

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) € uma espécie de peixe marinho,
pertencente a familia Clupeidae, que possui altos teores de acidos graxos da série n-
3, 0 que traz inumeros beneficios para a saude humana de quem a consome. Além
disso, a espécie é de grande importancia para a pesca comercial das regides Sul e
Sudeste do Brasil, encontrando-se atualmente ameacada de extingdo por conta da
sobrepesca. Diante desse panorama, a aquicultura entra como uma boa alternativa
para atender a demanda da industria de maneira sustentavel, evitando a exploragao
demasiada da espécie através de cultivos aquicolas. Atualmente, o foco das
pesquisas esta em avaliar as exigéncias nutricionais da espécie, para que possam ser
atendidas através de dietas comerciais. Os parametros hematologicos sdo importante
ferramenta para verificar a saude de peixes em condi¢gdes de cultivo, no entanto,
segundo a literatura especializada, nada tem sido observado sobre a descricao das
células sanguineas da sardinha-verdadeira. Sendo assim, o presente estudo objetivou
avaliar a insergéo de diferentes niveis de inclusao de acidos graxos poli-insaturados
(PUFA n-3) na dieta de sardinha-verdadeira, sobre os pardmetros hematolégicos. Os
peixes foram provenientes de desovas naturais utilizando os reprodutores ja
aclimatados no LAPMAR, divididos em 15 unidades experimentais para que os efeitos
da dieta fossem avaliados em triplicata. Os niveis de total PUFA n-3 na ragao foram
de: 0; 0,3; 0,6; 0,9 ou 1,2% da fragcao lipidica da dieta. Os valores utilizados
representam a porcentagem total de PUFA n-3 da fragao lipidica da dieta, sendo que
0% de n-3 representa o controle negativo. Os peixes foram alimentados trés vezes ao
dia (8h30min, 12h30min e 16h30min) durante todo o periodo experimental (45 dias).
Cinco peixes de cada unidade experimental foram coletados ao fim do experimento
para as analises hematoldgicas, incluindo numero total de eritrécitos, percentual de
hematocrito, concentragdo de hemoglobina e de glicose e contagem diferencial de
leucdcitos. A concentragdo de hemoglobina foi significativamente menor nas fémeas
do que nos machos. Maiores numeros de eosindfilos circulantes foram observados
nos peixes alimentados com 0,30% e 1,20% de PUFA n-3. Embora ndo tenham sido
observadas diferencas significativas em diversos parametros, os resultados
demonstram que a saude dos animais nao foi afetada pela adicdo de PUFA n-3 na
dieta.

Palavras-chave: Aquicultura, Clupeidae, alimentac&o, hematologia.
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INTRODUGCAO

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis Steinachner, 1879) € um peixe
marinho de pequeno porte pertencente a familia Clupeidae, que ocorre principalmente
entre o Cabo de Sdo Tomé, estado do Rio de Janeiro (22 °S), e o Cabo de Santa
Marta, estado de Santa Catarina (29 °S) (JABLONSKI, 2007).

Sendo de grande importéncia para a pesca comercial das regides Sul e
Sudeste do Brasil, a captura da sardinha-verdadeira vem entrando em declinio nos
ultimos 40 anos por causa da sobrepesca, segundo dados do boletim estatistico do
Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2012). Segundo a Resolu¢ao SMAC No 073
de 19 de agosto de 2022, que dispde sobre a divulgacao da lista das espécies nativas da
fauna ameacadas de extingdo que ocorrem na cidade do Rio de Janeiro, a espécie se
encontra atualmente ameacada de extingdo (RIO DE JANEIRO, 2022).

Diante desse panorama, a aquicultura entra como uma boa alternativa para
atender a demanda da industria de maneira sustentavel, evitando a exploragao
demasiada da espécie através de cultivos aquicolas. Desde 2009, tecnologias de
criacdo vem sendo desenvolvidas para a sardinha-verdadeira, comprovando a
possibilidade de melhora do pacote tecnologico da espécie em cativeiro a partir de
resultados animadores, incluindo sua reproducdo (CERQUEIRA et al., 2020).

Atualmente, o foco das pesquisas esta em avaliar as exigéncias nutricionais
da espécie, uma vez que esta possui altos teores de acidos graxos poli-insaturados
da série n-3 (PUFA n-3), o que traz inumeros beneficios para a saude humana de
quem a consome (LEE et al., 2009). Além disso, acidos graxos s&o também de grande
importancia para a nutricdo de peixes, tendo como papel principal fungdes
relacionadas a producdo de energia e equilibrio homeostatico, além de serem
componentes estruturais das membranas celulares e precursores de horménios e
outros compostos biologicamente ativos (GLENCROSS, 2009).

Por ser uma espécie onivora, em seu ambiente natural a sardinha se alimenta
principalmente de fitoplancton e zooplancton, alimentos ricos em PUFA n-3
(SCHNEIDER; SCHWINGEL, 1999). Quando em cativeiro, o 6leo de peixe é utilizado
como fonte deesses acidos graxos poli-insaturados nas rag¢des ofertadas para peixes
marinhos, embora seu preco elevado e a escassez no mercado n&o o tornem a melhor

opgao.
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Ainda assim, o cultivo em cativeiro tem a vantagem de possuir maior controle
sobre a criagdo dos peixes, que crescem sob condicbes mais estaveis e sao
alimentados com dietas balanceadas, de forma que a quantidade de acidos graxos
pode ser alterada para aumentar a qualidade do valor nutricional da espécie
(HUNTER, 2000).

Em estudo realizado por Bandarra e colaboradores (2018) foi possivel obter
sardinhas com maior concentracao total de PUFA n-3, sendo alimentadas com ragao
comercial por um ano, tendo estas quase o dobro de lipideos totais em seu musculo
quando comparadas a sardinhas selvagens, capturadas em ambiente natural. Sendo
assim, estudos voltados para o cultivo de peixes em cativeiro necessitam de
ferramentas que auxiliem no monitoramento da saude animal, como a hematologia,
por exemplo.

A hematologia é uma ciéncia que se dedica ao estudo dos elementos do
sangue, decodificando seus componentes e analisando as diferentes células
sanguineas em busca de padrbes alterados que indiquem possiveis patologias
(PAIVA et al., 2013). A exposigédo dos animais a alteragbes em seu ambiente, tanto
natural como controlado, ou em sua alimentacao acarretara uma série de alteragdes
em seus constituintes sanguineos (LIZAMA et al., 2020).

Dessa forma, o uso de analises hematoldgicas em peixes € uma importante
ferramenta de avaliagdo da saude do animal (TAVARES-DIAS et al., 2009), servindo
para detectar doengas e encontrar respostas apos experimentos, sejam estes ligados
ao uso de novas terapias que ajudem a combater enfermidades, qualidade da agua
ou novas dietas nutricionais (FAZIO, 2019).

Trabalhos ja realizados com a sardinha-verdadeira possuem foco
principalmente na pesca (CASTELLO, 2006), ecologia (SCHNEIDER; SCHWINGEL,
2010) e biologia (BRAGA, 1987), ndo havendo ainda pesquisas relacionadas a sua
analise sanguinea em condicbes de cultivo. Sendo assim, este estudo objetivou
analisar os parametros hematolégicos da sardinha verdadeira alimentada com

diferentes niveis de acidos graxos poli-insaturados (PUFA n-3) na dieta.

MATERIAL E METODOS
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1. Delineamento experimental

O experimento conduzido no Laboratério de Piscicultura Marinha — LAPMAR,
pertencente a Universidade Federal de Santa Catarina, localizado na cidade de
Floriandpolis, estado de Santa Catarina, teve como principal intuito fazer testes dose-
resposta com diferentes niveis de inclusao de total PUFA n-3 a dieta de exemplares
de sardinha-verdadeira. Os peixes foram provenientes de desovas naturais, utilizando
os reprodutores ja aclimatados no LAPMAR, seguindo os procedimentos descritos por
Cerqueira et al. (2017).

Quanto a estrutura necessaria para a realizacdo do experimento, foram
utilizados 5 sistemas de recirculagdo de agua independentes com vazéo de 1 L min™,
cada um acoplado a trés tanques de 500 L, totalizando 15 tanques. Cada sistema
possuia uma caixa equalizadora de 100 L, tendo um conjunto motobomba, aquecedor
acoplado com termostato, lampada ultravioleta (UV) e midia biologica (bioballs).

A temperatura da agua foi mantida em 25°C e cada unidade experimental
manteve aeracdo constante, com fotoperiodo natural. Os tanques permaneceram
constantemente cobertos por tela para evitar a entrada de possiveis predadores (as
aves da regido costumam atacar os peixes).

A densidade inicial por unidade experimental foi de 25 peixes com peso médio
de 60 g e uma biomassa de 1,5 kg em 0,5 m? de agua.

Os espécimes de sardinha foram alimentados trés vezes por dia (8h30min,
12h30min e 16h30min) durante todo o periodo experimental (45 dias) com 4% da
biomassa, resultando em 0,06 kg ragdo/tanque/dia até a conclusao do experimento.

Diariamente foram mensurados os parametros de qualidade de agua:
salinidade (refratbmetro portatil), oxigénio dissolvido (OD), temperatura (oximetro
Alfakit AT-150) e pH (pHmetro portatil). Os valores médios encontrados no
monitoramento foram OD 5,8+0,4 mg L e temperatura 23,2+1,6 °C. Restos de alimento

e fezes foram retirados sempre que necessario através de sifonamento de fundo.

2. Formulacédo da dieta
A dieta experimental foi formulada com base nas exigéncias do peixe leite
(Chanos chanos) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (NRC, 2011), exceto a
proteina, que foi determinada em estudo com juvenis de sardinha-verdadeira por
Sterzelecki et al. (2017), sendo isoenergética (4300 kcal) e isoprotéica (40%).



23

Uma vez que nao existe exigéncia descrita na literatura para sardinha
verdadeira, usou-se como base a relag&o ideal de n-3:n-6 de 2:1 utilizada para o peixe
leite (Chanos chanos) (NRC, 2011), de forma que as dietas experimentais continham
entre 10-15% de lipidio e foram formuladas para conter cinco niveis de incluséo de
total de PUFA n-3, utilizando o6leo de figado de bacalhau como fonte de n-3 e 6leo de
milho como fonte de n-6. Os niveis de total de PUFA n-3 na dieta foram de: 0; 0,3; 0,6;

0,9 ou 1,2% da fracao lipidica da dieta, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Formulagédo e composi¢do das dietas experimentais (expressa na % da matéria seca).

Total PUFA n-3
Ingredientes
0% 0,30% 0,60% 0,90% 1,20%

Farelo de Soja 38,97 mg. g! 38,97 mg. g! 38,97 mg. g! 38,97 mg. g! 38,97 mg. g!

Milho 18,63 mg. g™* 18,63 mg. g™* 18,63 mg. g™* 18,63 mg. g™* 18,63 mg. g
Farinha de

Visceras 21,55 mg. g 21,55 mg. g 21,55 mg. g 21,55 mg. g 21,55 mg. g
Quirera de Arroz I5mg. g™ I5mg. g™ I5mg. g™ I5mg. g™ 15mg. g*
Oleo de milho 5,09 mg. g™ 4,12mg. g! 2,79 mg. g™ 1,22 mg. g™ Omg. g*
Oleo de fig. de

Bacalhau Omg. g 0,86 mg. g* 2,36 mg. g! 3,9mg. g 54mg. g
Premix 0,42 mg. g! 0,42 mg. g! 0,42 mg. g! 0,42 mg. g! 0,42 mg. g*
Fosfato

Bicalcico 0,35mg. g™ 0,35mg. g™ 0,35 mg. g™ 0,35 mg. g™ 0,35mg. g!
Composicio (% MS)

Energia Bruta 4381

Energia

Digestivel 3400

Proteina Bruta 36,42

Proteina

Digestivel 31,44

Lipidios 10,66

Matéria Seca 6429,00

* Premix vitaminico e mineral (10 mg. g -') - Premix vitaminico e micromineral (Raguife Vaccinar, Belo
Horizonte, MG - Brasil), composigéo kg-1 de produto: acido félico 1.200 mg, acido pantoténico 10.000
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 UI, vit. B1
4.000 mg, vit. B12 8.000 mg, vit. B2 4.500 mg, vit. B6 3.500 mg, vit. C 60.000 mg, vit. D3 600.000 Ul,
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vit. E 30.000 UI, vit. K 3.000 mg, zinco 24.000 mg, inositol 25.000 mg. Premix macromineral
(composigao kg-1): fosfato bicalcico 130 g, cloreto de potassio 120 g, cloreto de sédio 130 g, sulfato
de magnésio 620 g.

Os valores utilizados representam a % total de PUFA n-3 da fragao lipidica da

dieta, sendo que 0% n-3 representa o controle negativo. Para todas as dietas, o
aumento dos niveis total de PUFA n-3 e, consequentemente, n-6 causou um aumento
nos niveis de PUFA e uma queda nos niveis de MUFA. As misturas foram entéo
peletizadas e secas em estufa a 50 °C durante 6 horas, sendo posteriormente
quebradas e peneiradas em 0,8 mm. Todas as dietas foram identificadas com nome
e cor (0% = laranja; 0,3% = verde; 0,6% = rosa; 0,9% = azul e 1,2% = roxo) e

armazenadas a -20 °C em sacos plasticos até a utilizagao.

3. Analise hematologica

Para as analises hematologicas foram utilizados 5 peixes de cada unidade
experimental, anestesiados com solugdo de eugenol (75 mg L-1) para pungéo
sanguinea do vaso caudal com seringa de 3 mL contendo solugéo de anticoagulante,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA 3%) Ranzani-Paiva et al. (2013), totalizando 15
peixes por tratamento.

A analise de glicose foi realizada a partir de um pool das amostras de plasma
provenientes do sangue de peixes da mesma unidade experimental, sendo utilizado 1
ml do reagente para 10 microlitros da amostra, de acordo com as instru¢gées de uso
contidas no kit “GLICOSE Liquiform”, da Labtest.

Uma aliquota do sangue foi utilizada para determinar o hematdcrito pelo
método do microhematécrito (GOLDENFARB et al., 1971), e a analise da
concentragdo de hemoglobina foi realizada pelo método da cianometahemoglobina,
conforme Ranzani-Paiva et al. (2013).

Uma aliquota foi utilizada para a determinagdo da contagem total de
eritrocitos, sendo realizada em cémara de Neubauer com diluicdo de 1:200 em
solugdo de DACIE. As contagens totais e diferenciais de leucocitos foram
determinadas pelo método indireto, a partir de extensdes sanguineas feitas em
duplicata e coradas com May-Grunwald-Giemsa-Wright, segundo Ranzani-Paiva et
al., (2013).
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4. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para avaliar sua
normalidade, e ao teste de Levene, para avaliar a homocedasticidade das variancias.
Com a confirmacao dos pré-requisitos, os dados foram entdo submetidos a Analise
de Variancia (ANOVA). O teste de Duncan foi aplicado nos casos em que diferengas
entre os tratamentos foram observadas, para verificagdo dos valores encontrados. O
programa utilizado para a todas as andlises estatisticas realizadas foi o software
STATISTICA 10.0 e o nivel de significancia aplicado foi o de 95% (P<0,05).

RESULTADOS

Durante as contagens totais e diferenciais de leucdcitos, as células da
sardinha-verdadeira foram observadas nas extensdes sanguineas e identificadas
como: mondcitos, neutrdfilos, linfocitos, trombdcitos e eosinodfilos, conforme

apresentando na Figura 1 A-F, havendo aparente auséncia de basdfilos.

Figura 1 A-F: Células sanguineas de sardinha-verdadeira, Sardinella brasiliensis. A:
neutréfilo (n). B: eosindfilo (e), mondcito (m) e trombdcito (t). C: linfocito (I). d: mondcito
(m). E: trombdcitos (t). F: mostrando dois mondcitos (m), um neutréfilo (n) e um

trombdcito (t).
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Os parédmetros hematologicos analisados apds uso de diferentes
concentragbes de acidos graxos na dieta da sardinha-verdadeira podem ser
observados na Tabela 2. As concentracdes de eosindfilos (E) apresentaram diferenca
significativa entres os tratamentos, havendo maiores quantidades de eosinofilos nas
dietas contento a concentracdo de acidos graxos em 0,30% e 1,20%. Em
contrapartida, os animais alimentados com a dieta contendo concentra¢des de 0,60%
e 0,90% de acidos graxos tiveram menor numero de eosindfilos. As sardinhas
pertencentes ao grupo controle, com 0% de PUFA n-3 adicionado a dieta,
apresentaram eosindfilos em quantidade estatisticamente igual aos demais
tratamentos. Se tratando de eosindfilos, diferengas significativas entre interagcéo
tratamento x sexo n&o foram observadas.

A concentragao de hemoglobina (Hb) no sangue da S. brasiliensis apresentou
diferenga significativa entre a interagdo tratamento x sexo. O grupo de fémeas
alimentadas com a dieta contendo 0,60% de acidos graxos obteve concentragdes
significativamente mais baixas de hemoglobina do que os machos do mesmo
tratamento. Ja os machos alimentados com a dieta contendo 0,90% de acidos graxos
mostraram concentragdes de hemoglobina estatisticamente iguais aos das fémeas do
grupo de 0,60%, mas significativamente mais baixas do que as fémeas do seu proprio
grupo de tratamento, que apresentaram concentragdes mais altas. Os demais
tratamentos ndo apresentaram diferenga significativa entre a interagéo tratamento x
sexo.

Os demais parametros hematoldgicos analisados, que incluem numero total
de eritrécitos (RBC), percentual de hematocrito (Ht), volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (HCM), trombdcitos (T), leucocitos totais (LT) e contagem
diferencial de leucdcitos (linfocitos, mondcitos e neutrofilos), n&do apresentaram
diferenga significativa entre os tratamentos aplicados e nem diferenca significativa

entre a interacao tratamento x sexo.
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Tabela 2 - Parametros hematoldgicos (média + desvio padrdo) da sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) apés a adigéo total de PUFA n-3 nas
concentragdes 0,0%, 0,30%, 0,60%, 0,90% e 1,20% da fragéo lipidica da dieta.

Tratamentos  Sexo Parametros
RBC (x10°pL") T (x10°pL") LT (x10°pL") L xI0uL') M xI0%pL") N (x10%uL')  E (x10%.uL") Ht (%) Hb (g.dL™") VCM (fL)  HCM (gdL") CHCM (g.dL")

0% Macho 3,03 +0,50 31,04£9,67  302,92+49,80  249.94+62,07 4234208  171+£2,08 47,04+ 1350° 39,00+629 10,79+ 1,61%  129,93+20,05 3585+381 28,03 +4,42
Fémea 3,18+£0,60 232941318  318,62+4977  27450+6460  483+313  114+131  3820+1124% 4283+635 11,57+ 1,62% 139,85+40,99 3685+477 27,54+ 542
030%  Macho 2,82+ 0,60 22,67+8,85 282,08+59,51 229.85+42,95 4374293 1414178  4650+41,16° 3558+434 10,56+ 1,86% 128,72+ 1835 37.88+514 29,51+ 194
Fémea 3444090  2834+1959 34371+£90,50 25787+7094 9314593  611+£961  7043+67,10' 4136+4,52 11,75+120% 126,03+2826 3583+£776 28,48+ 1,80
0,60%  Macho  2,85+0,31 12284593 28443+3133 2430442556  443+£370  498+351 32,18+ 11,78° 40384537 12,77+ 122% 142,51 £1691 40,53 +£397 28,56 +2,05
Fémea 3,21 +0,71 1434972 32138+7140 289.80+6693  328=411  2,60+3,63  2571+£546" 4213+£798  156+1,65  13303+2399 4043+£564  30,68+3,74
0,90%  Macho  3,11+0,44 22,02£9,00 3107944422 269,18+ 54,54  641+518 5804454 2956+ 1566° 43.64+824  997+139  14398+39,01 4041+478 2929591
Fémea 3,14+123 32,5143,61  31438+12340 271,04+131,68 483+560  3,95+396  3456+20,17° 41,88+4,87 1148+2,15 14495+43.82 33,06£520  2395+531
120%  Macho  2,78+0,69 20,75+620  27795+68,50  21821+6824  350+3,16  4,64+444  51.60+1567° 37,70+£445 10,60+ 1,54% 14388 +£42,63 3906+519  28,58+6,12
Fémea 324+0,12 27441041 3242541237  25125+730 5614322  1,604223 658141053 42254742 11,61+0,18Y 130,83 +£27,89 36,76+0,84 28,68 +547

”;Zi‘l? 0,992 0,220 0,992 0,728 0,433 0,510 0,006 0,512 0,537 0,797 0,349 0,592

P sexo 0,088 0,252 0,087 0,150 0,398 0,636 0,341 0,095 0,336 0,757 0,149 0471

p interagdo 0,843 0,283 0,845 0,956 0,307 0,288 0,287 0,613 0,032 0,942 0,407 0,446

*Letras minusculas (a,b) representam diferenca significativa entre os tratamentos;
**Letras minusculas (x,y) representam diferenca significativa entre a interagéo (tratamento x sexo)
Legenda dos parametros: (RBC) Eritrocitos; (T) Trombécito; (LT) Leucdcitos totais; (L) Linfécito; (M) Mondcito; (N) Neutrofilo; (E) Eosindfilo; (Ht) Hematocrito;

(Hb) Hemoglobina; (VCM) Volume Corpuscular Médio; (HCM) Hemoglobina Corpuscular Média; (CHCM) Concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
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A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos pela analise da glicose dos
exemplares de sardinha-verdadeira apds a adi¢cao das diferentes concentragdes de
PUFA n-3 na dieta. Estatisticamente, ndo foram observadas diferengas significativas

entre os tratamentos utilizados no experimento.

Tabela 3 — Andlise da glicose (média * desvio padrao) através do plasma da sardinha-verdadeira
(Sardinella brasiliensis) ap6s a adi¢ao total de PUFA n-3 nas concentragdes 0,0%, 0,30%, 0,60%,
0,90% e 1,20% da fragao lipidica da dieta.

Tratamento 0% 0,3% 0,6% 0,9% 1,2%
Glicose (mg/dL) 0,26 +0,02 3,23 +0,03 0,22 +0,01 0,25 +0,03 0,24 £ 0,04
DISCUSSAO

A espécie S. brasiliensis possui grande importancia para a pesca comercial das
regides Sul e Sudeste do Brasil, correndo risco de extingdo por conta da sobrepesca.
Dessa forma, estudos voltados para o cultivo da espécie em cativeiro sdo de grande
importancia, contribuindo para manutencdo da saude dos animais e de seu
monitoramento em condi¢ées de cultivo. Uma das ferramentas de verificagdo de
saude animal sdo os parametros hematoldgicos, no entanto, segundo a literatura
especializada, nada tem sido observado sobre as células sanguineas da S.
brasiliensis, sendo o presente estudo inédito.

Dentre todos os parametros hematoldgicos analisados, apenas a
concentragdo de eosindfilos apresentou diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos utilizados no atual estudo. Embora a fungdo dessas células ainda nao
esteja bem esclarecida, de acordo com a literatura existente, evidéncias apontam para
a participagao de eosindfilos em processos de defesa do organismo de peixes contra
infestagbes parasitarias e infec¢des por patégenos (PAIVA et al.,2013).

Em estudo realizado com a espécie Micropterus salmoides, Subhadra et al.
(2006) tinham como um de seus objetivos avaliar os parametros hematologicos da
espécie a partir do uso de dietas contendo diferentes concentragdes e tipos de
lipideos. O resultado apresentou um numero maior de linfécitos no sangue dos

animais alimentados com dietas contendo mais que 4% de acidos graxos n-3, o que



29

nao ocorreu no presente estudo, visto que a concentracdo de linfoécitos néo
apresentou diferenga significativa entre os tratamentos. Em contrapartida, em
experimento que visava avaliar o valor nutritivo de porcos alimentados com ragéo
enriquecida com 6leo de peixe em proporgao de 8%, rico em PUFA n-3, constatou-se
um aumento significativo na contagem de eosindfilos dos animais quando comparado
ao grupo controle (KOMPRDA et al.,, 2020). Embora o presente estudo tenha
demonstrado maior concentracdo de eosindfilos das sardinhas alimentadas com
dietas contendo 0,3% e 1,2% de adicao total de PUFA n-3, este aumento foi
comparado com as dietas contendo 0,6% e 0,9% de adi¢cdo de acidos graxos n-3 e
nao quando comparado ao grupo controle, uma vez que este ndo apresentou
diferenga significativa quando comparado aos demais grupos, nao havendo
claramente uma associacdo do aumento de eosindfilos com a adicdo de PUFA n-3 a
dieta.

Sabe-se também que eosindfilos sdo células mais sensiveis ao ambiente,
tendo uma maior variagdo em sua concentracao a partir de estimulos aos quais os
animais sao expostos, como apontam estudos que apresentam numeros mais
expressivos de eosinofilos no sangue de peixes durante o verdo em comparagao ao
inverno (CHEN; LUO, 2022), ou ainda quando os animais s&o expostos a estimulos
intensos quando comparado a condigdes normais (HOSOKI et al., 2012). Neste caso,
€ interessante ressaltar que o experimento ocorreu entre novembro e dezembro,
meses com temperatura mais elevada no Brasil, o que pode ter influenciado no
aumento de eosindfilos no sangue das sardinhas. Além disso, pode estar relacionado
com algum tipo de resposta imunoldgica do eosindfilo as diferentes concentragdes de
acidos graxos na dieta, o que poderia ser considerado um estimulo ndo usual.

Por outro lado, nem sempre uma grande quantidade de eosindfilos indica uma
resposta imunologica a algum patégeno ou situagdo adversa a que o animal foi
submetido, como € o caso do Megalancistrus acuelatus, que possui uma alta
concentragéo de eosinofilos naturalmente (RANZANI-PAIVA; EIRAS, 1992). Pode-se
supor entdo que este também € o caso da composicdo sanguinea da sardinha-
verdadeira, sendo normal para a espécie possuir uma quantidade maior de eosindfilos
em sua contagem diferencial de leucdcitos.

A hemoglobina é uma proteina que tem como fungao principal o transporte de
oxigénio por todo o organismo, além de atuar no transporte de gas carbdnico e outros
nutrientes (BERNARD et al., 2000). Quanto a concentracdo de hemoglobina (Hb) no



30

sangue da S. brasiliensis ter apresentado menor valor nas fémeas, pode haver relagéo
com o fato dos peixes ja terem atingido a maturidade sexual, mas n&o ha de fato
resultados conclusivos a respeito deste parametro.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a adigédo total de
PUFA n-3 nas concentragdes 0,0%, 0,30%, 0,60%, 0,90% e 1,20% da fracéao lipidica
da dieta da sardinha-verdadeira n&o influenciaram negativamente a saude dos
animais e seus parametros hematoldgicos, uma vez que nao houve diferengas
significativas dos tratamentos em relagdo ao grupo controle (0,0% de PUFA n-3
adicionado a dieta).

Levando em consideragao a importancia da Sardinella brasiliensis como isca
viva e seu atual risco de extingdo causado pela sobrepesca, além do presente estudo
ser o primeiro a ser realizado com énfase na analise sanguinea da espécie, mais
estudos voltados para a hematologia da sardinha-verdadeira precisam ser realizados

para que conclusdes mais satisfatorias possam ser obtidas.
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