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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de dietas com diferentes relagdes entre acidos graxos
poliinsaturados dmega-6 e dmega-3 nos parametros hematologicos e lipideos plasmaticos de tilapias-do-nilo,
antes e ap6s estimulo pelo frio. Foram utilizados 320 alevinos invertidos para macho (7,5 g), distribuidos
aleatoriamente em 40 tanques (250 L) e alimentados com oito dietas: basal (sem adi¢ao de 6leo), 6% de 6leo de
girassol (OG), 5% de OG + 1% de 6leo de linhaga (OL), 4% de OG + 2% OL, 3% de OG + 3% de OL, 2% de
OG + 4% de OL, 1% de OG + 5% de OL e 6% de OL. Os parametros hematologicos e os lipideos plasmaticos
foram determinados ao final de 85 dias de cultivo e apos trés dias de estimulo pelo frio. Nao houve efeito das
dietas sobre nenhuma das variaveis analisadas no periodo anterior ao estimulo. O nimero de leucécitos foi
reduzido em peixes alimentados com a dieta 6% de OL, ap6s estimulo pelo frio. O estimulo pelo frio provocou
um declinio do estado geral de satde, como leucopenia. Tilapias-do-nilo alimentadas com dietas com 6% de
OL apresentaram menor resisténcia ao frio.

Termos para indexag@o: Oreochromis niloticus, lipideos plasmaticos, nutricdo de peixes, relagdo dmega-6/
O0mega-3, saude de peixes.

Hematology of Nile tilapia fed diets with vegetable oils
and stimulated by cold

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of diets with different omega-6 and omega-3
polyunsaturated fatty acid ratios on the hematological parameters and plasma lipids of Nile tilapia before and
after cold stress. A total of 320 tilapia juveniles sex-inverted males (+7.50 g) were randomly distributed into
40 tanks (250 L) and feed with eight diets: basal (without oil supplementation), 6% sunflower oil (SO), 5%
SO + 1% linseed oil (LO), 4% SO + 2% LO, 3% SO + 3% LO, 2% SO + 4% LO, 1% SO + 5% LO, and 6%
LO. Hematological parameters and plasma lipids were evaluated 85 days after cultivation and three days after
cold stress. Diets had no effect on any of the analyzed variables before cold stress. The number of leukocytes
decreased in fish fed the 6% LO diet, after cold stress. Cold stress worsened fish health, causing leukopoenia.
Nile tilapia fed 6% LO diet presented less resistance to cold.

Index terms: Oreochromis niloticus, plasma lipids, fish nutrition, omega-6 and omega-3 fatty acid ratio, fish health.

Introduciao

Os lipideos sao a principal forma de armazenamento
de energia pelos animais, além de serem constituintes
de membranas celulares e excelentes isolantes térmicos,
mecanicos e elétricos, que protegem Orgaos e cé€lulas.
Os acidos graxos essenciais sao componentes dos lipidos
que, por ndo serem sintetizados pelo organismo, sao
imprescindiveis nas dietas, pois estdo relacionados a
saude da pele, dos sistemas visual e nervoso ¢ ao bom
funcionamento de diversos 6rgaos e sistemas. Esses acidos
sdo convertidos em eicosanoides e mediadores lipidicos,
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que incluem prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas
e lipoxinas, cuja auséncia nas dietas estd associada a
sindromes que podem levar a morte (Curi et al., 2001).

As temperaturas médias ideais para a criagdo da
tilapia-do-nilo variam de 26 a 28°C, com minimas e
maximas entre 23 e 33°C, respectivamente. No Brasil,
as temperaturas médias sao altas e, em algumas regides e
meses do ano, a temperatura da agua de cultivo ¢ inferior
a 18°C e pode perdurar por varios dias. As temperaturas
abaixo de 18°C e acima de 30°C sdo exacerbadamente
estressantes ¢ devem ser evitadas (Lim & Webster,
2000).
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O papel dos lipideos na satde dos peixes pode estar
relacionado a manutengdo da imunidade frente aos
fatores estressantes. Uma resposta imune adequada
envolve a modulagdo da resposta celular por alteragdes
nas propriedades da membrana, como permeabilidade
e fluidez, assim como nas enzimas € nos receptores
associados a membrana (Montero et al.,2003). O estado
de fluidez é um fator importante para manutengdo da
seletividade e troca de fluidos celulares. Os acidos
graxos poliinsaturados podem auxiliar na adequacao do
estado de fluidez em baixas temperaturas, por apresentar
ponto de fusdo muito baixo, sendo considerados
lipideos "anticongelamento" das membranas (Brett &
Navarra-Miiller, 1997). A fluidez da membrana depende
do balango apropriado de acidos graxos saturados e
insaturados, como componentes dos fosfolipideos da
membrana (Bell et al., 1986).

A nutrigdo lipidica exerce influéncia determinante
no desempenho zootécnico e nas caracteristicas da
carcaca dos animais em geral, inclusive dos peixes.
E possivel avaliar o estado nutricional dos peixes por
meio de analise das caracteristicas hematologicas, pois
o sangue ¢ um dos tecidos mais dinamicos do organismo
e altera-se em funcdo do tipo de dieta consumida.
De acordo com Ranzini-Paiva & Silva-Souza (2004), a
aplicacdo da hematologia em pesquisas com animais ¢
bem aceita e considerada como procedimento de rotina
em métodos de diagnodstico. Em peixes, este tipo de
diagnostico vem sendo aperfeicoado desde a década
de 1990, mas novos estudos ainda sdo necessarios
(Feldman et al., 2006), por se tratar de uma importante
ferramenta para o diagndstico, ndo somente de estados
patologicos, mas do estado nutricional dos peixes.
Barros et al. (2009) afirmam que, além de nutrir o
animal para maximo desempenho, é preciso nutrir seu
sistema de defesa.

Foram realizados experimentos com peixes em
condigOes patologicas e de estresse, entretanto, poucos
estudos correlacionam valores de referéncia de peixes
saudaveis, o que constitui uma lacuna para a utilizagdo
da hematologia (Hrubec et al., 2006). As caracteristicas
hematoldgicas normais de peixes sadios também devem
ser conhecidas para que o diagnostico do seu estado de
saude ou nutricional seja confidvel, principalmente em
virtude da ampla variagdo fisioldgica de cada espécie,
em cada ambiente de criagdo, que ¢ representada
pela variag@o causada por fatores biodticos e abidticos
(Ranzini-Paiva & Silva-Souza, 2004). O conhecimento

dos valores médios dos pardmetros hematologicos em
ambiente natural e em cativeiro, nos mais diversos
sistemas de criagdo comercial, sob condi¢cdes de
homeostase e de estresse, ¢ importante para identificar
as alteracdes fisiologicas, derivadas da nutri¢do e de
fatores ambientais, como a temperatura, que possam
interferir na hematopoiese.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de
dietas com diferentes relagdes entre acidos graxos
poliinsaturados 6mega-6 ¢ 0mega-3 nos parametros
hematologicos elipideos plasmaticos de tilapias-do-nilo
antes e apos estimulo pelo frio.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido na Universidade Estadual
Paulista, campus de Botucatu, SP, no Laboratério de
Nutri¢do de Organismos Aquaticos do Departamento
de Melhoramento Zootécnico e Nutricdo Animal.

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

Os aqudrios estavam ligados em sistema de
circulagdo de dgua, com aquecimento controlado por
sistema digital integrado, para manter a temperatura
da agua constante (26°C). O sistema de circulagdo
estava acoplado a central de aeracdo e filtragem
fisico-biologica, para manuten¢do da qualidade da
agua.

Os tratamentos consistiram de oito racgoes
experimentais: basal (sem adi¢ao de 6leo), 6% de dleo
de girassol (OG), 5% de OG + 1% de 6leo de linhaca
(OL), 4% de OG + 2% OL, 3% de OG + 3% de OL, 2%
de OG+4%de OL, 1% de OG + 5% de OL ¢ 6% de OL.
A composig¢do percentual e quimico-bromatologica das
dietas experimentais esta apresentada na Tabela 1.

Para confeccdo das ragdes, os ingredientes
foram moidos em particulas menores que 0,07 mm,
homogeneizados manualmente antes e apds serem
umedecidos, em 18 a 20% do peso, com agua
aquecida a 55°C, sendo posteriormente extrusados.
Apos extrusdo, as racdes foram secas em estufa com
circulagdo forcada de ar por 24 horas, a 55°C, e, em
seguida, retiradas, resfriadas a temperatura ambiente,
identificadas conforme o tratamento, ensacadas e
armazenadas em freezer a -10°C até o uso. Para o
arragoamento, as ragdes foram moidas e peneiradas
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até obtencdo de granulos homogéneos adequados
ao tamanho da boca dos peixes. O arragoamento foi
realizado quatro vezes ao dia (as 8h30min, 11h30min,
14h30min e 17h30min), até aparente saciedade e para
evitar sobras.

Os aquarios foram sifonados e o sistema de
contengdo de matéria organica do filtro fisico-biologico
foi lavado quando necessario, para retirar o excesso de
matéria organica do sistema e manter a qualidade da

agua. A temperatura da agua, o oxigénio dissolvido e
o pH foram mantidos a 25,8+1,1°C, 6,7+0,9 mg L' e
7,3+0,6, respectivamente, de acordo com os padrdes
estabelecidos como ideais para a espécie (Boyd &
Tucker, 1998). A temperatura, o oxigénio ¢ o pH foram
aferidos duas vezes ao dia, a cada semana e a cada
15 dias, respectivamente.

Aos 85 dias de cultivo, seis peixes (125,34+9,69 g)
por tratamento foram retirados aleatoriamente das cinco

Tabela 1. Composi¢do percentual e nutricional calculada das ragdes experimentais®.

Ingredientes B 6G 5G:1L 4G:2L 3G:3L 2G:4L 1G:5L 6L
Farelo de soja (47% de PB) 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Gluten de milho (60% de PB) 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Quirera de arroz 17,00 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Farelo de trigo 7,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Amido de milho 14,06 11,54 11,54 11,54 11,54 11,54 11,54 11,54
Oleo de girassol 0,00 6,00 5,00 4,00 3,00 2,00 1,00 0,00
Oleo de linhaca 0,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
DL-metionina 0,65 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
Triptofano 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Treonina 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
Fosfato bicalcico 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60
Calcareo 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Vitamina C 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloreto de colina 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
NaCl 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento mineral® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Etoxiquin® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Massa de matéria seca (%) 96,75 97,95 97,87 97,44 97,26 97,22 97,04 96,75
Proteina bruta (%) 32,53 32,27 32,27 32,27 32,27 32,27 32,27 32,27
Proteina digestivel 30,08 29,93 29,93 29,93 29,93 29,93 29,93 29,93
Energia digestivel (kcal kg™) 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420 3.420
Energia digestivel/proteina digestivel 113,7 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27 114,27
Extrato etéreo (%) 2,57 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17 8,17
Calcio (%) 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12
Fosforo digestivel (%) 0,70 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
Calcio + fosforo digestivel 1,61 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63
Metionina + cistina digestivel (%) 0,96 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Lisina digestivel (%) 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08
Triptofano digestivel (%) 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Treonina digestivel (%) 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28 1,28
AAS digestivel (%) 1,35 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36 1,36
Fibra bruta (%) 4,36 4,41 4,41 4,41 4,41 4,41 4,41 4,41
Acidos graxos calculados (%)

Omega-6 0,53 4,47 3,94 3,41 2,88 2,35 1,82 1,29
Omega-3 0,08 0,07 0,60 1,14 1,67 2,20 2,74 3,27
Omega-6/6mega-3 6,62 63,85 6,56 3,00 1,72 1,07 0,66 0,39

(B, dieta basal sem adi¢do de 6leo; G, dleo de girassol; L, 6leo de linhaga; PB, proteina bruta; AAS; acido acetilsalicilico. ®Niveis de garantia por
quilograma da dieta: 16.060 UI de vitamina A; 4.510 UI de vitamina D3; 250 UI de vitamina E; 30 mg de vitamina K; 32 mg de vitamina B1; 32 mg de
vitamina B2; 80 mg de pantotenato de célcio; 170 mg de niacina; 10 mg de biotina; 10 mg de acido folico; 32 pg de vitamina B12; 32 mg de vitamina B6.
®Niveis de garantia por quilograma da dieta: 0,7 mg de Na,SeO;; 50 mg de MnO; 150 mg de ZnOj; 150 mg de FeSO,; 20 mg de CuSO,; 0,5 mg de CoSOy;

1 mg de 12Ca. ®Antioxidante etoxi-dihidro-trimetilquinolina.
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repetigoes e anestesiados com benzocaina (1,5 g do
anestésico em 15 L de agua) e, apos insensibilizagao,
foram coletados 2 mL de sangue de cada peixe, por
puncdo do vaso caudal, com auxilio de duas seringas
de 1 mL banhadas com anticoagulante (EDTA 3%).

Foi realizado hemograma dos peixes com o sangue
coletado em uma das seringas. A contagem do numero
de eritrocitos e leucdcitos foi realizada pelo método
do hemocitdmetro, em camara de Neubauer, com
azul de toluidina (Merck Quimica, Brooklin Novo,
SP), a 0,01%, diluido em solugdo fisiologica a 0,9%,
com pipeta de Thoma, na propor¢ao de 1:200. A taxa
de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método
da cianometahemoglobina, com o kit comercial
Analisa Diagnoéstica (Gold Analisa Diagnodstica
Ltda, Belo Horizonte, MG), para determinagao
colorimétrica, segundo Collier (1944). A percentagem
de hematocrito (Htc) foi determinada pelo método
do microhematdcrito, de acordo com Goldenfarb
et al. (1971). A proteina plasmatica total (PPT) foi
mensurada pelo refratometro manual de Goldberg,
com quebra do tubo de microhematdcrito logo acima
da camada de leucoécitos, ap6s leitura do hematdcerito
(Jain, 1986). Posteriormente, foram calculados os
indices hematimétricos, conforme Wintrobe (1934),
como descritos a seguir:

Volume corpuscular médio [VCM = (Htc x 10)/
eritrocitos]; concentracao de hemoglobina corpuscular
média [CHCM = (Hb/Htc) x 100].

O sangue coletado na segunda seringa foi transferido
para tubo de Eppendorf previamente identificado
e, em seguida, centrifugado a 2.380 g por 15 min, a
0°C. Apos centrifugagdo, o plasma foi armazenado
em freezer, a -20°C, até determinacao de lipideos
totais (LT), colesterol total (COLT), colesterol HDL
(C-HDL) e triglicerideos (TRG) séricos. Os LT foram
determinados por ensaio colorimétrico, pela agdo
da sulfofosfovanilina, segundo Frings et al. (1972).
O COLT e os TRG foram determinados por ensaio
enzimatico-colorimétrico  em  espectrofotometro
semiautomatico (Labtest Diagnodstica S.A, Lagoa
Santa, MG), do mesmo modo que o C-HDL, apos
precipitacdo de particulas de colesterol nao HDL, todos
com kits comerciais (Katal Biotecnologica Industria e
Comércio Ltda., Belo Horizonte, MG).

Ap6s as avaliagdes hematologicas realizadas antes
do estimulo pelo frio, os peixes utilizados foram
descartados e o restante permaneceu na mesma

estrutura. O sistema de aquecimento foi desligado até
que houvesse o abaixamento gradativo da temperatura
da 4gua, para que esta se igualasse a da sala de estimulo
pelo frio, o que ocorreu, aproximadamente, em
24 horas. Quando a temperatura da agua dos aquarios
de ambas as estruturas experimentais estava por volta
de 22,5°C, os peixes foram transferidos para a sala de
estimulo pelo frio. A temperatura da agua dos aquarios
passou a ser controlada pelo resfriamento do ar, com
condicionador de ar, para abaixamento da temperatura
da agua para 17°C, o que ocorreu, aproximadamente,
18 horas ap0s a transferéncia dos peixes.

Para estimulo pelo frio, foram transferidos seis
peixes (125,34+9,69 g) de cada tratamento, retirados
aleatoriamente das cinco repeticdes, tendo sido
utilizado, ao menos, um peixe de cada uma das
repetigdes. Foram alojados dois peixes por aquario,
48 peixes em 24 aquarios de 40 L dotados de filtro
e aeracdo individuais. Cada aquario foi dividido em
dois, com uma tela disposta na diagonal, para evitar
confrontos entre os peixes. O periodo de estimulo
pelo frio foi de trés dias; entretanto, os peixes ficaram
expostos a 17°C por, aproximadamente, 54 horas. Apds
este periodo, foram avaliadas as mesmas variaveis
sanguineas estudadas ao final dos 85 dias de cultivo
e foi mantido o delineamento experimental utilizado
previamente.

No periodo de estimulo pelo frio, o arragoamento
dos peixes foi efetuado duas vezes ao dia (as 8h e as
17h), até aparente saciedade e para evitar sobras, como
no periodo anterior.

Para efeito do estudo dos parametros hematologicos
e dos lipideos sanguineos, cada peixe foi considerado
uma repeticdo, sendo que cada média apresentada,
antes ou apos estimulo pelo frio, representa a média de
seis repeti¢des, ou seja, de seis peixes, por tratamento.
As médias das varidveis estudadas foram submetidas
a analise multivariada de variancia (MANOVA), em
modelo de medidas repetidas em grupos independentes
(Johnson & Wichern, 2002).

Resultados e Discussao

No periodo de 85 dias de cultivo, anterior ao
estimulo pelo frio, houve morte de sete peixes nos
tratamentos 6G (1), 5G:1L (1), 2G:4L (2), 1G:5L (1)
e 6L (2). Nos dias sob estimulo pelo frio, ndo houve
mortes. Também nao houve nenhum efeito das dietas
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sobre a mortalidade dos peixes. No periodo anterior ao
estimulo pelo frio, ndo houve efeito das dietas sobre
as varidveis hematoldgicas; entretanto, durante o
estimulo pelo frio, as dietas exerceram influéncia no
numero de leucdcitos dos peixes. Ao comparar-se 0s
periodos (antes e apds estimulo pelo frio), observou-
se que o estimulo pelo frio promoveu a reducao dos
valores médios da contagem de eritrocitos, da taxa
de hemoglobina, da contagem de leucdcitos e da
concentracdo de PPT nos peixes (Tabela 2).

Nao houve variagdo de nenhum dos parametros
hematoldgicos das tilapias que consumiram dietas com
6leo de milho e girassol, como fontes de omega-6,
ou com 6leo de linhaga. Yildirim-Aksoy et al. (2007)
encontram resultados semelhantes ao deste trabalho,
ao estudar os efeitos do consumo de ragdes com 7%
de 6leos de milho, peixe (menhaden), linhaga ou sebo
bovino e suas misturas equivalentes nos parametros
hematoldgicos e na resposta imune de tilapias-do-nilo.
O numero de eritrocitos e leucocitos foi maior nos
peixes alimentados com dietas que continham apenas
6leo de peixe, mas ndo diferiram entre nenhum dos
outros tratamentos. Quanto a taxa de hemoglobina e
percentual de hematocrito, os autores ndo observaram
efeito do tipo de lipideo consumido pelos peixes.

O numero de eritrécitos foi reduzido apos estimulo
pelo frio apenas nos peixes que consumiram a dieta
4G:2L. Como estas cé€lulas s@o constituintes da série
vermelha sanguinea e contém hemoglobina, cuja
funcdo ¢ o transporte de O, e de parte de CO,, qualquer
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deficiéncia em niimero ou forma dos eritrocitos pode
comprometer a oxigenacao nos tecidos (Ranzini-Paiva
& Silva-Souza, 2004).

Nao foi observada reducdo dos valores de
hematdcerito em peixes alimentados com dietas com
6leo de linhaga, submetidos ou ndo ao frio. Os demais
valores de hematdcrito (Tabela 2), para peixes antes e
apos estimulo pelo frio, com exce¢do do minimo apds
estimulo pelo frio, estdo entre os considerados normais
(27 a 37%) para tilapias saudaveis por Feldman et al.
(2000).

A taxa de hemoglobina foi reduzida nos peixes que
consumiram ragdo 6L apos estimulo pelo frio e pode
ser alterada em fungdo do numero de eritrdcitos, o que
ndo ocorreu neste trabalho. A redugdo da hemoglobina
pode significar menor capacidade de transporte de
gases no interior do corpo. No geral, quanto menor
a temperatura, maior a concentracdo de oxigénio
dissolvido na 4gua. Quando a temperatura ¢ inferior
a Otima para peixes tropicais, os peixes reduzem
seu metabolismo, principalmente em amplitudes
relativamente grandes, como neste trabalho, em que
houve diminui¢dao de cerca de 9°C. A combinagido
dessas duas situagdes pode explicar a reducdo da
taxa de hemoglobina circulante no sangue periférico,
decorrente da aclimatacdo dos peixes, por haver
menor demanda metabdlica por oxigénio e mais
oxigénio disponivel para respiracdo em agua mais fria.
A redugdo observada foi minima e os valores absolutos
antes e apos estimulo pelo frio estdo muito proximos

Tabela 2. Parametros hematoldgicos (n = 6) de tilapias-do-nilo alimentadas com ra¢des com 6leos de girassol, linhaca e suas

misturas antes ¢ apds estimulo pelo frio.

Tratamento” Eritrocito (10° uL") Hematocrito (%) Hemoglobina (g dL") Leucocitos (10° uL") PPT® (g dL")
Antes Apobs Antes Apos Antes Apos Antes Apos Antes Apobs
Basal 1,99+0,25 1,94+0,20  30,67+3,54 29,25+2,40 7,27+0,96  7,34+0,46 1,37+0,35 1,014£0,24A  3,37+0,28  2,93+0,48
6G® 2,09+0,19  1,88+0,27  30,00+£2,61 26,25+3,31 7,78+0,71  6,65+0,91 1,27+0,27a 0,57+0,11bB 3,90+0,64  3,13+0,52
5G:1L 1,9540,26  1,90+0,26  27,17+2,34 25,50+3,78 6,85+0,77  6,49+0,88  1,48+0,33 1,21+£0,33A  3,57+0,52  3,13+0,45
4G:2L 2,02+0,19a 1,76+0,23b  28,17+£2,14 28,25+2,40 7,28+0,66  7,16+1,15 1,07+0,21a 0,60+0,14bB 3,57+0,60  3,10+0,62
3G:3L 2,27+0,27  1,96+0,23  30,42+1,96 29,42+2.42 7,40+£0,88  7,01+0,96 1,37+0,46  0,73+£0,25B  3,82+0,54a 3,05+0,30b
2G:4L 1,98+0,14  1,93+0,28  27,67+4,45 28,00+4,21 6,75+1,28  7,08+0,83  0,95+0,17a 0,53+0,10bB 3,74+1,05  3,02+0,49
1G:5L 2,2440,20  1,97+0,33  32,00+£3,35 27,92+4,15 7,96+1,08  7,13£0,96  1,43+0,38 1,14+0,16A  3,50+0,44a 2,84+0,16b
6L% 1,95+0,24  2,08+0,17  30,83+2,70 28,90+2,08 7,19+1,39a 6,24+3,06b 1,15+0,50a 0,58+0,15bB 3,67+0,46a 2,37+1,18b
Oleo ns ns ns ns ns ns ns EES ns ns
Periodo * ns * * *
CV (%) 10,73 12,89 10,09 11,53 13,66 12,28 27,69 20,57 16,54 14,23

(MBasal, sem adigéo de dleo; G, dleo de girassol; L, 6leo de linhaga. @Percentual de 6leo de girassol. @Percentual de 6leo de linhaga. “PPT, proteina
plasmatica total. Médias+desvios-padrao seguidas de letras iguais, mintsculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. “Nao significativo. * e **Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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a média para tilapias sadias, conforme Feldman et al.
(2006). O valor encontrado neste trabalho é superior
aos observados por Falcon et al. (2007), mas similar
aos obtidos por Barros et al. (2002, 2004) para tilapias
higidas, em condi¢des experimentais semelhantes.

Héamplavariacdo dos parametros hematologicos dos
peixes em fung@o de fatores inerentes aos animais ou
aos abidticos, como temperatura da agua (Ranzini-Paiva
& Silva-Souza, 2004). Foram observadas grandes
variagdes nos parametros hematologicos descritos por
Ranzini-Paiva & Silva-Souza (2004) e grande variagao
na quantificacdo dos leucocitos dentro do mesmo
tratamento, antes e apds estimulo pelo frio. Talvez por
isso ndo tenha sido observada reducdo significativa dos
valores médios, apenas dos absolutos, desta variavel
em todos os tratamentos, a0 comparar-se os periodos.
As variagdes inerentes aos peixes sdo representadas
pelo desvio padrio em cada tratamento e o fator
abidtico pelos efeitos sobre as variaveis antes e apos
estimulo pelo frio (Tabela 2).

Ao comparar-se os periodos, os peixes submetidos
ao frio alimentados com as dietas 6G, 4G:2L, 2G:4L
e 6L apresentaram menor numero de leucdcitos.
Os peixes submetidos ao frio que consumiram as dietas
6G, 4G:2L, 3G:3L, 2G:4L e 6L também apresentaram
menor numero de leucocitos, em comparagdo aos
que consumiram a dieta basal. Entre as células da
série branca ou leucocitaria, os linfocitos sdo os mais
frequentes em sangue periférico de inimeras espécies de
peixe (Ranzini-Paiva & Silva-Souza, 2004). Por isso, a
redu¢do do niamero de linfocitos seria mais facilmente
percebida se houvesse sido feita diferenciagao celular
neste trabalho. A leucopenia, também determinada de
linfopenia, foi demonstrada em estudos com nutri¢do
de peixes por Falcon (2008), Fernandes Junior (2010)
e Signor et al. (2010).

Os 4cidos graxos poliinsaturados da familia 6mega-3
tém efeito supressor ¢ os da 6mega-6 efeito modulador
do sistema imunologico e, consequentemente,
estimulador da proliferagdo de linfocitos (Curi et al.,
2001). Pode-se inferir que a possivel linfopenia
determinou a reducao do total de leucdcitos dos peixes
que consumiram a dieta com 6% de 6leo de linhaca.
Como nao houve um padrio de resposta, ndo ha
como inferir sobre a redugdo ocorrida nos peixes que
consumiram 6% de 6leo de girassol. Curi et al. (2001)
afirmam que a resposta imune requer inicialmente
uma resposta inflamatéria, com recrutamento de

leucocitos, € que a eficiéncia desta resposta depende
de seu reconhecimento e da sua amplificagdo, com
indugdo rapida e eficiente da proliferacao de linfocitos.
Mourente et al. (2005) observaram diminui¢ao
significativa no nimero de leucécitos circulantes em
robalos (Dicentrarchus labrax L.) alimentados com
0leos vegetais (canola, linhaca e oliva), em comparacao
aos que receberam dieta com 6leo de peixe. O menor
nimero de leucdcitos poderia reduzir a capacidade
de resposta imune dos peixes. Ferreira et al. (2011)
também demonstraram que dietas com 5% de 6leo de
linhaga sdo imunossupressoras para tilapias-do-nilo, o
que confirma a inferéncia do presente trabalho.

Feldman et al. (2006) associaram estresse por
temperatura com modificagdo da concentragdo de
leucocitos, sobretudo por afetar a osmorregulagido
dos peixes e resultar em hemoconcentragdo
ou hemodiluicdo. Quadros de leucopenia em
tildpias-do-nilo, em decorréncia de situagdes de estresse
por baixas temperaturas, também foram descritos
anteriormente por Atwood et al. (2003), Falcon et al.
(2008), Fernandes Junior (2010) e Signor et al. (2010),
0 que confirma que a temperatura pode exercer efeito
determinante sobre os parametros sanguineos dos
peixes, mesmo em estado de nutri¢do adequado.

Atwood et al. (2003) constataram que ndo ha
influéncia da fonte de 6leo sobre a aclimata¢do dos
peixes a baixa temperatura, mas que ha alteracdes
fisiologicas, como o aumento da glicose e a redugdo
da concentragdo de sodio sérico. No presente trabalho,
peixes alimentados com dietas que continham apenas
6leo de linhaga apresentaram menor resisténcia a
reducdo da temperatura, o que contraria a afirmagao
desses autores. De acordo com Curi et al. (2001), a
secrecdo de insulina ¢ estimulada primordialmente
por substratos energéticos metabolizaveis e pode ser
mediada por glicose, o principal agente estimulador,
e por acidos graxos, o que exerce efeito inibitorio e
ciclico sobre a glicose circulante. Portanto, nutrientes
que interfiram de alguma forma no metabolismo da
glicose ou de minerais, como o s6dio, podem influenciar
a aclimatacao dos peixes a reducdo da temperatura.

A concentragdo de PPT nio foi afetada pelo consumo
das dietas e variou entre 2,37 ¢ 3,93 g dL"!, tendo sido
reduzida pelo frio nos peixes que consumiram as
dietas 3G:3L, 1G:5L e 6L (Tabela 2). Valores médios
de referéncia para tilapias saudaveis foram obtidos por
Hrubec et al. (2000) em tilapias hibridas (Oreochromis
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niloticus x hibrido entre O. mossambicus x O. aureus),
por Chen et al. (2003) em tilapias-do-nilo e por
Mauel et al. (2007) em tilapias hibridas (O. aureus x
O. niloticus), com médias de 3,0 a 7,7 g dL"".

O VCM e a CHCM nao foram alterados pelos
tratamentos, antes ou ap6s estimulo pelo frio, e ndo foi
observado efeito do estimulo pelo frio nestas variaveis
(Tabela 3).

Tabela 3. Indices hematimétricos absolutos (n = 6;
médiastdesvios-padrdo) de tilapias-do-nilo alimentadas
com racgdes com Oleos de girassol, linhaca e suas misturas
antes e ap6s estimulo pelo frio.

Tratamento” VCM® (fL)® CHCM® (%)
Antes Apbs Antes Apos
Basal 155,31+18,85 151,36+10,85 36,73+4,23  38,04+3,21
6G® 144,05+10,93 141,58+23,03 37,33+2,46  35,56+3,13
5G:1L 140,3249.91 134,16+7,51  35,28+1,80  34,28+2,96
4G:2L 139,93+12,58 163,20+25,60 36,16+3,64  40,94+6,50
3G:3L 135,21+12,15 151,94+25,08 32,80+3,62  36,34+4,50
2G:4L 139,68+18,12 145,59+10,26 34,05£5,29  36,98+2,80
1G:5L 142,99+13,60 143,13+22,96 35,53+4,11  36,50+4,78
6L® 159,11+13,11 140,09+14,87 37,15+7,41  36,25+2,64
Oleo ns ns ns ns
Periodo ns ns
CV (%) 9,67 12,87 8,83 10,56

(MBasal, sem adi¢do de dleo; G, o6leo de girassol; L, 6leo de linhaga.
@Percentual de Oleo de girassol. ®Percentual de dleo de linhaga. @
Volume corpuscular médio (VCM) = [(hematdcrito x 10)/eritrocitos].
OfL = 10L. ©Concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) = [(hemoglobina/hematocrito) x 100]. *Nao significativo.
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Os LT, TRG, COLT e C-HDL plasmaticos das
tildpias ndo foram afetados pelo consumo das dietas,
independentemente da temperatura. Ao comparar-se as
variaveis entre os periodos, os TRG foram reduzidos
apenas nos peixes que consumiram a dieta 1G:5L e o
COLT diminuiu apenas nos peixes que consumiram a
dieta 6L, apos estimulo pelo frio (Tabela 4).

Os valores médios de colesterol sanguineo, com
excecao do valor minimo, antes e apds estimulo pelo
frio, estdo entre os valores indicados como normais
para tilapias saudédveis apds estimulo pelo frio, o que
foi observado nos peixes que consumiram a dieta
6L. A determinacdo de valores médios de colesterol
sanguineo de tilapias saudaveis tem sido objeto de
diversos estudos e variam de 88 a 318 mg dL! (Hrubec
et al., 2000; Chen et al., 2003; Mauel et al., 2007).

Ferreira et al. (2011) obtiveram valores de colesterol
sérico total de peixes alimentados com fontes de
Omega-6 (6leos de soja e milho) e dmega-3 (dleo
de linhaga) inferiores aos observados no presente
trabalho, em peixes ndo desafiados por temperatura.
As diferengas nos teores de dleo utilizados, no tempo
de administra¢do das dietas e no tamanho dos peixes
quando da coleta de sangue para analises podem ter
influenciado o COLT e os TRG séricos.

No geral, os peixes que consumiram a dieta basal, com
2,54% de extrato etéreo e isenta dos 6leos de girassol e
linhaga, mostraram-se preparados para enfrentar o frio,
sem qualquer alterag@o das variaveis estudadas. Entre
tilapias-do-nilo alimentadas com dietas que continham

Tabela 4. Pardmetros sanguineos (n = 6) de tilapias-do-nilo alimentadas com ra¢des com 6leos de girassol, linhaca e suas

misturas antes e apds estimulo pelo frio.

Tratamento" Lipideos totais (mg dL"') Triglicerideos (mg dL") Colesterol total (mg dL") Colesterol HDL (mg dL™")
Antes Apos Antes Apos Antes Apos Antes Apos
Basal 531,13+168,19 691,10+205,76 233,67+124,17 178,50£65,30  134,50+£29,79  124,00£32,30  47,67+12,14 43,17+10,19
6G@ 830,74+330,16 746,67+195,79 321,67+164,42 212,67+1591 151,83+57,58  110,00+21,36  54,67+20,25 41,17+13,93
5G:1L 628,25+143,39 897,784244,08 332,00+188,74 359,83+245,98 112,00+28,16  144,33+59,75  44,17+13,23 40,00+16,80
4G:2L 682,97+201,10 800,004280,57 287,16+167,30 208,00+151,47 137,17437,31  118,67+27,85  40,83+19,88 50,17+7,14
3G:3L 756,78+434,82  757,77+147,14 350,00+286,73 238,66+109,36 151,00£56,20  126,17+17,79  43,83+20,14 44,67+4,23
2G:4L 693,87+407,92  666,67+111,55 344,17+292,80 174,67+45,99 138,17442,98  105,67+27,98  44,67+11,20 38,50+9,95
1G:5L 687,58+208,66 662,22+109,54 290,67+148,51a 160,50+36,82b 136,50+39,32  103,00+15,13  39,67+12,37 39,67+10,27
6L® 642,88+203,82 657,77+100,04 256,20+73,25  171,67+32,23  139,40+30,16a  95,00+18,83b  57,00+16,80 47,50+7,45
Oleo ns ns ns ns ns ns ns ns
Periodo *
CV (%) 42,97 25,43 65,14 59,74 30,86 26,48 35,96 24,71

(DBasal, sem adigdo de 6leo; G, 6leo de girassol; L, 6leo de linhaga. ®Percentual de 6leo de girassol. @Percentual de 6leo de linhaga. Médiastdesvios padrio
seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. "“Nao significativo. *Significativo a 5% de probabilidade.
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diferentes teores de lipideos, as que consumiram dieta
isenta de suplementacdo, contendo 2,79% de extrato
etéreo, apresentaram padrdo hematoldgico semelhante
(Falcon et al., 2007, 2008). Embora a quantidade de
lipideos nas dietas tenha influéncia sobre a saude dos
peixes, nao ha valores estabelecidos na literatura acerca
da quantidade adequada para manutencao do estado de
higidez de tilapias.

Os peixes que consumiram dietas com 6% de 6leo
de linhaca, rica em acido linolénico ¢ com menor
relagdo entre 4cidos graxos poliinsaturados 6mega-6
e 0mega-3, apresentaram menor resposta ao estimulo
pelo frio. Houve declinio em um maior nimero de
variaveis, como taxa de hemoglobina, nimero de
leucocitos, concentragdo de proteina plasmatica e
COLT, ao comparar-se os valores médios anteriores
e posteriores ao estimulo pelo frio. Como nao foi
verificada influéncia das dietas para peixes nao
expostos ao frio, ndo houve influéncia da relagdo destes
acidos graxos nos teores avaliados, nos parametros
hematologicos nem nos lipideos plasmaticos para a
criagdo em situagOes de temperatura adequada.

Conclusoes

1. Para tilapias-do-nilo, criadas em condi¢des 6timas
de temperatura, as dietas estudadas sdo adequadas a
manutengdo do padrdo hematologico e dos lipideos
séricos indicados como de peixes saudaveis.

2. Para tilapias-do-nilo submetidas ao frio, a dieta
basal, isenta de oleos, ¢ adequada para manutencao
da higidez; as dietas com 6leos de girassol e linhaca,
principalmente as com baixas relagdes entre 6mega-6 e
Omega-3, acarretam reducdo do padrdo hematoldgico.
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