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RESUMO

O fornecimento de acidos graxos das séries n-6 e n-3 é essencial para os animais, no
entanto é importante garantir que a relacdo destes acidos graxos seja adequada uma vez que
compartilham enzimas em suas vias metabolicas, podendo favorecer ou inibir a sintese de
determinados produtos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da relacdo de acidos
graxos n-6 e n-3 sobre a hematologia de fémeas e machos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) em reproducdo. Foram utilizados 72 peixes com peso inicial médio de 124,3 g,
alimentados com 4 dietas experimentais, variando as relagdes de n-6/n-3 (20,1; 4,5; 3,9; 0,7).
O sangue foi colhido por puncdo da veia caudal com seringa contendo EDTA e 0s numeros
totais de trombdcitos, linfécitos, neutrofilos e mondcitos no sangue foram calculados pelo
método indireto, a partir de extensdes sanguineas. Para fémeas o tratamento 1 exibiu maior
namero de neutrofilos (p<0,05), enquanto que nas dietas 3 e 4 observou-se maior nimero de
trombdcitos (p<0,05). Para os machos o tratamento 2 diferiu do tratamento 3 em relacdo ao
nimero de trombdcitos (p<0,05) e ndo houve diferencas significativas para as demais
variaveis analisadas. Esses resultados indicam um efeito inflamatério dos acidos graxos n-6 e

anti-inflamatorio dos acidos graxos n-3.

Palavras chave: peixes, reprodutores, hematologia
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1. Introducgéo

A nutricdo tem um papel importante na piscicultura, visto que 70% dos custos de
producdo se devem aos gastos com racdo. Nutricdo sempre serd o gargalo da aquicultura no
Brasil e no mundo. Os principais pontos criticos da nutricdo de peixes incluem o
conhecimento das exigéncias nutricionais, da composicdo dos alimentos e o consumo de
racao.

Sabe-se que as exigéncias nutricionais dos reprodutores ndo séo os mesmos daqueles
determinados para as fases iniciais do desenvolvimento, o conhecimento da influéncia da
dieta sobre o desempenho reprodutivo torna-se uma ferramenta indispensavel para a
elaboracdo de dietas adequadas principalmente no inicio do desenvolvimento gonadal e no
periodo da vitelogénese.

Devido ao aumento da demanda de alimento, é importante que se encontrem formas de
melhorar a nutricdo de reprodutores de peixes para conseguir larvas, ovos e maiores indices
reprodutivos e, com isso, aumentar a producdo e disponibilizacao de alevinos.

O metabolismo lipidico talvez seja 0 mais estudado dentro da nutricdo, no entanto,
continua sendo o menos compreendido, apesar dos esforgos em pesquisa direcionados ao
estudo desse nutriente na aquicultura (SARGENT et al., 1999a; SARGENT; TOCHER,;
BELL, 2002). No entanto, existe consenso quanto a importancia de alguns acidos graxos para
0 crescimento, sobrevivéncia e satde dos peixes.

A relacdo entre a nutricdo e a imunologia tornou-se assunto relevante nos ultimos
anos. Os acidos graxos tém ganhado bastante espaco nessa discussdo uma vez que diversas
pesquisas tém demonstrado um potencial imunoregulatorio de acidos graxos poli-insaturados
das familias n-6 e n-3 (CALDER, 2007).

Acidos graxos essenciais (AGE) s&o exigidos em dietas de peixes para o crescimento,
sobrevivéncia, reproducdo, constituicdo e manutencdo de membranas, coagulacdo sanguinea e
resposta imune. Os acidos graxos altamente insaturados das familias 6mega 6 (n-6) e 6mega 3
(n-3) tém sido relacionados ao sucesso reprodutivo dos peixes de diferentes espécies, porém,
ainda se sabe muito pouco sobre as rotas pelas quais esses acidos atuam.

Diante disto, pesquisas voltadas para analises hematologicas tem se tornado
importantes ferramentas para avaliar o estado de saude dos peixes e auxiliar na busca por
avancos tecnologicos que sirvam de base para o crescimento e fortalecimento da producéo

piscicola. Com isso o0 avango tecnoldgico na nutricdo de reprodutores é de grande



importancia, a fim de garantir maior producéo de gametas, e maior desenvolvimento de larvas
e alevinos que € uma das principais dificuldades para o desenvolvimento desse setor.

Portanto, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da relacéo
de acidos graxos n-6 e n-3 sobre a hematologia de fémeas e machos de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus) em reprodugéo.
2. Referencial Teorico
2.1. Lipideos e Reproducao

A importancia dos lipideos na reproducdo dos peixes cultivados ainda é pouco
compreendida. No entanto, sabe-se que o0s requerimentos nutricionais das matrizes nao séo os
mesmos daqueles determinados para as fases iniciais do desenvolvimento.

Também se pode afirmar que, como nos demais animais, diversos dos problemas
encontrados nas fases iniciais do cultivo estdo diretamente relacionados com a nutricdo das
matrizes (IZQUIERDO; FERNANDEZ-PALACIOS; TACON, 2001).

A deposicdo de acidos graxos, especialmente os HUFAs (acidos graxos poli-
insaturados), nas gonadas de peixe em preparacdo para a reproducdo, mesmo quando estes
acidos se encontram deficientes na dieta, também é um indicativo da importancia destes
nutrientes para o processo reprodutivo (HAREL et al., 1994).

Existem diversos relatos que comprovam uma acéo reguladora dos &cidos graxos da
dieta das matrizes sobre a taxa de fertilizacdo, taxa de eclosdo, maturacdo dos odcitos e
qualidade das larvas (BELL; SARGENT, 2003; JOHNSON, 2009; PATINO et al., 2003;
SALZE et al., 2005; SORBERA et al., 2001).

2.2. Acidos Graxos e Metabolismos de PUFA’s

Apb6s os processos de digestdo de lipidios, os acidos graxos essenciais tem seu
metabolismo realizado no figado de onde séo transportados em forma de lipoproteinas de
muita baixa densidade (WAITZBERG, 2012) para realizarem suas funcdes fisioldgicas e
incorporagdo na membrana plasmaética celular.

Os peixes, assim como os demais vertebrados sdo capazes de metabolizar o acido
linoleico e o acido linolénico através da acdo de enzimas dessaturases e elongases que geram
PUFA’s capazes de se acoplar nas membranas plasmaticas das células (SARGENT et al.,

2002). A incorporacdo desses &cidos graxos nas membranas fosfolipidicas gera mudancas



estruturais e funcionais influenciando em processos importantes, como a producéo de
mediadores inflamatorios (CALDER, 2008).

Os éacidos graxos, linoleico (18:2 n-6) e linolénico (18:3 n-3), sdo nutricionalmente
essenciais para os peixes de agua doce, e estes podem ser bioconvertidos em PUFAs de cadeia
longa (LC-PUFAs) (OLSEN et al., 1990; TOCHER, 2010). Os LC-PUFAs, &cido
araquidénico (ARA, 20:4 n-6), acido eicosapentaendico (EPA, 20:5 n-3) e 4&cido
docosahexanoico (DHA, 22:6 n-3), tem importante papel na resposta imune e inflamatdria,
sendo o ARA o principal deles (TOCHER, 2003; MONROIG et al., 2018).

O ARA, gera numerosos eicosanoides pro-inflamatérios, prostaglandinas (PGs) e
tromboxanos (TXs) da série 2 e leucotrienos (LTs) da série 4 (SCHMITZ E ECKER, 2008;
YATES et al., 2014). Ambas as séries 2 e 4 sdo mediadores de alta bioatividade na condicao
de inflamacdo (ARIEL, 2007). Por outro lado, o EPA serve como substrato para a producéo
de PGs e TXs da série 3 e LTs da série 5,que possuem efeitos pré-inflamatorios relativamente
mais baixos (CALDER, 2007).

EPA e DHA ainda biosintetizam os mediadores pro-resolutivos (YATES et al., 2014;
SERHAN et al.,, 2017). Estes geralmente sdo considerados anti-inflamatorios, por
promoverem a resolugdo da resposta inflamatoria e retorno a homeostase (CALDER, 2015;
SERHAN et al., 2018).

Figura 1. Biossintese e Metabolismo de Acidos Graxos Poli Insaturados
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2.3. Utilizacéo da hematologia

A realizagdo de exames hematol6gicos é uma forma de avaliar o estado de salde dos
peixes, tornando-se um precioso instrumento para o conhecimento das alteraces fisiologicas
que ocorrem durante o cultivo (HIGUCHI et al., 2011). Porém novos estudos precisam ser
conduzidos com a finalidade de aumentar as areas em que esta pode ser util (FELDMAN et
al., 2006).

A hematologia ndo estd presa apenas aos diagndsticos de estados patoldgicos, mas
também pode inferir sobre o estado nutricional dos peixes. Além de nutrir um animal a fim de
obter dele seu melhor desempenho produtivo, € preciso também nutrir seu sistema de defesa
(BARROS et al., 2009).

Fatores ambientais e bioldgicos influenciam na homeostase e na composicdo
bioguimica do plasma sanguineo o qual, consequentemente, reflete a condi¢do metabdlica do
organismo do animal perante alguma alteracdo de nivel fisiolégico ou nutricional.
(SHERIDAN & MOMMSEN,1991).

O nivel de estresse o qual um animal é exposto pode ser visivelmente quantificado por
analises hematologicas, podendo influenciar no aumento da producéo de eritrocitos em 6rgaos
como baco e rim, porém a deficiéncia de alguns fatores nutricionais como vitaminas, por
exemplo, a vitamina B6, sdo desencadeadores de reacdes que diminuem a producdo de
eritrocitos, leucacitos e também trombocitos. (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Dentro das analises hematoldgicas, o hemograma é um recurso importante para a
quantificacdo e diferenciacdo das diversas células sanguineas. O leucograma esta ligado a
contagens absolutas e relativas do numero de leucécitos presentes nos sangue e 0
trombograma esta designado a quantificar o namero de trombdcitos circulantes na corrente
sanguinea.

Portanto, torna-se importante fazer um estudo hematoldgico para se desenvolver a
percepcdo dos parametros de normalidade e patogenia dentro de uma espécie, assim pode-se
trabalhar na identificacdo de fatores desfavoraveis a manter a homeostasia do organismo do
animal (TAVARES-DIAS et al. 1999).
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3. Material e Métodos

3.1. Localizagdo e Condic¢des Experimentais

O experimento foi realizado na Estacdo de Piscicultura da Universidade Federal de
Lavras, em laboratério com recirculacdo de agua. Um total de 96 tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) da linhagem UFLA foram distribuidos em caixas de fibra de vidro de
250 litros. O laboratério experimental é provido de filtros de areia, filtro ultravioleta, filtro
biologico e sistema de controle da temperatura, constantes. O fluxo de agua nas caixas
experimentais € suficiente para trés renovaces completas de agua por hora.

Durante todo o periodo experimental, a qualidade da &dgua foi monitorada diariamente
e mantida dentro das condic¢des étimas para a tilapia. A medicdo do pH foi realizada com um
pHmetro digital, portatil, (Bernauer, F-1005). O oxigénio foi medido com um oximetro digital
portéatil (Bernauer, F-1550A) e a temperatura monitorada por uma sonda pt 100, ligada a um
controlador de temperatura (N540) do proprio sistema de recirculagdo dos laboratérios,

mantendo a temperatura da agua a 28°C.
3.2. Dietas experimentais

Os peixes foram alimentados em horérios fixos duas vezes ao dia (08:00 h e 14:00 h)
até saciedade aparente e as sobras coletadas e mensuradas para determinacdo do consumo.
Diariamente foram realizadas a sifonagem dos tanques para retirada de excretas ndo carreadas
pelo sistema.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com trés
repeticdes, totalizando 12 parcelas. Cada parcela foi constituida por 6 fémeas (peso inicial
médio de 124,5g) e 2 machos (peso inicial médio de 131,3g) em uma relacdo macho/ fémea
de 1/ 3, como recomendado por LITTLE & HULATA, 2000. Durante o periodo experimental,
que durou 105 dias, os peixes foram alimentados com 4 dietas experimentais, formuladas para
conterem diferentes relacfes n-6/n-3, obtidas a partir dos 6leos de milho e de linhaga, ricos
em &cido linoleico e acido linolénico, respectivamente (20,1; 4,5; 3,9 e 0,7).

A composigdo dos ingredientes das dietas e a composi¢do proximal calculada das dietas
experimentais sdo mostradas na Tabela 1 e a composicdo de acidos graxos (% do total de

acidos graxos) das dietas na Tabela 2.
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Tabela 1. Ingredientes e composic¢ao proximal das dietas experimentais

Dietas

Ingredientes (%) 201 45 3.9 07
Proteina texturizada de soja 55,00 55,00 55,00 55,00
Farinha de peixe 8,00 8,00 8,00 8,00
Amido de milho 17,00 17,00 17,00 17,00
Gelatina 5,74 5,74 5,74 5,74
Celulose 2,21 2,21 2,21 2,21
Oleo de milho 3,00 2,01 1,02 0,00
Oleo de linhaca 0,00 0,99 1,98 3,00
Oleo de palma 4,00 4,00 4,00 4,00
Fosfato bicalcico 1,50 1,50 1,50 1,50
Caulim 2,18 2,18 2,18 2,18
Cloreto de sodio 0,5 0,5 0,5 0,5
Mix vitaminico e mineral 0,5 0,5 0,5 0,5
DL-Metionina 0,19 0,19 0,19 0,19
Treonina 0,1 0,1 0,1 0,1
Vitamina C 0,06 0,06 0,06 0,06
Antioxidante BHT 0,02 0,02 0,02 0,02
Composicéo proximal (% peso seco)

Matéria seca 90,87 93,51 94,47 93,16
Proteina bruta 38,0 38,0 38,0 38,0
Extrato etéreo 7,74 7,74 7,74 7,74
Cinzas 9,5 9,3 9,2 9,9
Energia (Kcal/ Kg) 39975 39975 39975 39975

aProteina bruta 50%, Extrato etéreo 1.3%.

®Nutrimix, MS, Brazil Mix vita/min peixes onivoros Cargill, SP, Brazil.

“Composicédo (mg kg dieta): sulfato de ferro, 196; sulfato de cobre, 28; dxido de zinco, 280; oxido de
manganés, 52; selenito de sddio, 1.2; sulfato de cobalto, 0.4; iodeto de potéssio 1.2; vitamina A,
19,950 (Ul kg—1 dieta); vitamina D3, 7980 (Ulkg 'dieta); vitamina E, 199; vitamina K3, 10; vitamina
C, 700; tiamina, 50; riboflavina,50; piridoxina, 50; cianocobalamina, 0.1; niacina, 200; pantotenato de
calcio,100; &cido folico, 10; biotina, 1.6; inositol, 100; etoxiquina, 247. d Valores calculados.
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Tabela 2. Composicéao de &cidos graxos (% do total de &cidos graxos) das dietas
experimentais.

Relacdo n-6/ n-3 dietéticos

Acidos graxos 20,1 4,5 3,9 0,7
C14.0 7,06 0,7 1,7 17,7
C16:0 18,3 27,2 12,7 10,5
Cil6:1 0,5 0,6 0,7 0,6
C17:.0 0,0 0,1 0,1 0,1
C18:0 3,3 4,2 3,5 4,3
C18:1n9 25,4 34,5 22,7 21,0
C18:2n6 26,7 24,1 23,2 13,6
C18:3n3 1,3 54 59 18,4
C20:0 0,3 0,4 0,2 0,1
C20:1n9 0,3 0,3 0,3 0,3
C20:2 0,1 0,1 0,1 0,1
C20:4 n6 0,1 0,1 0,2 0,1
C20:5n3 0,6 0,5 0,5 0,5
C22:0 0,1 0,0 0,0 0,1
C22:6 n3 0,7 0,7 0,8 0,6
2 SAFA 29,0 32,7 24,2 22,9
X MUFA 26,2 35,4 23,8 22,0
X PUFA 29,3 31,3 30,3 33,4
> LC-PUFA 14 1,3 1,6 1,3
2 n-6 26,7 24,2 23,4 13,7
X n-3 2,6 6,5 7,4 19,6
LA/LNA 20,1 4,5 3,9 0,7
ARA/ EPA 0,2 0,3 0,3 0,2

¥ SAFA: somatério de acidos graxos saturados; ¥ MUFA: somatério de acidos graxos
monoinsaturados;

¥ PUFA: somatorio de acidos graxospoliinsaturados; LC-PUFA: somatdrio de &cidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa.

3.3. Coleta das amostras bioldgicas

Apos o periodo experimental, os animais foram anestesiados por meio de uma solucéo
de benzocaina (p-aminobenzoato de etila) na concentragdo 200 mg L™ e foram coletadas

amostras de sangue para quantificacao das analises hematolégicas.

3.4. Analises hematologicas

As amostras de sangue foram coletadas a partir de puncdo da veia caudal usando
seringas contendo anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 10%. Uma
aliquota do sangue foi utilizada para contagem de eritrocitos em camara de Neubauer e para a
contagem total e diferencial de leucdcitos e trombécitos (RANZANI-PAIVA et al., 2013) em
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laminas coradas segundo método de Rosenfeld, 1947, obtendo-se um hemograma de cada
animal.

Para a realizacdo do hemograma e do leucograma, quantificou-se o nimero de células
sanguineas pelo método indireto a partir das extensdes sanguineas, conforme Martins et al.
(2004). A contagem total de eritrdcitos foi realizada em cAmara de Neubauer, apds a dilui¢do
de 1:200 em solugdo de cloreto de sddio (0,65%) e a identificacdo dos tipos de leucdcitos se

deu por contagem diferencial perante distingdo morfofisiologica dessas células.

3.5. Preparacdo das extensdes sanguineas

As laminas foram previamente banhadas em solucdo de metanol, o qual permitiu uma
melhor aderéncia do esfregaco sanguineo a lamina, com o auxilio de uma pipeta automatica e
5uL de sangue foi colocado em uma das extremidades da lamina e em seguida espalhado
uniformemente por toda esta, executando-se entdo a extensao sanguinea.

As extensbes foram feitas em duplicatas e coradas pelo método May-Grunwald
Giemsa (ROSENFELD, 1947) com a finalidade de evidenciar as células sanguineas e
posteriormente realizar a contagem diferencial de leucdcitos e a contagem total de

trombdcitos e leucacitos.
3.6. Métodos de contagem de células sanguineas

Os métodos utilizados em hematologia clinica de mamiferos ndo se aplicam a
hematologia de peixes. Isto se da pelo fato de peixes possuirem eritrécitos nucleados o que
causaria confusdo perante as demais células sanguineas. Em vista disto, utilizou-se de
métodos indiretos para a contagem de leucdcitos e trombdcitos, tomando-se como base 0s
valores de contagens de eritrdcitos a partir da camara de Neubauer, em associacdo com 0
namero de leucdcitos e trombdcitos encontrados nas extensdes sanguineas (PITOMBEIRA;
MARTINS, 1966; HRUBEC; SMITH, 1998).

3.7. Contagem de eritrocitos em camara de Neubauer

A camara de Neubauer foi utilizada na contagem visual de eritrocitos. Esta camara
consiste em uma lamina de vidro espesso e retangular, a qual possui dois reticulos na porcao
central separados por sulcos laterais. O reticulo, na cdmara de Neubauer, é um quadrado
dividido em nove areas, as areas laterais sao redivididas em 16 quadriculos e a area central em

25 quadriculos.
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Para o inicio do procedimento, preparou-se solucdo salina 0,65% (NaCl)
homogeneizada e autoclavada na qual a amostra sanguinea foi diluida. Diluiu-se entdo, com o
auxilio de uma pipeta automatica, 10 uL de sangue em 1990 uL de solugédo salina, obtendo-se
uma proporc¢éo de diluicdo de 1:200. Posteriormente, adicionou-se uma aliquota da solucao de
sangue na camara até seu preenchimento, aguardaram-se alguns segundos para a decantacao
dos componentes sanguineos e entdo a camara foi levada ao microscdpio para se visualizar a
distribuicdo das células, sob objetiva de 400x. Neste momento, visualizada uma correta
distribuicédo das células, fez-se a contagem das células em 5 quadrados pequenos do reticulo.

O caélculo final para o nimero de eritrdcitos foi feito a partir da formula: Nimero de
eritrocitos pL-1 de sangue = nimero de glébulos contados x diluicdo (200) x altura entre

laminula e camara (10) x 5 (numero de quadrados contados).

3.8. Contagem total de leucdcitos e trombdcitos

O método para a contagem total de leucdcitos e trombdcitos utilizado foi 0 método de
contagem indireta a partir de extensdes sanguineas coradas. Este método baseia-se na relagéo
eritrécitos/leucocitos, sendo este contado nas extensdes e aquele na cdmara de Neubauer.

Primeiramente, contou-se na extensdo corada a quantidade de 2.000 células sanguineas
sem diferenciacdo, sendo elas eritrocitos, leucocitos e trombdcitos. Foram anotados
separadamente o nimero de leucécitos e trombdcitos encontrados por 1amina. Apds isso, para
se estimar o nimero total de leucécitos e trombdcitos, langou-se mdo de uma regra de trés em
gue levou em consideracdo o numero de células encontradas na contagem feita na camara de
Neubauer.

A relacdo utilizada foi a de que as 2.000 células contadas estavam para o numero de
leucdcitos ou trombacitos encontrados por extensdao enquanto o nimero de células na camara

de Neubauer estava para o valor total de leucdcitos ou trombocitos a ser encontrado e por pL

de sangue (PITOMBEIRA; MARTINS, 1966; HRUBEC; SMITH, 1998).

3.9. Contagem diferencial de leucdcitos

A contagem diferencial leucocitaria foi feita para determinar a proporcdo existente
entre as variedades de leucocitos existentes no sangue. No presente trabalho foram levados

em consideracdo apenas os linfécitos, mondcitos e neutrofilos presentes no sangue dos
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animais experimentais. A contagem foi feita cautelosamente com auxilio de materiais que
ajudassem na correta identificacdo das células, impedindo possiveis erros.

A técnica utilizada baseou-se em identificar no decorrer da extensdo sanguinea, 200
leucocitos das classes citadas acima, em vista dos leucocitos ndo se distribuirem
uniformemente a contagem foi feita em “zig-zag” percorrendo a maior area possivel da
extenséo.

O calculo do namero total de leucdcitos foi dado em porcentagem perante a totalidade
de 200. Entdo, utilizando-se do valor de leucdcitos totais encontrado na contagem total de
leucdcitos, pode-se encontrar a quantidade de cada classe leucocitéria diferenciada. Isto se
deu por uso de uma regra de trés simples na qual o valor de leucécitos totais em pL
encontrado representava 100% dos leucdcitos, enquanto a porcentagem encontrada para cara
tipo de leucdcito estaria para o valor em pL a ser encontrado para este tipo de leucocito. Este
procedimento foi feito para as cinco classes leucocitarias de interesse e a soma final de cada
uma delas deveria, por logica, representar o valor de leucdcitos totais.

3.8. Analise estatistica

Foram realizadas as analises de normalidade e homogeneidade das variancias, pelos
testes de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. Posteriormente, os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Diferencas significativas entre as médias foram
determinadas utilizando-se o teste de Tukey. Uma probabilidade de 5% foi usada para rejeitar
a hipdtese nula. As andlises estatisticas foram feitas pelo software IBM SPSS para Windows,
versdo 23,4. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.

4. Resultados

A seguir estdo representados os valores de trombograma e leucograma, especificando
as porcentagens encontradas de trés tipos de leucocitos: linfdcitos, neutréfilos e mondcitos em

fémeas (Tabela 3) e machos (Tabela 4), respectivamente.
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Tabela 3. Contagem total de trombdcitos, neutréfilos, mondcitos e linfocitos no sangue de
fémeas reprodutoras de tilapias (Oreochromis niloticus) alimentadas com diferentes proporgdes
de acidos graxos n-3 e n-6.

Dietas
20,1 45 3,9 0,7 EPM
Trombécitos (%) 5,42 7,92 21,8° 26,5° 1,7
Linfocitos (%) 89,3 90,5 90,1 89,6 03
Neutroéfilos (%) 8,0P 6,12 5,62 5,62 0,2
Monacitos (%) 2,1 2,9 2,5 3,2 0,2

Letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticas significativas no teste de Tukey
(P<0,05).

Os resultados das andlises hematoldgicas obtidas a partir do sangue das fémeas
mostram resultados significativos dos tratamentos sobre os trombdcitos, células sanguineas de
peixes que auxiliam no processo de coagulacdo sanguinea e neutréfilos, células envolvidas no
processo inflamatorio (p<0,05).

Os tratamentos 1 exibiu maior nimero de neutrofilos (p<0,05), enquanto que nos
tratamentos 3 e 4 observou-se maior nimero de trombdcitos (p<0,05) (Tabela 3).

Para as demais variaveis, linfocitos e monocitos, ndo foram observados efeito

significativo (p>0,05) das dietas (Tabela 3).

Tabela 4. Contagem total de trombdcitos, neutréfilos, monadcitos e linfocitos no sangue de
machos reprodutores de tilapias (Oreochromis niloticus) alimentadas com diferentes
proporcdes de acidos graxos n-3 e n-6.

Dietas
20,1 4,5 3,9 0,7 EPM
Trombécitos (%) 0,582 0,482 1,23° 1,043 0,45
Linfocitos (%) 82,75 87,12 86,33 81,67 84,03
Neutréfilos (%) 13,12 12,12 10,67 15,00 1,24
Monécitos (%) 3,13 0,63 1,50 2,08 1,88

Letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticas significativas no teste de Tukey
(P<0,05).

Os resultados das analises realizadas com o sangue dos machos apresentaram resultados

significativos apenas para trombocitos (p<0,05). O tratamento 3, com a relacdo 3,9:1,
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apresentou um maior nimero de trombdcitos com relacdo ao tratamento 2, relacdo 4,5:1, e 0s

demais tratamentos foram intermediérias a esses (p<0,05).

5. Discusséo

Os eicosanoides produzidos a partir do metabolismo dos LC-PUFAs sdo mediadores
inflamatorios lipidicos de ag8o rapida e com curta meia vida, diante disso, o presente estudo
utilizou a hematologia como ferramenta indireta de dosagem da acdo desses mediadores
buscando através do hemograma e leucograma perfis resposta para a acdo desses eicosanoides
perante as células do sistema imune.

Os acidos graxos obtidos dos Oleos utilizados nas dietas passam por reacdes
bioquimicas nas membranas fosfolipidicas das células e liberam poderosos precursores de
eicosanoides como o &cido araquidonico (AA) e o acido eicosapentaendico (EPA). A
metabolizacdo desses precursores esta restrita a duas rotas bioquimicas principais:
cicloxigenase, da qual o AA tem maior preferéncia de metabolizagéo, e lipoxigenase, rota
preferencial do EPA (PERINI et al.,2010). Os produtos dessas rotas sdo mediadores
imunolodgicos que atuam de diferentes maneiras no processo inflamatério determinando sua
severidade.

Por compartilharem das mesmas rotas bioquimicas, a quantidade desses precursores
no organismo é essencial para definir qual sera a intensidade da resposta inflamatdria. A
ingestdo excessiva de acidos graxos de uma série, n-3 ou n-6, pode inibir a dessaturacdo de
guantidades menores de um &cido graxo de outra série, fazendo com que a proporcdo de
ingestdo de n-3 e n-6 seja importante.

As dietas com fonte de &cidos graxos da série n-3, proporcionaram maiores
quantidades de trombdcitos, nos reprodutores. Acidos graxos da série n-3 geram EPA e esse,
por sua vez, é precursor de tromboxanos que tém fungbes pro-trombdticas (ANDRADE &
TAVARES, 2006; CALDER, 2009).

Em relacdo ao trombograma, os valores encontrados para o total de trombdcitos séo
correspondentes a aqueles ditos por Tavares-dias et al (2003). Os trombdcitos sdo células
semelhantes em funcdo as plaquetas encontradas na circulagdo sanguinea de mamiferos,
ambas atuam na coagulacdo sanguinea, entretanto, os trombaocitos de peixes sdo células
completas, isto €, hd a presenca de um nicleo o que os diferencia das plagquetas
estruturalmente (FISCHER et al.,1998).
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Quanto ao leucograma, houve algum fator que o tornou incompativel aos padrfes de
normalidade de Oreochromis niloticus apresentando valores altos do que o esperado. A causa
para essa disfuncdo pode ser explicada pelo fato de as fémeas estarem em fase reprodutiva
(RANZANI-PAIVA et al. 2004), ou até por questdes de estresse proporcionados pelo manejo
executado com as mesmas (BARTON et al. 2002).

Estudos de Li et al. (2013), avaliando a influéncia dos &cidos graxos n-6 e n-3 na dieta
de hibrido de tilapia (O. niloticus x O. aureus), ndo encontraram diferencas significativas na
contagem total de leucdcitos. Mourente et al. (2005) observaram diminuicéo significativa no
nimero de leucdcitos circulantes em European seabass (Dicentrarchus labrax L.)
alimentados com oleo de linhacga, oliva e girassol em comparacdo aos que receberam dieta
contendo 6leo de peixe.

O numero de linfocitos, neutrdfilos e mondcitos encontrados nesta pesquisa condizem
com o dito por Azevedo et al (2006) em seu estudo sobre hematologia de Oreochromis
niloticus fazendo uma comparacdo entre peixes mantidos em piscicultura consorciada com
suinos e em pesque-pague.

Assim como 0s mondcitos, os neutrdfilos também sdo capazes de realizar a migragéo
inter-tecidual, chamada de diapedese. Estas células leucocitarias sdo muito importantes nos
processos de inflamacBes e fagocitose (VALE et al.,2002). Os valores de neutréfilos
encontrados também condizem com o trabalho de Tavares-dias et al (2000).

6. Conclusao

A relacdo dietética de acidos graxos essenciais n-6 e n-3 e a incorporacdo dos acidos
graxos poli-insaturados nas membranas das células imunes € importante e influencia os

parametros hematoldgicos de reprodutores de tilapia do Nilo.
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