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RESUMO

CAMPELO, Daniel Abreu Vasconcelos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2012. Niveis de inclusdo do &cido linoléico conjugado (CLA) em
dietas para lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae). Orientadora:
Ana Lucia Salaro. Coorientadores: Ana Vladia Bandeira Moreira, Jener Alexandre
Sampaio Zuanon, Ronald Kennedy Luz e Wilson Massamitu Furuya.

Entre as pesquisas relacionadas ao estudo de acidos graxos, a utilizacdo do acido
linoléico conjugado (CLA) tem se destacado por promover efeitos no
crescimento, eficiéncia alimentar e composicdo corporal dos peixes, melhorando
assim, a producdo final. Para a saude humana, muitos trabalhos com a utilizacéo
do CLA, vém sendo realizados em funcdo de seus efeitos benéficos,
principalmente por sua agdo anticancerigena e de prevengdo da obesidade.
Estudos correlacionando os efeitos benéficos do consumo da carne de peixe no
controle de doencas humanas, principalmente as circulatdrias e cardiacas, também
vem sendo alvo de muitos pesquisadores. Assim, a possibilidade do
enriquecimento da carne do peixe com o &cido linoléico conjugado (CLA) se
torna importante para o estabelecimento de recomendacfes deste em racOes
comerciais para as diversas espécies, assim como da qualidade da carne,
contribuindo, portanto, para 0 aumento do consumo desta proteina. Entretanto, os
niveis de inclusdo do CLA em dietas para as diversas espécies de peixes ainda ndo
estdo bem definidos, o que pode estar relacionada as diferencas no metabolismo
energético das espécies. O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)
apresenta bom potencial para a aquicultura devido ao répido crescimento, alta
prolificidade, curto ciclo de producéo e ampla distribuicdo na natureza. O valor
nutricional da carne de peixe esta associado a qualidade de suas proteinas e do seu
teor de lipideos poliinsaturados. Assim, estudos que viabilizem a melhoria na
qualidade da carne dessas espécies tornam-se fundamentais para recomendagdes
desta proteina para 0 consumo humano. Portanto, com este estudo, objetivou-se
avaliar o efeito de diferentes niveis de CLA sobre o desempenho produtivo,
composi¢do quimica e perfil de &cidos graxos da carcaga de lambaris-do-rabo-
amarelo. Para tal, utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com seis
tratamentos (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5% de CLA), e cinco repeti¢des. Juvenis de
lambaris, com peso médio de 1,58g (+0,23g), foram distribuidos em 30 aquérios

(contendo 70 litros cada), dotados de filtro biolégico e aeragdo constante, na
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densidade de 19 peixes por aquario. Os peixes foram alimentados com as dietas-
teste, a vontade, nos horarios de 8h:00min, 11h:00min, 14h:00min e 17h:00min,
por um periodo de 90 dias. Ao final do experimento foram avaliados os seguintes
parametros de desempenho produtivo: taxa de sobrevivéncia, ganho de peso, taxa
de crescimento especifico, conversdo alimentar, rendimento de carcaca e 0S
indices viscerossomatico, gonadossomatico e hepatossomatico. Os peixes dos
diferentes tratamentos também foram analisados quanto a composic¢ao quimica e o
perfil de acidos graxos da carcaca. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia ao nivel de 5% de significAncia. Ndo houve diferenca estatistica entre
os niveis de CLA e os parametros de desempenho produtivo e composi¢cdo
quimica da carcaca dos peixes. Porem, com relacdo ao perfil de acidos graxos, 0s
peixes refletiram a composicdo lipidica das dietas, o CLA influenciou
significativamente (p<0,05) na concentracdo dos &cidos graxos 15:1n-7, 16:00,
16:1n-9, 16:1n-5, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 18:2 (c9,t11) e o 18:2 (t11,c12),
20:1n-9, 22:1n-9, 20:5n-3 e 22:4n-6 na carcaca dos animais, também no somatorio
total de CLA, somatorio de &cidos graxos saturados (AGS), moinsaturados
(AGMI) e polinsaturados das séries n-6 e n-3. Portanto, conclui-se que, para esta
fase de desenvolvimento, fornecimento de CLA na dieta pode refletir em
incorporacdo deste &cido graxo nos tecidos dos lambaris-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae), sendo recomendado como alimento funcional para

melhorar a salide humana.
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ABSTRACT

CAMPELO, Daniel Abreu Vasconcelos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
february, 2012. Inclusion levels of conjugated linoleic acid (CLA) in diets for
the lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae). Adviser: Ana LdUcia
Salaro. Co-advisers: Ana VIadia Bandeira Moreira, Jener Alexandre Sampaio
Zuanon, Ronald Kennedy Luz and Wilson Massamitu Furuya.

Among the studies related to the study of fatty acids, the use of conjugated
linoleic acid (CLA) has been noted for promoting effects on growth, feed
efficiency and body composition of fish, thus improving the final production. For
human health, many studies that use of CLA, have been conducted on the basis of
its beneficial effects, mainly for their anticancer action and prevention of obesity.
Studies correlating the beneficial effects of consumption of fish meat in control of
human diseases, especially circulatory and heart, has also been the target of many
researchers. Thus, the possibility of enrichment of the fish meat with conjugated
linoleic acid (CLA) is important for the establishment of such recommendations
in commercial diets for these species, as well as meat quality, therefore
contributing to increased consumption this protein. However, the inclusion levels
of CLA in diets for various fish species are not well defined, which could be
related to differences in energy metabolism of the species. The lambari-do-rabo-
amarelo (Astyanax altiparanae) has good potential for aquaculture due to rapid
growth, high prolificacy, short production cycle and wide distribution in nature.
The nutritional value of fish meat is associated with protein quality and content of
polyunsaturated lipids. Thus, studies that allow for the improvement in the quality
of the meat of these species become central to the recommendations of this
protein for human consumption. Therefore, this study aimed to evaluate different
levels of CLA on growth performance and carcass composition of lambari-do-
rabo-amarelo. For this purpose, It was used a completely randomized
experimental design with six treatments (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5% CLA),
and five repetitions. Lambaris juveniles, with average weight of 1.58 g (+ 0.23)
were distributed in 30 tanks (containing 70 liters each), equipped with biological
filter and constant aeration, density of 19 fish per tank. The fish were fed the test
diets, ad libitum, in the hours of 8h:00min, 11h:00min, 14h:00min e 17h:00min,
for a period of 90 days. At the end of the experiment were analyzed the following

zootechnical parameters: survival rate, weight gain, specific growth rate, feed
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conversion, carcass Yyield and viscerossomatico, gonadosomatic and
hepatosomatic indices. The fish of the different treatments were also analyzed for
chemical composition and fatty acid profile of the carcass. The data were
evaluated by analysis of variance, at 5% significance level. There was no
statistical difference between the parameters of growth performance and carcass
composition of fish of different treatments. However, with respect to the fatty acid
profile, fish reflected the lipid composition of the diets, CLA significantly
influences (p <0.05) the concentration of animal carcass fatty acids 15:1n-7,
16:00, 16:1n-9, 16:1n-5, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 18:2 (c9,t11) and 18:2
(t11,c12), 20:1n-9, 22:1n-9, 20:5n-3 and 22:4n-6, also the CLA total sum, sum of
saturated fatty acids (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated
(PUFA) n-6 and n-3 series. Therefore, we conclude that for this stage of
development, provision of CLA in the diet may reflect the incorporation of this
fatty acid in the tissues of the lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae),

being recommended as a functional food for improving human health.
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INTRODUCAO GERAL

A composicdo de acidos graxos presente nos peixes é determinada, em
geral, pela origem do lipidio consumido e pela capacidade do animal em
dessaturar e alongar os acidos graxos. Tal capacidade pode variar de espéecie para
espécie (Henderson & Tocher, 1987; Sargent et al., 2002). Assim, a obtencdo de
acidos graxos da dieta pelos peixes pode favorecer melhorias no desempenho e na
salde do animal e por esta razdo, a inclusdo de diferentes niveis e fontes de
lipidios em dietas para peixes vem despertando o interesse de diversos
pesquisadores da area.

Entre as pesquisas relacionadas ao estudo de acidos graxos, a utilizacdo do
acido linoléico conjugado (CLA) tem se destacado por promover efeitos no
crescimento, eficiéncia alimentar e composicao corporal dos peixes (Pariza et al.,
2001). Para a saude humana, atribui-se ao CLA as propriedades anticancerigenas,
antiaterosclerdtica, antioxidante, antibacteriana e imunomodulatéria (Jahreis et al,
2000; Pariza et al, 2001; Roche et al., 2001). Porém, os produtos que naturalmente
contem CLA, como carnes, leite e queijos apresentam baixos niveis de CLA
(Hinders, 1999), quando comparados com peixes alimentados com dietas
suplementadas com CLA. Nesse contexto, em uma porcdo de 150g de leite,
encontram-se aproximadamente 61 mg de CLA, enquanto que, em mesma
quantidade de filé de bagre do canal (Ictalurus punctatus) alimentado com dieta
contendo mistura de 1,0% de CLA com 1,5% de 6leo de peixe pode fornecer
cerca de 500 mg de CLA (Manning et al., 2006).

Com o crescente interesse pelo consumo de alimentos nutracéuticos pela
populacdo, fabricantes e produtores de alimentos estdo buscando novos métodos
de fornecer substancias benéficas aos consumidores (Manning et al., 2006) e desta
forma os peixes se destacam como importantes fornecedores de acidos graxos
poliinsaturados. Portanto, a possibilidade de incorporacdo de CLA na carne de
peixe pode ser interessante para aumentar o valor nutricional desta carne para o
consumo humano (Bandarra et al. 2006). No entanto, os efeitos da dieta
enriquecida com CLA no desempenho ou na composicdo tecidual da maioria das
espécies de peixes ainda ndo foram relatados (Bandarra et al. 2006) ou em muitos

casos sao contraditorios (Santos et. al. 2007).



Entre as muitas espécies de lambaris, os animais do género Astyanax
caracterizam-se por se agruparem em cardumes e apresentarem habito alimentar
onivoro, com ampla plasticidade alimentar (Vilella et al., 2002; Bennemann et al.,
2005; Rondinelli, 2007). Dentre as espécies descritas neste género, destaca-se 0
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) (Garutti & Britski, 2000),
conhecido como lambari-tambil. Essa espécie apresenta maturidade sexual
precoce, carne muito apreciada pela populacdo brasileira e ampla distribuicdo na
natureza, desde o nordeste brasileiro até a Bacia do Prata (Souza & Andrade,
1983; Silva et al., 1983; Serafini, 2003; Cotan et al, 2006). Assim, estudos que
viabilizem a melhoria na qualidade da carne dessa espécie tornam-se
fundamentais para recomendacdes destes como alimento funcional.

Portanto, com este estudo objetiva-se avaliar o efeito de diferentes niveis
de inclusdo do &cido linoléico conjugado (CLA) em dietas para lambaris-do-rabo-
amarelo (Astyanax altiparanae), sobre o desempenho produtivo, composicéo

quimica e perfil de acidos graxos da carcaca dos peixes.



REVISAO DE LITERATURA

Lipidios

Os lipidios sdo fundamentais para o organismo animal, uma vez que
desempenham funcgdes energéticas, estruturais e de fornecimento de &cidos graxos
(Gurr et al., 2002). A p-oxidacao dos lipidios libera energia (Froyland et al., 2000)
que € utilizada nos diversos processos metabdlicos dos animais. Esta energia
gerada pela oxidacdo dos lipidios é duas vezes maior que a energia gerada pela a
oxidacdo de carboidratos, o que torna o armazenamento de lipidios, mais
vantajoso para os animais (Nelson & Cox, 2006). Entretanto, tanto a falta quanto
0 excesso de lipidios pode influenciar de forma negativa no crescimento e
desenvolvimento dos peixes. Assim, juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus X
Oreochromis aureus) alimentados com dietas isoenergéticas suplementadas com
10 e 15% de lipidio, apresentaram maior ganho de peso, melhor conversdo
alimentar e maior eficiéncia protéica quando comparadas com 0s peixes
alimentados com dietas suplementadas com 5 e 20% de lipidio, respectivamente
(Chou & Shiau, 1996). Para juvenis de “Seabass” japonés (Lateolabrax japonicus)
niveis superiores a 12% de lipidios na dieta, levaram a reducdo do consumo e
consequentemente diminuicdo do crescimento e da eficiéncia proteica dos peixes
(Xu et al., 2010). Portanto, o nivel ideal de lipidio na dieta varia com a espécie,
fase de desenvolvimento, habito alimentar e ambiente de criacdo.

Os lipidios também participam de outros processos, como absorcdo de
substancias lipossoluveis, liberacdo de horménios e reducdo da velocidade de
passagem do alimento pelo trato intestinal dos animais (Beterchini, 2006).

Os lipidios podem ser classificados em lipidios neutros, quando ndo
apresentam carga elétrica em sua estrutura e lipidios polares, quando possuem
carga elétrica em sua estrutura. Os lipidios neutros sdo representados
principalmente pelos triacilglicerdis, responsaveis pelo fornecimento e
armazenamento de energia e somam cerca de 90% dos lipidios totais presentes na
musculatura da maioria das espécies de peixes (Ribeiro et. al. 2007). Na classe
dos lipidios neutros também se encontram aqueles que desempenham fungdes

reguladoras, como transporte de substancias lipossoliveis, transcri¢cdo do codigo



genético e cofatores de enzimas. Os lipidios polares tém fungdo estrutural, como
os fosfolipidios e glicolipidios e representam cerca 5 a 50% dos lipidios totais
(Nelson & Cox, 2006, Ribeiro et. al. 2007). A porcentagem de lipidios polares
totais apresenta relacdo inversa com o teor de triacilglicerdis (Nelson & Cox,
2006, Ribeiro et. al. 2007).

Os principais constituintes dos lipidios sdo os acidos graxos, 0s quais
determinam suas propriedades gerais. Os &cidos graxos sdo obtidos a partir da
conversdo de gorduras e 0leos naturais em triacilglicerideos. Os triacilglicerideos
sdo hidrolisados em uma molécula de glicerol e trés de &cidos graxos (Beterchini,
2006). Os é&cidos graxos sdo classificados conforme a cadeia carbonica em:
saturados, quando ndo apresentam duplas ligacbes ou insaturados, quando
apresentam uma ou mais duplas ligacdes (Murray et al., 1994). Os acidos graxos
insaturados ainda podem ser classificados em monoinsaturados ou polinsaturados,
em funcdo do nimero de duplas ligacGes na cadeia carbdnica (Gurr et al., 2002).

Nos peixes, os acidos graxos saturados podem ser obtidos da dieta ou
serem sintetizados por sistema enzimatico complexo, onde o ponto de partida é o
acetil-CoA derivado de fontes ndo lipidicas. No figado, a partir dos acidos graxos
saturados formam-se 0s monoinsaturados, por meio da reacdo catalisada pela
enzima A-9 dessaturase, sendo que apenas o acido Oleico (18:1n-9) pode ser
formado. Dos monoinsaturados, vindos da dieta ou sintetizados pelo animal,
originam-se os poliinsaturados, por acdo das dessaturases especificas para a
posicdo onde a dupla ligacdo sera inserida na cadeia (Belda & Pourchet-Campos,
1991).

Os peixes, assim como a maioria dos vertebrados, ndo sdo capazes de
sintetizar os acidos graxos poliinsaturados das séries n-6 e n-3, uma vez que nao
apresentam as enzimas A-12 e A-15 dessaturases (Calder, 2001; Wallis et al.,
2002; Tocher, 2003). Os principais &cidos graxos das series n-6 e n-3 sdo 0s
acidos graxos linoléico (18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3), respectivamente,
sendo, portanto, fundamental o fornecimento desses &cidos, via alimentacdo
(Simopoulos, 1999; Calder, 2001; Wallis, et al., 2002; Simopoulos, 2002).

Os éacidos graxos linoléico (18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3) sofrem
processos de dessaturagdo e alongamento, pela a¢do das enzimas A-6 e A-5,
originando o &cido araquidénico (ARA ou 20:4n-6) e o &cido eicosapentaendico

(EPA ou 20:5n-3) respectivamente, sendo que o EPA pode originar o
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docosahexaenoico (DHA ou 22:6n-3) (Tapiero et al., 2002; Tocher, 2003). O
acido araquidonico € incorporado aos fosfolipidios das membranas celulares e tem
papel fundamental na producdo de eicosandides (prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos e leucotrienos). Os eicosanoides, por sua vez exercem funcgdes
reguladoras nos diferentes tecidos (Suéarez-Mahecha et al., 2002). Beneficios
nutricionais e medicinais do EPA e DHA como a prevencdo e tratamento de
doencas cardiovasculares, hipertensdo, inflamagdes em geral, asma, artrite,
psoriase e varios tipos de cancer tém sido discutidos, para os humanos (Hearn et
al., 1987; Simopoulos, 1990; Simopoulos & Salem, 1989; Kinsella, 1990; Ward,
1995; Hirayara, 1994; Schmidt & Dyerberg, 1994; Mayser et al., 1998; Sander,
2000).

Para peixes, os acidos graxos poliinsaturados, principalmente o0 EPA e o
DHA, tem importante papel na manutencdo da estabilidade mecénica e osmotica
da membrana plasmaética das células (Steffens, 1997). A estrutura destes &cidos
graxos, principalmente do DHA, € forte e flexivel, permitindo que eles passem
por mudancas em sua conformacao, possibilitando as células a reorganizagéo
rdpida da membrana, como observado em células das membranas cerebrais e da
retina, as quais sdo ricas em DHA (Glencross et al. 2009). EPA e DHA também
sdo encontrados no saco vitelino dos ovos de peixes, sendo importantes para o
desenvolvimento visual e neural das larvas (Sargent et al. 1997; Glencross et al.
2009).

A falta destes acidos graxos pode influénciar no desenvolvimento dos
tecidos cerebrais e Opticos, aumentar a fragilidade dos eritrécitos e, em larvas,
reduzir a sobrevivéncia e atuar diretamente na pigmentacdo dos animais (Steffens,
1997). Porém, o excesso de EPA e DHA também pode ser prejudicial aos peixes,
como observado em salmao (Salmo salar), onde niveis elevados de &cidos graxos
poliinsaturados da serie n-3 induziu o estresse oxidativo no figado (Kjaer et al.
2008) e tecido adiposo dos animais (Todorcevic et al. 2009). Altos niveis de EPA
e DHA em dietas para juvenis de salm&o do Atlantico (Salmo salar) ocasionaram
danos peroxidativo nas membranas mitocondriais, enquanto que as dietas com
baixas concentracbes de DHA promoveram acdo antioxidante nas mesmas
(Ostbye et al., 2011).

Os acidos graxo linoléico (18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3) sdo substratos

da mesma enzima, a A6 dessaturase e esta enzima tem maior afinidade para os
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precursores n-3, podendo levar a maior formacdo de DHA (22:6n-3) em relagéo a
formacdo de ARA (20:4n-6) (Zheng et al., 2009). Portanto, torna-se necessario o
equilibrio no consumo de alimentos ricos em acidos graxos das series n-3 e n-6,
para que nao ocorra predominancia na formacdo de determinado &cido graxo em
detrimento ao outro. Assim, € indicada maior propor¢do de acido linoléico em
relagdo ao a-linolénico (Salem, 1999), tanto para 0 consumo humano como para
0s animais. A proporcédo considerada ideal entre acidos graxos das series n-3/n-6 é
de 4 a 5:1 e a razdo entre acidos graxos poliinsaturados/saturados (AGPI/AGS)
deve ser superior a 0,45 (Departament of Health, 1994).

Peixes de agua doce apresentam relacdo n-3/n-6 mais baixa que a dos
peixes marinhos (Olsen, 1998) em funcdo da alimentacdo desses animais ser rica
em acidos graxos da serie n-6 (Zenebe et al., 1998). Os peixes marinhos sao mais
exigentes em &cidos graxos altamente insaturados, principalmente EPA e DHA
(Tocher & Ghioni, 1999). As diferencas no perfil lipidico dos peixes marinhos e
de a4gua doce também podem ser explicadas pelo fato que os peixes de agua doce,
de uma forma geral, possuem maior atividade das enzimas A6 e A5, e portanto,
estes animais apresentam maior capacidade de alongar e dessaturar os acidos
graxos linoléico (18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3), gerando os demais &cidos
graxos essenciais das séries n-6 e n-3, 0s acidos araquidénico, eicosapentaendico
e docosahexaendico (Olsen, 1998). Em alguns peixes de agua salgada, a atividade
das enzimas A6 e A5 ¢ muito baixa, comprometendo a capacidade desses animais
em alongar e dessaturar esses acidos o que resulta em baixa ou nenhuma
capacidade de formacdo dos acidos ARA, EPA e DHA (Martino & Takahashi,
2001; Tocher & Ghioni, 1999).

Acido linoléico conjugado - CLA

O é&cido linoléico conjugado (CLA) é formado a partir do &cido linoléico
(18:2n-6) e € um termo comum usado para um grupo de acidos octadecadiendicos,
gue sdo isdbmeros conjugados posicionais e geométricos do acido linoléico, onde
as duplas ligacGes séo separadas por uma ligagao simples carbono-carbono (figura
01). Varios alimentos destinados ao consumo humano apresentam o &cido
linoléico conjugado (CLA), como carnes de ruminantes, de aves, de peixes, alem

do queijo, da manteiga e do leite (Pariza et al., 2001).



O CLA foi identificado pela primeira vez, na década de 80, por Pariza et
al. (1983), quando esses pesquisadores observaram em extratos de carne bovina a
presenca de componentes mutagénico e anti-mutagénico, independente do
cozimento. Pariza & Hargraves (1985) demonstraram que o extrato da carne
bovina foi capaz de inibir a progressdo do tumor em células epiteliais de
camundongos. Apds alguns anos Ha et al. (1987) isolaram e caracterizaram o
componente anti-mutagénico da fracdo lipidica da carne, os quatro isdbmeros
izolados eram derivados do acido linoléico, sendo que cada um dos isémeros
continha um sistema de dupla ligacdo conjugada, os quais foram denominados
acidos linoléicos conjugados. Desde entdo, diversos estudos confirmam a
atividade anti-carcinogénica do CLA, fato este que levou o é&cido linoléico
conjugado ser considerado pela National Academy of Sciences como o Unico

acido graxo capaz de inibir experimentalmente a carcinogénese em animais.

CLA trans-10. cis-12

CLA cis-9, trans-11

Acido Linoléico (cis-9, cis-12)

Figura 01. Estrutura do &cido linoléico conjugado, com detalhes do CLA trans-10,
cis-12, CLA cis-9, trans-11 e &cido linoléico — cis-9, cis-12. As duplas
ligaches estdo representadas em amarelo na forma molecular
(adaptado de Steinhart, 1996).

O acido linoléico conjugado (CLA) é normalmente citado como uma Unica
molécula, que engloba um grupo de isbmeros geométricos e posicionais, com
duplas ligacBes conjugadas (Donovan, et al. 1997). H& 56 possiveis isdbmeros

geomeétricos e de posicdo do CLA (Yuraweez, et al., 2001), entretanto apenas 0s



isdbmeros 18:2 cis-9, trans-11 e 18:2 trans-10, cis-12 receberam atencdo pela a
atividade anticarcinogénica (Pariza & Ha 1990; Ip, 2001) e influéncia no
metabolismo de gordura (Mcguire et al. 1997; Park et al. 1997; Dunshea et al.

1998), respectivamente.

Producédo do CLA

O CLA cis-9, trans-11 € produzido naturalmente no rimen, por bactérias
ruminais, como um acido graxo intermediério do processo de biohidrogenacao do
acido linoléico. A bactéria mais conhecida envolvida neste processo é a
Butyrivibrio fibrisolvens (Keler et al., 1966). Normalmente a biohidrogenacéo
acontece de forma completa, porém, alguns produtos intermediarios podem
atravessar a parede do rumem, indo para corrente sanguinea, e serem utilizados na
sintese de lipidios nos tecidos mamarios ou adiposos, gerando também o CLA
(Muller & Delahoy, 2004). Neste caso, esse isomero sera produzido por meio da
dessaturacdo do acido graxo 18:1 trans-11 (acido vacénico) pela enzima A-9
dessaturase (SCD) presente em glandulas mamarias e tecidos adiposos (Corl et al.,
2001) (Figura 02).



18:2 cis-9, cis-12
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l C18:0
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C18:0 |- ESTEARICO)
(ACIDO ESTEARICO)
i GLANDULA MAMARIA OU TECIDO
RUMEM ADIPOSO

Figura 02. Via metabdlica proposta para biossintese do C18:2 cis-9, trans-11
(adaptado de Bauman e Griinari, 2001).

O isdbmero do CLA trans-10, cis-12 ocorre exclusivamente no ramen,
durante o processo de biohidrogenacdo do 4&cido linoléico pela bactéria
Propionibacter. O CLA trans-10, cis-12 é intermediario da biohidrogenizacao do
acido linoléico em &cido octadecendico trans-10 (18:1 trans-10). Porem como 0s
mamiferos ndo possuem a enzima A-12 desaturase, todo CLA trans-10, cis-12
presente em tecidos de ruminantes é oriundo da sua absorcdo pelo trato
gastrointestinal (Pariza et al., 2001; Lawson et al., 2001). O processo de formacéo
dos demais isdbmeros de CLA ainda nao é conhecido, porém é provavel que eles
também sejam derivados do metabolismo de bactérias ruminais (Pariza et al.,
2001).

O CLA também pode ser produzido sinteticamente gerando moléculas
com variadas conformacdes posicionais e geométricas dos isomeros de 18:2 cis-9,
cis-12 conjugados (Chouirnard et al. 2000). Os diversos processos originam 6leos
com diferentes concentragdes de CLA e diferentes proporgoes de cis-9, tras-11 e

tras-10, cis-12. O método comumente utilizado para sintese de CLA é conhecido
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como isomerizagdo alcalina, que consiste em aquecer sob condi¢des basicas o
acido linoléico com etilenoglicol e hidréxido de potéssio (Chin et al., 1992). Este
processo gera um Gleo com 40% dos isémeros cis-9, trans-11 e 50% do trans-10,
cis-12. Existem outros métodos para sintetizar o CLA, como o0 método
apresentado por Delmonte et al. (2003) que obtiveram o CLA pela conjugacéo de
bases do &cido gama-linolénico (18:3n-6) parcialmente hidrogenado, partindo de

0leos vegetais com altas concentracGes de acido gama-linolénico.

Efeitos do CLA

Varios autores vém demonstrando, em diversas espécies, principalmente
para o ser humano, efeitos positivos do CLA como as ag¢des anticarcinogénica (Ip
etal., 1991; Ip et al., 1996; Pariza et al., 2001; Masso-Welch et al., 2002; Field et
al., 2004; Ochoa et al., 2004) e antiobesidade (Park et al., 1997; Ostrowska et al.,
1999). Melhorias nas fungbes imunoldgicas (Hayek et al., 1999) e prevencao da
aterosclerose (Lee et al., 1994; Nicolosi et al., 1997) também sdo atribuidas ao
CLA. O CLA também interfere na formacdo Ossea (Watkins et al., 2000;
MacDonald, 2000); no metabolismo de lipidios (Pariza et al., 2001; Azain et al.,
2000; Mdller et al., 1999); no ganho de peso e na eficiéncia alimentar dos animais
(Chin et al., 1994). Entretanto, o papel desencadeado pelos diversos isdmeros
ainda é muito discutido em funcdo dos isdmeros produzem diferentes efeitos no
organismo (Pariza et al., 2000).

O CLA pode influénciar a composicdo corporal dos animais, como em
estudos com suinos alimentados com 0,05-1,0% de uma mistura de isémeros do
CLA, onde se observou reducdo da gordura, porém, sem influénciar no peso
corporal total dos animais (Cook et al., 1999). Da mesma forma, suinos em
crescimento (8 semanas) alimentados com 0,07-0,5% de CLA (mistura de
isbmeros) apresentaram reducdo da deposicdo de gordura, em relacdo aos suinos
do grupo controle (Ostrowska et al., 1999). Entretanto, a utilizacdo de apenas 1%
de CLA na alimentacdo de suinos, por oito semanas, ndo proporcionou mudangas
na producdo de calor, retencdo de energia, ou no peso corporal dos animais

(Muller et al., 1999). Maior eficiéncia em reduzir gordura corporal dos

11



camundongos foi atribuida ao isbmero trans-10, cis-12 quando comparado ao
isdbmero cis-9, trans-11 (Park et al., 1999).

Condic6es experimentais, fase de desenvolvimento e estado metabdlico do
animal, nivel de cada isémero e tempo de administracdo do CLA s&o fatores que
podem afetar a forma com que o CLA altera a composic¢édo corporal dos animais
(Evans et. al. 2002). Assim, frangos de corte machos, alimentados durante a fase
inicial com dietas contendo 5% de CLA apresentaram menor consumo, menor
ganho de peso médio diario e pior conversdo alimentar quando comparados com
0s animais que receberam uma dieta contendo 5% de 6leo de milho (Badinga et.
al., 2003). Hamsters alimentados com dieta hipercolesterolémica suplementada
com 1% da mistura de isbmero do CLA apresentaram peso significativamente
menor e maior consumo de alimento, quando comparado com 0s animais que
consumiram apenas dietas suplementada com 0,2% de CLA (cis-9, trans-11) ou
1% de &cido linoléico (Gavino et al., 2000).

Diversos fatores explicam a influéncia do CLA sobre a composicao
corporal dos animais, como por exemplo, a alteracdo no metabolismo dos
adipdcitos, aumento do gasto energético com o aumento da f-oxidagdo de acidos
graxos e controle das adipocinas e das citocinas (Park & Pariza, 2007).

Com relacdo ao efeito do CLA sobre a adipogénese, Park et al. (1997),
demonstraram que as culturas de adipdcitos (3T3-L1) tratados com 20 a 200M da
mistura de isdmeros de CLA por 2 dias, apresentaram reducdo de 8% no conteido
de lipideos e 66% na atividade da lipoprotéina lipase, alem de aumentar em 22% a
liberacdo de glicerol em relacdo as células ndo tratadas. Nesse mesmo aspecto,
Brodie et al. (1999), observaram que 25 a 100M de uma mistura de isémeros do
CLA inibe a proliferacdo de culturas de pré-adipécitos 3T3-L1. O isbmero trans-
10, cis-12 reduz o indice de triglicerideos na diferenciacdo de pré-adipdcitos 3T3-
L1 (Evans et al., 2000; Park et al., 1999).

Para Choi et al. (2000), a concentracdo de 10 a 100M do isémero trans-10,
cis-12 reduziu a expressao génica da enzima A-9 dessaturase, enzima responsavel
pela dessaturacdo de acidos graxos saturados (AGS), em 4&cidos graxos
monoinsaturados (AGM). A dessanturacdo de AGS em AGM é fundamental para
gue ocorra a sintese e armazenamento de triglicerideos (Evans et al., 2002).

Lee et. al. (1998), também sugeriram que o isdmero trans-10, cis-12 seja 0

responsavel pelos efeitos inibitdrios da expressdo do mRNA que codifica a
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enzima A-9 dessaturase. Assim, como a A-9 dessaturase é inibida pelo CLA, este
é capaz de aumentar o depoésito de acidos graxos saturados e reduzir a deposicao
de monoinsaturados (Kang et al., 2004).

O CLA é p-oxidado nos peroxissomos influénciando na expressao dos
genes, pela ativacdo de receptores de ativacdo e proliferacdo peroxissomal
(PPARS). Os receptores de ativagao e proliferacdo peroxissomal (PPARS - a, 6/p ¢
y) sdo reguladores da expressdo génica de proteinas envolvidas nos diversos
processos metabdlicos, como o metabolismo de lipidios e &cidos graxos. Entre os
efeitos observados nas diversas espécies de animais alimentados com dietas
suplementadas com CLA, o aumento de fatores de transcricdo envolvidos na -
oxidacdo, aumento nas vias de transporte dos acidos graxos e reducdo na
diferenciacdo de adipocitos confirmam a afinidade de ligacdo do CLA com o0s
PPARs (Rivera, 2006).

E possivel que o CLA, por ser derivado do &cido linoléico, siga a mesma
tendéncia dos acidos graxos linoléico e araquiddnico que apresentam tendéncia a
se ligarem ao PPAR-a (Rivera, 2006). O receptor nuclear PPAR-y atua
controlando o metabolismo lipidico, principalmente no tecido adiposo, regulando
varios processos nos adipdcitos como a diferenciacdo, proliferacéo e lipogénese.
A reducdo da expressao desse receptor foi atribuida ao CLA (Park & Pariza,
2007). Entretanto, resultados opostos foram observados por Corino et al. (2002) e
Mc Neel & Mersmann (2003). Portanto, ainda é desconhecido como o CLA
interage com os PPARS

Evans et. al. 2002, apresentam duas hipoteses para explicar a influéncia do
acido linoléico conjugado (CLA) na reducdo do contetdo de triglicérides e na
alteracdo na morfologia dos lipidios dos adipdcitos. A primeira apresenta o CLA
ligando-se ao PPAR-a, e assim ativando-0, tendo como consequiéncia aumento do
gasto energético, da lipdlise e da S-oxidagdo dos acidos graxos. Neste caso 0
PPAR-a estaria envolvido na regulacdo de diversas enzimas nos peroxissomos e
mitocondrias. Na segunda hipdtese, o CLA diminuiria a atividade PPAR-y,
reduzindo a expressdo de genes que controlam a lipogénese e a esterificacdo dos
triglicerideos (Figura 03).

Em culturas de pré-adipdcitos humanos, ocorreu reducdo da lipogénese
(Brown et al., 2001a) e esterificacdo de triglicerideos (Brown et al., 2001b) com o

aumento dos niveis do isébmero trans-10, cis-12, porém o mesmo nao foi
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observado quando se aumenta 0s niveis do cis-9, trans-11. Estes resultados
sugerem que o0 isdmero trans-10, cis-12 possa diminuir o contetdo de
triglicerideos, pela diminuicdo da sintese de acidos graxos e esterificacdo dos

triglicerideos.

HIPOTESE DO TRABALHO HIPOTESE ALTERNATIVA

trans-10, cis-12

Qs EEEEEEEEE “:I-AJ ----------------- .i
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Figura 03. Hipoteses que explicam a influéncia do &cido linoléico conjugado
(CLA) na reducéo do conteudo de triglicérides (adaptado de Evans et.
al. 2002). AG: &cido graxo; TG: triglicerideos.

A hipétese de que o CLA aumenta a f-oxidacdo de acidos graxos no
musculo esquelético (Pariza et al., 2001), foi descrita em varios estudos, como por
exemplo, os de Martin et al. (2000), que observaram aumento da carnitina
palmitoil transferase | (CPT-1) hepatica e adiposa em ratos alimentados com dieta
contendo 1% do isdbmero trans-10, cis-12 do CLA. Essa enzima é responsével pela
entrada do &cido graxo na mitocdndria para ser g-oxidado (Park et al., 1997; Park
etal., 1999c¢).

O CLA também pode regular as adipocinas e citocinas. As adipocinas sdo

peptideos secretados pelos adipdcitos responsaveis pela regulacdo do apetite e
balanco energético, imunidade, sensibilidade & insulina, inflamac&o, metabolismo

de lipideos, entre outros papeis (Mafra & Farage, 2006), sendo as mais estudadas a
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leptina, adiponectina e resitina. As citocinas sd&o um grupo de moléculas
envolvidas na sinalizagdo celular durante o desencadeamento das respostas
imunes. Sdo produzidas por diversas células como: macrofagos, linfocitos além de
células ndo linféides. Alguns exemplos de citocinas pré-inflamatorias sdo: fator
de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1 e interleucina-6. As citocinas podem
exercer diversas acOes sobre varios tipos de células e tecidos (Torres et al., 2000).

Aumento nos niveis de CLA levam a reducdo nos niveis de leptina do
organismo (Ryder et al. 2001; Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000), o que pode ser
explicado pelo fato do CLA se ligar aos PPAR-y, o que levaria a redugdo da
expressao génica da leptina ou reducdo na massa de tecido adiposo promovida
pelo CLA (Park & Pariza, 2007). Altas concentracfes de CLA também podem
levar a reducdo dos niveis de algumas citocinas, como TNF-a ¢ a interleucina-6,
as quais, em niveis normais, estdo relacionadas ao aumento da expressao de
RNAm para sintese de leptina (Mota & Zanesco, 2007; Fonseca et. al., 2006). O
aumento dos niveis de CLA esté relacionado a redugdo do TNF-o, assim como o
aumento dos niveis de adiponectina (Pariza et al., 2000; Pariza et al., 2001;
Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000).

Deste modo o CLA influéncia na composicdo corporal, tendendo a
destinar os &cidos graxos a serem utilizados como fonte de energia, o que
consequentemente leva a uma reducdo no depdsito de gordura corporal (Park &
Pariza, 2007), além de atenuar a resposta imune, regulando algumas adipocinas e

citocinas.

CLA em peixes

Entre as pesquisas relacionadas ao estudo de &cidos graxos, a utilizacdo do
acido linoléico conjugado (CLA) em dietas para peixes tem se destacado por
promover efeitos no crescimento, eficiéncia alimentar e composic¢ao corporal dos
peixes, melhorando assim, a producdo final. Varias pesquisas indicam que a
habilidade dos peixes em acumular CLA é dependente da espécie e da fonte do
lipidio utilizado na dieta (Twibell et al., 2001). Entretanto, os resultados obtidos
para os peixes alimentados com dietas suplementadas com CLA ainda séo
contraditorios, principalmente sobre seu efeito no crescimento e composi¢ao dos

lipidios corporais dos animais (Santos et al., 2007).
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Juvenis de salmdo do atléntico (Salmo salar) alimentados com dieta
contendo 1% de CLA apresentaram maiores teores de P e Ca na musculatura
quando comparado com 0s peixes que receberam dietas contendo 0% e 0,5% e
maior teor de Mg, que 0s peixes alimentados com a dieta controle (0%). Como as
dietas continham quantidades semelhantes de P e Mg, as diferencas nos niveis
destes minerais foram atribuidas as diferencas na utilizacdo dos mesmos,
sugerindo efeito positivo do CLA sobre a mineralizagdo 0ssea (Berge et. al.,
2004).

A inclusdo de 0,5% de CLA na dieta de juvenis de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) promoveu reducdo no teor de lipidios das visceras dos
animais quando comparado com aqueles que receberam dieta sem CLA (Bandarra
et al. 2006). Da mesma forma, a utilizacéo de dietas suplementadas com 5 a 10 g
Kg™ de CLA levaram a diminuicdo do contetido de lipidios no filé e aumento nos
niveis de proteina na carcaca de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (Santos et
al.,, 2011). Resultados semelhantes foram observados para o bagre amarelo
(Pelteobagrus fulvidraco) quando da utilizacdo de dietas contendo CLA (Tan et
al., 2010). Para essa espécie o contetdo lipidico da carcaca e do figado reduziu
com o aumento dos niveis de CLA da dieta. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas nos valores de lipidios totais nos filés de hibridos de “striped bass”
(Morone saxatilis x M. chrysops), perca amarela (Perca flavescens) e salmédo do
atlantico (Salmo salar), alimentados com dietas suplementadas ou ndo com CLA,
(Twibell et al. 2000; Twibell et al., 2001; Berge et. al., 2004). Resultados
semelhantes foram encontrados para o bagre-do-canal (Ictalurus punctatus)
alimentado com dietas contendo 0;0 0,5 e 1,0% de CLA (Twibell et al., 2003).
Também ndo foram observadas diferengas na composicao quimica da musculatura
de tilapia (Oreochromis niloticus) (Yasmin et al., 2004), salmao-do-atlantico
(Salmo salar) (Berge et al., 2004) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(Figueiredo-Silva et al., 2005) alimentados com dietas contendo CLA.

Para hibridos de “striped bass” (Morone saxatilis x M. chrysops), a
utilizacdo de dietas suplementadas com 1% de CLA promoveu melhorias na
conversdo alimentar e indice hepatossomatico, entretanto diminuiu 0 consumo e o
ganho de peso dos animais, quando comparado com aqueles que consumiram a
racdo controle, com 0% de CLA (Twibell et al., 2000). Da mesma forma, Choi et

al. (1999) observaram que niveis de CLA superiores a 1% em dietas para tilapia-
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do-nilo (Oreochromis niloticus) e “rockfish” (Sebates schlegi) e 2,5% para carpa-
comum (Cyprinus carpio), resultaram em menor ganho de peso. Para o bagre
amarelo (Pelteobagrus fulvidraco), observou-se reducdo no consumo de racao, no
ganho de peso e na taxa de crescimento especifico com o aumento dos niveis de
CLA naracdo (Tan et al., 2010).

Aumento no indice hepotossomatico foi observado tanto em “striped bass”
(Morone saxatilis x M. chrysops) quanto em perca amarela (Perca flavescens),
alimentados com 1% de CLA na dieta (Twibell et al., 2000; Twibell et al., 2001).
Porém, o aumento dos niveis de CLA de 0,00%, 0,50%, 0,75%, 1,00% e 2,00% na
dieta ndo afetaram o crescimento, conversdo alimentar e o0s indices
hepatossomatico e viscerosomatico de juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), (Bandarra et al. 2006). Resultados semelhantes para os valores de
conversdo alimentar, indice de crescimento diario, taxa de eficiéncia protéica e
indice hepatossomatico foram observados para o robalo europeu (Dicentrarchus
labrax), alimentados com dietas suplementadas com os niveis de 0,00, 0,50, 0,75,
1,00 ou 2,00% de CLA (Valente et. al., 2007a).

Os diferentes resultados observados com a inclusdo de acido linoléico
conjugado (CLA) em dietas para peixes podem estar relacionados as diferencas no
metabolismo energético das espécies (Terpstra et al., 2001) e ou diferencas nas
condigdes experimentais a que os peixes foram submetidos (Twibell et al., 2003).
Tais resultados podem ser reflexos da habilidade do animal em metabolizar acidos
graxos no figado e da utilizacdo destes como fonte de energia ou de acidos graxos
essenciais (Twibell et al., 2001).

As concentracdes de CLA nos tecidos dos peixes também séo dependentes
da espécie, assim como da fonte lipidica utilizada na dieta e principalmente da
quantidade e composicdo de CLA consumido pelos peixes (Twibell et. al., 2001).
Assim, na musculatura de bacalhau do atlantico (Gadus morhua L.), observou-se
1,5 e 2,9% de CLA no total de &cidos graxos dos peixes alimentados com 0,5 e
1,0 % de CLA na dieta, respectivamente (Kennedy et. al. 2007). A incorporacgao
de CLA nos lipidios do peixe inteiro e da musculatura do pacu (Piaractus
mesopotamicus) foi estimada em 36,2 e 35,8 mg/g de lipidio, respectivamente,
quando esses animais foram alimentados com dietas contendo 1,2% de CLA
(Santos et. al. 2009). Valores semelhantes de CLA na musculatura dos peixes

foram encontrados por Berge et al. (2004) e Kennedy et al. (2005) em salméo-do-
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atlantico (Salmo salar), quando os peixes receberam 2,0% de CLA na dieta, e por
Valente et al. (2007b) em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas com
1,0% de CLA.

Santos et al., 2011 observaram que o filé de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) alimentadas com 5g de CLA por Kg da dieta, apresentou 15,4 mg de
CLA/g, enquanto que nos animais alimentados com 10g de CLA por Kg da dieta
o filé apresentou concentracdo igual a 33 mg/g de CLA. Concentracfes de CLA
na musculatura de carpa comum (Cyprinus carpio), tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) e do “rockfish” (Sebastes schlegeli) alimentados 1,0% de CLA na dieta
foram de 130,1; 41,3 e 51,0 mg/g de &cidos graxos, respectivamente (Choi et al.,
1999).

Twibell et. al., 2001, trabalhando com diferentes fontes de 6leo associados
a niveis de CLA, para juvenis de perca amarela (Perca flavescens), observaram
que a concentracdo no musculo dos isémeros de CLA foi significativamente
maior nos peixes alimentados com o CLA associado ao 6leo de peixe, quando
comparados com animais alimentados com CLA associado ao 6leo de soja.

Os animais ruminantes que, naturalmente, produzem o CLA, apresentam
teores muito menores destes &cidos graxos, quando comparado aos peixes,
variando de 0,27% em bovino e 0,56% do total de &cidos graxos em cordeiro
(Watkins e Li 2001). Incorporar com sucesso o CLA em todo o corpo do peixe
contribui para a produgéo de alimento funcional, uma vez que alimentos contendo
CLA podem ser benéficos a salde humana (Tan et al., 2010). Deste modo, o
consumo de peixes suplementados com CLA pode ser um modo eficaz de

aumentar o consumo desses acidos graxos pelo homem (Twibell et. al., 2001).

Astyanax altiparanae (lambari-do-rabo-amarelo)

O Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000), espécie anteriormente
classificada como Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758), € um peixe da familia
Characidae (subfamilia Tetragonopterinae), que possui ampla distribuicdo na
natureza, sendo encontrado desde o nordeste brasileiro até a Bacia do Prata (Souza
& Andrade, 1983; Silva et al., 1983; Serafini, 2003), 0 que permite sua criagdo em
varias regifes do Brasil. Esta espécie caracteriza-se por se agrupar em cardumes,

apresentar habito alimentar onivoro e alta plasticidade alimentar, alimentando-se
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desde lodo a larvas de insetos (Vilella et al, 2002; Bennemann et al, 2005;
Rondinelli, 2007). Na natureza podem atingir 40 a 60 gramas e medir até 15 cm
de comprimento (lhering & Azevedo, 1936; Porto-Foresti et al, 2010).
Apresentam dimorfismo sexual, sendo que as fémeas maduras apresentaram
ventre desenvolvido e vascularizado, 0 macho corpo mais esguio e ventre menos
desenvolvido (Almeida, 2007; Porto-Foresti et al, 2010), além de espiculas
asperas na nadadeira anal, no periodo reprodutivo (Porto-Foresti et al., 2005;
Almeida, 2007; Porto-Foresti et al, 2010).

Os lambaris destacam-se, entre as espécies nativas com potencial
zootécnico, por apresentarem caracteristicas desejaveis para o cultivo intensivo
como crescimento rapido, alta prolificidade e ciclo de producéo curto (Cotan et al,
2006). Também apresentam habito alimentar onivoro (Porto-Foresti, 2001; Cotan
et al, 2006), o que é vantajoso pois possibilita a formulacdo de dietas com
utilizacdo de proteinas de origem vegetal em substituicdo a proteina de origem
animal (Salaro, et al, 2008), assim como aceitam prontamente dietas processadas.
Os lambaris sdo bastante procurados como petisco, como isca para a pesca
esportiva (Hayashi et al., 2004) e como matéria prima para fabricacdo de farinha
de peixe (Porto-Foresti et al., 2001; Porto-Foresti et al, 2010), portanto possuem
um mercado especifico e em franca expanséao

Baseado no exposto acima, com esta pesquisa objetivou-se avaliar a
influéncia de diferentes niveis de CLA em dietas para lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae) sobre o desempenho produtivo, composi¢do quimica e
perfil de acidos graxos da carcaca dos peixes. Assim, o presente estudo sera
apresentado sob a forma de artigo intitulado: “Acido linoléico conjugado (CLA)
em dietas para lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)”, o qual foi

redigido segundo as normas para publicacdo da Revista Aquaculture Nutrition.
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ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA) EM DIETAS PARA
LAMBARIS-DO-RABO-AMARELO (Astyanax altiparanae)

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes niveis de CLA no desempenho
produtivo, composicdo quimica e perfil de acidos graxos da carcaga de lambaris-
do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae). Utilizou-se DIC com seis tratamentos
(0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5% de CLA), e cinco repetices. Juvenis de lambaris
foram distribuidos em 30 aquérios, na densidade de 19 peixes por aquario, e
alimentados com as dietas-teste durante 90 dias. Ao final do experimento foram
realizadas analises de desempenho produtivo, composi¢do quimica e perfil de
acidos graxos da carcaca. Ndo houve diferenca (p>0,05) para o desempenho
produtivo e a composicdo quimica da carcaca dos animais. O perfil de acidos
graxos da carcaca refletiu a composicao das dietas. Os peixes que receberam os
maiores niveis de CLA na dieta apresentaram maior propor¢do dos &cidos graxos
15:1n-7, 16:00, 16:1n-9, 16:1n-5, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 18:2 (c9,t11) e o
18:2 (t11,c12), 20:1n-9, 22:1n-9, 20:5n-3 e 22:4n-6 assim como 0 somatério de
acidos graxos saturados (AGS), moinsaturados (AGMI) e polinsaturados das
séries n-6 e n-3 presentes na carcaca dos peixes sofreram influencia (p>0,05) dos
niveis de CLA. Conclui-se que para esta fase de desenvolvimento, fornecimento
de CLA pode refletir em incorporagdo na carcaca dos lambaris-do-rabo-amarelo,

sendo recomendado como alimento nutracéutico.

Palavras-chave: acidos graxos, alimento nutracéutico, composicdo de carcaca,

desempenho zootécnico, perfil de &cidos graxos.
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CONJUGATED LINOLEIC ACID (CLA) INDIETS FOR THE
LAMBARIS-DO-RABO-AMARELO (Astyanax altiparanae)

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of different levels of CLA on growth
performance, carcass composition and fatty acid profile of lambaris-do-rabo-
amarelo (Astyanax altiparanae). It was used a completely randomized
experimental design with six treatments (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5% CLA),
and five repetitions. Lambaris juveniles were distributed in 30 tanks, density of 19
fish per tank, and fed the test diets for a period of 90 days. At the end of the
experiment were analyzed the productive performance parameters, chemical
composition and fatty acid profile of the carcass. There was no significant
difference (p>0,05) between the parameters evaluated for both production
performance and chemical composition of the carcass of the fish. The fatty acid
profile of the carcass reflected the composition of the diets, with fish receiving
higher proportion of CLA showed the highest proportion of this acid, fatty acids
15:1n-7, 16:00, 16:1n-9, 16:1n-5, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 18:2 (c9,t11) e o
18:2 (t11,c12), 20:1n-9, 22:1n-9, 20:5n-3 e 22:4n-6 also the sum of saturated fatty
acids (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) n-6 and n-3
series, present in the carcass of the fish suffered influences (p>0,05) of the levels
of CLA. Was concluded, for this stage of development, provision of CLA may
reflect in incorporation in the tissues of the lambaris-do-rabo-amarelo, being

recommended as a nutraceutical food.

Keyword: fatty acids, nutraceutical food, carcass composition, animal

performance, fatty acid profile.
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INTRODUCAO

A utilizacdo do &cido linoléico conjugado (CLA) em dietas para peixes
tem se destacado por promover efeitos positivos no crescimento, eficiéncia
alimentar e composicao corporal dos peixes, melhorando assim, a producdo final
(Twibell et al., 2000; Bandarra et al., 2006; Kennedy et. al., 2007; Tan et al.,
2010; Santos et al, 2011). O CLA também vem sendo muito estudado em funcéo
de seus beneficios a satde humana (Whigham et al., 2000).

O é&cido linoléico conjugado é um termo amplamente utilizado para
designar um grupo de &cidos graxos octadecadiendicos, 0s quais sdo isdbmeros
conjugados posicionados e geométricos do &cido linoléico (18:2n-6), onde as
duplas ligacdes sdo separadas por uma ligacdo simples carbono-carbono no lugar
de um grupo metileno. Dentre os isdmeros do CLA, o cis-9, trans-11 e o trans-10,
cis-12 possuem atividade bioldgica (Pariza, et.al. 2001), sendo que cis-9, trans-11
é considerado a forma priméaria de CLA e esta presente naturalmente em alguns
alimentos (Chin et al., 1992), como carnes de ruminantes, queijo, manteiga e leite
(Pariza et al., 2001).

Efeitos benéficos para peixes, como a reducdo de lipidios totais em bagre
amarelo (Pelteobagrus fulvidraco) (Tan et al., 2010), aumento da proteina total
em tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (Santos et al, 2011), redu¢do do indice
viscerosomatico em bacalhau do Atlantico (Gadus morhua L.) (Kennedy et. al.
2007) e melhoria na conversdo alimentar em “rockfish” (Sebates schlegi) (Twibell
et al., 2000), vem sendo atribuido ao &cido linoléico conjugado (CLA). Porém, os
efeitos do CLA variam entre as espécies, provavelmente pelas diferentes respostas
fisiolégicas dos animais a inclusdo de CLA na dieta (Tan et al., 2010). Tais
respostas fisiologicas estdo relacionadas a habilidade do animal em metabolizar
acidos graxos no figado e a utilizacdo destes como fonte de energia ou de &cidos
graxos essenciais (Twibell et al., 2001).

Dentre as muitas espécies de peixes com potencial zootécnico, os lambaris,
principalmente 0s do género Astyanax, destacam-se como uma alternativa
altamente promissora para a piscicultura por apresentarem reproducdo precoce,
ciclo produtivo relativamente curto, reproducdo natural em ambientes de criacéo e

plasticidade alimentar (Vilella et al, 2002; Bennemann et al, 2005; Rondinelli,
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2007). Dentro deste género a espécie Astyanax altiparanae (Garutti & Britski,
2000), anteriormente classificada como Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758),
lambari-do-rabo-amarelo, destaca-se pela maturidade sexual aos quatro meses de
idade e carne com excelente aceitacdo no mercado consumidor (Souza &
Andrade, 1983; Silva et al., 1983; Hayashi et al., 2004; Cotan et al., 2006).
Entretanto, poucas pesquisas avaliam as exigéncias nutricionais dos lambaris,
visando a formulacdo de racGes completas de baixo custo e menor impacto
ambiental (Cotan et. al, 2006).

Assim, com este trabalho objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes
niveis de inclusdo do acido linoléico conjugado (CLA) em dietas para lambaris-
do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae), por meio da avaliacdo do desempenho

produtivo, composicdo quimica e perfil de cidos graxos da carcaca dos peixes.
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MATERIAL E METODOS

Peixes e condigdes experimentais

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo de Peixes do Setor
de Piscicultura do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, em delineamento experimental inteiramente
casualizado com seis tratamentos e cinco repeticoes.

Juvenis de Astyanax altiparanae com 1,58+0,23g (peso medio = DP)
foram distribuidos em 30 aquarios circulares (70L de &gua), na densidade de 19
peixes por aquério, sendo que cada aquério constituiu uma unidade experimental.
Em cada aquério foi colocado uma unidade da macrofita aquéatica (Eichornia
crassipes) previamente lavada em agua corrente, que serviu para refugio para os
peixes. Os aquarios foram cobertos com tela de nylon branca (2 mm) para evitar a
fuga dos peixes. O laboratério foi mantido em fotoperiodo de 12 horas.

Os lambaris foram alimentados por um periodo de 90 dias com as dietas-
teste, quatro vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas) até a saciedade. Os
aquarios foram sifonados mensalmente para a retirada de fezes e troca da
macréfita aquatica (Eichornia crassipes).

Durante todo o periodo a temperatura da &gua foi mantida em 26,0 +
2,0°C, o oxigénio dissolvido entre 6,5 a 7,5mg/L, o pH entre 6,5 a 6,8 e a ambnia
em 0,00 a 0,02 mg/L.

Dietas-teste

Foram formuladas dietas-teste isoprotéicas e isoenergéticas (32% PB e
4310 Kcal/kg EB) as quais foram confeccionadas com diferentes niveis de 6leo de
CLA (0,0%, 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%). Foi utilizado o produto comercial
LUTA-CLA® 60-BASF, Brasil, que contem 60% de CLA. As dietas-teste foram
peletizadas, secas em estufa de ventilagdo forcada, a 50°C, trituradas em moinho
manual e passadas em peneiras de diversas malhas para obter peletes entre 0,5 a
1,5mm, adequados ao tamanho da boca dos animais.

Amostras das dietas-teste foram selecionadas para analise quanto a
composigdo quimica. Para determinagdo do teor de proteina bruta, foi utilizado
protocolo descrito por Silva & Queiroz (2002), extrato etereo, matéria seca e
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cinzas de acordo com protocolo da AOAC (2000) e energia bruta obtida em
bomba calorimétrica (Tabela 01). A composicdo de acidos graxos foi realizada
por meio de cromatdgrafo a gas CP-3380 (Varian, EUA) equipado com detector
de ionizacdo de chama e coluna capilar de silica fundida CP — 7420 (Select
FAME) de 100 metros de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 pum
de cianopropil (Tabela 02).

Analise de desempenho produtivo e indices de rendimento corporal

Ao final do experimento todos os peixes de cada unidade experimental
foram contados e pesados, para avaliacdo dos seguintes parametros zootécnicos:
taxa de sobrevivéncia, ganho de peso, taxa de crescimento especifico e conversdo
alimentar. Em seguida, os animais foram eutanasiados em solugdo de benzocaina
(Gimbo et al.,, 2008) conforme recomendado pela resolucdo bioética 714,
posteriormente eviscerados, descamados e pesados, para avaliacdo do rendimento
de carcaca dos animais. As visceras, gbnadas e o figado, de cada animal, foram
pesados separadamente para a obtencdo dos indices viscerossomatico,
gonadossomatico e hepatossomatico, respectivamente. Foram considerados como
viscera o0s 6rgdos: estdmago, intestino, cecos piloricos, gbnadas, coracdo, figado,
vesicula biliar e bexiga natatéria. A carcaca de cada animal foi congelada e
armazenada em freezer -80°C para analise da composicdo quimica e perfil de

acidos graxos.

Composicao quimica da carcaca

Para avaliar a composicdo quimica da carcaca dos peixes foi coletada uma
amostra aleatdria de seis carcacas de peixes, de cada unidade experimental, as
quais foram liofilizadas e trituradas em moinho de bola. A proteina bruta da
carcaca foi avaliada pelo método semi-micro Kjeldahl, segundo protocolo descrito
por Silva & Queiroz (2002) e os teores de matéria seca, extrato etéreo e cinzas
totais das carcacas, segundo AOAC (2000). A energia bruta da carcaga foi obtida

em bomba calorimétrica.
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Analise do perfil de 4cidos graxos da carcaca

Para a determinacdo do perfil de acidos graxos das carcacas dos animais,
trés peixes de cada unidade experimental foram triturados, homogeneizados e
submetidas a extracdo com mistura de cloroférmio, metanol e agua (2:2:1,8 v/v),
conforme método Bligh & Dyer (1959). A preparacdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos foi realizada segundo método Hartman & Lago (1973).

Os ésteres metilicos foram separados em cromatédgrafo a gas CP-3380
(Varian, EUA), equipado com detector de ioniza¢do de chama e coluna capilar de
silica fundida CP — 7420 (Select FAME, com 100 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 pm de cianopropil).

Os fluxos dos gases (White Martins) foram de 1,2 mL/min para o gas de
arraste (H2); 30 mL/min para o make-up (N2) e 30 mL/min e 300 mL/min para o
H2 e para o ar sintético da chama, respectivamente. A razao de divisdo da amostra
(split) foi de 1/100.

As condigdes cromatogréaficas adotadas para separagdo dos AG foram: no
ponto de injecdo e no ponto onde o detector manteve-se a 220°C e 240°C
respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi programada a 165°C,
mantida por 12 min, e aumentada de 165°C para 235°C a uma taxa de 5°C/min,

mantida em 235°C por 9 min.

Analise estatistica

Os dados de desempenho produtivo, indices de rendimento corporal e de
composicdo quimica das carcacas dos peixes de todos os tratamentos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), ao nivel de 5% significancia. Para
realizacdo das analises estatisticas destes parametros utilizou-se o programa de
analise estatistica SAEG 9.1.

Os dados do perfil de acidos graxos da carcaca foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), ao nivel de 5% significancia, e em caso de diferenca
significativa foi realizada analise de regressdo. Para escolha do modelo de
regressdo mais adequado foi considerados a significancia dos coeficientes de
regressdo, a magnitude dos coeficientes de determinagdo bem como o
comportamento das variaveis em estudo. Para realizacdo das analises estatisticas

deste parametro utilizou-se o programa de anélise estatistica SAS 9.1.
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RESULTADOS
Desempenhos produtivos e indices de rendimento corporal dos peixes

N&o foi observada diferenca estatistica entre os niveis de CLA da dieta
(p>0,05) e os parametros de sobrevivéncia, ganho de peso, taxa de crescimento
especifico, conversdo alimentar e rendimento de carcaca para lambaris-do-rabo-
amarelo. Do mesmo modo, ndo houve influéncia dos niveis de inclusdo de CLA
sobre o0s indices de rendimento corporal, indices viscerossomatico,

gonadossomatico e hepatossomatico, dos peixes (Tabela 03).

Composicao quimica da carcaca dos peixes

Os niveis de acido linoléico conjugado (CLA) nas dietas teste ndo
influénciaram significativamente (p>0,05) a composic¢do quimica das carcacas dos
peixes (Tabela 04). Os valores de proteina bruta, energia bruta, extrato etéreo,
matéria seca e cinzas da carcaca dos peixes ndo diferiram entre os diferentes

niveis de CLA testados.

Perfil de &cidos graxos na carcacga dos peixes

A anélise do perfil lipidico das carcacas dos peixes, alimentados com as
dietas-teste, mostra que o acido linoléico conjugado (CLA) influencia (p<0,05) na
concentracdo dos acidos graxos 15:1n-7, 16:00, 16:1n-9, 16:1n-5, 18:1n-9, 18:2n-
6, 18:3n-3, 18:2 (c9,t11), 18:2 (t11,c12), 20:1n-9, 22:1n-9, 20:5n-3 e 22:4n-6
(Tabela 05). O somatdrio: de CLA, de &cidos graxos saturados (AGS), de acidos
graxos moinsaturados (AGMI) e de acidos graxos polinsaturados das séries n-6 e
n-3 presentes na carcaca dos peixes alimentados com as diferentes dietas-teste,
também sofreram influencia dos niveis de CLA (Tabela 06).

Os maiores valores no somatorio total de CLA e nas concentragdes de seus
izomeros 18:2 (c9,t11) e 18:2 (t11,c12) foram detectados no perfil lipidico dos
peixes alimentados com a dieta contendo 2,5% de CLA (6,40%, 3,52% e 2,88%
do total de lipidios da carcaga, respectivamente). Ndo foi detectado o &cido
linoléico conjugado (CLA) e nenhum de seus isdomeros no perfil lipidico das

carcacas dos peixes alimentados com a dieta isenta de CLA (Tabelas 5 e 6).
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A concentracdo dos &cidos graxos 18:2n-6 (linoléico) e 18:3n-3 (a-
linolénico) no perfil lipidico das carcacas dos peixes reduziram com o0 aumento
dos niveis de CLA das dietas (Tabela 5). O mesmo padrdo de comportamento foi
observado para o acido graxo 16:00, onde a maior concentracdo foi observada no
prfil lipidico da carcaga dos animais que foram alimentados com dietas isentas de
CLA (Tabela 5).

Né&o foi houve influéncia dos niveis de CLA da dieta nas concentracfes
dos é&cidos 20:4n-6 (araquiddnico) e do 22:6n-3 (docosahexaendico), porém o
20:5n-3 (eicosapentaendico) e 0 22:4n-6 (decosatetraendico) apresentaram efeito
quadrético para os diferentes niveis de CLA, sendo que a dieta isenta de CLA
proporcionou 0s maiores niveis desses acidos (tabela 5). Pela equacdo de
regressdo 0s niveis de 2,49% e 2,65% de CLA proporcionam as menores
concentracbes dos 4cidos 20:5n-3 (eicosapentaendico) e o0 22:4n-6
(decosatetraenoico) no perfil lipidico da carcacga dos peixes.

O mesmo efeito quadratico foi observado para os acidos 15:1n-7 e 16:1n-
5, onde maiores concentracfes desses acidos (0,41% e 0,47%, respectivamente)
foram registradas nas dietas que continham 0,0% de CLA. De acordo com a
equacdo de regressdo, a concentracdo de CLA na dieta, para promover menor
concentracdo desses acidos na carcaca dos peixes foi estimada em 2,20% e 2,44%
de CLA, respectivamente.

Os acidos graxos 16:1n-9, 20:1n-9 e 22:1n-9 apresentaram aumento linear
da concentracdo no perfil lipidico da carcaga dos peixes com 0 aumento dos niveis
de CLA na dieta (Tabela 5). Aumento linear também foi observado para o acido
18:1n-9 (oleico), onde a concentracdo foi menor nos peixes alimentados com dieta
contendo 0,0% de CLA (36,09%) (Tabela 5).

Os peixes alimentados com dietas contendo 0,0% e 0,5% de CLA
apresentaram as maiores concentracfes de acidos graxos saturados (AGS) na
carcaca (27,57% e 28,28%, respectivamente). O somatdrio desses acidos graxos
apresentou reducdo linear a medida que a concentracdo de CLA na dieta
aumentou. O contrario foi observado para o0s acidos graxos moinsaturados
(AGMI), que apresentaram aumento linear a medida que a concentragéo de CLA
na dieta aumentou (Tabela 6). O somatério de &cidos graxos polinsaturados
(AGPI) e a relacio AGPI/AGS ndo foram influenciados pelas diferentes

concentracdes de CLA na dieta (Tabela 6).

41



Para o total de &cidos graxos polinsaturados das séries n-6 e n-3, houve
efeito significativo dos niveis de CLA no perfil lipidico das carcacas dos peixes,
onde dectetou-se reducdo linear com o aumento dos niveis de CLA da dieta
(Tabela 6). A relacdo dos acidos graxos das series n-6/n-3 do perfil lipidico da
carcaca dos peixes dos diferentes tratamentos ndo sofreu influéncia dos niveis de
CLA na dieta (Tabela 6).
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DISCUSSAO

A auséncia de efeito significativo para os pardmetros de desempenho
produtivo nos lambaris-do-rabo-amarelo alimentados com diferentes niveis de
CLA nas dietas provavelmente esta relacionada a0 modo como esta espécie
metaboliza este acido graxo. Os efeitos da inclusdo de CLA na dieta dos peixes
estdo relacionados com as diferencas nas respostas fisioldgicas das diversas
espécies (Tan et al., 2010). Resultados semelhantes foram observados em juvenis
de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Bandarra et al., 2006), em alevinos de
salmdo do atlantico (Salmo salar) (Kennedy et al., 2005) e em juvenis de robalo
europeu (Dicentrarchus labrax) (Valente et. al., 2007a) alimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de CLA. A suplementacdo de 5% de CLA na
dieta de alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) também néo levou a
diferencas no ganho de peso, consumo de dieta, conversdo alimentar e indice
hepatossomatico dos peixes (Yasmin et al., 2004). Entretanto, efeitos negativos da
suplementacdo de dietas com CLA sobre o desempenho produtivo de bagre
amarelo (Pelteobagrus fulvidraco) foram observados por (Tan et al., 2010). Esses
autores observaram que o aumento dos niveis de CLA na dieta de 0,0, 0,5, 1,0, 1,5
e 2,0% promoveram reducdo no ganho de peso, taxa de crescimento especifico,
consumo de racédo e piora na conversdo alimentar dos peixes.

Diminuic&o no ganho de peso em tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus),
“rockfish” (Sebates schlegi) e carpa comum (Cyprinus carpio) foi observada
qguando esses peixes foram alimentados com dietas suplementadas com niveis
superiores a 1% e 2,5% de CLA, respectivamente (Choi et al., 1999). Resultados
semelhantes foram observados em hibridos de “striped bass” (Morone saxatilis x
M. chrysops) alimentados com a dieta contendo 1,0% de CLA (Twibell et al.,
2000). Reducdo do indice viscerosomatico também foi observado por Kennedy et
al. (2007), em bacalhau do Atlantico (Gadus morhua L.) alimentados com dietas
suplementadas com 0,5% de CLA.

Os diferentes resultados observados no desempenho produtivo dos peixes
alimentados com dietas suplementadas com 4&cido linoléico conjugado (CLA)
podem estar relacionados as diferengas no metabolismo de energia das espécies
(Terpstra et al., 2001) e ou as diferengas nas condi¢Ges experimentais a que 0s

peixes foram submetidos (Twibell et al., 2003). Tais resultados podem ser reflexo
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da habilidade do animal em metabolizar acidos graxos no figado e da utilizagdo
destes como fonte de energia ou de &cidos graxos esséncias (Twibell et al., 2001).

A auséncia de diferenca significativa para a composi¢do quimica da
carcaca de lambari-do-rabo-amarelo alimentados com dietas suplementadas com
diferentes niveis de CLA pode estar relacionados ao periodo experimental, ao
nivel de suplementacdo de CLA na dieta, a mistura de izomeros utilizada ou ao
préprio metabolismo do animal (Terpstra et al.,, 2001). Esses resultados
corroboram com o0s obtidos em outras espécies de peixes, como em juvenis de
bagre do canal (Ictalurus punctatus) alimentados com dietas contendo 0,5 ou 1%
de CLA (Twibell et al., 2003), larvas de salmédo do atlantico (Salmo salar)
alimentadas com dietas sem e com 0,5, 1 e 2% de CLA (Berge et al., 2004),
juvenis de salmao do atlantico (Salmo salar) alimentadas com races sem e com 1
e 2% de CLA (Kennedy et al., 2005) e juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) alimentados com rac6es sem e com 0,5; 0,75 e 1% de CLA (Valente et al.,
2007b). Também ndo foram observadas diferencas significativas na composicao
quimica do peixe inteiro, do filé e do figado de pacus (Piaractus mesopotamicus)
alimentados com dietas sem ou com 1,2% de CLA (Santos et. al., 2009).

O teor de proteina dos animais alimentados com dietas contendo CLA
tende a ficar estavel ou a aumentar (Pariza et al., 2001). No presente estudo 0s
niveis de CLA mantiveram-se estaveis. Porem, outros autores observam aumento
do conteudo de proteina corporal, como Leaver et al. (2006) em salmdo do
Atlantico (Salmo salar) alimentados com dietas contendo 2 e 4% de CLA.
Tilapias do Nilo alimentadas com dietas suplementadas com 5 e 10 g/kg de CLA,
também apresentaram aumento na proteina total, porém ndo houve efeito sobre os
niveis de lipidios totais (Santos et al, 2011). Entretanto nos filés desses animais
foi observado diminuicédo de lipideos, sem alterar o nivel de proteina.

Embora ndo sendo observado efeito significativo do CLA para o contetdo
de lipidios totais, Bandarra et al. (2006) relataram diminui¢do do teor de lipidios
nas visceras de peixes alimentados com a dieta contendo 0,5% de CLA, em
comparacdo com aqueles alimentados com a dieta isenta de CLA. Em bagre
amarelo (Pelteobagrus fulvidraco), o conteddo lipidico total reduziu
significativamente com niveis crescentes de CLA na dieta (Tan et al., 2010).
Reducdo lipidica em carne de coelhos alimentados com 5g/kg de CLA na dieta

tambem foi observada por Corino et al. (2003).
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E possivel que a auséncia de efeito significativo tanto para os parametros
de desempenho produtivo quanto para a composi¢do quimica da carcagca dos
peixes alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de CLA
esteja relacionado a proporcéo dos isdmeros de CLA utilizado. Acredita-se que 0
isdbmero trans-10, cis-12, seja responsavel pelas observacdes de mudangas na
composicdo corporal dos animais. Porém para se observar efeitos positivos do
CLA no desempenho produtivo dos animais, é necessario alimentar o animal com
uma mistura de isdmeros, contendo o cis-9, trans-11 e o trans-10, cis-12 (Pariza et
al. 2001). Portanto, € possivel que, para esta espécie, a composi¢cdo do Oleo de
CLA utilizado ndo contenha a proporcdo necessaria para influenciar nesses
parametros.

As concentracbes de CLA no perfil lipidico da carcaca dos peixes
refletiram os niveis de CLA da dieta. A dieta ingerida ir4 influenciar no perfil
lipidico do animal. Assim, o perfil de &cidos graxos dos peixes serd reflexo do
perfil lipidico da dieta consumida (Castell et al., 2004; Asdari et al., 2011). Os
valores de CLA encontrados no perfil lipidico dos lambaris deste experimento
foram superiores aos valores encontrados em tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), em bacalhau do atlantico (Gadus morhua L.) (Kennedy et. al. 2007) e
em juvenis de perca-amarela (Perca flavescens) (Twibell et al., 2001). Entretanto,
em juvenis de hibrido de “striped bass” (Morone saxatilis x M. chrysops)
alimentados com ragdes contendo 1% de CLA foi detectada concentragéo superior
de CLA na musculatura dos peixes (Twibell et al., 2000), assim como em juvenis
de pacu (Piaractus mesopotamicus) (Santos et al., 2009) e juvenis de robalo
europeu (Dicentrarchus labrax) (Valente et. al., 2007a).

A diferenca nos valores de CLA no perfil lipidico dos peixes pode estar
relacionada com o metabolismo das diferentes espécies, com o produto (CLA)
utilizado (Twibell et al., 2001) ou mesmo a fase de desenvolvimento dos peixes
em estudo e também com o tempo de administracdo das dietas-teste (Santos et al.,
2009).

Em salméo do atlantico (Salmo salar) observou-se taxa de deposi¢do do
CLA de 70 a 80% (Berge et al., 2004). Esses autores consideraram baixo 0
depdsito de CLA e inferiram ser provavelmente devido ao alto metabolismo da
espécie ou a baixa digestibilidade desse acido graxo. Como ndo se conhece, ainda,

o coeficiente de digestibilidade do CLA, a maioria dos autores compara o valor
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obtido com os ja descritos para maioria dos &cidos graxos, que apresentam
coeficientes de digestibilidade variando em 95-97% (Berge et al., 2004). Mesmo
que a taxa de incorporacdo do CLA seja considerada baixa por alguns autores, o
fornecimento de dietas enriquecidas com CLA para peixes € bastante
significativo, uma vez que em animais ruminantes, onde ocorre sua producao
natural, os niveis encontrados na carcaca sdo bem inferiores aos observados na
nesses peixes. Os teores de CLA em ruminantes variam de 0,27% em bovino a
0,56% em cordeiros (Watkins e Li 2001). Assim, o consumo de peixes
suplementados com CLA pode ser um modo eficaz de aumentar o consumo desse
acido graxo pelo homem (Twibell et. al., 2001).

As carcacas dos lambaris alimentados com os diferentes niveis de CLA na
dieta também tiveram alteracfes no perfil dos demais acidos graxos. Diversos
autores relatam aumento dos &cidos graxos saturados (AGS) e redugdo dos
monoinsaturados (AGMI), em peixes alimentados com dietas contando alta
concentracdo de CLA (Berge et. al. 2004, Bandarra et al. 2006, Santos et al.,
2007, Valente et. al., 2007a, Santos et. al., 2009).

O CLA, assim como alguns &cidos graxos poliinsaturados, causa reducéao
na atividade da enzima A-9 dessaturase (SCD) no figado e nos adipécitos dos
animais (Lee et al. 1998), uma vez que, essa enzima esta envolvida na sintese de
alguns AGMI, pois a mesma catalisa a inser¢cdo de uma dupla ligacdo entre os
carbonos 9 e 10, de diversos AGS como 0 16:0 e 0 18:0, formando os AGMI 16:1
(n-7) e 18:1(n-9). Assim, com a inibigdo da enzima A-9 dessaturase, ocorre
acimulo dos é&cidos graxos saturados (Lee et al. 1998, Berge et al. 2004).
Entretanto, neste estudo foi observado reducdo dos AGS e aumento dos AGMI na
carcaca dos peixes a medida que ounentou a suplementacdo de CLA na dieta.

A reducgdo dos AGS nos lambaris alimentados com os maiores niveis de
CLA na dieta pode ser atribuida ao perfil de é&cidos graxos das dietas
experimentais, 0 que pode ser atribuido ao baixo teor do &cido graxo saturado
16:00. O aumento dos AGMI pode ser devido ao aumento do &cido 18:1n-9
(oleico), que passou de 36,09%, dos animais que receberam dietas isentas de
CLA, para 41,15% nos animais que receberam 2,0% de CLA na dieta. O aumento
na concentracdo deste &cido graxo também reflete a sua concentracdo na dieta,
onde a dieta com 0,0% de CLA apresentou a menor concentragdo de 18:1n-9.

Assim, fica claro que a composic¢éo de acidos graxos da carcaca dos peixes reflete
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a composicdo dos acidos graxos da dieta, mostrando que a mesma tem papel
fundamental na composi¢do dos &cidos graxos corporais do animal.

Do mesmo modo, o total de &cidos graxos polinsaturados (AGPI) das
séries n-6 e n-3 na carcaca dos peixes, reflete a composicdo de AGPI das dietas,
sendo menor nos peixes que receberam dietas contendo altos niveis de CLA e
baixos niveis de AGPI (n-6 e n-3). Em contraste, Berge et al. (2004) observaram,
em alevinos de salmdo do atlantico (Salmo salar), aumento no total de AGPI,
especialmente DHA, nos peixes que receberam dietas com 0s maiores niveis de
CLA (0,5%, 1,0% e 2,0%). Porém, reducdo da concentracdo muscular de AGPI,
foi observada em hibridos de “striped bass” (Morone saxatilis x M. chrysops)
alimentados com 1,0% de CLA na dieta (Twibell et. al., 2000) e em juvenis de
perca-amarela (Perca flavescens) que também receberam 1,0% de CLA na dieta
(Twibell et. al., 2001), em comparagdo com 0s peixes alimentados com dietas
isentas de CLA.

Do mesmo modo, Santos et al. (2011), observam reducdo da concentracao
de AGPI na composicdo corporal de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus),
alimentadas com 5% e 10% de CLA. Estes resultados estdo de acordo com 0s
encontrados no presente estudo. Redugdo dos AGPI da musculatura também foi
observado em suinos (Ramsay et al., 2001) e frangos (Yang et al., 2003),
alimentados com dietas contendo CLA. Kennedy et al. (2005), em salméao do
atlantico (Salmo salar), sugerindo que a deposi¢cdo de CLA na musculatura ocorre
em detrimento a deposi¢do de outros AGPI, como EPA e DHA. Assim, 0 aumento
dos niveis de CLA podem levar a reducédo dos niveis de AGPI na musculatura dos
animais.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que, o CLA pode ser
incluido em dietas para lambaris-do-rabo-amarelo com o objetivo de incorporar
este 4cido graxo nos lipidios totais da carcaca. Peixes enriquecidos com CLA
poderdo ter destacaque como alimentos funcionais, uma vez que, o0 CLA esta
relacionado a prevencdo de diversas doengas, como arteriosclerose e ate cancer,
em humanos, alem de proporcionar reducdo na deposicdo de gordura e melhoras
no sistema imunologico (Evans et al. 2002). Assim, 0 enriqueciomento da carne
dos peixes com CLA pode levar o maior consumo pela populagéo de um alimento
fornecedor de proteina de alto valor bioldgico e de &cidos graxos poliinsaturados,

aumentando assim o valor nutricional da carne de peixe.
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TABELAS

Tabela 01. Composicdao percentual e quimico-bromatologica das ragdes
experimentais

Dietas-Teste

Ingrediente 0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5%

CLA CLA CLA CLA CLA CLA
Farelo de soja 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Farelo de algodéo 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Glutem de milho 12,70 12,70 12,70 12,70 12,70 12,70
Fuba de milho 8,05 8,05 8,05 8,05 8,05 8,05
Farelo de trigo 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Farelo de arroz 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Oleo de soja 5,00 4,10 3,20 2,30 1,40 0,50
CLA - 0,90 1,80 2,70 3,60 4,50
L-Lisina 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
DL- Metionina 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
Fosfato bicéalcico 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Vitamina C 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Supl. Min./ vitam.* 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT? 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
Energia bruta 3732,00 3774,00 3615,00 3686,00 3858,00 3789,00
Proteina bruta 32,97 32,72 33,54 33,35 32,84 31,92
Extrato etéreo 9,047 8,928 9,054 9,496 9,247 9,430
Matéria seca 94,668 93,864 94,841 94,505 93,651 93,534
Cinza 9,44 9,45 10,01 9,52 10,02 10,17
Lisina 1,71 1,71 1,71 1,71 1,71 1,71
Metionina 0,61 0,61 0,61 0,61 0,61 0,61

1 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000UI ; Vit. D3 ; 200.000UI ; Vit. E,
12.000mg ; Vit. K3, 2.400mg ; Vit. B1, 4.800mg ; Vit. B2, 4.800mg ; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12,
4.800mg; Ac. Folico, 1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg;Biotina, 48mg;
Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg; Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg;
Zinco, 6.000mg; lodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio, 20mg.

2 Butil hidroxi tolueno (antioxidante)
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Tabela 02. Perfil de acidos graxos das dietas-teste suplementadas com diferentes

niveis de CLA
Dietas-Teste
sigscmosr 005 Gn L L 20 2
14:00 0,14 0,13 0,15 0,16 0,15 0,15
16:00 14,10 13,43 12,69 12,05 11,53 11,02
18:00 3,03 2,92 3,02 3,09 3,19 3,17
18:1 n-9 28,02 28,69 29,35 29,91 30,34 30,86
18:2 n-6 50,09 45,11 39,93 35,13 29,56 24,53
18:3 n-6 0,25 0,25 0,21 0,17 0,08 0,07
18:3 n-3 4,37 3,77 3,21 2,60 2,24 1,63
18:2 (c9,t11) 0,00 2,26 4,75 7,00 9,53 11,82
18:2 (t10,c12) 0,00 3,42 6,70 9,89 13,38 16,74
AGS 17,26 16,48 15,85 15,30 14,87 14,35
AGM 28,02 28,69 29,35 29,91 30,34 30,86
AGPI 54,71 54,82 54,81 54,79 54,78 54,80
AGPI/AGS 3,17 3,33 3,46 3,58 3,68 3,82
n-6 50,34 45,37 40,15 35,29 29,64 24,60
n-3 4,37 3,77 3,21 2,60 2,24 1,63
n-6/n-3 11,53 12,03 12,52 13,55 13,21 15,08
CLA Totais 0,00 5,68 11,45 16,89 2290 28,56

*QOs valores estdo indicados em porcentagem do total de acidos graxos identificados na amostra.
Dados obtidos por cromatografo a gas CP-3380 (Varian, EUA) equipado com detector de
ionizacdo de chama e coluna capilar de silica fundida CP — 7420 (Select FAME) de 100 metros de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de cianopropil.

53



Tabela 03. Sobrevivéncia (SO), ganho de peso (GP), taxa de crescimento
especifico (TCE), conversao alimentar (CA), rendimento de carcaca
(RC), indices viscerossomatico (IVS), indices gonadossomatico dos
machos (IGSm), indices gonadossomético das fémeas (IGSf) e
indices hepatossomatico (IHS) de lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae) alimentados com dietas suplementadas com

diferentes niveis de CLA

Tratamentos (% CLA)

Parametros 0,0 05% 10% 15% 20% 25% CV(%)
SO™ (%) 90,00 9555 9444 9555 9555 98,89 6,54
GP™ (g) 2,57 2,01 2,01 2,12 2,36 191 19,77

TCE™ (%dia'l) 0,91 0,78 0,78 0,80 0,87 0,76 21,47
CA™ 2,30 2,45 2,37 2,16 2,08 2,35 21,66
RC™ (%) 85,62 8596 8535 8528 84,38 86,33 2,15
IVS™ (%) 14,38 14,04 14,65 14,72 1562 13,67 12,67

IGSM™ (%) 4,13 3,99 4,44 4,25 6,31 4,12 45,55

IGSE™ (%) 15,31 1590 15,55 17,65 18,53 14,58 32,40
IHS™ (%) 0,39 0,35 0,33 0,32 043 0,46 30,77

ns = ndo significativo pela analise de variancia, teste F (p>0,05)

SO (Sobrevivéncia) = Nimero final de peixes/NUmero inicial de peixes x 100

GP (Ganho de peso) = Biomassa média final — Biomassa média inicial

TCE (Taxa de crescimento especifico) = (In Peso final — In Peso inicial)/dias x 100

CA (Converséo alimentar) = Consumo total de ragdo/ Ganho de peso total

RC (Rendimento de carcaca) = peso peixe eviscerado/peso peixe inteiro x 100

IVS (indice viscerossomatico) = peso da viscera/peso do animal inteiro x 100

IGSm (indice gonadossomatico dos machos) = peso da gdnada/peso animal inteiro x 100
IGSf (indice gonadossomatico das fémeas) = peso da gdnada/peso animal inteiro x 100
IHS (indice hepatossomético) = peso do figado/peso do animal inteiro

x 100
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Tabela 04. Proteina bruta, energia, extrato etéreo, matéria seca e cinzas das
carcacas de lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)
alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de
CLA

Tratamentos (% CLA)

Parametros 00% 05% 10% 15% 20% 25% CV(%)
Proteina bruta™ (%)" 58,16 55,74 57,83 57,49 57,44 57,26 4,29

Energia™ (Kcallg) ~ 4264,0 44414 43288 4763,8 4557,6 4030,0 10,66
Extrato etéreo™ (%)' 17,79 1847 22,78 20,77 1836 18,60 32,06
Matéria seca™ (%) 28,91 29,11 29,64 2945 2883 2935 3,74
Cinza™ (%)* 13,83 14,07 14,12 14,17 14,03 1390 6,41

ns = ndo significativo pela analise de variancia, teste F (p>0,05)
1 Porcentagens expressas com base na matéria seca

55



Tabela 05. Perfil de acidos graxos das carcacas de lambaris-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae) alimentados com dietas suplementadas com
diferentes niveis de CLA

Tratamentos (% CLA)

Acidos Graxos (%)* 0 05 1 1,5 2 25 CV(%)

12:00™ 0,04 003 003 003 002 0,03 17,57
14:00™ 036 039 0,38 0,38 0,4 0,4 6,46
115:1n-7 031 025 0,22 02 021 0,19 19,41
216:00 20,17 20,04 19,75 19,17 18,21 18,13 4,94
$16:1n-9 024 024 026 031 031 0,32 3,18
16:1n-7" 0,6 0,6 06 051 053 0,55 9,6
416:1n-5 047 044 038 034 033 0,33 17,57
17:00™ 037 036 035 041 039 0,37 8,55
18:00™ 6,63 7,46 7 643 7,06 6,58 6,28
°18:1n-9 36,09 38,76 38,67 39,05 41,15 40,7 4,49
618:2n-6 245 209 20,62 1985 17,16 16,95 13,83
18:3n-6" 05 047 051 05 0,38 0,39 12,84
18:3n-3 09 08 081 076 061 054 19,26
818:2(C9,t11) 0 101 144 237 306 3,52 64,92
918:2('[10,C12) o 079 102 173 239 2,88 75,5
1020:1n-9 06 084 073 09 115 1,28 27,32
20:2n-6" 08 069 066 081 0,88 0,9 14,22
20:3n-6" 044 0,17 0,21 03 032 0,28 31,82
20:3n-3" 08 055 068 0,63 06 0,59 15,6
192:1n-9 1,00 092 1,18 103 0,8 1,01 13,36
20:4n-6" 1 089 091 091 096 0,96 8,79
1230:5n-3 09% 1078 076 074 068 0,66 14,05
1372:4n-6 238 188 1,78 166 1,48 1.4 19,97
24:1n-9™ 029 023 041 036 036 0,45 22,11
22:6n-3" 05 049 065 056 049 0,59 13,71

* Os valores estdo indicados em porcentagem do total de acidos graxos identificados na amostra.
ns = néo significativo pela anélise de variancia, teste F (p>0,05). 'y = 0,022x2 - 0,097x + 0,300
R2= 0,87 (p<0,05); @y = -0,928x + 20,40 R2= 0,72 (p<0,05); @ y = 0,037x + 0,231 R2= 0,72
(p<0,05); @y = 0,027x2 - 0,132x + 0,483 R2= 0,85 (p<0,05); ® y = 1,750x + 36,88 R2= 0,77
(p<0,05); ® y = -2,841x + 23,55 R2= 0,82 (p<0,05); ' y = -0,156x + 0,945 R?= 0,86 (p<0,05); ® y
= 1,411x + 0,135 R?= 0,97 (p<0,05); © y = 1,138x + 0,044 R2= 0,97 (p<0,05); *® y = 0,258x +
0,601 R2= 0,82 (p<0,05); *Y'y = 0,258x + 0,601 R2= 0,82 (p<0,05); *? y = 0,041x2 - 0,204x +
0,922 R2= 0,75 (p<0,05); ™y = 0,127x2 - 0,673x + 2,315 R?= 0,85 (p<0,05)
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Tabela 06. Soma e relagdes dos acidos graxos das carcacas de lambaris-do-rabo-
amarelo  (Astyanax altiparanae) alimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de CLA

Tratamentos (% CLA)

Soma e relagdes

dos acidos 00% 05% 10 15% 20% 25% CV(%)
graxos*®

ICLA Totais 0,00 1,79 2,46 4,10 5,45 6,40 67,63
2AGS 27,57 2828 2751 26,42 26,08 25551 4,24
SAGMI 39,61 42,28 42,44 42,76 44,89 4482 4,44
AGPI™ 32,83 2943 30,05 30,82 29,03 29,67 493

AGPI/AGS™ 1,19 1,04 1,09 1,17 1,11 13,90 6,05

n-6 29,63 2499 24,70 24,03 21,19 20,89 12,83
°n-3 3,20 2,65 2,89 2,70 2,38 2,38 11,64
n-6/n-3"™ 9,27 9,46 8,55 8,92 8,90 8,79 5,20

*Qs valores estdo indicados em porcentagem do total de acidos graxos identificados na amostra

ns = néo significativo pela analise de variancia, teste F (p>0,05). @ y = 2,549x + 0,179 R?= 0,98
(p<0,05); @y = -1,026x + 28,17 R2= 0,62 (p<0,05); ® y = 1,953x + 40,35 R?= 0,81 (p<0,05); ¥y
=-3,185x + 28,22 R2= 0,81 (p<0,05); ® y = -0,291x + 3,063 R2= 0,66 (p<0,05).
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CONSIDERACOES FINAIS

Vaérios nutricionistas tém recomendado a suplementacdo de dietas praticas
para peixes com o acido linoléico conjugado (CLA), devido aos efeitos benéficos
a saude dos animais e a utilizacdo desse animal como fonte de CLA para os
humanos. Neste contexto e com base nos resultados obtidos neste estudo é

possivel fazer as seguintes consideracoes:

- Os niveis de CLA utilizados nos diferentes tratamentos ndo interferiram
no desempenho produtivo e composi¢do quimica da carcaca dos peixes, sendo,
portanto necessario a avaliacdo de niveis superiores aos utilizados nesta pesquisa
para que se possa inferir seu efeito sobre estes pardmetros nos lambaris-de-rabo-

amarelo;

- O lambaris-de-rabo-amarelo pode ser usado como alimento nutracéutico,
pois ele incorporou 0 CLA da dieta na carcaga, sendo que quanto maior o nivel de

CLA fornecido maior a taxa de incorporagao;

- Estudos que determinem o tempo de incorporacdo do CLA pelos
lambaris-de-rabo-amarelo sdo importantes, para determinar o tempo necessario da

alimentacdo com a dieta suplementada com CLA;
- Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam a necessidade de novos

estudos para melhor entendimento da utilizacdo metabdlica do CLA pelas

diferentes espécies de peixes.
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ANEXO
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ANEXO I: PARECER COMISSAO DE ETICA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, processo n°
19/2011, coordenado pela Profa. Ana Lucia Salaro, declarando estar de acordo
com 0s principios éticos da experimentacdo animal, estabelecido pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal e com a legislacéo vigente.
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