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RESUMO 

 

 

 
O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do óleo de linhaça (OL) e do óleo essencial 

da folha de cravo (OEFC) na alimentação de zebrafish, sobre atividade antioxidante das 

dietas, o crescimento dos animais, incorporação de ácidos graxos no músculo, 

marcadores de antioxidantes in vivo, peroxidação lipídica e expressão dos genes 

relacionados com a biossíntese do colesterol e β-oxidação dos ácidos graxos. Foram 

elaboradas seis dietas extrusadas isoprotéicas (45% proteína) e isocalóricas (3.969 kcal 

kg-1), contendo a combinação de três níveis de OL (3, 6 e 9%) com dois níveis do OEFC 

(0,5 e 1%), além de uma dieta controle (ausente do OL e OEFC). Foram utilizados 420 

zebrafish (Danio rerio) com idade de 40 dias após a eclosão e peso médio de 0,29 ± 

0,04 g e 30,67 ± 0,71 mm de comprimento total. Os animais foram distribuídos em 

tanques de vidro com capacidade de 50 litros. O delineamento experimental foi 

interamente casualizado com três repetições em esquema fatorial 3x2 com um 

tratamento adicional. As dietas contendo 1% do OEFC apresentaram maiores atividades 

antioxidantes (p<0,05), com um aumento médio de 270% em relação à dieta controle. 

Não houve mortalidade durante o período experimental. O peso final e ganho em peso 

aumentaram com a inclusão do OL (efeito isolado, p<0,05). A taxa de crescimento 

específico e comprimento final mostraram efeito de interação, com melhores resultados 

com a combinação de 0,5% do OEFC com 6 ou 9% do OL. A respeito do perfil de 

ácidos graxos no músculo, não houve diferença na somatória dos ácidos graxos 

saturados. No entanto, a somatória dos ácidos graxos monoinsaturados aumentou com 

os níveis do OL (efeito isolado p<0,05) e os ácidos graxos poliinsaturados da série n-3 

aumentaram com os níveis do OL e OEFC (efeito de interação p<0,05). A atividade do 

superóxido desmutase (SOD) e catalase (CAT) reduziram com efeito isolado para OL e 

para ambos os fatores, respectivamente. O conteúdo da glutationa foi menor no 

tratamento com 0,5% do OEFC em combinação com OL. A peroxidação lipídica foi 

menor no tratamento com 0,5% do OEFC (efeito isolado, p<0,05). Os genes PPAR-α e 

SREBP-2 mostraram efeito de interação (p<0,05) e ambos apontaram o mesmo 
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comportamento. Os tratamentos com 9 e 0,5% de OL e OEFC foram superiores aos 

demais. Recomenda-se uso combinado de 9% do OL com 0,5% do OEFC para 

zebrafish.  

   

Palavras-chave: Antioxidante, ácido graxo, Danio rerio, estresse oxidativo, expressão 

gênica. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Objective the present study was to evaluate the effects of linseed oil (LO) and clove leaf 

essential oil (CLEO) on zebrafish diet, on dietary antioxidant activity, growth, 

incorporation, in vivo antioxidant markers and gene expression. Six extruded diets were 

prepared, isonitrogenous (45% protein) e isocaloric (3969 kcal kg-1), containing the 

combination of three levels of linseed oil (3, 6 e 9%) with two levels (0.5 e 1%), beyond 

control diet (without OL and CLEO). A total of 420 zebrafish were used at the age of 40 

days post hatching, with an average weight of 0.29 ± 0.04 g. and 30.67 ± 0.71 mm total 

length. Animals were distributed in glass tanks with a capacity of 50 liters. The 

experimental design was completely randomized with three replicates in a 3x2 factorial 

scheme with an additional treatment. Diets containing 1% of CLEO had higher 

antioxidant activity (p<0.05) with an average increase of 270% compared to control 

diet. There was no mortality during the experimental period. The final weight and 

weight gain increased with OL inclusion (isolated effect, p <0.05). Regarding the fatty 

acid profile in muscle, there was no difference in the sum of saturated fatty acids. 

Monounsaturated fatty acids increased with OL levels (isolated effect, p <0.05) and 

polyunsaturated fatty acids of the n-3 series increased with OL and OEFC levels 

(interaction effect p <0.05). Activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase 

(CAT) reduced with isolated effect for OL and for both factors, respectively. The 

content of glutathione was lower in the 0.5% OEFC treatment in combination with OL. 

Lipid peroxidation was lower in the 0.5% OEFC treatment (isolated effect, p <0.05). 

PPAR-α and SREBP-2 genes showed interaction between the factors (p <0.05) and both 

showed the same behavior. The treatments with 9 and 0.5% of OL and OEFC were 

superior to the others. It is recommended to use combined 9% of OL with 0.5% of 

OEFC for zebrafish. 

 

Key words: Antioxidant, fatty acid, Danio rerio, oxidative stress, genetic expression. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 
Os óleos são importantes fontes de lipídeos na nutrição de peixes, sendo fonte de 

energia de alta densidade e fonte de ácidos graxos essenciais (NRC, 2011). Estes 

compostos atuam em diversas funções celulares, pois são importantes como 

componentes estruturais das membranas celulares e como moléculas sinalizadoras 

(Mourente et al., 2007). 

O óleo de linhaça se destaca dos demais óleos vegetais por ser a fonte mais rica 

em ácido graxo poliinsaturado α-linolênico (Popa et al., 2012), precursor de dois 

importantes ácidos graxos de cadeia longa: o ácido eicosapentaenóico (EPA) e o ácido 

docosahexaenóico (DHA), que são fisiologicamente importantes para o organismo 

(Nayak et al., 2017).  

Esses elementos são suceptíveis ao ataque de radicais livres, levando-o à 

peroxidação lipídica, acarretando danos celulares severos (Ayala et al., 2014). No 

entanto, a adição de antioxidantes em óleos vegetais pode reduzir esses efeitos 

(Aramovic et al., 2007). Sob essa perspectiva, o óleo essencial da folha de cravo pode 

atuar como agente antioxidante na proteção destes ácidos graxos contra ação deletéria 

dos radicais livres. Recentemente, foi confirmada a forte atividade antioxidante do óleo 

essencial da folha de cravo, em virtude da presença de componentes biativos (Biondo et 

al., 2017).  

Além de sua vital importância no desempenho nutricional, a composição de 

ácidos graxos em peixes tem recebido atenção, em função de suas implicações para a 

saúde humana (Souza el al, 2007).  Os ácidos graxos da série n-3, especialmente o EPA 

e DHA são nutrientes cruciais para os seres humanos, pois são conhecidos os efeitos 

benéficos na prevenção de doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, câncer, 

artrite, diabete e entre outros (Etherton et al., 2003; Colon e Cole, 2007; Jangale et al., 

2013).   

O alto teor de ácido graxo da série n-6 na dieta favorece a elevada formação de 

eicasanoides inflamatórios que contribuem para formação de trombos e ateromas 
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(PERINI et al., 2010). A Organizaçao Mundial da Saúde (2016) recomenda um o 

consumo na proporção de 4:1 de n-6/n-3, sendo que o consumo médio atual é de 20:1. 

Em virtude do aumento na produção aquícola, e consequentemente o crescente 

consumo de peixe oriundo desta atividade (FAO, 2016), torna-se importante o 

incremento dos ácidos graxos da série n-3 nestes animais, para que a qualidade 

nutricional da carne melhore, sem que haja prejuízo zootécnico do animal. 

O zebrafish (Danio rerio) é um modelo animal consolidado em diversas áreas de 

pesquisa, sendo utilizado em ensaios de biomedicina à toxicologia (Bergeron et al., 

2008; Whipps et al., 2015) e nos últimos anos, vêm sendo considerado como modelo 

para investigação na aquicultura em estudos de nutrição, reprodução, bem-estar, entre 

outros (Ulloa et al., 2014; Ribas e Piferrer, 2014). No presente estudo, o zebrafish foi 

utilizado para avalair os efeitos da combinação do óleo de linhaça e do óleo essencial da 

folha de cravo sobre o crescimento dos peixes, incorporação de ácidos graxos no 

músculo, estresse oxidativo, a peroxidação lipídica e expressão de genes envolvidos no 

metabolismo lipídico. O resultado deste estudo poderá contribuir com informações 

relevantes tanto para a nutrição da espécie, quanto para a possibilidade de utilização de   

um novo alimento.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 Zebrafish – Características Gerais 
 

 

O zebrafish (Danio rerio) ou paulistinha é um peixe tropical de água doce, 

nativo da bacia dos rios Ganges e Brahmaputra, localizada no nordeste da Índia, 

Bangladesh e Nepal, na região Sul do continente asiático (Spence et al., 2008).  São 

comumente encontrados em corpos d'água com baixa profundidade, com cerca de 30 cm 

de visibilidade, com baixa movimentação e com vegetação aquática submersa e 

substrato lodoso (Spence et al., 2006; McClure et al., 2006; Engeszer et al., 2007).  

Possui o corpo fusiforme e achatado lateralmente, com listras alternadas escuras 

e claras em toda a sua extensão longitudinal, motivo pelo qual é comumente chamado 

de zebrafish. Seu tamanho raramente ultrapassa os 5 cm de comprimento padrão 

(Spence et al., 2008). Os sexos podem ser distinguidos com base nas diferenças no 

tamanho corporal, forma e pigmentação. Estas diferenças podem ser difíceis de apreciar 

em peixes jovens, mas são fáceis de detectar quando os animais atingem a idade 

adulta. Os machos são, geralmente, menores e têm o corpo mais alongado com listras 

dourada e azul, enquanto as fêmeas são maiores, mais arredondadas, com barriga 

esbranquiçada, cores alternadas de prata e azul e exibem uma pequena papila genital na 

frente da nadadeira anal (Parichy et al., 2009) (Figura 1). 
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Figura 1: Ilustração de zebrafish (Danio rerio) macho (A) e fêmea (B). Fonte: (Avdesh 

et al., 2012). 
 

É uma espécie onívora, onde sua dieta consiste principalmente de insetos 

aquáticos, zoo e fitoplâncton, bem como material inorgânico. Isto indica que estes 

animais se alimentam ao longo da coluna de água (Dutta, 1993; McClure et al., 2006; 

Spencer et al., 2007). Com relação ao trato digestório, o zebrafish, não apresenta 

estômago, sendo que o esôfago se diferencia em intestino, formando um tubo longo 

incialmente largo e progressivamente mais estreito na direção rostral/caudal (Menke et 

al., 2011).  

Do ponto de vista reprodutivo, é uma espécie assíncrona, desova em pequenos 

grupos. O momento em que os indivíduos atingem a maturidade sexual parece estar 

mais relacionado com o tamanho do que com a idade. Spence et al. (2008) afirmam que 

animais selvagens e de laboratório parecem alcançar a maturidade sexual com tamanhos 

semelhantes (23 mm de comprimento padrão), apesar das taxas de crescimento 

divergentes. As fêmeas liberam os ovos no substrato e estes são fertilizados por esperma 

dos machos, e a eclosão ocorre entre 4 a 7 dias (Lawrence, 2007). Em um estudo 

realizado por Spence e Smith (2006), foi observado que os intervalos de desova 

variaram de 1 a 6 dias, produzindo cerca de 200 ovos por desova, onde este número 

apresenta uma correlação positiva com o tamanho da fêmea e intervalo de desova. 

O ciclo de vida pode ser dividido com base no comprimento padrão do corpo 

(CP) e nos dias pós-fertilização (dpf), em três fases distintas (Singleman e Holtzman, 

2014). A fase larval dura cerca de 6 semanas (3 a 12 mm CP), começando no terceiro 

dpf, e é caracterizada por um crescimento exponencial. Em torno de 45 dpf, os 

indivíduos entram na fase juvenil (12-18 mm CP), passam por alterações morfológicas, 
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como a perda completa da dobra da nadadeira larval (Parichy et al., 2009). Finalmente, 

o adulto/estágio de pós-juvenil ocorre em torno do 3º mês (90 dpf, com tamanho acima 

de 18 mm CP), em que a taxa de crescimento diminui e os indivíduos atingem a 

maturidade sexual e tornam-se capazes de reproduzir (Singleman e Holtzman, 2014).  

 

 

2.2 Zebrafish – modelo animal para pesquisa na área da aquicultura 

 

 

 O zebrafish atualmente é um dos modelos biológicos mais utilizados em estudos 

nas áreas de desenvolvimento embrionário, biomédica e genética molecular (Bergeron 

et al., 2008; Whipps et al., 2015). O sucesso desta espécie como modelo animal se deve 

a fatores como facilidade de manejo, alta produção de ovos (100-200 ovos/desova), 

desenvolvimento externo, transparência dos embriões e rápido crescimento (Sumanas e 

Lins, 2004; Silveira et al., 2012).  Além disso, o genoma do zebrafish indica que 71% 

de seus 26 mil genes são semelhantes aos genes humanos (Howe et al., 2013). 

 A utilização dessa espécie como modelo experimental para melhorar o processo 

de produção aquícola tem emergido como um campo de pesquisa importante (Ulloa et 

al., 2011 ; Ribas e Piferrer de 2014), podendo ser aproveitado numa gama de áreas de 

pesquisa direcionadas à nutrição, reprodução, doenças, toxicologia e estresse  (Dahm e 

Geisler, 2006, Oyarbide et al., 2012 ; Hedrera et al., 2013; Ulloa et al., 2013 ).  

 No campo da nutrição, a avaliação de um grande número de dietas resulta em 

custos elevados e ensaios a longo prazo, e, por esta razão torna-se necessário 

implementar novas estratégias, a fim de acelerar e tornar rentável este processo 

experimental (Ulloa et al., 2014). Ao utilizar o zebrafish como modelo experimental, 

estas dificuldades podem ser resolvidas, pois um grande número de fatores dietéticos 

pode ser analisado em menor tempo com custos mais baixos e o seu efeito estudado 

com mais eficácia em nível molecular (Dahm e Geisler, 2006), pois seu genoma 

sequenciado, permite a utilização eficiente de novas tecnologias, como as plataformas 

de sequenciamento de RNA e genotipagem, para estudar os mecanismos moleculares 

subjacentes à resposta do organismo aos nutrientes (Ulloa et al., 2014). 

Embora o zebrafish possua potencial em estudos nutricionais, é importante 

ressaltar que ensaios neste peixe não podem substituir a análise nas espécies de 

interesse. O processo biológico e os mecanismos moleculares subjacentes à resposta do 

crescimento aos nutrientes se sobrepõem entre diferentes peixes, independentemente da 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4160086/#B57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4160086/#B57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4160086/#B48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4160086/#B58
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distância evolutiva ou das condições ambientais. Compreender como as cascatas de 

sinalização são coordenadas e seus efeitos sobre a resposta fisiológica, como 

crescimento e inflamação, podem ser desvendados no zebrafish. Assim, as investigações 

realizadas na nutrição do zebrafish poderiam trazer contribuições importantes para as 

pesquisas direcionadas para nutrição de peixes (Ulloa et al., 2013; Ulloa et al., 2014). 

 

 

2.3 Lipídeos e ácidos graxos 
 

 

 Os lipídeos são definidos como conjunto complexo de substâncias químicas 

caracterizadas pela sua solubilidade em solventes orgânicos apolares e baixa 

solubilidade em solventes polares (Sargent et al., 2002). São importantes para o 

crescimento normal e desenvolvimento dos peixes, pois são fonte de energia, elementos 

estruturais de membranas celulares, auxiliam na absorção de vitaminas lipossolúveis e 

esteróis, componentes de hormônios, mensageiro intracelular e entre outros (Sargent et 

al., 2002; Tocher, 2003). 

 Os ácidos graxos são a classe mais simples de lipídeos formadas por cadeias 

hidrocarbonadas de comprimento, variando de 4 a 36 carbonos e podem ser 

classificados de acordo com sua saturação, caracterizada pelo número de ligações 

simples ou duplas. Quando os ácidos graxos apresentam apenas ligações simples, são 

denominados saturados – Saturated Fatty Acid (SAFA). Quando há uma dupla ligação, 

estes são classificados como monoinsaturados – Monounsaturated Fatty Acid (MUFA) 

e na presença de duas ou mais instaurações são denominados poliinsaturados – 

Poliunsaturated Fatty Acid (PUFA) (Raposo, 2010; Nelson e Cox, 2014). 

 Assim como os demais vertebrados, os peixes não podem realizar a síntese dos 

PUFAs da série-3 (ácido α-linolênico, 18:3n-3) e da série-6 (ácido linoleico, 18:2n-6) 

por não possuírem enzima desaturase específicas tornando-o ácidos graxos essenciais e, 

portanto, eles devem ser obtidos da dieta para evitar deficiências nutricionais 

(Teitelbaum e Walker, 2001; Trattner, 2009).  

O ácido graxo linoleico e α-linolênico são essenciais para funções celulares 

normais, e atuam como precursores para a síntese de ácidos graxos PUFA de cadeia 

longa como os ácidos araquidônico (ARA, 20:4n-6), eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) 

e docosahexaenoico (DHA, 22:6n-6), que fazem parte de numerosas funções celulares 

como a integridade e fluidez das membranas, atividade das enzimas de membrana, 
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interações lipídeo-proteína e síntese de eicosanoides como as prostaglandinas, 

leucotrienos e tromboxanos (Youdim et al., 2000). 

Ao contrário dos peixes de ambiente marinho, os peixes de água doce possuem a 

capacidade de converter o ácido linoleico à ARA e o α-linolênico à EPA e DHA através 

de uma série de enzimas de alongamento e dessaturação (Figura 1). Este fato se deve à 

adaptação da espécie ao ambiente, visto que os peixes marinhos possuem uma dieta 

natural formada por alimentos ricos em em EPA e DHA, o que resultou em perda na 

capacidade de elongação e dessaturação. Porém, os peixes de água doce, geralmente, 

possuem as duas enzimas Δ6 e Δ5 dessaturases, capazes de modificar um determinado 

ácido graxo em seu correspondente de cadeia mais longa (Zeng et al., 2004; Garcia et 

al., 2013; Sargent, 2002). 

 

 

Figura 2: Via da biossíntese dos ácidos graxos poliinsaturados a partir dos ácidos α-

linolênico (18:3n-3) e linoleico (18:2n-6). As setas contínuas indicam a rota de síntese 

do EPA, DHA e ARA. As setas tracejadas sinalizam as possíveis rotas alternativas 

(Castro et al., 2012).    
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2.4 Metabolismo de lipídeos 

 

 

 O processo de digestão, absorção e transporte dos lipídeos em peixes é similar 

aos mamíferos (Holtta-Vuori et al., 2010). A digestão lipídica ocorre principalmente na 

região proximal do instestino. Os lipídios ingeridos passam por uma hidrólise 

extracelular realizados por lipases no lúmen intestinal para liberar ácidos graxos que são 

absorvidos na parede em escova dos enterócitos, enquanto que os ácidos graxos maiores 

que 12 carbonos e monoglicerídeos são clivados e emulsionados por sais biliares para 

formar a micela, que são transportados do lúmen para a borda da escova, onde é 

dissociada a ácido graxo e difundida através da membrana epitelial. Dentro dos 

enterócitos ocorre a reesterificação dos triglicerídios a partir dos ácidos graxos de cadeia 

longa e monoglicerídeos, que são organizados com o colesterol da dieta e proteínas 

específicas para formar agregados de lipoproteínas chamados quilomícrons que se 

difundem para o sangue transportando as gorduras no organismo (Rotta, 2003; Nelson e 

Cox, 2014, Tocher e Glencross, 2015).  

 Os quilomícrons remanescentes movem-se pela corrente sanguínea até o fígado 

onde são degradados por β-oxidação na mitocôndria ou reincorporados em 

triacilglicerol (TAG) quando a dieta contém mais ácidos graxos e colesterol do que a 

quantidade necessária para o uso imediato. Nesta situação, o TAG associa-se à 

apolipoproteínas específicas, formando as lipoproteínas de densidade muito baixa 

(VLDL).  As VLDL são transportadas pelo sangue do fígado para o músculo e tecido 

adiposo, onde são liberados os ácidos graxos e reconvertidos em triacilgliceróis por 

adipócitos e armazenam em gotículas lipídicas intracelulares e os miócitos oxidam esses 

ácidos graxos para geração de energia (Tocher, 2003; Nelson e Cox, 2014, Tocher e 

Glencross, 2015).   

A remoção dos lipídeos da VLDL (acompanhada pela perda de parte das 

apolipoproteínas) converte, gradualmente, uma porção da VLDL em lipoproteínas de 

baixa densidade (LDL), que transporta o colesterol para os tecidos extra-hepáticos ou de 

volta para o fígado. O fígado capta LDL, restante da VLDL e os remanescentes de 

quilomícrons por endocitose mediada por receptor. O excesso de colesterol nos tecidos 

extra-hepáticos é transportado de volta ao fígado como lipoproteínas de alta densidade 

(HDL) (Trattner, 2009; Nelson e Cox, 2014, Tocher e Glencross, 2015). 
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O excesso de lipídeo na dieta em peixes é tipicamente depositado em 

células/tecido adiposo, embora o local exato no corpo varia de acordo com as espécies, 

geralmente o acúmulo ocorre na região intraperitoneal. Em salmão e arenque o excesso 

de lipídeos é depositado no músculo e, no bacalhau, o armazenamento é 

predominantemente no fígado (Tocher e Glencross, 2015).   

 

 

2.5 β-oxidação ácidos graxos 
 

 

 Considerando que a biossitense de ácidos graxos acontece no citosol, o 

catabolismo oxidativo, que é a principal fonte de energia em muitas espécies de peixes, 

ocorre nas mitocôndrias e nos peroxissomos, processo denominado de β-oxidação 

(Tocher e Glencross, 2015).   

 Como o acetil-CoA é o substrato básico para a β-oxidação, as células devem 

primeiramente converter o ácido graxo em seus ésteres de CoA, usando acetil-CoA-

sintase. Os ácidos graxos transportados para a mitocôndria na forma de acetil-carnitina, 

formados através da enzima carnitina-palmitoil-transferase-1 (CPT-1), são convertidos 

novamente em acetil-graxo-CoA. Esse complexo esquema de transporte fornece um 

nível de controle adicional sobre a oxidação dos ácidos graxos. Regulando a atividade 

da CTP-1, as células controlam a quantidade de ácido graxo que pode ingressar na 

mitocôndria ou peroxissomos para o catabolismo (Moyes e Schulte, 2010). 

 Dentro da organela, os ácidos graxos na forma de acetil-graxo-CoA ingressam 

na via da β-oxidação, onde passam por sequência cíclica de clivagem para liberação de 

moléculas acetil-CoA. Em cada ciclo, são produzidos acetil-CoA e NADH, que serve 

então como um doador de elétrons para a cadeia de transporte, conduzindo a síntese de 

ATP através da fosforilação oxidativa (Tocher e Glencross, 2015).   

 As taxas relativas de oxidação dos ácidos graxos mostram as seguintes ordens de 

preferência: saturado/monoinsaturado> PUFA>LC-PUFA, sendo que os ácidos graxos  

da série n-6 são usados prioritariamente em relação à série n-3, em virtude de 

espeficidade enzimática (Tocher e Glencross, 2015).   
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2.6 Peroxidação lipídica  
 

 

A peroxidação lipídica consiste em uma reação em cadeia na qual oxidantes 

(radicais livres) causam a quebra dos fosfolipídios de membrana que contêm ácidos 

graxos poliinsaturados e quanto maior o grau de insaturação, mais suceptivel a ação 

nociva dos radicais livres (Sargent e al., 2002).  

Os danos da peroxidação lipídica tem sérias consequências para estrutura e 

fluidez da membrana celular com potenciais efeitos patológicos sobre as células e 

tecido, provocando efeitos negativos nos peixes, como redução de crescimento, perda 

de apetite, redução da eficiência alimentar e moratlidade (Sargent e al., 2002; Tocher e 

Glencross, 2015). 

Um dos métodos mais utilizados para determinação da peroxidação lipídica em 

peixes é o ensaio conhecido como TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico), que quantifica a formação de malondialdeido (MDA). O MDA é um dos 

produtos finais da peroxidação lipídica, que reage com o ácido tiobarbitúrico em pH 

ácido e temperaturas elevadas para formar um composto fluorescente de cor rosa, que 

pode ser quantificado em espectrofotômetro (Hermes-Lima, 2004).  

Quando comparados a outros vertebrados, os peixes apresentam níveis de 

peroxidação lipídica semelhantes. Entretanto, esse processo pode apresentar variações 

dependendo do hábito alimentar da espécie, visto que a peroxidação lipídica tende a ser 

menor em peixes herbívoros do que nas espécies onívoras, correlacionando-se com a 

menor atividade de enzimas antioxidantes como catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx) (Lackner, 1998). 

 

 

2.7 Óleo de linhaça  

 

 

 A semente de linhaça (Linum usitatissimum L.) é obtida a partir do linho, uma 

herbácea pertencente à família das Lináceas, sendo uma das plantas mais antigas 

cultivadas pelo homem (Monego, 2009).  Documentos históricos mostram que a 

semente de linhaça era utilizada para consumo e a planta do linho era empregada para 

tratar ferimentos (Credidio, 2005; Braga e Medonga, 2010). 

A linhaça está a emergir como um importante ingrediente alimentar funcional, 

devido aos potenciais benefícios à saúde associados com alguns de seus componentes 
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biologicamente ativos, capazes de atuar sobre o organismo, promovendo melhorias no 

funcionamento digestivo, no controle da glicose e na redução de colesterol, além de 

apresentar ações imunomoduladoras e anti-inflamatórias (Goyal et al., 2014). São fonte 

rica em ácido α-linolênico, fibras solúveis e insolúveis, além de lignanas 

fitoestrogênicas (Ivanova et al.,2011; Singh et al.,2011; Alhassane e Xu, 2010).  

A produção do óleo de linhaça é realizada por prensagem a frio seguida de 

extração por solvente orgânico (Hexano) para aumentar a recuperação do óleo (Bozan e 

Temelli, 2002). Dentre os óleos vegetais, o óleo de linhaça é uma das fontes mais ricas 

em ácido α-linolênico, com aproximadamente 57% dos ácidos graxos totais e ainda 

estão presentes o ácido linoleico (16%), o ácido oleico (18%) e ácidos graxo saturados 

(9%) (Ganorkar et al., 2013) e possui uma execelente proporção de ácidos n-6/n-3 de 

aproximadamente 0,3:1 (Pellizzon et al., 2007). 

Devida a essa composição, o óleo de linhaça apresenta grande potencial para o 

emprego na alimentação de organismos aquáticos por ser fonte importante de ácido α-

linolênico precursor de EPA e DHA, podendo proporcionar benefícios tanto para o 

desempenho animal, quanto para a saúde. 

 

 

2.8 Radicais livres e antioxidantes  

 

 

 Um radical livre pode ser definido como qualquer espécie molecular com 

existência independente que possui um ou mais elétrons não pareados nos orbitais 

externos. Esta configuração o torna instável e altamente reativo com a capacidade de 

doar ou receber elétrons de outras moléculas, portanto comportando-se como oxidante 

ou redutor (Halliwell e Gutteridge, 1999; Flora, 2009; Lobo et. al., 2010).  

 Os radicais livres são derivados de oxigênio e nitrogênio e estes radicais podem 

servir para a formação de outras espécies químicas que, embora não tenham elétrons 

desemparelhados, são muito reativas em decorrência da sua instabilidade estrutural 

(Ribeiro, 2005). Por essa razão, espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas 

de nitrogênio (ERN) são o termo mais apropriado para designar espécies reativas na 

forma de radical livre ou não-radical (Ribeiro et al., 2008).  

Assim, os ERRO’s abrangem os radicais de oxigênio como radical hidroxil 

(•OH) e radical superóxido (O2
−), e os não-radicais, como peróxido de hidrogênio 

(H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), ozônio (O3) e oxigênio singlete (1O2)2 (Berra et al., 
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2006). As ERN’s incluem o óxido nítrico (NO•), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso 

(HNO2), nitritos (NO2
−), nitratos (NO3

−) e peroxinitritos (ONOO−) (Barreiros et al., 

2006). 

 Os ERO's e outros radicais livres são produzidos continuamente a partir de 

processos metabólicos essenciais no organismo como resultado das reações de oxido-

redução ou por fontes externas (Karakaya et al., 2001; Lobo et. al., 2010). As 

mitocôndrias são as maiores produtoras de radicais livres, sendo o ânion superóxido 

(O2
-) comumente gerado, a partir de elétrons que escapam da cadeia transportadora das 

mitocôndrias. Outra fonte de radicais livres no organismo são as células do sistema 

imunológico, produtoras de enzimas NADPH Oxidase (Nox) que produzem uma grande 

quantidade de O2
- capazes de matar microrganismos invasores (Magder, 2006; Hekimi 

et al., 2011; Lambeth e Neish, 2014).  

Em condições fisiológicas normais, esses elementos são benéficos e 

indispensáveis, desempenhando um importante papel como mensageiros em vias de 

sinalização de insulina, hormônio de crescimento, citocinas e até mesmo controlar a 

expressão de alguns grupos de genes envolvidos no metabolismo mitocondrial. Atuam 

também na fisiologia cerebral, nos sistemas imune, vascular e digestivo e produção de 

hormônios (Brown 2009; Sohal et al 2012; Hekimi et al., 2011; Lambeth e Neish 2014). 

Em contraste, o excesso de radicais livres promove efeitos deletérios ao organismo, 

atacando macromoléculas importantes que conduzem a danos celulares e perturbações 

da homeostase. Os alvos de radicais livres incluem todos os tipos de moléculas, entre 

eles, lipídios, ácidos nucleicos e proteínas (Flora, 2009; Lobo et al., 2010).  

Quando ocorre um desequilíbrio entre a produção e eliminação dos radicais 

livres, prejudicando o metabolismo e regulação celular, caracteriza-se o estresse 

oxidativo (Lushchak, 2014). Para evitar os danos causados pelos radicais, o organismo 

desenvolveu uma complexa rede de defesa composta por substâncias que agem para 

prevenir as ações oxidativas aos componentes celulares, denominados de antioxidantes 

(Sies, 1997; Vertuani et al., 2004). 

Por definição, os antioxidantes são substâncias presentes em baixas 

concentrações, comparadas ao substrato oxidável, o qual possui a capacidade de 

prevenir ou retardar a oxidação daquele substrato (Hallwell, 2007).  Esses agentes 

podem ser classificados em enzimáticos e não enzimáticos (Urso e Clarkson, 2003). O 

sistema enzimático consiste na primeira via de defesa antioxidante, evitando o acúmulo 

do radical superóxido e peróxido de hidrogênio, sendo representadas principalmente 



19 
 

pela enzima catalase (CAT), superóxido desmutase (SOD) e glutationa peroxidase 

(GPx) (Vasconcelos et al., 2007).  

A CAT é uma hemoprotéina que catalisa a redução do peróxido de hidrogênio a 

oxigênio e água, sendo presente em todos os tecidos, podendo ser encontrada em 

grandes concentrações no fígado. A CAT encontra-se associada em grandes quantidades 

ao peroxissomo, a principal organela responsável pela desintoxicação celular e pela 

oxidação de ácidos graxos de cadeia longa (Goth et al., 2004; Nelson e Cox, 2014). É 

um importante marcador de estresse oxidativo, por ser uma enzima que apresenta 

elevada atividade quando o organismo se encontra em condições fisiológicas 

inadequadas (Chandran et al., 2005; Avilez et al., 2008). 

A enzima SOD é uma metaloenzima que catalisa a dismutação do superóxido a 

oxigênio e peróxido de hidrogênio. Representa, portanto, uma das mais importantes 

defesas antioxidantes enzimáticas existentes em praticamente todas as células expostas 

ao oxigênio (Haliiwell e Gutteridge, 2005). Existem diferentes tipos de SOD que 

diferem quanto à estrutura, distribuição e metal ligados a ela. Nos peixes, assim como 

nos demais animais, existem duas formas que contém cobre e zinco (CuZn-SOD) 

presente no citoplasma e no espaço intermembranoso mitocondrial (Hermes-Lima, 

2004). 

A SOD apresenta grandes diferenças em atividades entre tecidos e espécies de 

peixes, sendo que sua maior atividade ocorre em peixes marinhos em comparação com 

peixes de água doce (Wilhelm-Filho, 1996). A respeito de ambientes contaminados, a 

atividade tende a ser maior em peixes de locais poluídos, sugerindo que sua atividade 

pode ser usada para medir a severidade do impacto ambiental (Van Der OOst et al., 

2003). 

A GPx é a principal peroxidase em peixes, sendo um importante biomarcador, 

pois demostra resultados expressivos em diversas situações de estresse, por exemplo, o 

aumento acentuado na atividade da GPx em vários tecidos de carpa expostas a 

agrotóxicos (Stegeman et al., 1992; Cogo et al., 2009). Sua ação ocorre através da 

redução de diferentes peróxidos, como peróxido de oxigênio e hidroperóxidos de ácidos 

graxos, a água ou álcool (Halliwell, 2007). A GPx também existe sob duas formas: 

dependente e independente de selênio e pode apresentar-se no citoplasma ou na 

mitocôndria (Hermes-Lima, 2004, Green et al., 2004) 

Com relação ao sistema de defesa não enzimático, este pode ser agrupado em 

compostos produzidos in vivo, como glutationa (GSH) e ácido úrico, e também 
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compostos dietéticos, entre os quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos 

fenólicos. O ácido ascórbico (vitamina C), o α-tocoferol e β-caroteno, precursores das 

vitaminas E e A, respectivamente, são compostos vitamínicos potencialmente 

antioxidantes. Entre os minerais, destacam-se o zinco, cobre, selênio e magnésio 

(Prasad et al., 2007; Vasconcelos et al., 2007; Barbosa et al., 2010). 

A GSH é um antioxidante hidrossolúvel, reconhecido como o tiol não protéico 

mais importante no sistema de defesa contra o estresse oxidativo, estando presente em 

altas concentrações no meio intracelular (Birben et al., 2012). A GSH mostra seus 

efeitos em diversos processos metabólicos como da detoxificação de xenobióticos, 

eliminação de produtos da lipoperoxidação, transporte de aminoácidos, atua como 

coenzima em várias reações enzimáticas e é requerida para a síntese de proteínas e 

ácidos nucleicos (Macella et al., 2005; Park e You, 2010). 

A vitamina C, é um eliminador de radicais livres solúvel em água. Além disso, 

regenera a vitamina E nas membranas celulares em combinação com GSH ou compostos 

capazes de doar redutores equivalentes (Nimse e Pal, 2015). A vitamina E lipossolúvel é 

concentrada no interior da membrana celular, no meio hidrofóbico, sendo a principal 

defesa contra a lesão da membrana induzida por oxidante. A vitamina E doa elétrons 

para o radical peroxil, que é produzido durante a peroxidação lipídica (Birben et al., 

2012).   

Os carotenóides desempenham um papel importante na proteção das membranas 

celulares e das lipoproteínas contra os radicais livres devido à sua atividade de eliminação do 

radical peroxil, gerados no processo de peroxidação lipídica que podem danificar os lipídeos 

na parede celular (Nimse e Pal, 2015).  

 

 

2.9 Óleos essenciais  
 

 

Os óleos essenciais (OE) são compostos naturais, voláteis e complexos, 

caracterizados por um forte odor e são formados por plantas aromáticas, como resultado 

de processos metabólítos secundários (Bakkali et al., 2008). Os componentes presentes 

nestes óleos são divididos em dois grupos, onde o principal grupo é composto por 

terpenos e terpenóides e o outro por constituintes alifáticos e aromáticos de baixo peso 

molecular.  As principais classes de terpenos são: monoterpenos, sesquiterpenos, 

diterpenos, triterpenos e os terpenóides (terpenos oxigenados). Os compostos 
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aromáticos e alifáticos ocorrem com menor frequência, quando comparados aos 

terpenos. Estes são derivados do fenilpropano e incluem os aldeídos, alcoóis, fenóis, 

derivados metoxilados e derivados dioxi-metilenos (Bakkali et al., 2008; Carson e 

Hammer, 2011). 

Os óleos essenciais podem estar presentes em diferentes partes do vegetal, tais 

como folhas, flores, ramos, frutos, rizomas e raízes. Após sua biossíntese, são 

armazenados em células e dutos, canais e bolsas secretoras, além de tricomas e 

glândulas, sendo comumente extraídos através do método de destilação a vapor (Burt, 

2004; Edris, 2007). A composição química do óleo pode variar, dentre outros fatores, 

conforme a espécie e partes de um mesmo vegetal (Miranda et al., 2016).  

Recentemente, em virtude de suas propriedades antioxidantes, a maioria dos 

óleos essenciais tem sido reconhecida como poderosos antioxidantes com potencial 

substituto aos produtos sintéticos (Cansian et al., 2010).  Frente a isso, as indústrias de 

alimentos têm empregado estes óleos ou compostos isolados para proteção oxidativa e 

deterioração lipídica, o que afeta diretamente a vida de prateleira de muitos produtos 

(Miranda et al., 2016). Ainda assim, a quantidade de óleos essenciais utilizadas foi 

determinante para a aceitação, pois aromas fortes de óleos essenciais podem ser 

transmitidos aos produtos alimentícios (Chouliara et al., 2007 ).  

Além disso, os compostos antioxidantes presentes nos óleos essenciais, como 

taninos, compostos fenólicos, carotenoides, vitaminas e entre outras (Gian et al., 2012; 

Govardhan-Singh et al., 2013;), desempenham um importante papel no sistema 

imunológico (Gökmen et al., 2009). Tais compostos podem atuar de diferentes modos, 

por eliminação de radicais livres ou evitando a decomposição de peróxidos, bem como 

pela complexação de íons metálicos com elevado poder de oxidação (Oliveira et al., 

2009). 

Neste sentido, o óleo de cravo (Eugenia caryophyllus) é um óleo essencial que 

contém uma variedade de compostos bioativos, sendo seu constituinte majoritário o 

eugenol (2-metoxi-4alifenol), que apresenta forte atividade antioxidante e 

antimicrobiana (Mulla et al., 2017). Teixeira et al. (2013) avaliaram a capacidade 

antioxidante de 17 óleos essenciais comerciais, dentre eles, o óleo de cravo, o qual 

revelou a maior atividade antioxidante. Recentemente, Biondo et al. (2017) relataram 

que os maiores valores de capacidade antioxidante foram encontrados nos óleos 

essenciais extraídos de especiarias de cravo, destacando o óleo essencial obtido a partir 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Folha_(bot%C3%A2nica)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669012004475#bib0050
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das folhas, que apresentou resultados superiores de atividade antioxidante nos ensaios 

DPPH, ABTS e ORAC, no conjunto de 18 amostras de óleos. 

Como aditivo alimentar, o eugenol foi classificado pela Food and Drug 

Administration (FDA) dos EUA como uma substância considerada segura a níveis não 

superiores a 1500 ppm. Além disso, o comitê de especialistas em aditivos alimentares 

da Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu a ingestão humana diária 

aceitável de óleo de cravo em 2,5 mg Kg-1 de peso corporal (Gülçin et al., 2012).  

Nos últimos anos, vários estudos relatam resultados positivos na utilização de 

óleos essenciais como aditivos alimentares na nutrição animal. Esses produtos têm 

grande potencial para serem utilizados na aquicultura devido aos seus efeitos benéficos 

reconhecidos, tais como promoção do crescimento, estimulação do apetite, efeitos 

imunomoduladores e antioxidantes, bem como atividades antiparasitárias e 

antibacterianas (Sutili at al., 2017). 

A suplementação dietética com óleos essenciais de manjericão (Ocimum 

gratissimum) e gengibre (Zingiber officinale) foi útil para aumentar o crescimento, 

respostas imunes e resistência à doença em tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus) 

(Brum et al., 2017). O óleo essencial de alho (Allium sativum) e erva-doce (Foeniculum 

vulagare) foi capaz de melhorar a conversão alimentar e a taxa de eficiência proteica 

para esta mesma espécie (Hassaan e Soltam, 2016).  

Nos últimos anos, o óleo essencial de cravo tem sido reconhecido como um 

anestésico eficaz para sedação de peixes em procedimentos invasivos ou não invasivos 

(Gülçin et al., 2012, Rodrigues et al., 2015). Apesar do seu potencial biológico, são 

raros os estudos com objetivo de avaliá-lo como aditivo alimentar.  Os óleos essenciais 

extraídos da canela (Cinnamomum verum), cravo (Syzygium aromaticum), gengibre 

(Zingiber officinale) e manjericão (Ocimum sanctum) foram adicionados em dietas para 

tilápias do Nilo e investigados quanto a sua atividade antimicrobiana e modo de ação 

contra infecção de Lactococcus garvieae. De todos os óleos testados, o óleo de cravo 

teve o efeito inibidor mais forte, indicado protetor na infecção de L. garvieae na tilápia 

e o potencial para substituir os antibióticos para o controle da doença 

(Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2009). Desse modo, são importantes as 

pesquisas que visam alternativas, como produtos naturais, potenciais para a utilização 

em sistemas aquícolas, que possam garantir o bem-estar aos animais, refletindo em 

melhoras zootécnicas.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

 Avaliar no zebrafish o efeito da combinação do óleo de linhaça, como fonte de 

ácido α-linolênico e óleo essencial da folha de cravo como antioxidante na proteção dos 

ácidos graxos, de forma que possibilite a maior retenção dos ácidos graxos da serie n-3 

no músculo dos peixes.  

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

• Avaliar, in vitro, a capacidade antioxidante das dietas experimentais;  

• Analisar o crescimento dos animais; 

• Avaliar a incorporação dos ácidos graxos no músculo; 

• Avaliar a atividade de marcadores antioxidante no fígado; 

• Avaliar o processo de peroxidação lipídica no fígado;  

• Avaliar a expressão de gene PPARα e SREBP-2, relacionado com a β-oxidação 

dos ácidos graxos e síntese do colesterol, respectivamente. 
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4. CAPITULO I 

 
Óleo de linhaça e óleo essencial da folha de cravo em dietas para 

zebrafish1 
 

Resumo -    

 

O óleo de linhaça é reconhecido como a fonte vegetal mais rica em ácido α-linolênico, 

que são suceptiveis à ação nociva de radicais, sendo necessário uma proteção oxidativa. 

O óleo essencial da folha de cravo possui forte capacidade antioxidante, podendo atuar 

como agente de proteção contra os efeitos deletérios dos radicais livres. O presente 

estudo utilizou o zebrafish para avaliar os efeitos da dieta contendo a combinação do 

óleo de linhaça (OL) e óleo essencial da folha de cravo (OEFC). Os resultados 

mostraram que as dietas contendo OEFC apresentaram maiores atividades 

antioxidantes. O crescimento do zebrafish foi melhorado com aumento dos níveis do 

OL. Houve aumento na incorporação de ácidos graxos da série n-3 no músculo, 

concomitante aos níveis elevados do OL e do OEFC. Atividade do superóxido 

desmutase (SOD) e catalase (CAT) foi reduzida com níveis do OL e OEFC. O conteúdo 

da glutationa foi menor no tratamento com 0,5% do OEFC em combinação com OL. A 

peroxidação lipídica foi menor no tratamento com 0,5% do OEFC. Os genes PPAR-α e 

SREBP-2 apontaram o mesmo comportamento, onde os tratamentos com 9 e 0,5% de 

OL e OEFC foram superiores aos demais. Portanto, recomenda-se uso combinado de 

9% do OL com 0,5% do OEFC para zebrafish. 

 

Palavras-chave: Antioxidante, ácido α-linolênico, Danio rerio. 

 

 

 

1 

                                                           
1Artigo redigido de acordo com as normas do periódico cientifico Scientific Reports 
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Introdução 

 

Os peixes, assim como os demais vertebrados, não podem realizar a síntese do 

ácido linoleico (18:2n-6) e α-linolênico (18:3n-3) por não possuirem a enzima 

dessaturase específica, tornando-os ácidos graxos essenciais e, portanto, devem ser 

fornecidos pela dieta para evitar deficiências nutricionais1,2, pois são fundamentais para 

o crescimento normal e sobrevivência dos animais3. 

Em comparação com outros óleos vegetais, o óleo de linhaça se distingue por ser 

a fonte mais rica em ácido α-linolênico4, precursor do ácido eicosapentaenóico (EPA) e 

docosahexaenóico (DHA), que são fisiologicamente importantes com função 

imunológica5.  

Quantidades excessivas na dieta de ácidos graxos poliinsaturados como α-

linolênico podem elevar o índice de insaturação de lipídios nos tecidos dos peixes e 

torná-los propensos a ataque de radicais livres (EROS)6, que são gerados como 

subprodutos do metabolismo celular normal de oxigênio ou por tensões externas.  Estes 

EROS, tais como peróxido de hidrogênio, superóxido e hidroxilo podem atacar a 

membrana fosfolipídica das células, reagir com proteínas celulares e ácidos nucleicos e 

danificá-las, levando à imunossupressão7. 

Para proteger as células dos danos, o organismo desenvolveu mecanismos de 

proteção, como ação das enzimas antioxidantes, como catalase (CAT), glutationa-

peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e 

superóxido dismutase (SOD)8. Quando a taxa de produção de EROS é maior do que a 

capacidade de eliminação do sistema defesa, torna-se necessário um antioxidante 

exógeno, que pode ser oriundo da dieta.  A esse respeito, o óleo de cravo apresenta a 

maior capacidade antioxidante, dentre os óleos essenciais comumente comercializados9.  

O constituinte principal do óleo de cravo é o eugenol, ao qual são atribuídas 

muitas das propriedades antioxidantes10. Gülçin et al.11 mostraram que o óleo de cravo 

inibiu 97,3% de peroxidação lipídica na emulsão de ácido linoleico a uma concentração 

de 15 μg mL-1. O efeito protetor de 0,5% óleo de cravo na dieta foi relatado em alevinos 

de carpa rohu (Labeo rohita) através da redução da atividade SOD e do nível de 

peroxidação lipidíca12. 

O zebrafish é um modelo experimental consolidado em diversas áreas de 

pesquisa, sendo utilizado em ensaios de biomedicina a toxicologia13,14. Recentemente, 

vem sendo considerado como modelo para investigação na aquicultura em estudos de 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535210001899


38 
 

nutrição, reprodução, bem-estar15,16. Entre as vantagens desse modelo, estão a facilidade 

de manejo na criação, alta capacidade reprodutiva, rápido desenvolvimento e genoma 

sequenciado15,17. 

No presente estudo, o zebrafish foi utilizado para avaliar os efeitos da 

combinação do óleo de linhaça e do óleo essencial da folha de cravo sobre o 

crescimento dos peixes, incorporação de ácidos graxos no músculo, estresse oxidativo, a 

peroxidação lipídica e expressão de genes envolvidos β-oxidação e síntese do colesterol. 

 

Resultados 

 

• Determinação da capacidade antioxidante das dietas 

 

 O resultado demonstra efeito de interação entre os fatores (p<0,05), onde os 

tratamentos contendo 1% do OEFC embora combinado com 3, 6 ou 9% do OL 

apresentaram médias superiores às dietas com 0,5%. Além disso, a associação do OL e 

OEFC proporcionaram aumento significativo (p<0,05) na capacidade antioxidante das 

dietas, em comparação ao tratamento controle com aumento médio de 270% (Tabela 1).  

    

Tabela 1: Avaliação da capacidade antioxidante das dietas contendo óleo de linhaça e 

óleo essencial da folha de cravo analisados através do ensaio de DPPH. 

Resposta 
Valor 

de p 

Óleo de 

linhaça (%) 

Óleo essencial folha de cravo (%) 

0,00 0,50 1,00 

DPPH <0,001* 

0,00 13,70±0,13  - - 

3,00 - 37,28±1,27 Bb** 49,91±1,51 Aa** 

6,00 - 41,52±1,44 Ab** 49,93±1,75 Aa** 

9,00 - 37,84±1,75 Bb** 51,43±0,97 Aa** 

Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Valores seguidos de letras maiúsculas distintas 

na coluna e letras minúsculas distintas na linha são estatisticamente diferentes (p<0,05). (*) indica efeito 

de interação (p<0,05). (**) difere significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

 

 

• Desempenho produtivo 

 

 Nenhuma mortalidade foi observada durante o experimento, portanto a 

sobrevivência foi de 100% em todos os tratamentos. Não houve efeito de interação entre 

os fatores (p>0,05), somente efeito isolado para o OL sobre o peso final e ganho em 

peso (p<0,05) (Tabela 2), contribuindo para aumento das respectivas características. Os 

peixes alimentados com OL e OEFC apresentaram melhore em comparação com o 

grupo controle.  
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Tabela 2: Avaliação das características de crescimento de zebrafish (Danio rerio) 

alimentados com dietas experimentais contendo óleo de linhaça (OL) e óleo essencial 

da folha de cravo (OEFC). 

 

Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Valores seguidos de letras distintas na coluna 

são estatisticamente diferentes (p<0,05). (*) indica efeito isolado dos fatores (p<0,05). (**) difere 

significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

 

 

O comprimento total final (CF) e a taxa de crescimento específico (TCE) 

mostraram efeito de interação (p<0,05) (Tabela 3). Para a taxa de crescimento 

específico, a melhor reposta foi a combinação de 6% do OL e 0,5% do OEFC, sendo 

que somente os tratamentos com 3% do OL e 0,5 ou 1% do OEFC foram iguais ao 

controle (p>0,05). O comprimento final mostrou aumento com níveis do OL, mesmo 

que associado com 0,5 ou 1% do OEFC. Somente o tratamento incluído 3% do OL com 

0,5% do OEFC foi igual ao grupo controle (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Componentes 
Resposta  

GP (g) PF (g) 

Efeitos    

Linhaça 0,017* <,0001* 

Cravo 0,122ns 0,122ns 

Fatores    

Controle 0,08±0,01  0,37 ± 0,01 

OL    

3% 0,15±0,03 b** 0,44±0,03 b** 

6% 0,22±0,05 a** 0,50±0,06 a** 

9% 0,21±0,03a** 0,50±0,04 a** 

OEFC    

0,5% 0,21±0,06** 0,50±0,06** 

1% 0,17±0,01** 0,46±0,03** 
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Tabela 3: Avaliação das características de crescimento de zebrafish (Danio rerio) 

alimentados com dietas experimentais contendo óleo de linhaça (OL) e óleo essencial 

da folha de cravo (OEFC). 

Resposta 
Valor 

de p 

Óleo de 

linhaça (%) 

Óleo essencial folha de cravo (%) 

0,00 0,50 1,00 

TCE  

(% de 

peso dia-1) 

0,002* 

0,00 0,46±0,07 - - 

3,00 - 0,74±0,15 Ba 0,78±0,14 Aa 

6,00 - 1,15±0,15 Aa** 0,85±0,09 Ab** 

9,00 - 1,04±0,13 ABa** 0,93±0,12 Aa** 

      

CF (mm) <0,001* 

0,00 31,07±1,65 - - 

3,00 - 33,23±1,29 Bb 34,16±1,59 Bb** 

6,00 - 34,79±1,12 ABa** 34,23±1,29 Ba** 

9,00 - 36,38±1,35 Aa** 36,89±1,02 Aa** 

Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Valores seguidos de letras maiúsculas distintas 

na coluna e letras minúsculas distintas na linha são estatisticamente diferentes (p<0,05). (*) indica efeito 

de interação (p<0,05). (**) difere significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

 

 

• Incorporação dos ácidos graxos no músculo de zebrafish 

  

Os ácidos graxos saturados não diferiram entre os tratamentos (p>0,05). A soma 

dos ácidos monoinsaturados, araquidônico (ARA, 20:4n-6) e da série n-6 apresentaram 

efeito isolado (p<0,05) (Tabela 4). O teor de ácido graxo monossaturado aumentou com 

os níveis crescentes do OL e não houve diferença dos tratamentos com o grupo controle 

(p>0,05). O conteúdo de ARA e o n-6 reduziu-se com a inclusão do OL. A média do 

grupo controle foi significativamente superior aos demais tratamentos (p<0,05), exceto 

para o nível de 3% do OL para a série n-6 (Tabela 4). 
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Tabela 4: Perfil de ácidos graxos (% do total) no músculo de zebrafish (Danio rerio) 

alimentados com dieta contendo óleo de linhaça (OL) e o óleo essencial da folha de 

cravo (OEFC). 

Componentes 
Ácido graxo 

1∑Sat 2∑Mono 20:4n-6 n-6 

Efeitos     

Linhaça 0,293ns 0,018* <0,001* <0,001* 

Cravo 0,104ns 0,338ns 0,550ns 0,729ns 

Fatores     

Controle 27,89±1,04 37,80±1,85 2,80±0,15 27,70±<0,01 

OL     

3% 27,74±1,39 36,39±1,28 b 2,35±0,20 a** 27,71±1,03 a 

6% 27,61±1,31 38,31±1,54 a 1,72±0,24 b** 22,46±0,61 b** 

9% 26,94±1,18 39,26±1,37 a 1,43±0,13 c** 18,64±0,65 c** 

OEFC     

0,5% 28,12±0,99 38,28±1,05 1,86±0,47** 22,75±3,22** 

1% 26,74±0,81 37,72±1,11 1,80±0,42** 22,93±4,58** 

1ΣSat: soma dos ácidos graxos saturados.2ΣMono soma dos ácidos graxos monoinsaturados. Os dados são 

apresentados como média ± desvio padrão. Valores seguidos de letras distintas na coluna são 

estatisticamente diferentes (p<0,05). (*) indica efeito isolado dos fatores (p<0,05). (**) difere 

significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

 

O ácido linoleico (18:2n-6) mostrou efeito de interação (p<0,05), diminuindo 

com adição do OL nas dietas, embora associados com 0,5 ou 1% do OEFC. 

Diferentemente da dieta contendo 3% do OL e 0,5% OEFC, os demais tratamentos 

foram significativamente menores que o grupo controle (p<0,05) (Tabela 5). 

 O ácido eicosadienóico (20:2n-6) apresentou efeito de interação entre os fatores 

(p<0,05). Tratamentos contendo 0,5% do OEFC reduziram-se com a inclusão do OL. 

De modo semelhante, houve redução desde ácido com aumento de 6 para 9% OL em 

conjunto com 1% do OEFC. Somente a combiçao de 6% do OL com 0,5 e 1% do OEFC 

foram iguais (p>0,05). Para os demais tratamentos, a associação com 1% OEFC 

apresenta médias inferiores (Tabela 5). A incorporação do ácido eicosadienóico foi 

menor nos peixes alimentados com dietas incluídas com OL e OEFC comparadas ao 

controle. 

Houve efeito de interação para o ácido dihomo-gamma-linolenico (20:3n-6) 

(p<0,02), onde foi reduzido com os níveis crescentes do OL conciliado com 1% do 

OEFC. Apenas os tratamentos com 6% do OL com 0,5 e 1% do OEFC foram iguais. Os 

tratamentos 3 e 6% de OL com 0,5% do OEFC foram iguais ao controle (p>0,05) 

(Tabela 5). 
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A quantidade dos ácidos α-linolênico (ALA, 18:3n-3), eicosapentaenóico (EPA, 

20:5n-3) e ácido docosaexanóico (DHA, 22:6n-3) aumentaram concomitantemente com 

os níveis de inclusão do OL e OEFC, apontando médias significativamente superiores 

ao grupo controle (p<0,05). Deste modo, os ácidos graxos da série n-3 apresentaram 

efeito de interação (p<0,05). O aumento da série n-3 no músculo de zebrafish foi em 

conjunto com a inlusão do OL e do OEFC, exceto para fator OEFC com 6% de OL que 

são iguais (p>0,05). A relação n-6/n-3 exibiu efeito de interação (p<0,05), reduzindo-se 

com a adição do OL e OEFC. Os tratamentos com 3% do OL foram superiores ao grupo 

controle e os demais, significativamente menores (p<0,05) (Tabela 5). 
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Tabela 5: Perfil de ácidos graxos (% do total) no músculo de zebrafish (Danio rerio) 

alimentados com dieta contendo óleo de linhaça (OL) e o óleo essencial da folha de 

cravo (OEFC). 

Ácido 

graxo 

Valor de 

p 

Óleo de 

linhaça (%) 

Óleo essencial folha de cravo (%) 

0,00 0,50 1,00 

18:2n-6 <,001* 

0,00 22,72±1,25 - - 

3,00 - 22,30±0,51 Aa 21,97±2,06 Ab** 

6,00 - 19,13±0,76 Ba** 19,35±0,14 Ba** 

9,00 - 15,32±0,20 Ca** 15,56±0,55 Ca** 

      

20:2n-6 0,016* 

0,00 0,48±0,05 - - 

3,00 - 0,29±<0,01 Aa** 0,20±0,02 Ab** 

6,00 - 0,22±<0,01 Aa** 0,21±<0,01 Aa** 

9,00 - 0,21±0,01 Ba** 0,18±<0,01 Ab** 

      

20:3n-6 <,001* 

0,00 1,68±0,10 - - 

3,00 - 1,52±0,07 Aa 1,38±0,11 Ab** 

6,00 - 1,57±0,03 Aa 1,14±0,07 Ba** 

9,00 - 1,30±0,06 Ba** 0,87±0,02 Cb** 

      

18:3n-6 <,001* 

0,00 2,45±1,09 - - 

3,00 - 4,10±0,06 Cb** 5,20±0,11 Ca** 

6,00 - 7,17±0,58 Bb** 7,70±0,09 Ba** 

9,00 - 9,96±0,43 Ab** 11,17±0,61 Aa** 

      

20:5n-3 0,005* 

0 0,16±<0,01 - - 

3,00 - 0,31±0,05 Cb** 0,42±0,02 Ca** 

6,00 - 0,58±0,03 Ba** 0,60±0,02 Ba** 

9,00 - 0,69±0,06 Ab** 0,87±0,02 Aa** 

      

22:6n-3 0,003* 

0,00 2,06±0,10 - - 

3,00 - 3,04±0,56 Ba** 3,31±0,09 Ba** 

6,00 - 3,66±0,29 Aa** 3,53±0,09 Ba** 

  9,00 - 3,33±0,18 Ab** 4,31±0,01 Aa** 

      

n-3 0,008* 

0,00 4,67±0,23 - - 

3,00 - 7,45±0,67 Cb** 8,94±0,21 Ca** 

6,00 - 11,42±0,31 Ba** 11,83±0,08 Ba** 

9,00 - 13,97±0,67 Ab** 16,35±0,59 Aa** 

      

n6/n3 0,005* 

0,00 2,26±0,04 - - 

3,00 - 3,57±0,30 Aa** 3,16± 0,23 Ab** 

6,00 - 1,98±0,12 Ba** 1,88±0,04 Ba** 

9,00 - 1,32±0,08Ca** 1,11±0,03 Cb** 
1ΣSat: soma dos ácidos graxos saturados.2ΣMono soma dos ácidos graxos monoinsaturados. Os dados são 

apresentados como média ± desvio padrão. Valores seguidos de letras maiúsculas distintas na coluna e 

letras minúsculas distintas na linha são estatisticamente diferentes (p<0,05). (*) indica efeito de interação 

(p<0,05). (**) difere significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p<0,05 

• Avaliação da atividade antioxidante e nível de peroxidação  
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 A atividade da SOD apresentou efeito isolado para os ambos os fatores (p<0,05) 

e a CAT apontou efeito isolado apenas para o OL (p<0,05). A SOD e CAT mostraram 

decréscimo na sua atividade, conforme o aumento dos níveis do OL e OEFC nas dietas. 

A ação destas enzimas foi significativamente menor com relação tratamento controle 

(p<0,05) (Tabela 6).  

O TBARS apresentou efeito isolado (p<0,05), com diminuição da concentração 

de acordo com os níveis do OEFC. Os resultados mostram redução no nível de TBARS 

nos tratamentos com OL ou OEFC comparados ao grupo controle (p<0,05) (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Marcadores antioxidantes e peroxidação lipídica (TBARS) avaliados em 

zebrafish (Danio rerio) alimentados com dietas experimentais contendo óleo de linhaça 

(OL) e óleo essencial da folha de cravo (OEFC). 

Componentes 
Marcadores antioxidantes  

1SOD 2CAT 3TBARS 4GPx 

Efeito     

Linhaça 0,004* 0,021* 0,446ns 0,631ns 

Cravo <,001* 0,228ns 0,043* 0,664ns 

Fatores     

Controle  1,98±0,12 11,98 ±0,73 3,17±0,58 172,15±19,20 

Linhaça     

3% 1,13±0,32 a** 3,47±0,99 a** 2,16±0,61** 137,18±28,60 

6% 0,92±0,47 ab** 3,59±1,11a** 1,79±0,55** 155,60±17,69 

9% 0,64±0,25 b** 1,90±1,42b** 1,90±0,27** 144,16±38,97 

Cravo     

0,5% 1,51±0,33 a** 3,21±1,34** 2,26±0,51 a** 149,80±28,61 

1% 0,63±0,28 b** 2,88±1,02** 1,89±0,63 b** 142,19±30,67 

1Superóxido desmutase (U de SOD mg-1). 2Catalase (ε, 33,33 M-1 × cm-1). 3Substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (MDA mg-1 de proteína). 4Glutationa peroxidase (ε, 6,22 M-1 × cm-1). Valores seguidos de 

letras distintas na coluna são estatisticamente diferentes (p<0,05). (*) indica efeito isolado dos fatores 

(p<0,05). (**) difere significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

 

 A atividade da GSH exibiu efeito de interação (p<0,05). Quando se observa o 

efeito do OEFC dentro dos níveis do OL, nota-se a redução da atividade da GSH com 

0,5% do OEFC associado com 6 ou 9% de OL (Tabela 7). Além disso, os tramentos 

com 1% do OEFC apresentaram médias superiores ao controle, contrariamente às dietas 

com 0,5%. 
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Tabela 7: Atividade da glutationa avaliados em zebrafish (Danio rerio) alimentados 

com dietas experimentais contendo óleo de linhaça (OL) e óleo essencial da folha de 

cravo (OEFC). 

Resposta 
Valor 

de p 

Óleo de 

linhaça (%) 

Óleo essencial folha de cravo (%) 

0,00 0,50 1,00 

1GSH 0,034* 

0,00 2,77 ± 0,32  - - 

3,00 - 2,88±0,20 Aa 3,22±0,54 Ba** 

6,00 - 2,53±0,23 Ab** 3,94±0,31 ABa** 

9,00 - 2,47±0,31 Ab** 4,46±0,53 Aa** 

1Glutationa (μg GSH mg-1). Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Valores seguidos de 

letras maiúsculas distintas na coluna e letras minúsculas distintas na linha são estatisticamente diferentes 

(p<0,05). (*) indica efeito de interação (p<0,05). (**) difere significativamente do controle pelo teste de 

Dunnett (p<0,05 

 

 

• Análise de expressão gênica 

 

 Os genes avaliados exibiram efeito de interação entre os fatores (p<0,05), onde o 

PPAR-α e SREBP-2 apresentaram o comportamento semelhante (Tabela 8). Os grupos 

de peixes alimentados com dieta contendo 9 e 0,5% do OL e OEFC exibiram médias 

superiores aos demais tratamentos. 

 

Tabela 8: Expressão gênica avalidos em zebrafish (Danio rerio) alimentados com dietas 

experimentais contendo óleo de linhaça (OL) e óleo essencial da folha de cravo 

(OEFC).  

Resposta 
Valor 

de p 

Óleo de 

linhaça (%) 

Óleo essencial folha de cravo (%) 

0,00 0,50 1,00 

1PPAR-α 0,010* 

0,00 0,05±0,11 - - 

3,00 - 0,13±0,02 Ba** 0,61±0,45 Aa** 

6,00 - 0,32±0,32 Ba** 0,21±0,03Aa** 

9,00 - 1,12±0,30 Aa** 0,18 ±,28 Ab** 

      

2SREBP-2 <0,001* 

0 0,06±<0,01 - - 

3,00 - 0,11±<0,01 Cb** 0,20±0,03 Aa** 

6,00 - 0,19±<0,01 Ba** 0,50±0,25 Aa** 

9,00 - 2,89±<0,01 Aa** 0,24±0,14 Ab** 

1Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARα). 2Proteína de ligação ao elemento 

regulador de esterol 2 (SREBP-2). Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Valores 

seguidos de letras maiúsculas distintas na coluna e letras minúsculas distintas na linha são estatisticamte 

diferentes (p<0,05). (*) indica efeito de interação (p<0,05). (**) difere significativamente do controle 

pelo teste de Dunnett (p<0,05). 
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Discussão 

 

 O aumento da capacidade antioxidante das dietas está relacionado 

principalmente com a presença de compostos fenólicos existentes no OEFC, o qual é 

constituído por 81 a 86% de eugenol, sendo seu principal representante bioativo com 

capacidade antioxidante18. Estudos anteriores comprovam a atividade antioxidade do 

OEFC através da redução de radicais de DPPH em concentrações inferiores ao 

hidroxitolueno (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA). Além disso, mostrou efeito 

inibitório sobre os radicais hidroxila, como quelante de ferro e na peroxidação 

lipídica19. Um estudo recente relata resultados superiores da capacidade antioxidante do 

OEFC, através de ensaios de DPPH, ABTS e ORAC, no conjunto de 18 amostras de 

óleos essenciais20. 

Os peixes adaptaram-se bem às dietas experimentais, pois não houve 

mortalidade durante o período do estudo com 55 dias de alimentação. Araújo et al.21 

também mencionam que não houve mortalidade em zebrafish submetidos a um teste de 

alimentação por cinco meses, avaliando o óleo de linhaça, oliva, peixe e milho.   

Com relação ao desempenho produtivo, o OL melhorou o GP do zebrafish, 

contrariamente a inclusão do OEFC, onde a 1% proporcionou efeito adverso. A TCE e o 

CF aumentaram com os níveis do OL, combinados com 0,5 ou 1% do OEFC. O 

resultado do presente estudo concorda com relatos na literatura de que o aumento 

lipídico a um nível adequado pode melhorar o crescimento em peixes, pois são 

atendidos os requisitos de energia e principalmente de ácido graxo essencial, como o 

ácido α-linolênico22.  

Em zebrafish, foi demostrado crescimento linear quando os peixes foram 

alimentados com dietas contendo 14 a 47% de ácidos graxos da série n-323. Outras 

pesquisas relataram que zebrafish alimentadas com 6% de OL não prejudicou seu 

crescimento24. Para a carpa comum e tilápia do Nilo, o maior crescimento foi obervado 

com o uso de 5 e 7,5% do OL na dieta, respectivamente25,26. De acordo com os autores, 

alto nível lipídico na dieta (mais de 7%) poderia reduzir o crescimento dos peixes 

devido à baixa capacidade de digerir e absorver o excesso de lipídico, a redução do 

consumo de ração e desequilíbrio de ácidos graxos na dieta. O resultado do presente 

estudo mostra que o zebrafish é mais efetivo no aproveitamento de dietas com alto teor 

de lipídeos.  
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O perfil dos ácidos graxos no músculo do zebrafish foi claramente afetado pela 

composição lipídica das dietas experimentais. Esta observação é consistente com o 

conceito geral de que a composição de ácidos graxos no tecido de peixes é, em grande 

parte, reflexo das respectivas dietas7,27. 

O aumento no conteúdo de ácido graxos monoinsaturados pode ser explicado 

pelo aumento dietético, em vista que o OL possui na sua composição aproxidamente 

18% do ácido oleico28 e também pela contribuição do óleo milho que manteve os níveis 

dos ácidos monoinsaturados ainda em substituições baixas do OL, tornando-o igual ao 

grupo controle. A inclusão de 9% do OL e óleo de milho em dietas para zebrafish não 

causaram diferenças significativas (p>0,05) na composição de ácido monoinsaturados 

na carcaça dos animais21. 

O conteúdo muscular de ácido linoleico (18:2n-6) diminuiu em resposta à 

composição lipídica das dietas e como precursor da série n-6, consequentemente, houve 

decréscimo nos ácidos eicosadienoico (20:2n-6), dihomo-gama linolênico (20:3n-6) e 

araq   uidônico (ARA, 20:4n-6). A inclusão de níveis crescente do OL e, portanto, 

quantidades graduais de ácido α-linolênico (18:3n-3) na dieta, resultou em aumento do 

18:3n-3 no músculo e dos seus homólogos de cadeia longa, o ácido eicosapentaenoico 

(EPA 20:5n-3) e docosaexanoico (DHA, 20:4n-3).  

O resultado do presente estudo é confirmado com outros na literatura, onde o 

perfil de ácidos graxos no músculo de zebrafish refletiu a composição lipídica da 

dieta21,29. Em uma dieta formulada para fornecer 1% de ácido α-linolênico e linoleico 

para zebrafish e tilápia, foi observado o mesmo padrão para a dessaturação e 

alongamento dos ácidos graxos30. Em geral, os peixes de água doce, possuem a 

capacidade para alongar e dessaturar os ácidos graxos da série n-3 e n-6 (C18) para seus 

respectivos homólogos de cadeia longa (C20 e C22), no entanto o acúmulo no tecido 

depende da quantidade fornecida na alimentação31,32.  

Diferentemente do DHA, houve baixo acúmulo de EPA no músculo do 

zebrafish. Os ácidos graxos, independentemente do tamanho da cadeia ou número de 

instaurações, são importantes fontes de energia, contudo o DHA tende a ser conservado 

na bicamada fosfolipídica das membranas, desempenhando funções estruturais e 

funcionais33. No presente estudo, em função dos resultados obtidos, apoia-se a hipótese 

de que o EPA seja provavelmente direcionado para atender às diferentes necessidades 

metabólicas tais como, conversão em DHA, síntese de eicosanides e produção de 

energia através da β-oxidação, levando à sua redução nos tecidos34,35,36. 
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O OEFC contribuiu para a maior retenção destes ácidos, desempenhando sua 

função de antioxidante, protegendo-os contra a ação de radicais livres, promovendo a 

melhora na assimilação desses lipídeos37. Em truta comum (Salmo trutta caspius), o α-

tocoferol promoveu a proteção de EPA e DHA, contra a oxidação na membrana celular, 

possibilitando a maior incorporação desses ácidos7.  

No presente estudo, a relação n-6/n-3 foram inferiores a 4,0, que está de acordo 

com a recomendação da Organização Mundial da Saúde38 para nutrição humana, sendo 

que o tratamento 6% do OL combinado com 0,5 ou 1% do OEFC, estão dentro do  

considerado ideal de 2 a 1,5:1 n-6/n-3. Em geral, os peixes de água doce selvagens são 

caracterizados pela proporção de 5 a 6:1 de n-6/n-339. Tonial et al.40 também 

encontraram redução na relação n-6/n-3 (1:1) para tilápia do Nilo alimentada com dieta 

contendo 7% óleo de linhaça comparadas ao grupo com 7% do óleo de soja, além da 

diferença significativa (p<0,05) na melhora do crescimento. Pesquisas que visam baixar 

esta proporção buscando aumentar o valor nutritivo do alimento, sem que haja prejuízo 

para a saúde e consequentemente, para o desempenho produtivo do animal, são 

importantes para aquicultura.   

O nível de TBARS é usado para medir a extensão da peroxidação lipídica 41. No 

presente estudo, o óleo essencial da folha de cravo foi responsável pelo aumento da 

peroxidação lipídica, como indicado pelos níveis de TBARS, sendo que o tratamento 

com 0,5% exerceu maior proteção oxidativa. Esse resultado pode ser esclarecido através 

do aspecto toxicológico, pois toda substância pode ser considerada um agente tóxico, 

dependendo das condições de exposição, tais como a dose administrada, tempo e a 

frequência de exposição42. Sendo assim, a nível de 1% na dieta para zebrafish, o óleo 

essencial da folha pode ter manifestado efeito adverso levando o aumento do estresse 

oxidativo.  

Este resultado é semelhante ao encontrado em carpa rohu (Labeo rohita), onde o 

efeito protetor do óleo essencial de cravo, como antioxidante natural na dieta,  foi 

relatada uma diminuição no nível de peroxidação lipídica nos peixes alimentados com 

0,5% em comparação com o grupo tratado com 1% deste óleo12.  

As atividades da SOD e CAT foram reduzidas pelos níveis crescentes do OL e 

do OEFC, sendo que a atividade da CAT apresentou efeito isolado do óleo de linhaça. 

Isto ocorreu em virtude da presença de compostos fenólicos presentes nestes óleos, que 

confere a atividade antioxidante43,44, reduzindo o substrato de ação destas enzimas que 

consequentemente levou à diminuição de suas atividades45,46.  
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Este resultado é confirmado no estudo realizado com tilápia do Nilo, onde a 

inclusão de 7% do OL reduziu o nível de peroxidação lipídica e atividade da SOD25. 

Para a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), também foi verificada redução da SOD 

com uso de 10% de OL na dieta, comparada ao grupo alimentado com óleo de cartamo 

(fonte de acido linoleico)47.  

É possível notar que o nível de peroxidaçao lipídica (TBARS) e atividade da 

SOD são inversamente proporcionais, ou seja, o aumento do estresse oxidativo é 

concomitante à redução da SOD para fator isolado do OEFC. Este achado pode ser 

explicado pela resposta adaptativa das enzimas antioxidantes, onde o estresse crônico 

provocado pelo tempo de alimentação (55 dias), levou à inibição ou redução desta 

enzima48, como obervado em carpa rohu (L. rohita) alimentadas por 56 dias com 0,5% 

do óleo essencial de cravo12.   

Neste estudo, o aumento da GSH corresponde ao mecanismo fisiológico que 

combate a elevação dos radicais livres sob o estresse oxidativo. Dieta com 0,5% o 

OEFC, indiferente da quantidade de óleo de linhaça, indica uma função antioxidante, 

em virtude da diminuição significativa da GSH comparada com peixes alimentados com 

1% deste óleo, sendo que para este nível, o acréscimo dietético do OL também 

contribuiu para aumento da GSH, em virtude de altas quantidades de ácidos graxos 

poliinsaturados (série n-3) propensos a danos oxidativos através de reações em cadeia 

de radicais livres49.  

Os ácidos graxos poliinsaturados, especialmente da série n-3 são ativadores 

naturais do PPARα50,51. Como esperado, foi observado neste estudo o aumento da 

expressão do PPARα no fígado de zebrafish, com proeminência do tratamento com 9% 

do óleo de linhaça combinado com 0,5% do óleo da folha de cravo. Isto ocorreu em 

virtude das dietas que continham quantidades crescentes de ácido alfa-linolênico e pela 

melhor proteção contra a peroxidação lipídica ao nível de 0,5% do óleo essencial de 

cravo.  

O resultado deste estudo corrobora com o ensaio realizado para avaliar os efeitos 

dos ácidos graxos da série n-3 no metabolismo lipídico em carpa capim 

(Ctenopharyngodon idellus), onde é relatado aumento da expressão PPARα no fígado e 

no músculo em peixes alimentados com dieta contendo maior quantidade de ácido alfa-

linolênico, EPA e DHA25.  Foi confirmado também aumento da ativação do PPARα 

quando o conteúdo dietético de n-3 aumentou de 0,23% para 1,29% em dietas para 

juvenis de pargo (Acanthopagrus schlegelii)52. Em truta arco-íris (Oncorhynchus 
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mykiss) houve maior ativação nos peixes alimentados com OL na dieta, comparados 

com óleo de soja e óleo de peixe53. 

O PPARα é conhecido por ter função crítica na regulação da homeostase 

lipídica54, ativando o catabolismo lipídico através da regulação da expressão de genes 

alvo que codificam enzimas envolvidas na β-oxidação peroxissomal e mitocondrial55,56. 

O aumento da expressão do PPARα também está associado com a diminuiçao na 

deposição de lipídeo no hepatócito57.  No trabalho realizado com carpa boi 

(Megalobrama amblycephala) houve redução do PPARα levou ao acúmulo de gordura 

no hepatócito, acompanhada de atrofia nuclear, caracterizando a esteatose e ainda os 

peixes apresentaram crescimento reduzido. Resultado contrário foi relatado em peixes 

com maior expressao do PPARα e maior β-oxidação58.  

A respeito do SREBP-2, sua função principal é controlar a biossíntese de 

colesterol59. Em particular, o SREBP-2 é um fator de transcrição que reside no retículo 

endoplasmático, que possui atividade de forma dependente do colesterol e, portanto, 

está profundamente envolvido na regulação da expressão de genes relacionados ao seu 

metabolismo60. Na presença de colesterol, o SREBP-2 é ligado a duas outras proteínas: 

SCAP (SREBP-proteína de ativação de clivagem) e INSIG-1 (Insulina induzida pelo 

gene 1). Quando o nível de colesterol na membrana diminui, o SCAP muda sua 

conformação e facilita a dissociação do INSIG-1, permitindo que o complexo SREBP-

2/SCAP migre para o aparelho de Golgi, onde são clivados pelas proteases S1P e S2P 

(sítio 1 e sítio 2 protease) ativadas por SCAP. O SREBP2 clivado migra então para o 

núcleo, onde se liga aos promotores de genes alvo SREBP, incluindo genes envolvidos 

na síntese e metabolismo do colesterol, levando ao aumento no nível de colesterol na 

célula61. Quando o colesterol se acumula nas membranas do retículo endoplasmático, o 

complexo SREBP-2/Scap é retido, a ativação proteolítica de SREBPs é interrompida e a 

expressão de genes alvo de SREBP diminui62.  

No presente trabalho, foi observado o aumento da expressão do SREBP-2. Este 

resultado pode ser expicado em virtude dos óleos e dietas vegetais possuirem 

deficiência de colesterol63. Além disso, estão presentes em óleos vegetais outros esteróis 

como sitosterol, estigmasterol, campesterol e brassicasterol, que podem inibir a 

absorção de colesterol e são poucos susceptíveis de serem absorvidos pelos peixes64,65 

Isto mostra que aumento do óleo de linhaça e a proteção do OEFC provocou efeito 

inibitório do colesterol, em virtude do aumento SREBP-2. Castro et al.66 observaram que 

a concentração de colesterol foi menor nos peixes alimentados com óleo vegetal 
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comparados com o grupo tratado com óleo de peixe. No estudo realizado por Leaver et 

al.67, avaliou-se a substituição do óleo de peixe por óleos vegetais (canola, soja e linhaça) 

em dietas para salmão (Salmo salar). Os resultados indicam aumento da expressão do 

SREBP-2 em todas as dietas com óleo vegetal, sendo, portando um importante regulador do 

nível de colesterol. 

 

Conclusão  

 

A capacidade antioxidante das dietas foi aumentada. Além de melhorar o 

crescimento dos animais, houve maior incorporação de ácidos graxos da série n-3, 

redução da peroxidação lipídica e da atividade antioxidante. A análise de expressão 

mostrou aumento da β-oxidação, que está diretamente relacionado com a redução no 

acúmulo de gordura hepático e a diminuição na síntese do colesterol. Portanto, 

recomenda-se a combinação de 6% do óleo de linhaça com 0,5% do óleo essencial da 

folha de cravo. 

 

Material e Métodos 
 

O experimento foi realizado no Laboratório de Peixes Ornamentais do Núcleo de 

Pesquisa PeixeGEN - Manejo, Melhoramento e Genética Molecular em Piscicultura de 

Água Doce, localizado no bloco J-35, sala 201 da Universidade Estadual de Maringá – 

UEM, por um período de 55 dias. 

O presente projeto foi aprovado pelo comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Estadual de Maringá, sob o protocolo nº 8851180216 de maio 

de 2016. 

 

• Dietas experimentais e manejo alimentar 

 

Foram elaboradas seis dietas experimentais de acordo com as recomendações 

nutricionais propostas por Siccardi et al.69, com os seguintes níveis de inclusões do óleo 

de linhaça (OL) e óleo essencial da folha de cravo (OEFC):  O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado com três repetições em esquema fatorial com 

adição do tratamento controle (3x2+1). 

• Dieta 1: Controle, sem a inclusão do OL e OEFC. 

• Dieta 2: 3% de OL + 0,5% OEFC;  

• Dieta 3: 3% de OL + 1% OEFC; 
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• Dieta 4: 6% de OL + 0,5% OEFC; 

• Dieta 5: 6% de OL + 1% OEFC; 

• Dieta 6: 9% de OL + 0,5% OEFC; 

• Dieta 7: 9% de OL + 1% OEFC. 

A composição das dietas e o perfil dos ácidos graxos estão apresentados na 

Tabela 9 e 10. 

 

Tabela 9: Composição percetual das dietas experimentais. 

Ingredientes 
 Niveis de inclusão (%) 

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6 Dienta 7 

Isolado protéico de 

soja 
50,90 50,90 50,90 50,90 50,90 50,90 50,90 

Milho 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 

Glúten de milho 7,06 7,06 7,06 7,06 7,06 7,06 7,06 

Óleo milho 10,00 6,50 6,00 3,50 3,00 0,50 0,00 

OL 0,00 3,00 3,00 6,00 6,00 9,00 9,00 

OEFC  0,00 0,50 1,00 0,50 1,00 0,50 1,00 

Quirera de arroz 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 

Fosfato bicalcico 3,63 3,63 3,63 3,63 3,63 3,63 3,63 

Lisina 1,14 1,14 1,14 1,14 1,14 1,14 1,14 
1Suplemento 

mineral e 

vitamínico 

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

DL-Metionina 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 

Calcário Calcítico 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 

Sal comum 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 

L-Triptofano 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 

Composiçao 

proximal 
       

Proteina bruta 51,82 51,26 51,15 50,97 51,06 50,85 51,47 

Energia (kj g-1) 17,16 17,28 17,57 17,23 17,41 17,68 17,13 

Extrato étereo 11,26 11,09 11,52 11,63 11,06 11,81 11,32 

Cálcio 1,10 1,26 1,03 1,16 1,15 1,32 1,01 

Fósforo total 1,33 1,14 1,29 1,22 1,17 1,55 1,10 
1Níveis garantidos por quilo de produto: vit. A - 500,000 IU; vit. D3 - 200,000 IU; vit. E - 5,000 

mg; vit. K3 - 1000 mg; vit. B1 - 1,500 mg; vit. B2 - 1,500 mg; vit. B6 - 1,500 mg; vit. B12 - 

4,000 mg; Folic acid - 500 mg; calcium pantothenate - 4000 mg; biotin - 50 mg; inositol - 

10,000; nicotinamide - 7,000; choline - 40,000 mg; cobalt - 10 mg; copper - 500 mg; iron - 

5,000 mg; iodine - 50 mg; manganese - 1,500 mg; selenium - 10 mg; zinc - 5,000 mg. 
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Tabela 10: Perfil de ácidos graxos das dietas experimentais (% do total ácidos graxos). 

Ácidos graxos 
Dietas experimentais 

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6 Dieta 7 

16:00 11,56 10,81 11,01 9,29 9,80 7,95 8,57 

18:00 4,87 5,51 5,14 5,08 5,46 5,40 5,45 

20:00 0,54 0,54 0,46 0,42 0,43 0,44 0,38 

22:00 0,63 0,59 0,51 0,44 0,45 0,43 0,31 

24:00 0,26 0,26 0,28 0,22 0,22 0,23 0,24 

18:1n-9 28,31 31,11 26,40 29,78 31,06 31,36 27,95 

18:1n-7 1,49 1,42 1,05 1,15 1,13 1,12 0,69 

20:1n-9 0,33 0,34 0,24 0,27 0,29 0,28 0,20 

18:2n-6 46,58 37,69 36,67 30,17 29,44 27,80 19,44 

18:3n-3 5,43 11,71 12,89 23,17 21,69 24,99 27,65 
1∑Sat 17,85 17,72 17,40 15,46 16,37 14,45 14,95 
2∑Mon 30,13 32,87 27,69 31,21 32,48 32,76 28,83 
3∑Pol 52,01 49,41 49,55 53,34 51,13 52,79 47,09 

n6/n3 8,57 3,22 2,85 1,30 1,36 1,11 0,70 
1Soma dos ácidos graxos saturados; 2Soma dos ácidos graxos monossaturados e 3Soma 

dos ácidos poli-insaturados.  

 

O óleo de milho foi utilizado para manter as dietas isoenergéticas. Os 

ingredientes foram triturados em moinho do tipo martelo com peneira de 0,3 mm de 

diâmetro. A ração foi processada de maneira extrusada (extrusora Ex-Micro®) com 1.0 

mm de diâmetro. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (8h e 11h da manhã, 

e 14h e 17h da tarde) ate a saciedade aparente.  

 

• Peixes e condições experimentais 

 

Foram utilizados 420 zebrafish (D. rerio) machos com idade de 50 dias após a 

eclosão, com peso médio de 0,29 ± 0,04 g e comprimento total médio de 30,67 ± 0,71 

mm. Os animais foram distribuídos em tanques de vidro com capacidade de 50 litros, 

dotados, individualmente, de filtro interno, termostato de 50 w e aeração constante por 

meio de um soprador de ar central. 

A temperatura média da água, pH e oxigênio dissolvido foram de 26,23 ± 0,54 

°C, 7,3 ± 0,01 e 6,6 ± 0,32 mg L-1, permaneceu dentro da faixa ideal para espécie70. 
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• Coleta de dados 

 

 Ao final do experimento, os peixes foram eutanasiados (tricaína metanosulfato-

MS-222, a 250 mg L-1 por 10 minutos) para realização das medidas de peso (g) e 

comprimento (mm). Foi realizada a dissecação dos animais para retirada do fígado, 

utilizadas para análise de expressão gênica e análise de marcadores antioxidantes. Estas 

amostras de tecido foram armazenadas imediatamente em nitrogênio líquido, em 

seguida transferidos para freezer a -80 °C.  

   

• Desempenho produtivo 

 

Os cálculos de desempenho produtivo foram:  

- Taxa de sobrevivência: Nf (número de peixes final); Ni (número de peixe 

inicial). 

TS% =
Nf ∗ 100

Ni
 

- Ganho em peso: Pf (peso final); Pi (peso inicial). 

GP = Pf − Pi 

     - Taxa de crescimento específico: lnPf (log natural do peso final); lnPi (log 

natural do peso inicial); Nd (número de dias do experimento). 

TCE = [(
𝑙𝑛𝑃f −𝑙𝑛𝑃𝑖

𝑁𝑑
) ∗ 100]. 

 

• Determinação in vitro da atividade antioxidante das dietas experimentais 

 

A atividade antioxidante das dietas foi determinada através do ensaio de DPPH (2,2-

difenil-1-picril-hidrazil) de acordo com o procedimento de QUENCHER71.  

 

• Composiçao dos ácidos graxos na deita e músculo de zebrafish 

 

A composição dos ácidos graxos foi determinada de acordo com Figueiredo et al.72.  

 

• Avaliação da atividade antioxidante e peroxidação lipídica  
 

Foi utilizado para a análise um pool de 50 mg de fígado unidade experimental. A 

determinação da superóxido demutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase 
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(GPx), glutationa (GSH) e peroxidação lipídica (TBARS) foi realizada através de 

metodologias clássicas73,74,75,76, 77. 

 

• Análises de expressão gênica  

 

Para a analise de expressao gênica foi utilizado o fígado inteiro individualizado, 

sendo coletado cinco fígados de cada tratamento.  O RNA total foi extraído com uso do 

reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com as normas do 

fabricante. Para avaliar a concentração total de RNA, as amostras foram mensuradas 

usando espectrofotômetro PICODROP® (Picodrop Limited, Hinxton, United 

Kingdom). A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com 

SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) e visualizado em 

aparelho transluminador com luz ultravioleta.  

As amostras de RNA foram tratadas com DNase I (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA), para remoção de possíveis resíduos de DNA genômico, de acordo com as 

recomendações do fabricante. O cDNA foi confeccionado utilizando o kit SuperScrippt 

TM III First-Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com 

as normas do fabricante.  Em tubo estéril e RNA free foram adicionados 6 μl de RNA 

total, 1 μL de oligo (dT) (50 μM oligo (dT)20 e 1 μL de tampão de anelamento 

(Annealing buffer). A reação foi incubada por 5 minutos a 65 ºC e então colocadas 

sobre o gelo por 1 minuto. Foi adicionado em seguida 10 μL de solução 2x First-Strand 

Reaction Mix e 2 μL de solução contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript III 

e inibidor de RNAse. A solução foi incubada por 50 minutos a 50 ºC e posteriormente 5 

minutos a 85ºC, sendo imediatamente colocada sobre o gelo. As amostras foram 

armazenadas a -20ºC até o momento do uso.   

Para avaliar por PCR em tempo real (qRT-PCR) os primers dos genes SREBP -2 

(Sterol regulatoy element-binding protein 2) e PPAR-α (Peroxisome proliferator-

activated receptor-α) foram desenhados de acordo com as sequências depositados no 

site www.ncbi.nlm.nih.gov para zebrafish (Danio rerio), utilizando o site 

www.idtdna.com (Tabela 11). Para controle endógeno, foi utilizado o gene da ß-actina.  

Para as reações de qRT-PCR, foi utilizado o corante fluorescente SYBR® 

GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), conforme recomendações do 

fabricante. Todas as análises foram realizadas em um volume de 25 µL e em duplicatas. 

As reações foram conduzidas em strips, no aparelho StepOne Plus. As concentrações de 
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primer e cDNA foram determinadas através de testes de eficiência utilizando três 

concentrações de primer (100, 200 e 400 nM) e quatro concentrações de cDNA (10, 

100, 200 e 400 ng). O método 2-ΔCT foi utilizado para as análises de quantificação 

relativa, sendo os dados expressos em unidade arbitrária (UA). 

 

Tabela 11: Primers utilizados neste estudo. 

Primer Sequência 
Amplicon 

(pb) 
Número de acesso 

SREBP-2 
F:GATGCTGGTATTGGTGGTTTATG 

R:AGTGTCTGTGTGTGAGAGATTG 
149 NM_001089466.1 

PPAR-α 
F:GAACCGAAACAAGTGCCAATAC 

R:GGATCTCTGCCTTCAACCTTAG 
122 NM_001102567.1 

β-actina 
F: CAAACGAACGACCAACCTAAAC 

R:TACCTCCCTTTGCCAGTTTC 
108 NM_131031.1 

 

• Análise estatística 

  

Os dados foram submetidos análise de variância fatorial. No caso de diferenças 

significativas foi realizado o teste de Tukey no desdobramento fatorial ao nível de 5% 

de probabilidade. O teste de Dunnett (nível de 5% de probabilidade) foi utilizado para 

comparação com o grupo controle. Os testes foram relizados no programa estatístico 

Statistical Analysis Software 9.3 (SAS, 9.3).  
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