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“Todo mundo é ignorante, so que em assuntos diferentes”

(Benjamin Franklin)
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RESUMO

Dois experimentos foram conduzidos para determinar as exigéncias dietéticas de
arginina e isoleucina para juvenis de tilpia do Nilo por meio do desempenho produtivo,
parametros bioquimicos e hematoldgicos e crescimento muscular. Em ambos
experimentos, os peixes foram alimentados com dietas extrusadas até saciedade

aparente. No primeiro experimento, com duracdo de 85 dias, foram utilizados 300

juvenis de tilapia do Nilo (2,95£0,79 g), distribuidos em 20 aquérios de fibra de vidro
com capacidade de 500 litros cada. Foram elaboradas cinco dietas extrusadas
isoproteicas (28% proteina bruta) e isonergéticas (3160 kcal.kg™) e 0,95; 1,10; 1,25;
1,40 e 1,55% de arginina. Baseado na andlise de regressdo quadratica, os melhores
resultados de ganho em peso, converséao alimentar, taxa de eficiéncia proteica e retencao
de proteina foram estimados em peixes que receberam dietas com 1,36; 1,34; 1,36 e
1,37% de arginina, respectivamente. Os melhores valores de retencdo corporal de
aminodacidos foram estimados em peixes que receberam dietas contendo 1,31 a 1,37%
de arginina. Em peixes que receberam 0,95% de arginina, o crescimento muscular
ocorreu, principalmente, por hiperplasia, enquanto nos peixes que receberam dietas com
1,1 a 1,55% de arginina ocorreu reducdo no tempo de hiperplasia e inicio da hipertrofia.
Peixes alimentados com diferentes niveis de arginina ndo apresentaram diferencas sobre
a composicdo corporal em proteina, gordura e aminoacidos e respostas hematologicos e
bioguimicos. Determinou-se exigéncia dietética de 1,36% de arginina para juvenis de

tildpia do Nilo. No segundo experimento, foram utilizados 300 juvenis de tilapia do

Nilo (18,09+0,11 g), distribuidos em 20 aquarios de fibra de vidro com capacidade de
500 litros cada. Foram elaboradas cinco dietas isoproteicas (28,0 % de proteina bruta) e
isoenergéticas (3000 kcal.kg™) e 0,70; 0,81; 0,93; 1,05 e 1,17 % de isoleucina. N&o
foram observadas diferencas (P>0,05) para os parametros de desempenho produtivo,
hematoldgicos e bioguimicos, composicdo centesimal, composicdo corporal de

aminodcidos e crescimento muscular. A retencdo corporal de isoleucina reduziu
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linearmente com o aumento de isoleucina na dieta. Concluiu-se que dieta com 0,70 %

de isoleucina atende as exigéncias de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: aminoacidos essenciais, aquicultura, crescimento muscular, nutricao

de peixes, parametros sanguineos
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ABSTRACT

Two studies were carried out to determine the dietary arginine and isoleucine
requeriment for juvenile Nile tilapia through growth performance, biochemical and
hematological parameters and muscle growth. In both experiments, the fish were fed ad
libitum with extruded diets. In the first experiment, which lasting 85 days, three-

hundred Nile tilapia juveniles (2.95+0.79 g) were distributed into 20 fiberglass aquaria
(500-L each). Five extruded diets, isonitrogenous (28.0% crude protein) and isocaloric
(3160 kcal.kg™ digestible energy), with 0.95; 1.10; 1.25; 1.40 and 1.55% of arginine
were elaborated. Based on second order regression analysis, the best results of weight
gain, feed conversion rate, protein efficiency rate and protein retention were estimated
by fish fed diets containing 1.36; 1.34; 1.36 and 1.37% of arginine, respectively. The
maximum amino acid body retention was estimated in fish fed diets containing 1.31 to
1.37% of arginine. In fish fed 0.95% of arginine the muscle growth occurred mainly, by
hyperplasia, while fish fed 1.1 to 1.55% arginine showed decreased in the time of
hyperplasia and promoted initialization of hypertrophy. Fish fed with arginine levels did
not show differences on body crude protein, fat and amino acid composition,

biochemical and hematological parameters. A dietary requirement of 1.36% arginine

was determined for juvenile Nile tilapia. In the second study, three-hundred Nile tilapia
juveniles (18.09+0.11 g) were distributed into 20 fiberglass aquaria of 500-L each. Five
extruded diets, isonitrogenous (28.0 % crude protein) and isocaloric (3160 kcal.kg™
digestible energy) with 0.70; 0.81; 0.93; 1.05 and 1.17 % of isoleucine were elaborated.
No significant difference (P>0.05) on growth performance, hematological and
biochemical parameters, whole body composition, amino acid in body composition and
muscle growth were observed. The body amino acid retention had an effect only for

body isoleucine that decreased according to increasing dietary isoleucine levels. It was
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concluded that diet containing 0.70 % isoleucine meets the requirement for Nile tilapia

juveniles.

Key words: essential amino acids, aquaculture, muscle growth, fish nutrition, blood
parameters.



I. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura brasileira, assim como a mundial cresce em ritmo acelerado,
superando outras atividades agropecuarias (MPA, 2010). No Brasil, esse crescimento
ocorreu principalmente pela producdo de tilapias, tanto em tanques rede como em
viveiros escavados, que representou cerca de 46% de toda a produtividade aquicola
continental no ano de 2011 (MPA, 2013).

A tilapia se destaca pelas caracteristicas de qualidade de carne. Como a
alimentacéo é responsavel pelos altos custos de producéo, os estudos sobre avaliagdo de
alimentos e determinacdo das exigéncias nutricionais sdo importantes para elaborar
dietas de minimo custo e que permitam o maximo desempenho e salde dos peixes.
Devido a grande variedade de alimentos utilizados, variaveis também em composicéo e
valor nutritivo, é importante considerar o balanceamento de todos os nutrientes para as
atividades de manutencdo e producéo, considerando ndo somente o desempenho mas a
salde dos peixes. Assim, além da lisina, metionina e treonina, é necessario considerar o
balanceamento da arginina e isoleucina, que podem estar presente em dietas reduzidas
em proteina.

A arginina, um aminoacido basico € importante na sintese proteica e do Oxido
nitrico, ureia, poliaminas, prolina, glutamato, creatina e agmatina (Wu e Morris, 1998;
D’Mello, 2003a). Ainda, sua suplementacédo esta relacionada com a reducao de gordura
corporal (Fernandes, 2007), além de estar envolvida na expressdo do horménio de
crescimento (Adrido et al., 2004).

A isoleucina é um aminoacido neutro que compfe o grupo dos aminoacidos
ramificados, relacionada a manutencdo dos parametros imunoldgicos dos animais
(Calder, 2006). Junto com os demais aminoacidos ramificados (leucina e valina), atua
no desenvolvimento dos tecidos esqueléticos (Khan e Abidi, 2007) e na sintese de

glutamina e alanina (Wu, 2009).



Determinar as exigéncias dos aminoacidos permite a formulacdo de dietas para
peixes de forma mais precisa, reduzindo a necessidade de dietas formuladas com o
excesso de alguns aminoacidos para atender as exigéncias de aminodcidos limitantes
(Portz e Furuya, 2013). Embora existam poucas informacdes disponiveis sobre as
exigéncias de arginina, fenilalanina, isoleucina, leucina, triptofano e valina para tilapias,
a inclusdo de arginina junto com lisina, metionina e treonina em dietas para esta espécie,
pode assegurar a reducdo da proteina nas ragbes. A arginina e a isoleucina sdo
importantes, pois, além de garantir o crescimento, peixes submetidos a estresse ou
patégenos possuem maior resisténcia quando os mesmos sdo fornecidos de forma

balanceada



1.0 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie originaria do continente
africano (Pinheiro et al., 2006), com ampla distribuicdo por todo globo terrestre, em
razao da sua adaptacdo aos diversos ambientes. No Brasil, os primeiros relatos de
tildpias datam da década de 1950 quando a Tilapia rendalli foi introduzida pela
Secretaria de Agricultura do Estado de S&o Paulo (Castagnolli, 1992; Tavares-Dias e
Moraes, 2003) para reduzir a proliferacdo de algas e macrofitas aquaticas em represas
(Boscardin, 2008).

Desde a década de 1930, o Departamento Nacional de Obras Contra as Secas
(DNOCYS) introduziu cerca de 42 espécies de peixes e crustaceos exoticos (Attayde et
al., 2007) para povoamento dos acudes publicos da regido nordeste brasileira. Uma das
espécies foi a O. niloticus, introduzida em 1971 (Figueredo Junior e Valente Junior,
2008), inicialmente com apenas sete exemplares provenientes da Costa do Marfim, que
foram importadas com a finalidade de incentivar a producéo e consumo de proteinas de
alto valor bioldgico pelos habitantes daquela regido.

A partir da década de 1980, a tilapicultura se tornou uma atividade empresarial,
com destaque para os primeiros frigorificos especializados no abate da espécie (Kubitza,
2003), localizados nos municipios de Toledo e Assis Chateaubriand, no Parana.
Contudo, foi a partir dos anos 1990 que realmente houve avanco na criacdo de peixes,
surgindo os primeiros resultados de estudos técnicos sobre a viabilidade econdémica da
criacdo de tilapias (Figueredo Janior e Valente Janior, 2008).

Em 1996, 20.000 exemplares de tilapia do Nilo (variedade Chitralada) originadas

da Tailandia foram distribuidas em algumas regides nos estados do Parana e Rio Grande



do Sul, em que foram introduzidas novas técnicas de reproducéo e deram novo impulso
a producdo deste peixe no Brasil (Zimmermann e Fitzsimmons, 2004). A partir dai,
iniciou-se a criacao de tilapias em diversas partes do pais.

Dentre os fatores que proporcionaram a disseminacéo da tilpia do Nilo por todo
0 Brasil, destacam-se: boa resisténcia ao manejo, adaptacdo as variacdes climaticas,
criacdo em altas densidades (Ferreira et al., 2011); facilidade para a reproducdo (Gama,
2008); rapido crescimento (Lopera-Barrero et al., 2011); versatilidade para criacdo em
tanques-rede, viveiros escavados, “raceways” ou tanques circulares (Meurer et al.,
2002); consumo de racdo durante todas as fases de criacdo, habito alimentar onivoro
com boa utilizagdo da energia e nutrientes de alimentos de origem vegetal (Takishita et
al., 2009). Além disso, o filé ndo possui espinhas em ”Y” (Vieira e Silva et al., 2009), e
a carne é conhecida e apreciada pelos consumidores (Furuya et al., 2005).

Em virtude de todas essas caracteristicas, a criagdo de tilapias vem crescendo ao
longo de todo mundo (Appleyard et al., 2001), inclusive no Brasil, onde, a partir de
2002, essa especie de peixe superou as carpas (Boscardin, 2008), e passou a ser a mais
criada nas pisciculturas continentais brasileiras.

De acordo com os dados estatisticos publicados pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA, 2013), referente ao ano de 2011, a producéo de tilapias foi de 254
mil toneladas, correspondendo a aproximadamente 46,6% da producdo de peixes de
agua doce, 7,19% superior ao ano de 2010 (MPA, 2012). O aumento na produtividade
ocorreu pelo estabelecimento de pacotes zootécnicos decorrentes de pesquisas
relacionadas com o manejo produtivo e reprodutivo, nutricdo e sanidade. Atualmente,
ha informacOes especificas sobre a nutri¢do de tilapias disponiveis no livro “Tabelas
brasileiras para nutri¢do de tilapias” (Furuya, 2010), elaborado com informagdes de
pesquisas realizadas no Brasil. No entanto, ainda faltam informacGes sobre as

exigéncias dietéticas de alguns aminoacidos essenciais para esta espécie.

1.2 Proteina e aminoacidos na nutricdo de peixes

As proteinas sdo 0s componentes organicos mais abundantes nos tecidos dos
peixes, ocorrendo em todas as células vivas e suas organelas (Lehninger et al., 1995),

totalizando aproximadamente 65 a 75% do peso seco destes animais (Wilson, 2002).



Sao componentes essenciais para todos os tipos celulares corporais, incluindo masculos,
0ss0s, 0rgdos, tenddes e ligamentos (NRC, 2011).

As proteinas e os aminoacidos sdo moléculas exigidas continuamente pelos
organismos Vivos, pois possuem importante papel estrutural e metabdlico (NRC, 2011),
sendo constituintes do organismo animal em todas as etapas de desenvolvimento, além
de serem responsaveis pela formacdo de enzimas e horménios (Pezzato et al., 2004).
Sédo constituidas por carbono (50,0 — 55,0%), hidrogénio (6,5 - 7,5%), nitrogénio (15,5 -
18,0%), oxigénio (21,5 - 23,5%) e enxofre (0,5 - 2,0%). S&o formadas por unidades
fundamentais denominadas aminoécidos (Lovell, 1988).

Os primeiros estudos utilizando aminoacidos na nutricdo de peixes foram
conduzidos por John E. Halver, na década de 1950 e inicio dos anos 1960, utilizando o
salmdo (Oncorhynchus tshawytscha). Os aminoacidos das dietas foram calculados para
simular o conteudo da proteina do ovo (Wilson, 2003). Posteriormente, estudos foram
conduzidos com carpa comum (Cyprinus carpio), enguia japonesa (Anguilla japonica) e
0 bagre americano (Ictalurus punctatus). Mais tarde, outras espécies de salméo e trutas
foram estudadas (Wilson, 1985).

O valor nutritivo da proteina varia entre ingredientes, quer seja pela composicao
quantitativa, balanceamento de aminoacidos e disponibilidade dos mesmos (Pezzato et
al., 2004). Os peixes ndo possuem exigéncias de proteina, mas sim de uma mistura
balanceada de amino&cidos essenciais e ndo essenciais na racao (Wilson, 1985) para que
ocorra a deposicdo de proteinas corporais (Botaro et al., 2007; Furuya, 2010). Contudo,
as racdes de peixes sdo comercializadas com base em proteina bruta, e o conteido pode
variar de 24 a valores acima de 50% (Pezzato et al., 2004) dependendo da espécie,
habito alimentar e fase de criacdo. A medida em que o peixe se desenvolve, diminui a
exigéncia dietética de proteina e aumenta a exigéncia de energia (Furuya, 2010).

A menor exigéncia dietética de energia ocorre pelo fato dos peixes ndo mantém a
temperatura corporal, ao contrario das aves e mamiferos, e pelo menor gasto de energia
para manter sua posicdo no meio aquatico, além do menor gasto energético para
excrecdo dos subprodutos do metabolismo dos aminoacidos (Halver, 2002; Pezzato et
al., 2004). Porém, os peixes elasmobranquios (peixes cartilaginosos como raias,
tubar@es, cagdes, entre outros) sao excecdes, pois sdo ureotélicos (Takahashi, 2005).

Os peixes, assim como outros vertebrados e muitos invertebrados, sdo incapazes
de sintetizar certos aminoacidos, os quais devem ser fornecidos por meio da dieta

(Tabela 1). Esses sdo denominados como essenciais (Guillaume et al., 2001). Por outro



lado, aqueles definidos como ndo essenciais, podem ser sintetizadas em quantidades
suficientes pelo organismo (Wu, 2009). Para adequada utilizacdo da proteina dietética,
os aminoacidos devem estar presentes em quantidades e proporcbes adequadas para
maximizar o crescimento dos peixes (Wilson, 1985).

Tabela 1. Aminoéacidos essenciais (AAE) e ndo essenciais (AANE) para mamiferos,
peixes e aves

Mamiferos e peixes Aves
AAE AANE AAE AANE
Arginina Alanina Arginina Alanina
Fenilalanina Asparagina Fenilalanina Asparagina
Histidina Aspartato Glicina Aspartato
Isoleucina Cisteina Histidina Cisteina
Leucina Glutamato Isoleucina Glutamato
Lisina Glutamina Leucina Glutamina
Metionina Glicina Lisina Serina
Treonina Prolina Metionina Taurina
Triptofano Serina Prolina Tirosina
Valina Taurina Treonina
Tirosina Triptofano
Valina

Fonte: Adaptado de Wu (2009).

A maioria dos animais monogastricos, incluindo os peixes, requer 0s mesmos dez
aminoacidos essenciais: arginina, fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, treonina, triptofano e valina, exigidos por outros animais de interesse
zootécnico (Wilson e Halver, 1986; Lovell, 1998). Em geral, as exigéncias de
aminodacidos dos peixes, quando expressa como porcentagem da dieta, sdo maiores que
das aves e suinos, mas quando 0s aminoacidos Sdo expressos como porcentagem da

proteina, as exigéncias sdo similares (Furuya, 2010).

1.3 Digestao de proteinas e absorcdo de aminoacidos

Os processos digestivos em peixes tém inicio na boca e na cavidade faringeana a

partir da reducdo mecéanica do tamanho das particulas alimentares. Esse processo tem



funcdo apenas de aumentar a superficie de contato das particulas para melhorar a
digestdo enzimatica (Bombardelli et al., 2004).

Nos peixes que ndo possuem estdbmago funcional, o intestino anterior transporta o
bolo alimentar por sua extenséo e, aparentemente, secreta muco isento de componentes
digestivos. Nos peixes que possuem estdmago funcional, 0 mesmo é responsavel pelo
armazenamento e degradacdo fisica e enzimatica inicial da dieta, pois ha secre¢do dos
elementos digestivos (Grosell et al., 2011).

Os peixes com estdbmago funcional secretam tanto o &cido cloridrico (HCI) quanto
0 pepsinogénio (baixo pH do estbmago desnatura a maioria das proteinas da dieta). O
HCI contribui para a digestdo inicial pela desnaturacdo da proteina e para a conversao
do pepsinogénio inativo em enzima proteolitica pepsina ativa (Ash, 1985; Lehninger et
al., 1995).

O esfincter pilorico localizado na regido final do estbmago é quem faz a
contencdo do alimento antes da passagem para o intestino delgado. A pepsina quebra
principalmente ligagcdes peptidicas, envolvendo aminoacidos aromaticos, juntamente
com o acido cloridrico que hidrolisa parcialmente as proteinas, liberando assim
pequenas cadeias polipeptidicas para a digestao final no intestino (Lovell, 1998).

Os nutrientes solubilizados e moléculas menores que foram formadas durante a
digestdo, sdo posteriormente transportados ou absorvidos através da membrana apical
dos enterdcitos que revestem o sistema digestorio pos-gastrico, e, em seguida, esses
nutrientes entram no sistema circulatorio (Grosell et al., 2011).

Portanto, para ocorrer a absor¢do de proteinas, é necessario que a mesma seja
hidrolisada a aminoacidos. A absorcdo dos amino&cidos no intestino pode ocorrer por
transporte passivo ou ativo (Ash, 1985). A absorcdo dos aminoacidos livres, que ocorre
na membrana apical do enterdcito, é realizada por meio de transportadores especificos
dependentes de Na®, de transportadores nio dependentes de Na*, e por difusdo (Rotta,
2003).

A assimilacdo do aminoacido e do sddio ndo gasta energia diretamente, mas é
dependente de um gradiente formado por um sistema de transporte ativo, usualmente a
bomba de Na’/K'. Esta bomba cria um gradiente de sddio favoravel a entrada no
enterdcito. Desse modo, o Na'entra no enterdcito e, como o transportador sé funciona se
houver um aminoacido conectado, acaba por carregar ambos para dentro da célula,
levando, assim, a captacdo de Na" pela célula. Do interior do enterdcito, 0 aminoacido

passa por difusdo para os capilares sanguineos existentes nas vilosidades intestinais.



Quando dois aminoéacidos sdo absorvidos pelo mesmo transportador, a presenca de
grandes quantidades de um dos aminodcidos inibe a absorcao do outro (Rotta, 2003).

A absorcdo de peptideos maiores e/ou proteinas, provavelmente por endocitose,
tem sido demonstrado em regides distais do intestino de diversos peixes (McLean e
Donaldson, 1990). A absorcdo ocorre na porcdo posterior do intestino medio,
independentemente do tipo de dieta e da idade do animal, sendo posteriormente
hidrolisadas a aminoécidos no citosol dos enterdcitos antes de entrarem na corrente
sanguinea (Rotta, 2003).

1.4 Metabolismo dos aminoacidos

As proteinas da dieta sdo hidrolisadas no Iumen do trato digestorio pela acdo de
proteinases e peptidases, e convertidas em aminoacidos ou peptideos de cadeias curtas.
A hidrélise completa e efetuada quando os peptideos intracelulares chegam ao
enterdcito (Hepher, 1988).

Além da digestdo da proteina e transporte de aminoacidos na mucosa intestinal,
uma porcdo de aminoacidos pode ser desaminada e seu esqueleto de carbono
catabolizado para a producdo de energia. Porém, a maior metabolizacdo de aminoacidos
ocorre no figado (Walton, 1985).

O pool de aminoacidos pode ser originado da proteina dietética e da mobilizacédo
da proteina corporal. Os aminoacidos sdo necessarios para a sintese de proteinas
corporais e formacdo de outros compostos nitrogenados, como enzimas, horménios e
anticorpos. Os aminoacidos ndo sdo armazenados e em excesso Sd0 rapidamente
desaminados, liberando, amdnia para excrecdo e outros compostos nitrogenados para
oxidacao e producdo de energia (Walton, 1985). A Figura 1 mostra um esquema do pool

de aminoacidos em constante rotatividade.



Aminoacidos da dieta

Consumo ¢
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Figura 1. Turnover de aminoacidos nos peixes. Adaptado de Walton (1985).

Os aminoacidos livres possuem trés possiveis origens: (a) absorcdo intestinal
como produtos da hidrolise das proteinas alimentares; (b) sintese de novo e
interconversoes; e (c) hidrolise de proteinas corporais. Podem ser utilizados para a
sintese de proteinas corporais ou componentes nitrogenados (acido nucleicos, aminas,
peptideos, horménios, etc.), e providenciam uma fonte de carbono para o metabolismo
intermediario ou sdo oxidados para fornecerem energia (Lehninger et al., 1995).

Os aminoécidos livres sdo distribuidos e carregados pela corrente sanguinea e
podem ser metabolisados em duas direcdes: (a) direcdo anabolica, que fornece a
biossintese de novas proteinas, as quais podem ser funcionais (hormoénios e enzimas),
estruturais (formacdo de novos tecidos durante o crescimento), ou na substituicdo de
outros tecidos; e (b) a direcdo catabdlica, que apds a desaminacdo da molécula do
aminodacido produz esqueleto de carbono que pode ser utilizado como fonte de energia
ou lipogénese (Hepher, 1988). Os esqueletos carb6nicos dos aminoacidos, em geral,
convergem e se encaminham para o ciclo do &cido citrico, e em alguns casos, as reacoes
das vias sdo passos estreitamente paralelos aqueles dos catabolismos dos acidos graxos

(Lehninger et al., 1995), como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Catabolismo dos aminoacidos nos mamiferos. Os grupos amino e o esqueleto de carbono,
remanescente dos aminoacidos, entram em vias metabdlicas separadas, mas interconectadas. Adaptado de
Lehninger et al. (1995).

O metabolismo proteico ocorre em muitos 6rgdos do corpo. Além da mucosa
intestinal, o figado, principal local das reacGes metabdlicas, e o musculo estriado
esquelético apresentam papel importante nas vias catabolicas dos aminoécidos. A
maioria das proteinas plasmaticas (albuminas, globulinas, etc.) também sdo sintetizadas
no figado (Hepher, 1988).

Embora a taxa do metabolismo proteico seja menor no musculo esquelético do
que no figado, a massa muscular excede o volume dos outros tecidos, entdo,
quantitativamente, este € o local mais importante da sintese proteica no corpo do animal
(Hepher, 1988). Em peixes, 0os maiores locais de desaminacdo sdo o figado, rim e
branquias (Fauconneau, 1985).

As proporcdes de proteinas anabolizadas e catabolizadas dependem da exigéncia
proteica dos peixes, do contetdo de proteina da dieta e sua composicdo em

aminodcidos, da exigéncia energética e da quantidade de energia disponivel a partir de
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outras fontes como lipidios e carboidratos. O catabolismo dos amino&cidos é favorecido
pela deficiéncia dietética de energia. Enquanto os aminoacidos ndo essenciais podem ser
sintetizados a partir de esqueletos de carbono fornecidos por carboidratos e amoénia, a
proteina da dieta é fonte de amino&cidos essenciais e ndo essenciais (Guillaume et al.,
2001).

Como resultado da desaminacdo dos aminoécidos, ha producdo de esqueletos de
carbono de duas maneiras: (a) a maioria dos aminoacidos produz a-cetodcidos que
podem ser prontamente convertidos a carboidratos ou participam diretamente do ciclo
do acido citrico produzindo energia. Estes sdo os &cidos glicogénicos. (b) a leucina e
lisina formam esqueletos de carbono que produzem metabdlitos intermediérios que séo
mais estreitamente relacionados com o metabolismo dos &cidos graxos do que a de
carboidratos, tais como acetato, acetoacetato, [-hidroxibutirato e acetona.
Eventualmente, produzem acetil-CoA, que pode ser utilizado para a sintese de acidos
graxos ou oxidado para a producéo de energia no ciclo do &cido citrico. O piruvato e 0s
a-cetoacidos fornecidos pela desaminacdo ou originados da glicolise dos carboidratos

servem como precursores da biossintese de novos amino&cidos (Hepher, 1988).

1.5 Excrecdo nitrogenada

Os aminoacidos ndo sdo armazenados no corpo, e quando em excesso Sao
rapidamente desaminados (Lovell, 1998), sendo que o grupo amino ¢ liberado na forma
de aménia para excre¢édo (80% do catabolismo nitrogenado) (Guillaume et al., 2001), e
0 esqueleto de carbono é oxidado no ciclo do &cido citrico para producdo de energia ou
convertido em glicose ou lipideos (Walton, 1985).

A amdnia produzida pela desaminacgédo oxidativa ndo pode se acumular no sangue
pois se ndo reutilizada por aminacédo se torna toxica. Usualmente, os animais aquaticos
resolvem esse problema excretando amdnia no meio circundante (Baldisserotto, 2002).
Em animais terrestres, a aménia toxica é convertida em componentes ndo téxicos como
a ureia em mamiferos e &cido drico em aves. A conversdo de aménia em ureia nos
mamiferos é realizada no ciclo da ornitina (Hepher, 1988). O ciclo da ornitina-citrulina-
arginina parece nao ser ativo em peixes. Contudo, algumas espécies, como o0s tubardes,
mantém o alto nivel de ureia nos fluidos corporais por meio da osmorregulacao (Lovell,
1998).
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Hepher (1988) relatou a concentracdo de 2% de ureia nos tecidos e no sangue de
elasmobrénquios. Essa concentracdo € muito mais elevada que a de 0,01 a 0,03%
observada em teledsteos, podendo estar relacionada ao papel da osmorregulacdo dos
peixes. O ciclo da ornitina sintetiza a ureia, e isso tem sido observado em
elasmobranquios.

A amdnia esta presente nas formas ionizada (NH;" ou amonio) e ndo ionizada
(NH3 ou aménia). A forma ndo ioniz&vel é mais toxica e livremente difusivel através
das membranas bioldgicas, enquanto o aménio ndo. A excrecdo de ambnia ocorre nas
branquias em ambas as formas, mas principalmente na forma nédo ionizada sendo 75%
excretada pelas branquias e 25% pela urina (Baldisserotto, 2002). Sua sintese é
energicamente mais eficiente que outros processos de excre¢do, ocorrendo
principalmente no figado. A aménia produzida é transportada pelo sistema circulatorio
até as branquias, e, € excretada para a agua (Ismifio-Orbe et al., 2003). Peixes
carnivoros tendem a excretar mais aménia que peixes onivoros pela necessidade de
maior quantidade de proteina em suas dietas.

A ureia excretada (cerca de 5 a 20% do nitrogénio eliminado) por peixes
elasmobranquios vem do catabolismo de purinas e arginina, e ndo de proteinas. Por isso,
a excrecdo de ureia permanece baixa, em contraste com a excre¢do de amonia que
apresenta um pico, algumas horas apos a refeicao (Hepher, 1988).

Os peixes possuem vantagens em excretar amonia, pois, este € 0 composto mais
simples dos produtos de excrecdo e tem o menor peso molecular em relacdo ao acido
drico e ureia. Portanto, é facilamente permeavel na membrana das branquias a um baixo
custo energético. A amonia dissolve-se facilmente na agua e 99% sofre dissociacédo
idnica quando o pH do meio e do sangue estdo préximos ao neutro (Hepher, 1988).

Por outro lado, a sintese de ureia demanda energia. Além disso, é necessario agua
para que ocorra a excrecdo, o que seria mais limitante em peixes de adgua salgada, que

necessitam conservar a agua corporal (Lovell, 1998).

1.6 Arginina

A arginina (CgH14N4O2) é um a-aminoacido basico (Wu et al., 2009) que possui
carater anfipatico, jd que parte da sua cadeia lateral é hidrofobica mas termina num
grupo guanidina, que possui carga positiva na maioria das situacGes fisiologicas

(Rodwell e Kennelly, 2003). Esta carga positiva se encontra deslocalizada (ndo
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localizada em nenhum ponto especifico do grupo guanidina) pela presenca de um
sistema conjugado entre as ligacbes duplas e os &tomos de nitrogénio (Figura 3).

@NH, 0
HEN)LN 0©
H
NH,
NH, 0
H 2\N o©
H
NH,
NH, 0
O
HQN/LH o®
NH>

Figura 3. Férmula estrutural da arginina e suas interconversdes. Fonte: Rodwell e Kennelly (2003)

Alimentos de origem marinha, nozes, sementes, carnes e concentrado proteico de
soja (Wu et al., 2009) possuem concentracdo relativamente alta em arginina. Por outro
lado, baixos teores (abaixo 2%) sdo encontrados no milho e seus subprodutos, na
quirera de arroz e levedura (Rostagno et al., 2011). A arginina representa cerca de 6%
do conteudo de aminoacidos no musculo estriado esquelético de peixes (Rodrigues et
al., 2011).

A arginina é um dos aminoacidos mais versateis em células animais (Figura 4),
servindo como um precursor ndo somente para a sintese de proteinas, mas para a sintese
do oOxido nitrico, ureia, poliaminas, prolina, glutamato, creatina e agmatina (Wu e
Morris, 1998; Walsh e Mommsen, 2001; D’Mello, 2003a), sendo considerado
aminodacido essencial e funcional para organismos aquaticos (Wu, 2009). A arginina
pode ainda estimular a secrecdo de hormdnios, como insulina, hormdnio do

crescimento, glucagon e prolactina (Wu et al., 1997).
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Figura 4. Arginina como um eixo metabolico. A entrada de arginina ocorre atraves da dieta, degradagio
proteica e ciclo da ornitina-ureia (rota H). Cinco rotas de degradacdo podem ser postuladas, levando a
importantes intermediarios e produtos finais (palavras sublinhadas). Com exce¢do da producdo de
agmatina, evidéncias da existéncia de todas as outras vias nos tecidos dos peixes tém sido apresentadas.
As cinco vias de degradacdo sdo: A = reacdo da arginase; B = sintese do 6xido nitrico (NO); C = via da y-
guanidina butirato; D = rota da agmatina; E = sintese de creatina. A producdo de ornitina (rotas Ae E) é 0
ponto inicial para a sintese de outros aminoacidos (rota F) ou poliaminas (rota G), enquanto a producéo
de 6xido nitrico pode levar a produgdo de nitrito e nitrato. Enzimas individuais sdo: A = arginase; B =
Oxido nitrico sintase; C1 = deaminacdo oxidativa da arginina; C2 = 2-oxo-Guanidina valerato
descarboxilase; C3 = y-guanidina butirato ureia hidrolase; D1 = arginina descarboxilase; D2 = agmatina
ureia hidrolase; E1 = arginina:glicina aminotransferase; E2 = y-guanidina acetato metiltransferase; F1 =
ornitina d-aminotransferase; F2 = A’-pirrolina-5-carboxilase redutase; F3 = Al-pirrolina-5-carboxilase
oxidase; F4 = glutamina sintetase; G1 = ornitina descarboxilase; G2 = espermina e espermidina
sintetases; H1 = ornitina carbamoil fosfato transferase; H2 = eixo do ciclo ornitina-ureia. Adaptado de
Walsh e Mommsen (2001).

A arginina esta relacionada como imunomodulador por possuir efeito nas células
de vertebrados de grande porte (Moinard et al. 2002). Em conjunto com a glutamina
estd associada ao aumento na atividade fagocitica dos macrdfagos, proliferacdo de
linfocitos, producdo de citocinas (grupo de moléculas envolvidas na emissdo de sinais
entre as células durante o desencadeamento das respostas imune), resposta de linfocitos
T (as células brancas), e sintese de imunoglobulinas (Pohlenz et al., 2012a).

A suplementacdo dietética de arginina e glutamina pode aumentar 0s mecanismos

especificos de defesa celular (sensibilizagdo e transformacdo dos linfécitos presentes no
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rim e baco, em células plasmaticas formadoras de anticorpos) e humoral
(imunoglobulinas, anticorpos circulantes que reagem especificamente ao seu respectivo
antigeno) e promover a imunidade do bagre do canal (I. punctatus) expostos a bactéria
Edwardsiella ictaluri (Pohlenz et al., 2012b)

Em mamiferos, a glutamina pode ser utilizada para a sintese de purinas,
pirimidinas e acUcares, ou pode ser destinada a diferentes vias metabdlicas, dentre elas a
gliconeogénese e sintese de aminoéacidos, como por exemplo, a arginina (Wu, 1998). E
classificada como aminoacido condicionalmente essencial, dependendo do estagio de
desenvolvimento e status sanitario do individuo (Morris Jr., 2006). Em mamiferos
adultos, a citrulina € liberada do intestino delgado e convertida em arginina
principalmente nos rins (Wu, 2009). A sintese endogena de arginina pode fornecer mais
de 50% da exigéncia diaria de arginina (Wu et al., 1997).

A diregéo primaria do metabolismo da arginina em mamiferos ocorre via ciclo da
ureia, permitindo o escoamento do excesso de nitrogénio proveniente dos aminoacidos.
Contudo, a producdo de poliaminas e O0xido nitrico a partir da arginina sd&o também
reconhecidas (D’Mello, 2003b). De acordo com Rodrigues et al. (2011) o ciclo da ureia
ndo é funcional em Psetta maxima, a quantidade excretada esta relacionada com os
niveis de arginina da dieta, sendo que a hidrdlise desse aminoacido € a principal via
ureogeénica.

A hidrolise pela enzima arginase, leva a producdo de ornitina, um precursor
importante na sintese de poliaminas que estdo positivamente ligadas com o crescimento
dos peixes, enguanto a sintese do Oxido nitrico libera Oxido nitrico e citrulina
(Mommsen et al., 2001). O glutamato pode prover um importante precursor para a
sintese endogena em muitas espécies de animais e, portanto, pode afetar as exigéncias
de arginina da dieta (Buentello e Gatlin 111, 2000).

De acordo com Li et al. (2009), os peixes possuem alta exigéncia em arginina por
trés motivos, por ser um aminoacido abundante na proteina (cadeia de peptideos), nos
fluidos corporais (fosfoarginina, maior reservatorio de ATP) e por causa da sintese de
novo ser limitada ou ausente. De acordo com 0 NRC (2011), peixes e camardes devem
consumir arginina da dieta, porque o ciclo da ureia é praticamente inativo. Exce¢do sdo
os elasmobranquios que sdo capazes de converter a carbamoil fosfatase originaria da
glutamina, para realizar a sintese da ureia (Anderson, 1980). De acordo com Moraes e
Polez, (2004) a atividade da glutamina sintetase é funcional em peixes da familia

Erythrinidae (trairas) assim como a atividade da carbamoil fosfatase, entretanto, a
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conversdo de citrulina em arginina ocorre através das enzimas arginosuccinato sintetase
e arginosuccinato liase no figado.

Berge et al. (1997) relataram que a arginase € responsavel em converter a arginina
até ornitina e ureia. A ornitina pode ainda ser transaminada a prolina, que é importante
na sintese de colageno, ou descarboxilada a putrescina, que é precursora da sintese de
poliaminas, moduladores da sintese proteica (Rodrigues et al., 2011). A arginina ainda
esta relacionada como sendo o substrato para a sintese de 6xido nitrico. A reacdo de
oxidacédo da arginina formando citrulina e dxido nitrico é catalisada pela enzima dxido
nitrico sintase em quase todos os tecidos (Jobgen et al., 2006), incluindo adipécitos,
cérebro, coracao, hepatdcitos, musculo-esquelético entre outros.

Nos mamiferos, o passo inicial do ciclo da ureia, que ocorre nos hepatécitos, é a
formacdo de carbamoil fosfato na mitocondria, a partir de um ion amdnio, um ion
carbonato e um ATP. Esta etapa, que estd sob controle metabolico e é ativada por um
aumento da concentracdo de arginina celular, ocorre quando ha um excesso de
aminoacidos nos hepatdcitos. A carbamoil fosfato combina com a ornitina para formar a
citrulina. Este metabolito sai da mitocondria e combina com o aspartato para formar o
arginosuccinato, que se separa em arginina e fumarato. A ureia € entdo liberada a partir
da arginina, formando a ornitina que entra novamente na mitocéndria e o ciclo se repete
(Figura 5) (Eckersall, 2008).
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Figura 5. Ciclo da ureia. Formacdo de ureia a partir de precursores do aspartato, amonia e bicarbonato,
com parte do ciclo em curso na mitocdndria e no citoplasma. Abreviacdes: C-P-Syn = carbamoil fosfato
sintase; OCT = ornitina citrulina transferase; ArgS-Syn = arginosuccinato sintase; ArgSase =
arginosuccinase; ARG = arginase. Adaptado de Eckersall, (2008)

Embora existam as enzimas do ciclo da ureia na maioria dos teledsteos (Moraes e
Polez, 2004), a excrecao de amoénia predomina nessas espécies. A habilidade desses
animais em produzir a arginina a partir do ciclo da ureia ainda ndo esta totalmente
esclarecida (NRC, 2011). Na Tabela 2, estdo apresentados os valores de exigéncia de

arginina para diferentes espécies de peixes.



18

Tabela 2. Exigéncia de arginina de diferentes espécies de peixes, baseado em
percentagem da proteina

Espécie Exigéncia Método Método Fonte
(% proteina) alimentacéo estatistico
Bidyanus 6,8 Dieta purificada “proken line”  Ngamsnae et al.
bidyanus (1999)
Catla catla 4,80 Dieta purificada “broken line” Ravi e Devaraj
(1991)
Ictalurus 3,80 Dieta purificada “proken line” Buentello e
punctatus Gatlin 111, 2000)
Chanos chanos 5,25 Dieta purificada “proken line” Borlongan
(1991)
Micropterus 4,16 Dieta purificada “broken line” Zhou et al.
salmoides (2012)
Oreochromis 4,20 Dieta purificada “proken line” Santiago e
niloticus Lovell (1988)
Paralichthys 4,08 Dieta purificada “broken line” Alam et al.
olivaceus (2002)
Salminus 3,43 Dieta “broken line” Dairiki (2009)
brasiliensis semipurificada
Salmo salar 4,10 Dieta “broken line” Lall et al.
semipurificada (1994)

Com relagdo ao antagonismo que pode ocorrer entre arginina e lisina, o alto nivel
de lisina da dieta pode causar o efeito inibidor da arginina. Isso pode ocorrer porque
esses dois aminoacidos sdo transportados pelo mesmo carreador de aminoacidos basicos
e, portanto, pode haver uma competicdo inibindo tanto a absorcdo quanto o seu
metabolismo (NRC, 2011).

Entretanto, para diferentes espécies de peixes, ainda ndo ha evidéncias sobre esse
efeito, sobretudo em razdo de algumas incertezas, como por exemplo, pesquisadores que
observaram diminuicdo da arginina no plasma em resposta ao aumento do nivel de
lisina da dieta e outros pesquisadores ndo verificaram qualquer sinal de modificacdo no
crescimento ou niveis plasmaticos (NRC, 2011).

O efeito sinérgico entre arginina e glutamina/glutamato foi verificado por diversos
autores que descrevem a acdo benéfica no estado sanitario e imune de peixes. Cheng et

al. (2012) avaliando a arginina e a glutamina para o hibrido striped bass (Morone
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Crhysops x Morone saxatilis) verificaram além do aumento no ganho em peso,
variacdes positivas em diversos componentes do sistema imune inato e efeito benéfico
da funcionalidade do intestino dessa espécie, mesmo comportamento observado por
Cheng et al. (2011) para o peixe red drum (Sciaenops ocellatus).

1.7 Isoleucina

A isoleucina (CgH13NO) é um aminoéacido neutro da familia alifatica, ou seja,
possui cadeia hidrocarbonada (Duarte, 2009) como observado na Figura 6, que contém
cerca de 10,7% de nitrogénio (Kohlmeier, 2003). E essencial e necessario para a sintese
de proteinas. Tem importancia como combustivel energético, especialmente no
musculo-esquelético, e em menores concentragfes no figado, intestino e outros 6rgaos.
As fontes de isoleucina sdo produtos provenientes de leite (6% da proteina), carnes e
soja (5% da proteina) e cereais (3 a 4% de proteina).

NH;

Figura 6. Férmula estrutural da Isoleucina. Fonte: Rodwell (2003)

Faz parte do grupo de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA, Branched-chain
amino acids), que compreende, além da isoleucina, a leucina e a valina. Este grupo
contém cerca de 35% dos aminoacidos indispensaveis a proteina muscular e 40% dos
aminodcidos exigidos para os mamiferos (Harper et al., 1984). Esse grupo € responsavel
por cerca de 50% dos aminoacidos originarios da suplementacdo alimentar, por isso
deficiéncias sdo dificeis de ser observadas.

Geralmente, em estudos avaliando a nutricdo de peixes, a isoleucina aparece
conjuntamente com a leucina e valina, e as avaliagdes sdo realizadas para determinar
exigéncias desses trés aminoacidos. Esses aminoacidos ramificados compreendem 14%
do total presente na proteina muscular e diferem dos outros aminoacidos essenciais por

serem oxidados primariamente no musculo-esquelético (Ferrando et al., 1995;


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/46/L-Isoleucin_-_L-Isoleucine.svg
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Shinomura et al., 2006), e ndo no figado, como ocorre com os demais (Ahmed e Khan,
2006).

A isoleucina é considerada um aminoacido glicogénico e cetogénico (é degradada
até piruvato ou acetil-coA) (Figura 7) (D"Mello, 2003). E necesséaria ao organismo para
produzir direta ou indiretamente diversos compostos bioquimicos que contribuem para a
producdo de energia, e junto com os demais aminoacidos ramificados, promovem a
construcdo dos tecidos esqueléticos. Portanto, a isoleucina desempenha um papel central
na formacdo de véarios metabolitos e € geralmente concentrada no tecido muscular
esquelético (Khan e Abidi, 2007). Diretamente, atua na sintese de glutamina e alanina
(Wu, 2009).

Valina Isoleucina Leucina
) )
a-cetoisovalerato a-ceto-B-metilvalerato a-cetoisocaproato
DCCR DCCR DCCR
“s co, “s co, “s co,
\9 NADH S NADH \> NADH
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Isobutiril CoA 2-metilbutiril CoA Isovaleril CoA
s 5 NADH “> FAD (2H)
FAD (2H) _— co,
resaressanes s . ¥
N Acetil CoA : HMG CoA
co, W Sesssssnsssasnannnananad l
> NADH — EPropioniI CoA?
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D-metilmalonil CoA l
L-metilmalonil CoA Cetogenico

Succinil oA ———— | Glicogénico

Figura 7. Catabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada. ATACR = aminotransferase de
aminoAcidos de cadeia ramificada; DCCR = Regulacdo do complexo enzimético desidrogenase de o-
cetoacidos de cadeia ramificada. Adaptado de Rogero e Tirapegui (2008).

Dentre esses processos bioquimicos, pode se citar a sintese proteica, producdo de
energia e compartimentacdo do glutamato, a sintese de neurotransmissores, amina e
serotonina e de catecolaminas, dopamina e norepinefrina (provenientes dos aminoacidos

aromaticos: triptofano, fenilalanina e tirosina) (Fernstrom, 2005).
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Esse grupo de aminoacidos ramificados é necessario para garantir a capacidade de
resposta dos linfécitos e exigidos para apoiar outras fungdes celulares referentes a
imunidade (Calder, 2006). Contudo, os estudos avaliando a capacidade da funcéo
imunolbgica da isoleucina, ainda ndo estdo esclarecidos. Entretanto, quando os
aminoécidos ramificados sdo restritos, 0 organismo € incapaz de sintetizar as proteinas e
a auséncia suprime a capacidade dos linfocitos em responder aos estimulos que Ihes sdo
empregados (Calder, 2006).

O metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada difere dos demais, além do
seu local de metabolizacdo, em trés importantes quesitos; 1°) ao invés de ser restrito ao
figado como a maioria dos aminoécidos essenciais, as enzimas catabOlicas séo
distribuidas amplamente pelos tecidos, incluindo o rim, masculo e até mesmo o sistema
nervoso central; 2°) os trés aminoacidos possuem em comum 0 mesmo transportador
para absor¢do intestinal e; 3°) o primeiro passo da oxidacdo de cada um desses
aminoacidos € catabolizado por duas enzimas comuns (aminotransferase e
desidrogenase), entdo o organismo metaboliza esses trés aminoacidos utilizando o
mesmo complexo enzimatico (Brosnan e Brosnan, 2006).

Interacbes nutricionais e metabdlicas podem ser verificadas para 0s trés
aminodcidos de cadeia ramificada nos animais de sangue quente (Robinson et al., 1984),
incluindo, homem, ratos, aves e suinos. Esses mesmos autores verificaram que para o
bagre do canal (I. punctatus) a leucina pode controlar a absor¢do e o catabolismo de
isoleucina e valina. 1sso ocorre porque 0s trés aminoacidos competem pela mesma via
metabolica de absorcéo e transporte ativo (Hughes et al., 1984). Chance et al. (1964)
observaram que o0 excesso de isoleucina em dietas para alevinos de salmdo (O.
tshawytscha) reduz as taxas de crescimento quando administrada junto com uma dieta
deficiente em leucina. Entretanto, no NRC (2011) estéo relacionados alguns autores que
ndo encontraram efeitos negativos com excesso de leucina na dieta, e, portanto, ha o
relato que o efeito antagonista ndo esta completamente elucidado.

A maioria dos trabalhos avaliando a inclusdo de isoleucina para peixes tem por
objetivo determinar a exigéncia desse aminoacido, contudo, muitos fatores inerentes a
esse nutriente ainda ndo sdo conhecidos ou totalmente esclarecidos. Na Tabela 3, estdo
sumarizadas algumas informacbes com respeito a exigéncia desse aminoacido para

diferentes espécies de peixes.
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Tabela 3. Exigéncia de isoleucina de diferentes espécies de peixes, baseado em
percentagem da proteina

Espécie Exigéncia Método alimentagéo Método Fonte
(% proteina) estatistico
Catla catla 2,35 Dieta purificada “broken line” Ravi e Devaraj
(1991)
Chanos chanos 4,00 Dieta purificada “broken line” Borlongan e
Coloso (1993)
Cirrhinus 3,12 Dieta purificada “broken line” Benakappa e
cirrhosus Varghese (2003)
Cirrhinus 3,8 Dieta purificada Regresséo Ahmed e Khan
mrigala quadratica (2006)
Ictalurus 2,96 Dieta purificada “broken line” Wilson et al.
punctatus (1980)
Labeo rohita 3,8a3,98 Dieta purificada Regresséo Khan e Abidi
quadratica (2007)
Oreochromis 3,11 Dieta purificada “broken line” Santiago e Lovell
niloticus (1988)
Oncorynchus 2,58 Dieta semipurificada Funcéo Rodehutscord et
myKkiss exponencial al. (1997)

1.8 Hematologia em peixes

A piscicultura é uma atividade agropecuaria relativamente nova e, portanto,
muitos aspectos ainda sao totalmente desconhecidos. Um dos desafios é entender o
comportamento sanguineo dos peixes frente a determinada dieta, que pode ter excesso
ou deficiéncia de certo nutriente.

O sangue funciona como um meio de transporte, conduzindo nutrientes do sistema
digestorio para os tecidos, exceto o epitelial e o cartilaginoso. Por isso, seu estudo é
estratégico e necessario para a avaliacdo do quadro homeostasico em peixes (Satake, et
al., 2009). Em virtude do grande numero de espécies de peixes, dos diferentes
ambientes de criacdo, habitos alimentares, inexisténcia de padronizacdo metodologica
entre outras condi¢bes, pouco se conhece sobre as concentragdes normais dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos, mesmo que alguns estudos tenham mais de 70
anos (Soldatov, 2005).

Entre os estudos que podem ser realizados a partir de coletas sanguineas, ha

muitas variaveis que merecem atencdo, e, de acordo com Tavares-Dias e Moraes
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(2004), os parametros relativos a série vermelha identificam os processos anémicos, por
outro lado, o leucograma pode ser utilizado para realizar um diagnéstico dos processos
infecciosos.

Entre as variaveis séricas bioquimicas, a proteina total, a glicose, os triglicerideos,
0 colesterol total, o colesterol HDL (colesterol de alta densidade, high density
lipoprotein) e LDL (colesterol de baixa densidade, low density lipoprotein), entre
outras, parecem estar intimamente relacionadas com a dieta que é fornecida aos animais
(Neu et al., 2013).

Recentemente, pesquisadores tém verificado a concentragdo de alguns compostos
no sangue de peixes (Tabela 4), porém as diferencas relacionadas ndo se restringem
apenas a alimentacdo que esses animais recebem, mas a condicao em que foram criados,

a espécie e possiveis patologias.

Tabela 4. Concentracbes de alguns parametros bioquimicos do sangue de peixes
(valores com variagdo de minimo e méaximo)

Espécie Proteinas Glicose Trigliceridios  Colesterol HDL LDL
totais total
(g.dLh  (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL?)  (mg.dL?) (mg.dL?)
Arapaima 3,5 48,5 397,6 255,8
gigas®
Cyprinus 2,1-5,7 63-86 68-200 65-264
carpio?
Orechromis 3,9-4,4 53-68 105-171 174-221 50-78 79-143
niloticus®
Rhamdia 3,5-4,9 43-78 138-546 110-240 62-98 10-65
quelen®
Oncorhynchus 5,7-6,2 408-479 210-222  83-99
mykiss®
Thunnus 3,5-7,6 54-169 19-411 101-249 38-150 12-91
thynnus®

‘Drumond et al. (2010); “Nicula et al., (2010); °Neu et al. (2013); “Borges et al. (2004); *Kashkooli et al.
(2011); ®Percin e Konyalioglu (2008)

Dados referentes ao eritrograma, leucograma e trombograma sdo mais comuns de
serem observados e possuem mais informacgdes descritas, tanto para espécies exoticas

como nativas. Tavares-Dias e Moraes (2004) realizaram um levantamento e agruparam
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0s dados por tipo de ambiente (natural ou cativeiro), sexo (machos e fémeas) e relacdo
com parasitismo para diversas espécies de peixes, tanto de agua doce como marinha.

Os leucdcitos fazem parte do sistema imune do organismo e os trombdcitos séo
células com papel importante no processo de coagulacdo sanguinea (Correa Negrete et
al., 2009). Os eritrocitos sdo as células mais abundantes e possuem fungéo de transporte
de oxigénio e gas carbdnico. Segundo Correa Negrete et al. (2009) a diferenca entre as
espécies estd mais relacionada com o metabolismo de cada organismo, e em geral,
quanto maior o namero de eritrocitos, maior o grau de especializacdo dos peixes
(Tavares-Dias e Moraes, 2004).

A analise dos parametros bioquimicos pode ajudar a explicar o quadro geral de
salde dos animais (Agrahari et al., 2007), que pode ser afetado por perturbacGes de
cunho ambiental, patogénico, ou mesmo ser relativo a espécie em questdo.
Intrinsecamente, podem ocorrer alteragdes instantaneas em algumas variaveis devido as
manipulacdes sofridas pelos peixes (Velisek et al., 2011).

A concentragdo de glicose plasmatica esta associada ao estresse (Tavares-Dias e
Moraes 2010) que o peixe pode sofrer no momento da manipulagdo, e a mesma é
referida como uma variavel secundaria em resposta a essas situacfes, quando ocorre a
canalizacdo das acdes e efeitos das catecolaminas e corticosteroides em nivel sanguineo
e de tecidos, incluindo a mobilizacdo de substratos de energia (Lima et al., 2006). A
glicose &, portanto, regulada por interagdes complexas de horménios como glucagon e
cortisol (Agrahari et al., 2007).

O colesterol esta presente em todos os alimentos de origem animal, e possui
funcdo vital no organismo, pois é essencial para as membranas celulares, sucos
digestivos, vitamina D, entre outros fatores. O “colesterol bom” (HDL — colesterol de
alta densidade — high density lipoprotein) atua no organismo carregando o colesterol
dos tecidos para o figado em que 0 mesmo ¢ degradado. Por outro lado o “colesterol
ruim” (LDL — colesterol de baixa densidade — low density lipoprotein) quando em altas
quantidades, pode fazer com que ocorra a formacgdo de placas nas paredes internas das
coronarias (Brand&o et al., 2005).

Os triglicerideos sdo compostos por trés acidos graxos mais uma molécula de
glicerol, sdo os principais lipidios do tecido adiposo e a forma mais importante de
armazenamento de gordura corporal (Labarrére, 2011). Sua concentra¢do no organismo
pode variar de acordo com as fontes alimentares fornecidas na dieta dos peixes. Melo et

al. (2006) observaram que niveis altos de proteina podem fazer com que se reduza a
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concentracdo de triglicerideos no sangue de jundias (Rhamdia quelen), isso pode estar
relacionado a adaptagBes bioquimicas na via da glicolise e gliconeogénese para manter
0S processos de obtencdo de energia.

A ureia presente no sangue é uma avaliacdo da funcdo renal. A ureia é um
coproduto originado do metabolismo proteico pelo figado e removido a partir do sangue
pelos rins (Eckersall, 2008). Embora a maioria dos peixes excretem amodnia como
produto final, todos os peixes s&o ureogénicos.

Todos esses parametros auxiliam na compreensao do estado fisioldégico do animal.
Alguns geralmente ndo se modificam fortemente entre as diferentes espécies, outros,
porém variam em funcdo da alimentacdo recebida. Entretanto, mais informacbes sdo
necessarias para que se possa determinar valores de referéncias de diferentes compostos

no sangue de peixes.

1.9 Mdsculo estriado esquelético

O tecido muscular estriado esquelético € formado por células especializadas, as
fibras musculares, que sdo alongadas e multinucleadas, com nucleos periféricos,
localizados abaixo da membrana plasmatica (Dal Pai-Silva et al., 2005). A maior parte
do sarcoplasma das fibras musculares é constituida por filamentos contrateis, as
miofibrilas, que apresentam estriacdes transversais decorrentes da organizacdo das
proteinas e filamentos contrateis em unidades de contracdo, denominadas sarc6meros
(Huxley, 1969).

Na maioria das espécies de peixes, a musculatura estriada esquelética esta
organizada em unidades morfofuncionais, os miémeros, que se repetem ao longo do
corpo do animal, e sdo separados por bainhas de tecido conjuntivo, 0s miosseptos
(Alexander, 1969) (Figura 8). Os miosseptos transmitem, através dos tenddes, a forca de
contracdo das fibras musculares para o esqueleto axial e a nadadeira caudal, resultando

na ondulacgéo e propulsdo do corpo (Sanger e Stoiber, 2001).
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Figura 8. Estrutura dos miémeros do musculo lateral. No lado direito sdo mostrados os midmeros
isolados. Adaptado de Altringhan e Ellerby (1999). O formato dos miémeros varia entre 0s peixes.

No mausculo-esquelético dos peixes séo evidenciados trés tipos de fibras
musculares organizadas nos compartimentos vermelho (superficial), intermediario e
branco (profundo) (van Raamsdonk et al.,1978, 1980; Johnston, 1981) (Figura 9), cada
um desses compartimentos possui funcées e caracteristicas distintas.

O compartimento vermelho, normalmente, corresponde a menos de 10% e nunca
excede 30% de toda a musculatura (Greer-Walker e Pull, 1975; Sénger e Stoiber, 2001).
Na maioria das espécies, aparece na regido do nervo da linha lateral, em que assume um
formato triangular (Hoyle et al., 1986; Sanger e Stoiber, 2001). Esse compartimento é
formado por fibras musculares vermelhas, de contracdo lenta e metabolismo oxidativo.
As fibras vermelhas apresentam pequeno diametro (entre 25 e 45 um), grande
quantidade de capilares sanguineos, grande concentracdo de mioglobina, grande
quantidade de mitocdndrias e muitas goticulas de lipidios (Bone, 1978; Johnston, 1981;
Sanger e Stoiber, 2001). As fibras vermelhas sdo recrutadas durante a realizacdo de
movimentos lentos e de sustentacdo, como a migracdo (Johnston et al., 1977; Bone,
1978).

O compartimento branco corresponde de 70 a 90% do volume total do tecido
muscular (Weatherley e Gill, 1989; Kilarski, 1990). E formado por fibras musculares
brancas, de contracdo rapida e metabolismo glicolitico (Driedzic e Hochachka, 1976).

Quando comparadas as fibras vermelhas, as fibras brancas apresentam maiores
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didmetros (entre 50 e 100 pm), menor quantidade de capilares sanguineos, baixa
concentracdo de mioglobina, poucas mitocondrias e poucas goticulas de lipidios
(Driedzic e Hochachka, 1976; Bone, 1978; Sanger e Stoiber, 2001). Esse tipo de
musculatura é recrutado nos movimentos bruscos de natacdo, como a captura de
alimento e fuga de predadores (Johnston et al., 1977; Bone, 1978). Esse compartimento
apresenta importancia na aquicultura, constituindo a principal parte comestivel dos
peixes (Zhang et al., 1996).

Figura 9. Fotomicrografia do tecido muscular de til&pia do Nilo (Oreochromis niloticus) evidenciando as
fibras vermelhas (FV), intermediarias (FI) e fibras brancas (FB). Reacdo NADH. (Fonte: Furuya et al.,
2005).

Entre os compartimentos vermelho e branco, encontra-se o0 compartimento
intermediario (musculatura intermediaria), com fibras que apresentam propriedades
morfofisiologicas intermediarias entre as das fibras musculares brancas e vermelhas,
como contracdo rapida e metabolismo oxidativo/glicolitico (Johnston et al., 1977;
Sanger e Stoiber, 2001).

Nos peixes, 0 crescimento muscular ocorre por meio da ativacao, proliferacdo e
diferenciacdo das células satélites, localizadas entre a lamina basal e a membrana
plasmatica da fibra muscular (Mauro, 1961; Campion, 1984; Koumans e Akster, 1995;
Johnston, 1999). O crescimento muscular pode ocorrer por mecanismos de hiperplasia e
hipertrofia das fibras musculares. Na hiperplasia, as células satélites ativadas sofrem
fusdo, resultando na formacdo de novas fibras musculares. Na hipertrofia, as células
satélites ativadas se fundem com fibras musculares existentes, aumentando o nimero de
nucleos para maior sintese de miofibrilas, levando ao aumento na area da fibra muscular
(Koumans e Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001) (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismos de crescimento muscular por hiperplasia e hipertrofia em peixes. As células
satélites sdo ativadas, proliferam e podem se fundir entre si para formar uma nova fibra muscular
(hiperplasia) ou podem sofrer fusdo com uma fibra muscular, aumentando a sintese de proteinas
musculares para aumentar a area dessa célula (adaptado de Johnston et al., 2011)

Nos peixes, as contribui¢cbes da hiperplasia e hipertrofia para o crescimento
muscular sdo varidveis, dependendo da fase de crescimento e da espécie considerada.
Nas espécies que atingem um tamanho final de poucos centimetros, o crescimento
muscular envolve principalmente a hipertrofia de fibras formadas na fase embrionaria e
0 periodo de hiperplasia € mais curto. Nas espécies que atingem um tamanho final
maior, como aquelas de interesse comercial, novas fibras musculares sdo continuamente
recrutadas em todas as fases do crescimento (Weatherley et al., 1988; Alami-Durante et
al., 1997; Rowlerson e Veggetti, 2001).

O crescimento muscular pode ser influenciado por varios fatores externos, como a
nutricdo (Koumans e Akster, 1995) que pode aumentar a concentragdo e disponibilidade
de aminodacidos, aumentando a taxa anabdlica e a massa muscular (Brown e Cameron,
1991a, b; Houlihan et al., 1995). Alguns estudos tém mostrado a relacdo entre a
suplementacdo de aminoacidos na dieta com o crescimento muscular. Aguiar et al.
(2005) mostraram que diferentes niveis de lisina na racdo promovem 0 aumento da taxa

de hiperplasia em larvas de tilapia do Nilo. Leitdo et al. (2011) mostraram que nauplios
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de Artemia s&o a alimentacdo mais adequada para larvas de pacu, promovendo nesses
animais maior crescimento muscular. Poucos trabalhos tém mostrado a associagdo entre
aminoécidos e o crescimento muscular nas fases pos-larval, principalmente em espécies
de interesse comercial no Brasil, como a tildpia do Nilo. Portanto, estudos s&o
necessarios para elucidar o comportamento muscular dos peixes quando fornecido em

sua dieta nutrientes funcionais que podem proporcionar crescimento ao organismo.

1.10 Arginina e musculatura dos peixes

Alguns aminoacidos podem ser requeridos para o crescimento muscular. Nos
peixes, a taxa de crescimento estd diretamente relacionada com o crescimento da
musculatura estriada esquelética que corresponde a maior parte da massa corporal
(Almeida, 2011). A particdo de nutrientes especificos para cada tecido € modulada pela
acdo de varios hormdnios e seus receptores, que por sua vez atuam sobre a sintese de
enzimas reguladoras dos processos anabolicos e catabolicos dos tecidos (Fernandes,
2007).

A arginina, de acordo com Adrido et al. (2004) estimula a expressédo do gene do
horménio do crescimento (GH) em ratos, isso pode ocorrer pois a secre¢do do hormdnio
do crescimento inibe a liberacdo de somatostatina enddgena (Collier et al., 2006).
McConell (2007) relatou que para humanos, a arginina tem papel importante na
secrecdo do horménio do crescimento e da insulina, bem como sendo um vasodilatador
que € induzido a partir do 6xido nitrico. Nicastro et al. (2008) demonstraram em sua
revisdao, para humanos, que o aumento da secrecdo do GH ocorre a partir da nutricdo
com arginina. Fernandes (2007) citou que existem trabalhos atribuindo a arginina o
papel de coadjuvante na secrecéo do GH.

Entretanto, ainda ha algumas lacunas a serem preenchidas e mais estudos séo
necessarios para verificar o efeito que a arginina ou qualquer outro aminoacido pode
exercer sobre o crescimento da musculatura de peixes, principalmente considerando as

contribuicdes de hiperplasia e hipertrofia para esse crescimento.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar as exigéncias de arginina e isoleucina em dietas para juvenis de

tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar as exigéncias dietéticas de arginina e isoleucina para juvenis
de tilapia do Nilo por meio do desempenho produtivo;

e Avaliar a composicdo corporal proximal e de aminoacidos e a retencdo de
proteina, lipideos e aminoacidos de juvenis de tilapia do Nilo alimentados
com dietas contendo diferentes niveis arginina e isoleucina;

e Analisar as respostas bioquimicas e hematoldgicas de juvenis de tilapia do
Nilo alimentados com dietas contendo diferentes niveis de arginina e
isoleucina;

e Caracterizar o crescimento muscular dos juvenis de tilapia do Nilo

alimentados com dietas contendo diferentes niveis arginina e isoleucina.
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3.0 Capitulo |

Desempenho produtivo, respostas hematoldgicas e bioquimicas e crescimento
muscular de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com diferentes niveis de
arginina®

Resumo: O presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar as exigéncias de
arginina em dietas para juvenis de tilapias do Nilo com base no desempenho produtivo,
respostas hematoldgicas, bioquimicas e crescimento muscular. Foram utilizados 300
juvenis de tilapia do Nilo (2,95+0,79 g), distribuidos em 20 aquérios de fibra de vidro
com capacidade de 500 litros cada. Foram elaboradas cinco dietas extrusadas
isoproteicas (28% proteina bruta) e isonergéticas (3160 kcal.kg™) contendo 0,95; 1,10;
1,25; 1,40 e 1,55% de arginina. Baseado na analise de regressdo quadratica, os melhores
resultados de ganho em peso, conversao alimentar, taxa de eficiéncia proteica e retencéo
de proteina foram estimados em peixes que receberam dietas com 1,36; 1,34; 1,36 e
1,37% de arginina, respectivamente. Os melhores valores de retencdo corporal de
aminodacidos foram estimados em peixes que receberam dietas contendo 1,31 a 1,37%
de arginina. Em peixes que receberam 0,95% de arginina, 0 crescimento muscular
ocorreu principalmente por hiperplasia, enquanto nos peixes que receberam dietas com
1,10 a 1,55% de arginina ocorreu reducdo no tempo de hiperplasia e inicio da
hipertrofia. Peixes alimentados com diferentes niveis de arginina ndo apresentaram
diferencas sobre a composicdo corporal em proteina, gordura e aminoacidos e respostas
hematoldgicas e bioquimicas. Determinou-se a exigéncia dietética de 1,36% de arginina

para juvenis de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: Aminoécido essencial, pardmetros sanguineos, retencdo de

aminoacidos, fibra muscular

! Artigo redigido de acordo com as normas do periédico cientifico Journal of the World Aquaculture
Society.
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Growth performance, hematological and biochemical responses and muscle
growth of juvenile Nile tilapia fed with levels of arginine

Abstract: The aim of the present study was determine the dietary arginine requirement
for juvenile Nile tilapia on growth performance, hematological and biochemical
responses and muscle growth. Three-hundred Nile tilapia juveniles (2.95+0.79 g) were
distributed into 20 fiberglass aquaria (500-L each). Five extruded diets isonitrogenous
(28% crude protein) and isocaloric (3160 kcal.kg™ digestible energy) with 0.95; 1.10;
1.25; 1.40 and 1.55% of arginine were elaborated. Based on second order regression
analysis, the best results of weight gain, feed conversion rate, protein efficiency rate and
protein retention were estimated by fish fed diets containing 1.36; 1.34; 1.36 and 1.37%
of arginine, respectively. The maximum amino acid body retention was estimated in
fish fed diets containing 1.31 to 1.37% of arginine. In fish fed 0.95% of arginine the
muscle growth occurred mainly, by hyperplasia, while fish fed 1.10 to 1.55% arginine
showed decreased in the time of hyperplasia and promoted initialization of hypertrophy.
Fish fed with levels of arginine levels did not show differences on body crude protein,
fat and amino acid composition, biochemical and hematological parameters. A dietary

requirement of 1.36% arginine was determined for juvenile Nile tilapia.
Key words: essential amino acid, blood composition, amino acid retention, muscle fiber

Introducéo

A producdo de peixes no Brasil cresce continuamente e, dentre as espécies de
agua doce, a tilapia é responsavel por 46%, com mais de 253 mil toneladas produzidas
no ano de 2011 (MPA 2013). Dentre as mais de quarenta espécies de dgua doce com
potencial para a aquicultura (Godinho 2007), as tilapias se destacam pela rusticidade ao
manejo, 6tima qualidade de carne, com auséncia de espinhas intramusculares em “Y”
em seu filé, boa adaptacdo ao clima e ambiente, rapido crescimento, facil adaptacdo as
racdes comerciais (Popma e Masser, 1999), além de aceitar em suas dietas alimentos de
origem vegetal e animal.

A proteina possui importante papel estrutural e metabdlico (NRC 2011), pois é
precursora de enzimas, horménios (Pezzato et al. 2004) e anticorpos. Portanto,

requeridas continuamente ao longo do desenvolvimento do animal. As proteinas sao
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compostas por aminoécidos, exigidos em determinadas quantidades para atender as
demandas fisioldgicas e imunoldgicas dos animais.

A arginina é responsavel pela sintese de proteinas, ureia, poliaminas, prolina,
glutamato, creatina e agmatina (Wu e Morris 1998; D’Mello 2003), além de estimular a
secrec¢do de hormdnios, como insulina, hormdnio do crescimento, glucagon e prolactina
(Wu et al. 1997) e modular alguns mecanismos de imunidade inata (Moinard et al.
2002; Cheng et al. 2012; Pohlenz et al. 2012). Estudos de exigéncia dietética desse
aminoacido sdo de grande importancia para o melhor crescimento dos peixes.
Borlongan (1991) verificou que a exigéncia de arginina para juvenis de Chanos chanos
é de 2,10%. Ahmed (2013) verificou que o melhor crescimento ocorre quando fornecido
1,63% para alevinos de Heteropneustes fossilis. Zehra e Khan (2013) observaram a
exigéncia de 1,67% de arginina para o crescimento de alevinos de Catla catla para o
melhor desempenho produtivo.

Portanto, seu adequado fornecimento favorece o crescimento e a saude dos
animais, uma vez que a arginina pode prevenir a infeccdo por bactérias por estimular a
atividade de lisozimas (Zhou et al. 2012a), e participar da sintese do ¢xido nitrico, que
possui importante papel na defesa celular estimulando a producdo de macrofagos
(Buentello e Gatlin 111 1999), e aumentando a contagem de leucdcitos por causa da
arginina ser substrato para a sintese de poliaminas, importante para a proliferacéo e
diferenciacéo celular (Buentello et al. 2007).

O objetivo do presente trabalho foi determinar as exigéncias de arginina em dietas
para juvenis de tilapias do Nilo com base no desempenho produtivo, parametros

hematoldgicos, bioquimicos e crescimento muscular.

Material e Métodos

Peixes e manejo

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura do Grupo de Estudos
de Manejo na Aquicultura (GEMAQ) da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
Unioeste - campus Toledo.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual

do Oeste do Parana — Unioeste, sob o protocolo N° 01812 de maio de 2012.
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Dietas experimentais e manejo alimentar

Foram elaboradas cinco ragdes (Tabela 1 e 2) segundo as recomendacOes
propostas por Furuya (2010) e NRC (2011) para o atendimento das exigéncias
nutricionais de juvenis, contendo niveis crescentes de arginina (0,95; 1,10; 1,25; 1,40 e
1,55 %) da dieta. Os ingredientes foram moidos em moinhos do tipo martelo com
peneira de 0,5 milimetros de didmetro. A dieta foi processada de maneira extrusada
(extrusora Ex-Micro®) com 3mm de diametro. Os peixes foram alimentados quatro
vezes ao dia (8h e 11h da manh4, e 14h e 17h da tarde), até a saciedade aparente, por um
periodo de 85 dias.
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Tabela 1. Composicao percentual (%) das racdes experimentais com diferentes niveis

de arginina para juvenis de tilapias do Nilo

Niveis arginina (%0)

Ingredientes 0,95 1,10 1,25 1,40 1,55
Milho, grdo 52,19 52,19 52,19 52,19 52,19
Milho, gluten 60 23,30 23,30 23,30 23,30 23,30
Arroz, quirera 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Soja, farelo 45 4,67 4,67 4,67 4,67 4,67
Peixe, farinha 55 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Fosfato bicélcico 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25
Calcério 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
L-4cido glutamico 2,50 2,64 2,79 2,93 3,08
L-alanina 2,50 2,20 1,90 1,60 1,30
L-lisina 1,16 1,16 1,16 1,16 1,16
L-arginina 0,00 0,15 0,31 0,46 0,62
L-treonina 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
L-triptofano 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16
DL-metionina 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
Acido propidnico 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento mineral e vitaminico' 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
BHT? 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

INiveis de garantia por kg do produto - Premix (DSM-Roche®): Vit. A, 24.000 Ul; Vit. D3, 6.000 UI;
Vit. E, 300 mg; Vit. K3, 30 mg; Vit. B1, 40 mg; Vit. B2, 40 mg; Vit. B6, 35 mg; Vit. B12, 80 mg; Ac.
félico, 12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg; Niacina; Ferro,
200 mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.

2BHT = Butil Hidroxi Tolueno
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Tabela 2. Composigdo proximal (%) das races experimentais com diferentes niveis de
arginina para juvenis de tilapias do Nilo

Composicao proximal (%)

Energia digestivel (kcal.kg™) 3160 3160 3160 3160 3160
Proteina bruta 28,11 28,17 28,23 28,30 28,36
Acido linolénico 1,41 1,41 1,41 1,41 1,41
Amido 39,99 39,99 39,99 39,99 39,99
Calcio 1,55 1,55 1,55 1,55 1,55
Fibra bruta 1,58 1,58 1,58 1,58 1,58
Fosforo disponivel 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Fosforo total 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Gordura 3,02 3,02 3,02 3,02 3,02
Aminoacidos essenciais

Arginina total 0,95 1,10 1,25 1,40 1,55
Fenilalanina 1,12 1,07 1,05 1,03 1,06
Histidina 0,49 0,48 0,48 0,46 0,48
Isoleucina 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Leucina 3,33 3,33 3,33 3,33 3,33
Lisina 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53
Metionina 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Treonina 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18
Triptofano 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Valina 1,09 1,09 1,09 1,09 1,09
Aminoécidos nfo essenciais’

Acido aspartico 1,41 1,18 1,36 1,31 1,36
Acido glutamico 6,09 5,23 6,11 6,00 6,31
Alanina 3,83 3,11 3,43 3,19 3,14
Cistina 0,28 0,23 0,26 0,26 0,27
Glicina 0,75 0,60 0,69 0,67 0,69
Serina 1,02 0,85 0,98 0,95 0,96
Tirosina 0,88 0,72 0,84 0,83 0,85

Analises realizadas pela Ajinomo Animal Nutrition
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Peixes e condigdes experimentais

Foram utilizados 300 juvenis de tildpias do Nilo (2,95+0,79 g). Os peixes foram
distribuidos em 20 caixas de fibra de vidro com capacidade de 500 litros, dotadas de um
sistema de recirculacdo de &gua (quatro litros de agua/minuto/tanque) com biofiltro
central, aeracdo constante por meio de soprador de ar central e aquecimento constante
por meio de termostato.

Os parametros de pH, oxigénio dissolvido (mg.L™), condutividade elétrica
(uS.cm™) da agua, aménia e nitrito (Strickland e Parson1972); fosforo e ortofosfato
(Mackereth et al. 1978) e demanda bioquimica de oxigénio-DBO (Apha 1998) foram

aferidos semanalmente.

Coleta de dados

Ao final do experimento os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas para 0
esvaziamento do trato gastrointestinal e, posteriormente, foram insensibilizados em
eugenol, na dose de 75,0 mg.L™ (Deriggi et al. 2006) para realizagdo das medidas
individuais de peso (g). Trés peixes de cada tanque foram eutanasiados em eugenol na
dose de 300 mg.L™ e acondicionados em gelo para retirada de gordura visceral e figado.
Esses mesmos animais (incluindo as visceras) foram encaminhados ao Laboratorio de
Controle de Qualidade do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura (GEMAQ) e
congelados em freezer (-20 °C) para realizagdo das analises centesimais.

Os dados de desempenho produtivo avaliados foram o peso final médio (g); ganho
em peso (peso corporal final — peso corporal inicial); conversdo alimentar aparente
(dieta consumida/ganho em peso); taxa de eficiéncia proteica (ganho de peso/proteina
consumida); eficiéncia de retencdo de proteina (((contetdo final de proteina da carcaca
x biomassa final) — (contetdo inicial proteina da carcaca x biomassa inicial))/proteina
consumida); sobrevivéncia (100(numero de peixes final/nimero de peixes inicial));
indice hepatossomatico (100(peso figado, g)/(peso corporal final, g)); gordura visceral
(100(peso gordura visceral, g)/(peso corporal final, g)) e retencdo de aminoéacidos
corporais ((conteudo final de aminoacidos corporais x peso final) — (conteudo inicial de

aminodacidos corporais x peso inicial)/consumo de aminoacidos).

Analises hematoldgicas e bioquimicas
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Para as coletas sanguineas capturaram trés peixes de cada unidade experimental,
anestesiados em eugenol (60 mg.L™), e, aleatoriamente, retirou-se uma aliquota de
2,0mL por puncdo caudal, com auxilio de uma seringa heparinizada. Dessa aliquota
0,5mL foi destinado as analises hematoldgicas e 1,5mL destinado as analises
bioquimicas.

No sangue total foram realizadas as analises de contagem total de eritrocitos com
utilizacdo de camara de Neubauer, taxa de hemoglobina realizada por meio da
metodologia descrita por Collier (1944), percentual de hemato6crito seguindo a
metodologia de Goldenfarb et al. (1971), e os indices hematimétricos como VCM
(volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM
(hemoglobina corpuscular média), de acordo com Wintrobe (1934): VCM (fL) =
[(hematocrito x 10)]/eritrocitos; HCM (pg) = [(hemoglobina x 10)]/eritrécitos e CHCM
(gdL™) = [(hemoglobina x100)]/ hematdcrito.

Foram preparados esfregagos sanguineos em laminas de vidro que foram secas ao
ar e coradas pelo método de Rosenfeld (1947). A leitura foi realizada em microscépio
Optico, com objetiva de 100x, utilizando Oleo de imersdo. A contagem total de
leucocitos e trombocitos foi realizada pelo método indireto (Martins et al. 2004):
Leucdcitos totais (ML) = [(numero de leucocitos contados na extensdo X numero de
eritrocitos em camara de Neubauer)/2000]; e trombdcitos totais (ML) = [(nUmero de
trombdcitos contados na extensdo x numero de eritrocitos em camara de Neubauer]/
2000].

A contagem do diferencial de leucocitos consistiu em determinar a proporcao
existente entre as distintas variedades de leucocitos: linfocitos, neutrofilos e mondcitos.
Em microscopio de luz comum, com objetiva 100 vezes foram contados 100 leucécitos.
Para a contagem, percorreu-se todo o esfregaco, movimentando a lamina em “zig-zag”.
O ndmero de cada elemento foi expresso em porcentagem. Posteriormente, foram
realizadas analises bioquimicas de proteinas totais (g.dL™), triglicerideos (mg.dL™),
colesterol total (mg.dL™), colesterol de alta densidade - HDL (mg.dL™), glicose (mg.dL"
1, colesterol de muito baixa densidade - VLDL (mg.dL™), colesterol de baixa densidade
- LDL (mg.dL™) e Ureia (mg.dL™). As amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por
cinco minutos. Para a realizagdo das analises utilizaram-se “kits” especificos Gold
Analisa Diagnostica®, sendo a leitura processada em espectrofotometro e procedidas

conforme instrugdes do fabricante.
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Morfometria da fibra muscular

Para a avaliagdo do crescimento muscular, dois peixes de cada unidade
experimental foram capturados, induzidos a anestesia profunda até a perda de todas as
reacdes, e com auxilio de uma lamina retirou-se uma amostra do muasculo branco dorsal,
acima da linha lateral. Essas amostras foram fixadas em formol tamponado 10% por 24
horas e processadas para inclusao em parafina. Cortes transversais (6 pm) foram obtidos
em micrétomo e submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina. Para a morfometria,
utilizando um sistema de analise de imagens, foi determinado o menor diametro de 200
fibras musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de diametros (< 20 pm,
20-50 pm e > 50 um) para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e hipertrofia para o
crescimento muscular (Almeida et al. 2008). Essas analises foram realizadas no
Laboratorio de Histologia do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas — DCM — da
Universidade Estadual de Maringa — UEM.

Andlises laboratoriais

A composicdo centesimal dos animais seguiu 0 preconizado pela AOAC (1995)
para analises de umidade (pré secagem a 55 °C por 72 horas seguida de secagem a 105
°C por oito horas), proteinas (método de Kjeldhal), extrato etéreo (extrator de Soxhlet
com éter como solvente), e matéria mineral (calcinagcdo das amostras a 550 °C por 6
horas). O material pré-seco foi encaminhado para o Laboratorio da Ajinomoto Biolatina
para a realizacdo de analises de aminoacidos, por meio da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Hitashi L-8800). O triptofano foi determinado apos

hidrélise acida.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e
quatro repeticGes, sendo uma unidade experimental composta por um aquéario contendo
15 peixes. Os dados foram submetidos a analises de regressdao em 5% de probabilidade.
Para a determinacdo da exigéncia de arginina foi aplicada a analise de regressao

quadrética. Para verificacdo dos valores de crescimento muscular e a relagdo com 0s
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dados de peso final e comprimento final foi aplicada a analise de correlagdo de Pearson.
As andlises foram efetuadas por meio do programa computacional Statistic 7.1 (Statsoft
2005).

Resultados

Durante o periodo experimental foram observados valores médios de 29,4+0,04 °C
para a temperatura; 5,44+0,29 mg.L™" para oxigénio dissolvido; 7,47+0,07 para o pH:;
120,12+2,13 uS.cm™ para a condutividade elétrica da agua; 0,10+0,08 mg.L™ para a
amonia (NH,"); 5,51+1,28 ug.L™" para o nitrito; 1,13+0,19 ug.L™ para o ortofosfato;
1,13+0,14 ug.L™" para o fosforo e 7,63+3,78 mg.L™* para a DBO.

Os peixes alimentados com a dieta com 0,95% de arginina apresentaram os piores
resultados (P<0,05) de ganho em peso, conversdo alimentar, taxa de eficiéncia proteica
e retencdo de proteina, em relacdo aos valores obtidos para 0s peixes que consumiram
0s demais niveis de arginina. O consumo de dietas com diferentes niveis de arginina nao
influenciou (P>0,05) as varidveis: sobrevivéncia, indice hepatossomatico e gordura

visceral (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho produtivo dos juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de arginina

Niveis arginina (%)

Variaveis 0,95 1,10 1,25 1,40 1,55 C.V. Efeito
Peso inicial (g) 2,94 2,98 2,94 2,94 2,93 2,04 NS
Ganho em peso (g/peixe) 23,34 63,42 58,64 60,53 62,27 30,27 Quadratico
Conversao alimentar (g/g) 1,69 1,22 1,21 1,21 1,24 15,14 Quadratico
Taxa eficiéncia proteica (%) 1,55 2,57 2,55 2,50 2,48 19,76 Quadratico
Retencéo proteina (%) 29,21 47,22 49,60 47,43 50,14 18,75 Quadratico
indice hepatossomético (%) 2,29 1,31 1,59 1,94 1,70 38,00 NS
Gordura visceral (%) 4,12 2,71 2,62 3,26 3,64 30,55 NS
Sobrevivéncia (%) 75,00 90,00 88,33 85,00 85,00 12,00 NS
Equagdes Valor P
Ganho em peso Y =-222,2x° + 605,6x — 346,1; R° = 0,73: Arg = 1,36%; 0,00001
Converso alimentar Y = 3,084x* — 8,314x + 6,750; R* = 0,79: Arg = 1,34% 0,00003
Taxa eficiéncia proteica Y =-6,485x" + 17,71x — 9,366; R* = 0,78: Arg = 1,36% 0,000002
Retencéo proteina Y =-111,572x* + 306,970x — 159,640; R* = 0,79: Arg = 1,37%  0,000001

Arg = arginina; CV = coeficiente de variacdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05)
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Pelo modelo de regressdo quadratica, 0 aumento nos niveis dietéticos de arginina
resultou em incremento méaximo sobre o ganho em peso no nivel de 1,36% de arginina

(Figura 1).
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Figura 1. Ganho em peso de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas

contendo niveis crescentes de arginina

O consumo de dietas com niveis crescentes de arginina influenciou (P<0,05) a
composicdo corporal dos peixes para os parametros de umidade e matéria mineral,
porém, ndo influenciou (P>0,05) a composicdo corporal de proteina bruta e lipideos

(Tabela 4).

Tabela 4. Composicdo corporal de juvenis de tilapias do Nilo alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de arginina

Niveis arginina da dieta (%6)

Variaveis 0,95 1,10 1,25 1,40 1,55 Ccv Efeito
Umidade 70,70 68,89 69,31 68,60 67,27 1,82 Linear
Proteina bruta 14,50 15,27 14,95 15,38 15,31 4,78 NS
Lipidios 11,65 12,67 11,19 12,45 12,48 7,22 NS
Matéria mineral 2,63 4,27 4,06 4,29 4,45 15,98 Quadratico
Equacéo Valor P
Umidade Y =-4,764x + 74,910; R* = 0,69 0,0001
Matéria mineral Y =-7,325x% + 20,602x — 10,017; R* = 0,66: Arg = 1,40% 0,002

Arg = arginina; CV = coeficiente de variacdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05)
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A composicdo corporal de aminoacidos dos peixes ndo foi influenciada pelos
niveis de arginina da dieta, com excec¢do da arginina corporal (P<0,05), que apresentou
concentracdo superior para o grupo de peixes alimentados com 1,55% de arginina na
dieta (Tabela 5).

Tabela 5. Composic¢do de aminoacidos essenciais corporais (g por 16g de N) de juvenis
de til&pia do Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de arginina

Niveis de arginina da dieta (%)

0,95 1,10 1,25 1,40 1,55 cVv Efeito

Composicédo de aminoacidos essenciais da carcaca
Arginina 5,49 5,68 5,75 5,94 6,23 6,03 Linear
Fenilalanina 3,23 3,39 3,35 3,35 3,42 4,09 NS
Histidina 1,79 1,87 1,90 1,90 1,86 6,18 NS
Isoleucina 3,15 3,05 2,97 3,05 3,12 5,64 NS
Leucina 5,70 5,80 5,80 5,62 5,81 4,88 NS
Lisina 5,99 5,96 5,89 5,82 5,94 6,08 NS
Metionina 2,03 2,03 2,13 2,09 2,11 5,85 NS
Treonina 3,60 3,66 3,72 3,61 3,75 4,69 NS
Triptofano 0,83 0,75 0,84 0,84 0,76 15,92 NS
Valina 3,74 3,70 3,65 3,71 3,80 5,56 NS

Equacao Valor P
Arginina Y =1,16x + 4,362; R* = 0,52 0,0003

Arg = arginina; CV = coeficiente de variagdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05)

A retencdo corporal de aminoacidos essenciais foi influenciada (P<0,05) pelos
niveis de arginina incluidos na dieta, sendo que a menor retencdo foi obtida nos peixes
gue consumiram a dieta com menor nivel do aminoacido testado (0,95%) (Tabela 6).
Foi observado efeito quadratico para todos os 10 aminoacidos essenciais testados, com

valores de retencdo maxima oscilando entre 1,31 e 1,37% de inclusdo de arginina.
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Tabela 6. Retencdo corporal de aminoacidos essenciais (%) de juvenis de tilapia do

Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de arginina

Niveis de arginina da dieta (%)

0,95 1,10 1,25 1,40 1,55 CVv Efeito

Retencdo de aminoacidos essenciais da carcaga
Arginina 48,79 107,49 85,99 92,79 100,62 25,17 Quadratico
Fenilalanina 20,79 43,53 37,74 38,65 39,09 23,41 Quadratico
Histidina 26,43 54,35 47,27 49,14 47,11 23,61 Quadréatico
Isoleucina 29,64 57,52 47,81 51,37 51,10 22,29 Quadratico
Leucina 15,48 31,08 26,97 26,96 27,49 22,69 Quadratico
Lisina 30,70 60,29 57,45 52,78 53,08 22,63 Quadratico
Metionina 24,28 62,39 55,83 57,29 57,44 29,85 Quadratico
Treonina 25,54 50,89 44,46 44,63 46,81 22,76 Quadratico
Triptofano 51,49 82,62 85,88 88,81 85,70 24,16 Quadratico
Valina 28,74 58,47 48,82 52,08 52,68 23,60 Quadratico

EquacGes Valor P
Arginina Y = -233,142x° + 642,152x — 340,778; R = 0,51: Arg = 1,37% 0,002
Fenilalanina Y =-120,261x* + 321,795x — 172,964; R? = 0,60: Arg = 1,33% 0,0003
Histidina Y = -161,736x? + 428,448x — 230,71; R? = 0,59: Arg = 1,32% 0,0004
Isoleucina Y =-136,617x? + 366,041x — 190,452; R? = 0,50: Arg = 1,33% 0,002
Leucina Y =-82,651x% + 219,901x — 116,417; R? = 0,54: Arg = 1,33% 0,001
Lisina Y =-191,785x? + 504,307x — 271,23; R = 0,63: Arg = 1,31% 0,0001
Metionina Y = -215,544%° + 579,664x — 326,648; R? = 0,62: Arg =1,34% 0,001
Treonina Y =-126,151x" + 339,575x — 179,215; R* = 0,55: Arg = 1,34% 0,003
Triptofano Y =-218,426%° + 595,805x — 314,734; R? = 0,51: Arg =1,36% 0,002
Valina Y = -144,049x? + 387,789x — 205,021; R? = 0,52: Arg =1,34% 0,001

Arg = arginina; CV = coeficiente de variagdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05)

Nédo foram observadas diferencas (P>0,05) entre os parametros bioquimicos e

hematoldgicos dos juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo niveis

crescentes de arginina (Tabela 7).
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Tabela 7. Pardmetros bioquimicos e hematoldgicos dos juvenis de tilapias alimentados
com dietas contendo niveis crescentes de arginina

Niveis arginina (%)

Parametros 0,95 1,10 1,25 1,40 15 CV Efeito
Bioquimicos

Trigliceridios (mg.dL™) - 169,38 320,14 266,38 242,61 38,22 NS
Colesterol total (mg.dL™) 192,10 145,85 238,30 180,15 167,30 29,33 NS
Glicose (mg.dL™) 9329 84,81 87,64 64,03 7402 2564 NS
Ureia (mg.dL™) 6,45 6,67 7,18 6,68 6,68 23,54 NS
Proteina total (g.dL™) 4,79 4,14 4,27 4,33 433 491 NS
HDL (mg.dL™) - 75,14 7892 62,63 71,84 20,71 NS
LDL (mg.dL™); - 36,83 67,76 64,24 51,46 40,84 NS
VLDL (mg.dL™) - 33,87 64,03 5327 4852 3822 NS
Hematologicos

Eritrocitos (10%.uL™) 2,15 1,93 204 210 2,34 13,17 NS
Hemoglobina (g.dL™) 7,57 9,24 9,29 10,06 10,16 11,61 NS
Hematdcrito (%) 3225 3250 3342 32,17 3321 6,79 NS
VCM (fL) 151,66 170,66 164,90 160,02 146,76 15,93 NS
HCM (ug) 38,55 46,30 46,29 50,27 43,41 19,09 NS
CHCM (g.dL'l) 25,35 25,92 28,38 3148 30,33 17,43 NS

HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteinas de baixa densidade;VVLDL = lipoproteinas de

densidade muito baixa; VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média;

CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; CV = coeficiente de variagdo (%); NS = néo

significativo (P>0,05).

O consumo de dietas com niveis crescentes de arginina ndo alterou (P>0,05) os

valores de leucécitos totais e de trombodcitos totais. Os leucdcitos variaram de 23639 a

36790 pL™ e os trombécitos oscilaram entre 27696 a 52103 pL™. Com relagdo ao

diferencial de leucdcitos, a maior parcela encontrada nos juvenis de tilapia foi de

linfocitos com valores médios acima de 84%, seguido pela porcentagem de neutréfilos

(acima de 9%), e com menor expressdo 0s mondcitos, abaixo de 0,3% nos peixes de

todos os tratamentos (Tabela 8).
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Tabela 8. Valores medios de leuctcitos, trombocitos e diferencial de linfécitos,
neutréfilos e mondcitos de juvenis de tilpia do Nilo alimentados com dietas contendo
niveis crescentes de arginina

Niveis arginina da dieta (%0)

Variaveis 0,95 1,10 1,25 1,40 1,55 cv Efeito
Leucocitos (uL™) 23639 30936 36761 36790 30928 17,04 NS
Trombécitos (uL™) 45581 33115 52103 39440 27696 24,24 NS
Linfdcitos (%) 91,86 89,71 85,83 89,50 90,50 3,56 NS
Neutrdfilos (%) 8,14 10,00 14,00 10,50 9,00 31,04 NS
Mondcitos (%) 0,00 0,00 0,14 0,0 0,28 232,00 NS

CV = coeficiente de variacdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05)

A arginina dietética influenciou (P<0,05) a frequéncia de fibras musculares dentro
das classes de fibras < 20 um e de 20 — 50 um de diametros, mas ndo foi observado
efeito (P>0,05) dos niveis de arginina sobre a frequéncia de fibras musculares com
didmetro > 50 pum. Com o aumento nos niveis dietéticos de arginina foi observado
reducdo linear na frequéncia de fibras musculares com < 20 um de didmetro, e efeito
quadratico sobre a frequéncia de fibras com diametro entre 20 — 50 um, em que a
méaxima frequéncia de ocorréncia de fibras foi estimada em peixes que receberam a
dieta com 1,45% de arginina (Tabela 9).

A analise de correlacdo de Pearson mostrou que a classe de fibras com diametros
menores que 20 um possui correlagdo negativa (-0,59) com o peso final dos juvenis de
tilpia, ou seja, quanto maior € o animal, menor a taxa de hiperplasia. Por outro lado, as
fibras com diametros entre 20 e 50 um possuem correlagdo positiva com o peso dos
peixes (0,64). Para as fibras com diametro superior a 50 um ndo houve correlacao

significativa
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Tabela 9. Frequéncia de distribuicdo das fibras musculares em trés classes de diametros
(<20 pm, entre 20 e 50 um e >50 pum) em juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com
dietas contendo niveis crescentes de arginina

Niveis arginina da dieta (%0)

Classe de diametro Inicial 0,95 1,10 1,25 1,40 1,55 CVv Efeito
<20um 86,96 55,17 33,74 24,09 19,17 1435 47,99 Linear
20-50pm 13,04 44,55 64,87 72,71 77,21 72,54 19,34  Quadrético
>50um 0,0 2,00 2,43 3,31 3,67 8,10 98,84 NS
Equagbes Valor de P
<20 pm Y =-70,32x + 116,58; R* = 0,65 0,000001
20-50 pm Y =-107,055x2 + 311,620x — 150,604; R* = 0,76: Arg = 1,45% 0,000001

Arg = arginina; CV = coeficiente de variagdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05)

Discussao

Os parametros de qualidade de dgua monitorados durante o periodo experimental
atenderam as condicfes para 0 bem-estar da espécie. As tilapias ndo possuem
desempenho produtivo prejudicado quando criadas em aguas com temperaturas entre 24
e 30 °C (El-Sayed 2006), teores de oxigénio dissolvido acima de 4 mg.L™, pH préximo
ao neutro (Popma e Lovshin 1995) e condutividade elétrica entre 20 e 150 pS.cm™
(Zimermann et al. 2001). Os demais parametros como fésforo, ortofosfato, amdnia,
nitrito e DBO permaneceram dentro dos protocolos sugeridos para a criagdo de peixes
em sistema semi-intensivo.

No presente trabalho, a exigéncia em arginina estimada pelo método de regressao
quadratica é de 1,36%, e 0 menor crescimento dos peixes foi verificado para aqueles
que receberam a dieta contendo 0,95% de arginina. Khan e Abidi (2011) também
evidenciaram os piores resultados de desempenho para o Heteropneustes fossilis que
receberam dieta deficiente em arginina. Valores de exigéncia inferiores ao do presente
estudo foram obtidos por Santiago e Lovell (1988) que determinaram a exigéncia de
1,18% de arginina para alevinos de tilapias do Nilo, porém, os autores utilizaram o
modelo matematico broken line.

A adequada suplementacdo de arginina favoreceu o maior ganho em peso,
retencdo de proteina (Tabela 3), e a retencdo corporal de aminoacidos (Tabela 6). Isso
evidencia a importancia desse aminoacido em dietas para peixes, como foi demonstrado
por Zhou et al. (2012a) para juvenis de “Largemouth bass” (Micropterus salmoides).

Como a maioria dos peixes teledsteos de agua doce ndo possui o ciclo da ureia ativo
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(Rodrigues et al. 2011), ou com atividade muito baixa comparado aos mamiferos
(Kaushik et al. 1988), a arginina é necessaria para a ureogénese e sintese de proteina
corporal, resultando em maior crescimento do animal. Além disso, a arginina atua como
importante estimulador da insulina e do horménio do crescimento (Newsholme et al.
2005), tendo papel importante nos processos anabdlicos (Wan et al. 2006).

Ainda que tenham sido encontradas diferengas nas exigéncias quantitativas de
arginina, a melhor relacdo arginina:lisina estimada para maximo ganho em peso dos
peixes no presente trabalho (0,89:1) aproxima-se da relagcdo descrita por Santiago e
Lovell (1988), de 0,82:1, para alevinos de tilapias do Nilo. Assim, em funcdo da
importante relagdo entre a arginina e a lisina, ainda que as exigéncias quantitativas
possam variar por diversas razdes, é importante considerar a relacdo entre esses
aminoacidos para evitar antagonismos entre 0S mesmos.

No presente trabalho, a taxa de eficiéncia proteica e a eficiéncia na retencdo de
proteina foram inferiores para 0s peixes que receberam a dieta com o menor nivel de
arginina (0,95%), indicando que a mesma se encontrava deficiente e/ou desbalanceada
em termos de relagéo arginina:lisina, ocasionando a pior utilizacdo da proteina da dieta
pelos peixes. Por outro lado, as dietas contendo niveis a partir de 1,1% de arginina,
atenderam as exigéncias quantitativas e proporcionaram melhor balanceamento dos
aminodcidos, e, portanto, foram utilizadas de forma mais eficiente pelos peixes. O
mesmo comportamento foi demonstrado por Zhou et al. (2012a) para a retencdo de
nitrogénio em juvenis de M. salmoides, que obtiveram melhor retencdo em peixes que
receberam dietas contendo 1,94 a 3,0% de arginina.

Os resultados de umidade corporal obtidos no presente estudo, sdo semelhantes
aos descritos por Alam et al. (2002), que trabalhando com Paralichthys olivaceus,
verificaram que os peixes alimentados com menores teores de arginina na dieta
apresentam os maiores indices de umidade corporal, possivelmente relacionado ao
menor tamanho corporal dos peixes do que ao efeito da arginina sobre a deposicao
corporal de nutrientes. Inversamente, 0s peixes de maior tamanho possuem maiores
teores de minerais, fato que justifica a maior deposicdo de minerais em peixes que
receberam dietas com mais de 1,1% de arginina, e que obtiveram maior crescimento
corporal.

De acordo com Khedara et al. (1996) a arginina influencia no metabolismo
lipidico, pois esta envolvida no processo de oxidacdo dos lipideos (Fu et al. 2005),

portanto, deve ser incluida na dieta de animais de importancia econémica para reduzir a
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massa de gordura corporal (Jobgen et al. 2006). Contudo, no presente trabalho, a
composigdo corporal de lipidios ndo foi influenciada pelo nivel de arginina na dieta,
possivelmente pelo fato do menor nivel de arginina utilizado (0,95%) ter sido suficiente
para atender as exigéncias para o metabolismo de lipideos.

Com relacdo a composicao corporal de aminoacidos (Tabela 5), 0 aumento linear
nos teores de arginina corporal conforme o aumento nos niveis dietéticos de arginina
observados no presente estudo discordam de Zhou et al. (2012a) que néo verificaram
diferencas na concentragéo de arginina corporal de M. salmoides. Portz e Cyrino (2003)
relataram que a variacdo no contetdo corporal de aminoacidos é pouco variavel em
peixes, sendo pouco afetada pelo tamanho do animal. No presente trabalho, € possivel
que a arginina possa estar situada em algum tecido especifico que possa alterar essa
proporc¢do, uma vez que foram utilizados peixes inteiros, com escamas e visceras, sendo
comum a retirada desses itens em estudos de nutricdo de peixes.

No presente trabalho, a retencdo corporal de aminoacidos foi influenciada para
todos os 10 amino&cidos essenciais analisados. Os maximos valores de retengdo de
aminodacidos essenciais foram observados em peixes que receberam dietas contendo
1,31 a 1,37% de arginina. Por outro lado, Zhou et al. (2012a) verificaram relacéo
inversa entre 0 nivel de arginina na dieta e seu aproveitamento pelos peixes, fato que
ndo foi observado no presente estudo.

Os parametros bioquimicos do sangue ndo foram influenciados (P>0,05) pelos
niveis de arginina das dietas (Tabela 7). Porém, a quantidade de sangue coletada dos
peixes que receberam o menor nivel de inclusdo de arginina da dieta (0,95%) foi
insuficiente para a realizacdo de todas as analises, que de acordo com Farrel (2001),
pode ser explicado, pois 0 volume sanguineo de peixes teleosteos é cerca de 3 a 5% do
peso corporal. Portanto, priorizaram as analises hematoldgicas que necessitavam de uma
menor aliquota de sangue e pelo fato da arginina influenciar o sistema imune (Costas et
al. 2011), além de participar nos processos de resisténcia a infeccdes (Buentello et al.
2001).

Mesmo a arginina possuindo efeito sobre o metabolismo energético, por meio da
sintese de 6xido nitrico (Kawano et al. 2003), as fracdes lipidicas séricas, ndo foram
influenciadas pelos niveis dietéticos de arginina. Os valores de referéncia para o0s
parametros bioquimicos para peixes ainda ndo estdo totalmente padronizados, sendo

bastante variavel em tilapias (Neu et al. 2013). Contudo, pode-se sugerir que 0s juvenis
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de tilapia do atual estudo apresentaram valores dentro da faixa considerada normal para
a espécie.

A maioria dos peixes teledsteos excreta a ambnia como produto principal, sendo a
menor parte excretada na forma de ureia. A maior excrecdo de ureia € associada ao
catabolismo das purinas e ao consumo excessivo de arginina (Kaushik et al. 1988), fato
que ndo foi observado no presente estudo. Como ndo houve diferencas entre a
quantidade de ureia no plasma dos peixes avaliados, acredita-se que essa espécie tenha
baixa atividade de carbamoil-fosfatase e, portanto, o ciclo da ornitina-ureia ndo seja
funcional ou possua baixa atividade, sendo reportado por McKenzie et al. (1999) por
meio de testes com infusdo de sais de amodnia em estudo realizado com tilapia do Nilo.

O padrdo hematoldgico ndo foi alterado em funcdo da inclusdo dietética de
arginina (Tabela 7). Segundo Hrubec et al. (2000) as analises quimicas relacionadas a
hematologia de peixes podem proporcionar informagdes substanciais para o diagndstico
clinico, além de ser importante para o conhecimento das condigdes de equilibrio
normais e patolégicas (Azevedo et al. 2006).

Os valores de eritrocitos ndao foram influenciados pelos niveis dietéticos de
arginina no presente trabalho e ficaram proximos aos resultados observados por Araujo
et al. (2011), para tilapias alimentadas com racGes contendo diferentes fontes de 6leos.
Os valores de hemoglobina encontrados para as tilapias alimentadas com dietas
contendo niveis crescentes de arginina variaram de 8,17 a 10,08 g.dL™, dentro do
intervalo descrito por Bittencourt et al. (2003) como normal para tilapias do Nilo
criadas em sistemas semi-intensivos.

Os niveis de arginina da dieta ndo influenciaram a porcentagem do hematocrito
(32,25 a 33,42%) para os peixes do presente trabalho. Zhou et al. (2012b) observaram o
mesmo efeito para alevinos de Epinephelus awoara. Por outro lado, Buentello et al.
(2007) verificaram que guanto maior o nivel de arginina da dieta, maior a porcentagem
de hematocrito em Ictalurus punctatus, sugerindo ainda que a arginina tenha um papel
fisioldgico no processo hematopoiético, reforcando a hipdtese proposta por Goldsby et
al. (2003), que relataram que o hematdcrito, eritrocitos e leucécitos podem ser utilizados
como indicadores da hematopoiese.

Khan e Abidi (2011) verificaram que o0 aumento de arginina da dieta pode elevar
0s niveis de hematdcrito. Ghiraldelli et al. (2006) relataram que o hematdcrito, pode, em
parte, explicar o nivel de estresse em que 0s peixes sdo submetidos. Por outro lado, no

presente trabalho, os peixes que receberam a dieta com menor quantidade de arginina
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(0,95%) nao apresentaram diferencas dos demais niveis testados. Possivelmente a
arginina atua primariamente para manter as condi¢cdes fisioldgicas necessérias a
manutengdo do organismo e, posteriormente, é ativada para o crescimento do animal.

Os valores obtidos para as variaveis de VCM, HCM e CHCM (Tabela 7) ndo
foram alterados pelo conteldo de arginina da dieta. Buentello et al. (2007) ndo
verificaram diferengas nos valores de VCM de Ictalurus punctatus alimentados com
dietas com niveis crescentes de arginina. Os resultados de VCM e CHCM estdo dentro
da amplitude de variacdo e aceitos como normais para peixes teledsteos, inclusive
tilapias, como descrito por Tavares Dias e Moraes (2004).

Ainda que a arginina tenha importante funcéo no sistema imunoldgico (Pohlenz et
al. 2012), a pequena varia¢do nos valores de leucocitos e trombdcitos nos peixes que
receberam dieta com diferentes niveis de arginina pode ser explicada pelo fato dos
peixes ndo terem sido submetidos a desafio. Assim, os valores de leucdcitos entre 23639
a 36790, e trombdcitos entre 27696 a 52103 pL™ de sangue sdo considerados normais
para a espécie de acordo com Hrubec et al. (2000).

Considerando que fibras com diametros menores que 20 pm indicam ocorréncia
de hiperplasia, enquanto didametros maiores que 50 pm se relacionam com a hipertrofia
(Valente et al. 1999; Rowlerson e Veggetti 2001), foi observado no presente estudo que
em todos os tratamentos, o crescimento muscular ocorreu por hiperplasia e hipertrofia
durante o periodo do experimento.

Na classe de fibras com diametros <20 um, os peixes que receberam o menor
nivel de arginina apresentaram a maior frequéncia em relacdo aos demais tratamentos,
caracterizando intensa hiperplasia (Valente et al. 1999). Essa hiperplasia € do tipo em
mosaico, caracterizado por fibras de diferentes diametros, caracteristica do periodo juvenil
(Johnston e Hall 2004) que foi o periodo analisado nesse estudo. Na hiperplasia em
mosaico, novas fibras musculares sdo formadas a partir da fusdo e diferenciacdo entre as
células satélites, utilizando fibras diferenciadas como suporte; por esse motivo, observam-
se, nos cortes histologicos, fibras maiores rodeadas por fibras de pequenos didmetros
recém-formadas (Rowlerson e Veggetti 2001). Nessa mesma classe de diametro, foi
observado reducdo linear dos niveis dietéticos de arginina sobre a frequéncia de fibras,
sugerindo que o aumento no nivel de arginina esta relacionado com uma diminuicdo na
contribuicdo da hiperplasia para o crescimento muscular de juvenis de tilapia. Por outro
lado, para a frequéncia de fibras com 20 a 50 um de diametro, foi observado inicio da

hipertrofia das fibras recém-formadas, sendo que nos tratamentos dietéticos a partir de
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1,10% de arginina, mais de 60% das fibras musculares observadas pertenciam a esta
classe de diametro, concordando com Almeida et al. (2008; 2010). De acordo com a
analise de regressao quadréatica o nivel de 1,45% de arginina dietética apresenta a maior
frequéncia de distribuicéo de fibras dessa classe de diametro. Dessa forma, exceto para
0 nivel 0,95% de arginina, a inclusdo de arginina na dieta diminuiu o tempo de
ocorréncia de hiperplasia e promoveu o inicio da hipertrofia. Esses resultados
corroboram com estudos em mamiferos que descrevem a funcdo da arginina como
responsavel em estimular a sintese de proteinas musculares (Yao et al. 2008) necesséria
para o crescimento muscular por hipertrofia.

Os peixes possuem crescimento indeterminado e, portanto, é dificil mensurar o
peso final do individuo adulto, por isso, a hiperplasia das fibras se estendem por um
periodo mais prolongado (Rowlerson e Veggetti 2001), além disso, ocorrem nos peixes,
os dois modos de crescimento muscular, hipertrofia e hiperplasia, diferente em relacdo
as aves e mamiferos, que apresentam crescimento apenas por hipertrofia, nascendo com
um numero determinado de fibras. No presente estudo, foi verificado que, mesmo 0s
peixes que receberam a maior quantidade de arginina dietética, apresentando as maiores
frequéncias de fibras com 20-50 um ou >50 pum, apresentaram hiperplasia, demonstrada
pela frequéncia de fibras da classe <20 pm.

Concordando com os resultados obtidos no presente experimento, que verifica
uma analise de correlacdo negativa entre as fibras <20 um de diametro e o peso dos
peixes (-0,59), Alfei (1994) e Almeida et al. (2008; 2010) observaram que a
contribuicdo da hiperplasia para o crescimento muscular diminui com o tamanho
corporal do peixe. Valente et al. (1999) verificaram que as fibras brancas de trutas, com
didmetros inferiores a 25 pm estdo inversamente correlacionadas ao comprimento
corporal, sugerindo o0 mesmo efeito. Alguns autores sugeriram que a hiperplasia cessa
quando o animal atinge 44% do seu tamanho final, ocorrendo maior crescimento
muscular por hipertrofia a partir desse periodo (Johnston et al. 2003). Mesmo
comportamento verificado no atual estudo em que as fibras com diametros entre 20 a 50
pm apresentaram correlacdo positiva com o peso corporal dos peixes (0,64).

Poucos estudos tém relacionado a suplementacdo de aminoacidos com o
crescimento muscular. Aguiar et al. (2005) avaliaram o crescimento muscular em larvas
de tilapias do Nilo que receberam quatro niveis de lisina ou uma dieta comercial e ndo
observaram alteracGes no nimero e diametro das fibras musculares entre os tratamentos

com lisina. Porém, os peixes que receberam a dieta comercial apresentaram maior peso
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final. Os autores observaram que o crescimento muscular ocorreu, principalmente, por
hiperplasia, sugerindo que a lisina possa ter retardado o inicio da hipertrofia.

No presente trabalho, de forma geral, observou-se que a deficiéncia dietética de
arginina reduz a taxa de crescimento, a retencdo de nutrientes, a composicao corporal e,
influencia na frequéncia de distribuicdo das classes de fibras musculares, mas néo
influencia as respostas hematoldgicas ou bioquimicas de juvenis de tilapia do Nilo nas
condi¢des testadas. Conclui-se que a exigéncia dietética de arginina em dietas para 0s
juvenis de tilapia do Nilo é de 1,36%, com relagdo arginina:lisina de 0,89:1.
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4.0 Capitulo 11

Desempenho produtivo, respostas hematoldgicas, bioquimicas e crescimento
muscular de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de
isoleucina®

Resumo: O objetivo do presente estudo foi determinar as exigéncias dietéticas de
isoleucina em dietas para juvenis de tilapias do Nilo, com base no desempenho
produtivo, respostas hematoldgicas e bioquimicas e crescimento muscular. Foram
utilizados 300 juvenis de tilapia do Nilo (18,09+0,11 g), distribuidos em 20 aquérios de
fibra de vidro com capacidade de 500 litros cada. Foram elaboradas cinco dietas
extrusadas isoproteicas (280 g.kg™ de proteina bruta) e isoenergéticas (3000 kcal.kg™) e
7,00; 8,18; 9,35; 10,53 e 11,70 g.kg™ de isoleucina. Ndo foram observadas diferencas
(P>0,05) para os parametros de desempenho produtivo, pardmetros hematoldgicos e
bioguimicos, composicdo centesimal, composi¢cdo corporal de aminoacidos e
crescimento muscular. A retencdo corporal de isoleucina reduziu linearmente com o
aumento de isoleucina na dieta. Concluiu-se que dieta com 7,00 g.kg™ de isoleucina

atende as exigéncias de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: aminoacido essencial, aminoacido de cadeia ramificada, fibras

musculares, hematologia e bioquimica, Oreochromis niloticus

Growth performance, hematological and biochemical responses and muscle

growth of juvenile Nile tilapia fed with levels of isoleucina

Abstract: The aim of the present study was to determine the dietary isoleucine
requirement of Nile tilapia juvenile on growth performance, biochemical and
hematological responses and muscle growth. Three-hundred Nile tilapia juveniles
(18.09+0.11 g) were distributed into 20 fiberglass aquaria of 500-L each. Five extruded
diets isonitrogenous (280 g.kgcrude protein) and isocaloric (3000 kcal.kg™ digestible
energy) with 7.00; 8.18; 9.35; 10.53 and 11.70 g.kg™ of isoleucina were elaborated. No
significant difference (P>0.05) on growth performance parameters, hematological and
biochemical parameters, amino acid body composition and muscle growth were

observed. The body amino acid retention had an effect only for body isoleucine that

2 Artigo redigido de acordo com as normas do periédico cientifico Aquaculture Research
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decreased according to increasing dietary isoleucine levels. It was concluded that diet
containing 7.00 g.kg™ isoleucine meets the requirement for Nile tilapia juveniles.

Key words: essential amino acid, branched-chain amino acid, muscle fibers,
hematology and biochemical, Oreochromis niloticus

Introducéo

Dentre as diversas espécies de peixes com potencial para a aquicultura no Brasil, a
tilapia tem se destacado em criagdo intensiva (Furuya & Furuya 2010) pelo desempenho
produtivo e a qualidade da sua carne (Popma & Masser 1999). O Brasil esta entre 0s
maiores produtores de tilapia (FAO 2007) e a producdo nacional dessa espécie em 2011
foi estimada em mais de 250 mil toneladas (MPA 2013).

A proteina € o nutriente de maior custo em dietas para peixes (Ahmed & Khan 2007)
e 0 conteudo, balanceamento e disponibilidade dos amino&cidos sdo variaveis nos
alimentos (Cowey 1994). Apesar dos avan¢os nos estudos sobre as exigéncias de
aminodacidos para tilapias, ainda ndo foram estabelecidas as exigéncias de alguns
aminodacidos em dietas praticas para as atuais linhagens (variedades) no Brasil. Além da
metionina, lisina e treonina, € importante a determinacdo das exigéncias de outros
aminodacidos essenciais, principalmente em dietas reduzidas em proteina e elaboradas
com base em alimentos de origem vegetal. Entre os aminoacidos essenciais, destaca-se a
isoleucina, que tem importante papel na sintese proteica e no metabolismo energeético do
musculo estriado esquelético (Khan & Abidi 2007).

No sistema imunoldgico, além da isoleucina, os demais aminoacidos ramificados
(leucina e valina) melhoram a capacidade de resposta dos linfocitos contra agentes
patogénicos, mas 0 mecanismo da acdo desse aminoacido no sistema imune ainda nao
foi totalmente esclarecido (Calder 2006). Em dietas com deficiéncias de aminoacidos
ramificados, além da reducdo no crescimento, observa-se queda na capacidade de
resposta dos linfocitos ao agente estimulante e aumenta a susceptibilidade a infeccdes
(Calder 2006).

Diversos pesquisadores identificaram a exigéncia da isoleucina para varias espécies
de peixes (Chance et al. 1964; Borlongan & Coloso 1993; Benakappa & Varghese

2003), entretanto, a maioria dos estudos ndo leva em consideracdo as alteracdes
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metabdlicas, imunes ou fisioldgicas. Pela sua agdo na sintese proteica, é possivel que a
inclusdo dietética de isoleucina possa alterar o padrdo de crescimento muscular.

Nos peixes 0 crescimento muscular ocorre por meio de mecanismos de hiperplasia e
hipertrofia. Na hiperplasia, a fusdo entre células satélites ativadas resulta na formacéo
de novas fibras musculares na superficie das fibras existentes (Johnston 1999). Na
hipertrofia as células satélites ativadas se fundem com fibras musculares existentes,
aumentando o numero de nudcleos para maior sintese de miofibrilas, levando ao aumento
na area da fibra muscular (Koumans et al. 1994). Embora a nutri¢do exerca influéncia
sobre o crescimento, ndo ha estudos sobre a acdo da isoleucina sobre crescimento
muscular de tilapias.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacéo de isoleucina
sobre o desempenho produtivo, parametros hematoldgicos, bioquimicos e o crescimento

muscular em juvenis de tilapias do Nilo.

Material e Métodos

Peixes e manejo

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura do Grupo de Estudos
de Manejo na Aquicultura (GEMAQ) da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
Unioeste - campus Toledo.

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Estadual do
Oeste do Parana - Unioeste sob o protocolo N° 01812 de 2012.

Dietas experimentais e manejo alimentar

Foram elaboradas cinco racBes (Tabelas 1 e 2) segundo as recomendacGes
propostas por Furuya (2010) e NRC (2011) para o atendimento das exigéncias
nutricionais de juvenis, contendo niveis crescentes de isoleucina (7,00; 8,18; 9,35; 10,53
e 11,70 g.kg™) da dieta. Os ingredientes foram moidos em moinhos do tipo martelo com
peneira de 0,5 milimetros de didametro. A dieta foi processada de maneira extrusada
(extrusora Ex-Micro®) com 3mm de didmetro. Os peixes foram alimentados quatro

vezes ao dia (8h, 11h, 14h e 17h), até a saciedade aparente, por um periodo de 70 dias.
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Tabela 1. Composicdo (g.kg™) das racdes experimentais com diferentes niveis de
isoleucina para juvenis de tilapias do Nilo

Isoleucina dietética (g.kg™)

Ingredientes 7,00 8,18 9,35 10,53 11,70
Milho, grédo 257,38 257,38 257,38 257,38 257,38
Trigo, farelo 250,00 250,00 250,00 250,00 250,00
Soja, farelo 124,93 124,93 12493 12493 124,93
Arroz, quirera 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Peixe, farinha 55 76,09 76,09 76,09 76,09 76,09
Acido glutamico 50,00 47,25 44,50 41,75 39,00
Sangue, farinha 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Calcario 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Oleo soja 14,80 14,80 14,80 14,80 14,80
Fosfato bicélcico 6,92 6,92 6,92 6,92 6,92
Suplemento mineral e vitaminico* 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
L-alanina 40,00 41,50 43,00 44,50 46,00
L-lisina 4,62 4,64 4,66 4,68 4,70
L-isoleucina 0,00 1,20 2,40 3,60 4,80
L-treonina 3,87 3,88 3,89 3,90 3,91
L-triptofano 0,45 0,46 0,46 0,47 0,47
DL-metionina 1,74 1,75 1,77 1,78 1,80
Sal 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Acido propidnico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
BHT? 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

INiveis de garantia por kg do produto - Premix (DSM-Roche®): Vit. A, 24.000 Ul; Vit. D3, 6.000 UI;
Vit. E, 300 mg; Vit. K3, 30 mg; Vit. B1, 40 mg; Vit. B2, 40 mg; Vit. B6, 35 mg; Vit. B12, 80 mg; Ac.
félico, 12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg; Niacina; Ferro,
200 mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.

2BHT = Butil Hidroxi Tolueno
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Tabela 2. Composicao proximal (g.kg™) das racBes experimentais com diferentes niveis
de isoleucina para juvenis de tilapias do Nilo

Composicéo proximal (g.kg™)

Energia digestivel (Kcal.kg™) 3000,00 3003,70 3007,40 3011,10 3014,80
Proteina Bruta 280,00 280,00 280,00 280,00 280,00
Amido 324,71 324,71 324,71 324,71 324,71
Calcio 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Fibra bruta 35,96 35,96 35,96 35,96 35,96
Fosforo total 8,11 8,11 8,11 8,11 8,11
Fosforo disponivel 5,47 5,47 5,47 5,47 5,47
Gordura 40,42 40,42 40,42 40,42 40,42
Aminoacidos essenciais’

Arginina 12,50 12,40 11,30 12,60 12,40
Fenilalanina 10,40 10,70 10,50 10,40 10,30
Histidina 6,02 5,72 5,69 5,79 5,98
Isoleucina 7,00 8,18 9,35 10,53 11,70
Leucina 16,90 17,00 17,20 17,00 16,70
Lisina 14,57 14,70 14,92 14,69 15,11
Metionina 5,07 5,11 5,23 5,13 5,34
Treonina 11,86 11,64 12,08 11,82 11,86
Triptofano 3,70 3,65 3,56 3,67 3,71
Valina 10,24 10,39 10,65 10,65 10,48
Aminoécidos nfo essenciais”

Acido aspartico 18,54 18,55 18,84 18,64 18,56
Acido glutamico 82,34 82,45 80,51 76,86 72,41
Alanina 50,12 51,32 57,15 55,49 56,89
Cistina 2,81 2,83 2,82 2,84 2,80
Glicina 10,59 10,48 11,02 10,54 10,69
Serina 9,88 9,89 9,94 9,98 9,72
Tirosina 6,98 7,46 7,19 7,25 7,20

Analise realizada pela Ajinomo Animal Nutrition



81

Peixes e condi¢des experimentais

Foram utilizados 300 juvenis de tilapias do Nilo (18,09+0,11 g). Os peixes foram
distribuidos em 20 caixas de fibra de vidro com capacidade de 500 litros, dotadas de um
sistema de recirculacdo de agua (4 litros de agua/minuto/tanque) com um biofiltro
central, aeracdo constante por meio de soprador de ar central e aquecimento constante
por meio de termostato.

Os parametros de qualidade de agua como pH, oxigénio dissolvido (mg.L™) e
condutividade elétrica da agua (uS.cm™) foram aferidos semanalmente através de
potencidmetro digital portatil, enquanto a temperatura da agua foi mantida constante por

meio de termostato digital.

Coleta de dados

Ao final do experimento, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas para o
esvaziamento do trato gastrintestinal e, posteriormente foram insensibilizados em
eugenol, na dose de 75 mg.L™ (Deriggi et al. 2006) para realizagdo das medidas
individuais de peso (g). Trés peixes de cada tanque foram insensibilizados em eugenol
na dose de 300 mg.L" e, posteriormente acondicionados em gelo para retirada de
gordura visceral e figado. Esses mesmos animais, sem contetdo visceral, foram
encaminhados ao Laboratorio de Controle de Qualidade do Grupo de Estudos de
Manejo na Aquicultura (GEMAQ) e congelados em freezer (-20 °C) para realizagéo das
analises centesimais.

Os dados de desempenho produtivo avaliados foram o peso final médio (g); ganho
em peso (peso corporal final — peso corporal inicial); conversdo alimentar aparente
(dieta consumida/ganho em peso); taxa de eficiéncia proteica (ganho de peso/proteina
consumida); eficiéncia de retencdo de proteina (((contetdo final de proteina da carcaca
x biomassa final) — (contetdo inicial proteina da carcaca x biomassa inicial))/proteina
consumida); sobrevivéncia (100(numero de peixes final/nimero de peixes inicial));
indice hepatossomatico (100(peso figado, g)/(peso corporal final, g)); gordura visceral
(100(peso gordura visceral, g)/(peso corporal final, g)) e retencdo de aminoéacidos
corporais ((conteudo final de aminoacidos corporais x peso final) — (conteudo inicial de

aminodacidos corporais x peso inicial)/ consumo de aminoacidos).
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Anélises hematoldgicas e bioquimicas

Para as coletas sanguineas, capturaram aleatoriamente, trés peixes de cada
unidade experimental, os quais foram anestesiados em eugenol (60 mg.L™), para a
retirada de uma aliquota de 2,0mL, por pungdo caudal, com auxilio de uma seringa
heparinizada. Dessa aliquota 0,5mL foi destinado as anélises hematoldgicas e 1,5mL
destinado as andlises bioquimicas.

No sangue total foram realizadas as andlises de contagem total de eritrocitos com
utilizacdo de camara de Neubauer, taxa de hemoglobina realizada por meio da
metodologia descrita por Collier (1944), percentual de hemat6crito seguindo a
metodologia de Goldenfarb et al. (1971), e os indices hematimétricos como VCM
(volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM
(hemoglobina corpuscular média), de acordo com Wintrobe (1934): VCM (fL) =
[(hematocrito x 10)]/eritrocitos; HCM (pg) = [(hemoglobina x 10)]/eritrécitos e CHCM
(g.dL™) = [(hemoglobina x100)]/ hematécrito.

Foram preparados esfregagos sanguineos em laminas de vidro que foram secas ao
ar e coradas pelo método de Rosenfeld (1947). A leitura foi realizada em microscopio
Optico na objetiva de 100x, utilizando 6leo de imersdo. A contagem total de leucocitos e
trombacitos foi realizada pelo método indireto (Martins et al. 2004): Leucocitos totais
(UL) = [(namero de leucdcitos contados na extensdo x ndmero de eritrocitos em camara
de Neubauer)/2000]; e trombdcitos totais (UL) = [(numero de trombdcitos contados na
extensdo x numero de eritrécitos em camara de Neubauer]/ 2000].

A contagem do diferencial de leucocitos consistiu em determinar a proporcao
existente entre suas distintas variedades: linfocitos, neutrofilos e mondcitos. Em
microscopio de luz comum, com objetiva de imersdo de 100 vezes foram contados 100
leucdcitos. Para a contagem, percorreu-se todo o esfregaco, movimentando a lamina em
“zig-zag”. O nimero de cada elemento foi expresso em porcentagem. Posteriormente,
foram realizadas analises bioquimicas de proteinas totais (g.dL™), triglicerideos (mg.dL’
1, colesterol total (mg.dL™), colesterol de alta densidade - HDL (mg.dL™), glicose
(mg.dL™), colesterol de muito baixa densidades - VLDL (mg.dL™), colesterol de baixa
densidade - LDL (mg.dL™) e Ureia (mg.dL™). As amostras foram centrifugadas a 2.500
rpm por cinco minutos. Para a realizacdo das analises utilizaram-se “kits” especificos
Gold Analisa Diagnostica®, sendo a leitura processada em espectrofotdmetro e

procedidas conforme instrucdes do fabricante.
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Morfometria da fibra muscular

Para a avaliagdo do crescimento muscular, dois peixes de cada unidade
experimental foram capturados, induzidos a anestesia profunda até a perda de todas as
reaces, e com auxilio de uma lamina, retirou-se uma amostra do musculo branco
dorsal, acima da linha lateral. Essas amostras foram fixadas em formol tamponado 10%
por 24 horas e processadas para inclusdo em parafina. Cortes transversais (6 pm) foram
obtidos em micrétomo e submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina. Para a
morfometria, utilizando um sistema de analise de imagens, foi determinado o menor
didametro de 200 fibras musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de
didmetros (< 20 um, 20-50 pm e > 50 um) (Almeida et al. 2008). Essas analises foram
realizadas no Laboratorio de Histologia do Departamento de Ciéncias Morfologicas —
DCM - da Universidade Estadual de Maringa — UEM.

Andlises laboratoriais

A composicdo centesimal dos animais seguiu o preconizado pela AOAC (1995)
para analises de umidade (pré secagem a 55 °C por 72 horas seguida de secagem a 105
°C por oito horas), proteinas (método de Kjeldhal), extrato etéreo (extrator de Soxhlet
com éter como solvente), e matéria mineral (calcinagdo das amostras a 550 °C por 6
horas). Os peixes foram encaminhados com cabeca e escamas, porém sem o0 contetido
visceral. O material pré-seco foi encaminhado para o Laboratério da Ajinomoto
Biolatina para a realizacdo de andlises de aminoacidos, por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Hitashi L-8800). O triptofano foi

determinado apds hidrolise acida.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e
quatro repeticGes, sendo uma unidade experimental composta por um aquario contendo
15 peixes. Os dados foram submetidos a analise de regressdo em 5% de probabilidade,

por meio do programa computacional Statistic 7.1 (Statsoft 2005).
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Resultados

Durante o periodo experimental foram observados valores médios de
25,13+1,23°C para a temperatura, 4,44+0,55 mg.L™" para o oxigénio dissolvido,
7,52+0,14 para o pH e 135,28+28,80 pS.cm™ para a condutividade elétrica.

O consumo de dietas com diferentes niveis de isoleucina ndo influenciou (P>0,05)
0 desempenho zootécnico dos animais para nenhum dos parametros avaliados (Tabela
3).

Tabela 3. Desempenho zootécnico dos juvenis de tilapia do Nilo alimentados com
dietas contendo niveis crescentes de isoleucina

Niveis isoleucina (g.kg™)

Parametros 7,00 818 9,35 10,53 11,70 CV Efeito
Peso inicial () 18,09 18,12 18,09 18,11 18,06 0,60 NS
Ganho em peso (g) 83,05 86,68 80,85 74,31 77,42 9,84 NS
Converséo alimentar (g/g) 105 1,13 1,05 1,17 1,06 10,77 NS
indice hepatossomatico (%) 200 223 227 184 159 21,16 NS
Gordura visceral (%) 2,85 283 304 272 293 1505 NS
Sobrevivéncia (%) 95,00 78,33 95,00 88,33 90,00 12,90 NS
Taxa eficiéncia proteica (%) 2,22 200 222 198 214 11,46 NS

Eficiéncia retencdo proteica (%) 46,93 49,90 54,37 47,93 5555 12,49 NS

CV = coeficiente de variagdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05).

O consumo de dietas com niveis crescentes de isoleucina ndo influenciou
(P>0,05) a composicdo corporal dos peixes para 0s parametros de umidade, proteina,

lipideos e matéria mineral (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao corporal dos juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de isoleucina

Niveis isoleucina (g.kg™)

Parametros 7,00 8,18 9,35 10,53 11,70 CV Efeito
Umidade 71,82 70,67 71,60 70,60 72,65 2,96 NS
Proteina bruta 14,77 15,59 16,50 15,72 16,59 15,24 NS
Lipidios 8,80 8,75 8,52 8,97 8,56 11,49 NS
Matéria mineral 3,45 3,36 3,54 3,63 4,18 9,91 NS

CV = coeficiente de variagao (%); NS = ndo significativo (P>0,05).
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N&o foram observadas diferencas (P>0,05) entre os pardmetros bioquimicos e
hematoldgicos dos juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de isoleucina (Tabela 5)

Tabela 5. Parametros bioquimicos e hematoldgicos dos juvenis de tilpia do Nilo
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de isoleucina

Niveis isoleucina (g.kg™)
Paramétros bioquimicos 7,00 8,18 9,35 10,53 11,70 CV Efeito

Glicose (mg.dL™) 73,54 7547 71,89 84,34 78,13 16,57 NS
Colesterol total (mg.dL™) 156,86 146,13 159,06 171,49 137,86 12,67 NS
Trigliceridios (mg.dL™) 213,00 215,83 209,74 231,08 155,61 25,46 NS

HDL (mg.dL™) 63,77 64,33 6351 60,35 68,67 22,15 NS
LDL (mg.dL™) 51,09 4329 5545 5243 3751 2657 NS
VLDL (mg.dL™) 42,60 4317 4195 4622 31,12 2546 NS
Proteinas totais (g.dL™) 462 459 459 466 466 688 NS
Ureia (mg.dL™) 10,05 9,40 10,28 10,39 10,76 7,45 NS
Hematoldgicos

Eritrocitos (10°.uL™) 1,91 1,94 195 200 1,99 682 NS
Hematdcrito (%) 35,87 36,16 3450 37,58 36,88 578 NS
Hemoglobina (g.dL™) 702 712 714 657 7,05 16,89 NS
VCM(fL) 188,05 187,10 178,42 189,11 186,03 7,48 NS
HCM(ug) 36,70 36,95 36,81 3358 3562 20,22 NS
CHCM(g.dL™) 19,53 19,74 20,68 17,54 19,04 16,88 NS

HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteinas de baixa densidade; VLDL = lipoproteinas
de densidade muito baixa; VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média;
CHCM = concentracdo de hemoglobina corpuscular média; CV = coeficiente de varia¢do (%); NS = nédo
significativo (P>0,05).

O consumo de dietas com niveis crescentes de isoleucina nao alterou (P>0,05) os
valores de leucocitos totais e trombdcitos totais. Os leucdcitos variaram de 20461 a
29945 pL™ e os trombécitos oscilaram entre 27475 a 37548 pL™. Com relagdo ao
diferencial de leucdcitos, a maior parcela encontrada nos juvenis de tilapia do Nilo foi
de linfécitos com valores médios de 90%, seguido pela porcentagem de neutrofilos

(9%), e com menor expressdo 0s monocitos com 1 a 4% de ocorréncia (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores medios de leucécitos, trombocitos e diferencial de linfécitos,
neutréfilos e mondcitos dos juvenis de til&pias alimentados com dietas contendo niveis

crescentes de isoleucina

Niveis isoleucina (g.kg™)

Parametros 7,00 8,18 935 10,53 11,70 CV Efeito
Leucdcitos totais (uL™) 25641 29191 20461 29945 22753 27,37 NS
Trombdcitos totais (uL™) 30778 34625 37548 32796 27475 36,72 NS
Linfdcitos (%) 89,83 90,00 90,12 90,12 89,83 0,95 NS
Neutrofilos (%) 9,17 8,87 9,62 950 950 9,72 NS
Mondcitos (%) 4,25 1,00 1,00 1,00 2,00 9553 NS

CV = coeficiente de variacdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05).

A composicdo e a retencdo dos aminoacidos da carcaca dos juvenis de tilapia

estdo apresentadas na Tabela 7. A composi¢édo corporal dos peixes ndo foi influenciada

pelos niveis de isoleucina da dieta (P>0,05) para nenhum dos 10 aminoacidos essenciais

testados. Com relacdo a retencdo corporal dos amino&cidos, apenas a isoleucina

apresentou reducdo linear (P<0,05) conforme se incrementou a quantidade do

aminoacido na dieta.
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Tabela 7. Composicdo de aminoécidos essenciais corporais (g por 16g de N) e retencéo
de aminoacidos essenciais corporais (%) de juvenis de tildpia do Nilo alimentados com

dietas contendo niveis crescentes de isoleucina

Niveis de isoleucina (g.kg™)

7,00 8,18 9,35 1053 11,70 CV Efeito
Composigdo de aminoacidos essenciais da carcaga
Arginina 6,48 6,20 5,94 6,55 577 5,69 NS
Fenilalanina 3,78 3,71 3,54 3,91 3,42 5,85 NS
Histidina 2,17 2,16 2,00 2,18 1,89 8,94 NS
Isoleucina 3,66 3,64 3,34 3,61 3,19 9,16 NS
Leucina 6,67 6,54 6,22 6,81 5,96 6,10 NS
Lisina 6,47 6,93 6,55 6,91 6,03 9,03 NS
Metionina 2,30 2,30 2,24 2,33 2,02 8,34 NS
Treonina 4,06 4,07 3,77 4,20 3,69 5,80 NS
Triptofano 0,84 0,84 0,74 0,82 0,72 11,60 NS
Valina 4,25 4,22 3,93 4,39 3,84 6,01 NS
Retencéo de aminoacidos essenciais da carcaca
Arginina 6550 64,04 73,15 60,85 64,74 13,46 NS
Fenilalanina 43,49 41,04 4351 41,00 42,73 1152 NS
Histidina 42,66 28,33 46,74 4346 4255 23,00 NS
Isoleucina 61,40 50,89 4590 38,25 36,82 21,78  Linear
Leucina 46,83 45,72 47,17 43,78 46,48 10,73 NS
Lisina 5456 58,23 61,27 57,22 5652 12,20 NS
Metionina 54,05 5360 57,89 53,12 51,30 12,33 NS
Treonina 42,75 4244 4259 39,90 4152 10,76 NS
Triptofano 25,75 26,67 26,65 2507 2528 12,83 NS
Valina 48,62 47,49 47,27 4425 47,13 1129 NS

Equacdes Valor de P

Retencdo Isoleucina Y =-5,26x + 95,84; R* = 0,77 0,000001

CV = coeficiente de variacdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05).

A isoleucina dietética ndo influenciou (P>0,05) a frequéncia de fibras musculares

em nenhuma das trés classes de didmetros estabelecidas (<20; entre 20 e 50 e >50 pum)

Tabela 8).
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Tabela 8. Frequéncia de distribuicdo das fibras musculares em trés classes de didmetros
(<20 um, entre 20 e 50 um e > 50 pm) em juvenis de tildpia do Nilo alimentados com
dietas contendo niveis crescentes de isoleucina

Niveis isoleucina (g.kg™)

Classe de diametro Inicial 700 818 9,35 1053 11,70 CV Efeito
<20 um 36,46 10,77 16,50 13,31 11,77 17,66 43,90 NS
20-50 um 62,78 7543 7160 7158 69,03 74,28 9,36 NS
>50 UM 1,00 13,80 11,89 15,10 19,20 8,05 56,96 NS

CV = coeficiente de variacdo (%); NS = ndo significativo (P>0,05).

Discusséo

Os parametros de qualidade da agua monitorados durante o periodo experimental
permaneceram dentro da faixa adequada para o bem-estar da espécie. As tilapias
apresentam maximo crescimento quando criadas com temperaturas entre 24 e 30 °C (El-
Sayed 2006), teores de oxigénio dissolvido acima de 4 mg.L™, pH proximo ao neutro
(Popma & Lovshin 1995) e condutividade elétrica entre 20 e 150 pS.cm™ (Zimermann
et al. 2001).

No presente trabalho, ndo foram observados efeitos dos niveis de isoleucina dietética
sobre o desempenho produtivo dos peixes. No entanto, a dieta sem suplementacdo de
isoleucina (7,00 g.kg™), foi inferior & exigéncia estimada por Santiago & Lovell (1988)
para larvas de tilapia do Nilo (8,70 g.kg™ de isoleucina da dieta), Ahmed & Khan
(2006) que determinaram nivel 6timo de 12,6 g.kg™ para alevinos de Cirrhinus mrigala
e Khan & Abidi (2007) que encontraram exigéncia para alevinos de Labeo rohita em
quantidades variando entre 15,2 a 15,9 g.kg™ de isoleucina da dieta. Entretanto, os
resultados do atendimento das exigéncias de isoleucina obtidos neste estudo podem ter
sido inferiores por causa da dieta utilizada, pois a mesma ndo foi purificada, o que a
torna mais palatavel e, possivelmente, melhor aproveitada, visto que algumas espécies
de peixes podem ser relutantes em consumir essas dietas (Griffin et al. 1992).

Embora Tischler et al. (1982) relatarem que a leucina é responsavel pela sintese
proteica, Wu (2009) destacou que a suplementacdo dos trés aminoacidos de cadeia
ramificada sdo necessarios para potencializar o papel da leucina no crescimento
muscular, pelo possivel desbalan¢o que pode ocorrer quando suplementado apenas a
leucina. No presente trabalho, em todos os tratamentos, ndo foi observado imbalanco
entre 0s aminoacidos ramificados, uma vez que ndo foram observados efeitos da

suplementacdo de isoleucina sobre a retencdo corporal de proteina e de aminoéacidos.
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Os elevados valores de retencdo proteica (acima de 45%) observados pelos peixes de
todos os tratamentos sugerem boa utilizacdo dos aminoécidos dietéticos, indicando que
0s teores e balanceamento dos mesmos em todas as dietas foram adequados para
permitir a utilizacdo da proteina.

Os resultados da composicdo corporal de umidade, proteinas, lipideos e matéria
mineral dos juvenis de tilapia (Tabela 4) ndo foram influenciados pelos niveis de
isoleucina da dieta (P>0,05), possivelmente pelo fato das dietas serem elaboradas para
conter os mesmos niveis de proteina e energia. Embora a isoleucina tenha funcéo de
combustivel energético, principalmente no musculo-esquelético (Kohlmeier 2003),
pode-se sugerir que as dietas fornecidas foram adequadas para suprir a exigéncia deste
aminoécido, pois, 0s animais além de ndo apresentarem diferencas na composicao de
gordura visceral, a composicdo de lipidios corporal e a composi¢do bioguimica do
sangue permaneceram constantes para todos os grupos alimentares.

Os parametros bioquimicos do sangue ndo foram influenciados (P>0,05) pelos niveis
crescentes de isoleucina das dietas (Tabela 5). Os valores de glicose observados no atual
estudo variaram entre 71,89 e 84,34 mg.dL™, e estdo dentro do preconizado como
referéncia (39 a 96 mg.dL™) para tilapias criadas em sistemas intensivos, descrito por
Hrubec et al. (2000). A glicose é referida como um parametro comum para avaliar o
estresse em peixes (lwama 1998). Entretanto, como 0s animais apresentaram ganho em
peso continuo durante o periodo experimental, pode-se mencionar que 0S animais
estavam em um ambiente adequado para sua criacdo, pois, o alimento foi fornecido nos
horarios determinados, assim como foram mantidos em locais com temperaturas
confortaveis e aeragdo continua, com niveis de oxigénio médio de 4,44 mg.L™.

O colesterol é uma substancia complexa que apresenta muitas fungdes no organismo,
porém guando ocorrem problemas em seu metabolismo, a concentracdo sanguinea pode
elevar (Ludke & Lopes 1999). Os valores observados (entre 137,13 a 171,53 mg.dL™)
sdo inferiores aos reportados por Neu et al. (2013) que forneceram dietas com niveis
crescentes de glicerol para tilapias do Nilo e observaram teores que variaram de 174,42
a 221,19 mg.dL™. Contudo, estes valores estdo dentro dos padrées estabelecidos como
referéncia para a mesma espécie, segundo Hrubec et al. (2000).

Os trigliceridios apresentaram concentraces entre 155,61 a 231,08 mg.dL™. Borges
et al. (2004) apresentam como valores normais a quantidade entre 138 a 546 mg.dL™
para Rhamdia quelen. O colesterol e os trigliceridios sdo transportados ao plasma

através das lipoproteinas (Schiavo et al. 2003) que também tem funcdo no metabolismo
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lipidico (Metcalf et al. 1999). A lipoproteina de alta densidade (HDL — também
considerada como o “colesterol bom”) foi encontrada em maiores quantidades que as
demais lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL) no sangue das
tilapias, padréo verificado por Metcalf et al. (1999). Mesmo a isoleucina exercendo
papel central como combustivel energético, ndo foram observadas diferencas entre 0s
tratamentos, permitindo inferir que a quantidade inferior do aminoacido testado, quando
incluido na dieta, atende todas as exigéncias da espécie.

A proteina total sanguinea demonstrou pequenas alteragdes, porém sem efeitos
devido a inclusdo de isoleucina dietética, situando-se entre 4,59 a 4,66 g.dL™, dentro da
faixa de variacdo proposta por Manuel et al. (2007) que relataram ser de 2,7 a 5,0 g.dL™
e semelhante ao descrito por Tavares-Dias et al. (2008) para Leporinus macrocephalus,
de 4,6 g.dL™.

A ureia plasmética variou de 9,40 a 10,76 mg.dL™, sem apresentar diferencas
estatisticas. EI-Hawarry (2012) destacou que a média de ureia em tildpia do Nilo e
tilapia azul mantidas em sistemas de criacdo semi-intensivo é de 6,10 e 6,80 mg.dL™,
respectivamente. Nicula et al. (2010) relataram que salmonideos e ciprinideos
apresentam valores de ureia no sangue (médias de 18,30 e 12,16 mg.dL™,
respectivamente) superiores ao encontrado neste trabalho, para tilapias. Todavia, isso
pode ser pela capacidade com que os peixes tém de excretar o nitrogénio e manter sua
atividade osmotica, pois todos 0s peixes sd@o ureogénicos, embora nem todos sejam
ureotélicos.

De acordo com Wu (2009) a isoleucina atua diretamente sobre a sintese de
glutamina, sendo que esse aminoacido ndo essencial é a fonte de energia primaria para
0s enterocitos e células imunes (Chamorro et al. 2010). Pohlenz et al. (2012) destacaram
que a glutamina € um combustivel metabolico por ativar as células imunes e embora o
metabolismo dos leucdcitos em peixes ndo seja completamente conhecido, parece que
ha especificidade entre as espécies.

No atual estudo, o conteudo e propor¢cdes de aminoacidos da dieta que ndo foi
suplementada com isoleucina foi suficiente para a manutencdo de todos os parametros
hematoldgicos (Tabela 5), pois 0s mesmos se encontravam dentro do intervalo de
referéncia proposto por Hrubec et al. (2000) e Bittencourt et al. (2003) para tilapias.
Sobretudo, os valores de leucécitos (Tabela 6) que variaram entre 20461 a 29945 pL™,
trombdcitos que oscilaram entre 27475 a 37548 pL™, e o diferencial de leucécitos que

apresentou a maior parcela de linfécitos, aproximadamente 90%, sendo essas células as
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mais numerosas na circulacdo sanguinea em diversas espécies de teledsteos (Ranzani-
Paiva & Silva-Souza 2004), incluindo as tilapias.

Com relacdo a composicdo corporal dos aminoacidos (Tabela 7), nenhum dos dez
aminoécidos essenciais teve seu contetido alterado pela inclusdo de isoleucina na dieta
dos peixes. A proporcdo de aminoacidos de cadeia ramificada corporal em relagdo aos
aminodcidos essenciais ficou em torno de 35%, semelhante ao descrito por Harper et al.
(1984), como sendo a quantidade de aminoacidos ramificados na proteina muscular.
Quando levada em consideracdo apenas a isoleucina, a proporcdo desse aminoacido
correspondeu no presente estudo a 9% dos aminoacidos essenciais.

No presente trabalho, com excecao da isoleucina, a retengdo corporal de aminoacidos
nao foi influenciada pelos niveis de isoleucina dietética. A menor eficiéncia da retencéo
de arginina foi observada por Zhou et al. (2012) que verificaram relagéo inversa entre o
nivel de arginina na dieta e sua retencdo pelos peixes. No presente trabalho, apesar da
relacdo entre os aminoacidos leucina, isoleucina e valina (aminoécidos ramificados), o
aumento nos niveis de isoleucina ndo alterou a utilizacdo dos demais aminoacidos
ramificados.

Considerando que fibras com didmetros menores que 20 um indicam ocorréncia de
hiperplasia, enquanto diametros maiores que 50 um se relacionam com a hipertrofia
(Valente et al. 1999; Rowlerson & Veggetti 2001), foi observado no presente estudo,
que em todos os tratamentos, o crescimento muscular ocorreu por hiperplasia e
hipertrofia durante o periodo do experimento. Contudo, ndo foram observadas
diferencas (P>0,05) nas frequéncias das fibras musculares em uma mesma classe de
didmetro entre os tratamentos dietéticos, indicando que a hiperplasia e a hipertrofia
contribuiram de maneira semelhante para o crescimento muscular. Esses resultados sao
condizentes com aqueles observados para o desempenho, em que ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos.

O crescimento muscular pode ser influenciado por varios fatores externos, como a
nutricdo (Johnston et al. 2006). Quando se considera a suplementacdo de aminoéacidos,
os resultados dos estudos tém sido divergentes, pois sdo dependentes da espécie e fase
de desenvolvimento do peixe em que for analisado. No presente estudo, os diferentes
niveis de isoleucina ndo promoveram mudancas na contribuicdo da hipertrofia e
hiperplasia para o crescimento muscular de juvenis de tilapia do Nilo. Resultados

semelhantes foram observados por Aguiar et al. (2005), em que diferentes niveis de
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lisina dietética ndo influenciaram o crescimento das fibras brancas em larvas de tilapia
do Nilo.

Os peixes possuem crescimento indeterminado, e, portanto, € dificil determinar o
peso final do individuo adulto, por isso, a hiperplasia das fibras se estendem por um
periodo mais prolongado (Rowlerson & Veggetti 2001), fato observado no presente
estudo, que embora em frequéncias inferiores, em todas as classes de diametros, ocorreu
a presenca de fibras inferiores a 20 um. Valente et al. (1999) verificaram que existe
correlacdo negativa entre o tamanho das fibras musculares inferiores a 25 um com o
tamanho corporal de trutas, essa correlagdo descrita, possivelmente ndo foi verificada no
atual estudo por ndo haver diferencas no desempenho produtivo das tilapias alimentadas
com diferentes niveis de isoleucina dietética.

No presente trabalho, de forma geral, ndo foram observados sinais de deficiéncia de
isoleucina dietética, pois ndo foram verificadas diferencas no desempenho produtivo,
respostas hematoldgicas ou bioquimicas e crescimento muscular. Conclui-se que 7,00

g.kg?, atende as exigéncias dietéticas de juvenis de tilapia do Nilo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O avanco na criacdo de tilapias no Brasil demanda racfes que atendam as
exigéncias nutricionais da espécie, pois o confinamento em ambientes super adensados
compromete a quantidade de alimentos disponivel no meio ambiente, deixando o0s
peixes totalmente dependentes de alimentacdo exdgena. Esta alimentacdo por sua vez,
deve suprir 0s peixes com todos 0s nutrientes, sejam macro ou micro, para que nao
comprometa a salde o crescimento.

Nas condi¢bes em que o experimento foi realizado, tanto a arginina quanto a
isoleucina mostraram ser dois aminoacidos que, em condi¢des e quantidades adequadas,
garantem o crescimento do peixe, bem como mantém o sistema imune dos peixes em
condicdes saudaveis.

A suplementacdo de arginina para esta fase de desenvolvimento da tilapia é
recomendada em 1,18% da dieta, com uma relacdo arginina:lisina de 0,89:1. Os Peixes
que receberam arginina em concentracdo abaixo de 1,10% apresentaram reducdo no
desempenho e a analise sanguinea ficou comprometida pela impossibilidade de ser feito
todas as avaliacOes.

A suplementacdo de isoleucina com 0,70% nas dietas proporciona o crescimento

adequado, bem como, garante a saide do organismo.



