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AfH8 grandiosi dade nesse modo de ver
suas diversas forcas, tendo surgadoartir de umas
poucas formas de vida ou de uma Unica; e que, enquanto
este planeta tem orbitado de acordo com as leis fixas da
gravidade, de um inicio tdo simples, infinitas formas
mais belas e maravilhosas evoluiram, e continuam a

evoluir.o

Charles Darwin
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RESUMO

Dois experimentos foram realizados pdeserminar as exigéncias dietéticas de trani
paratilapia do Nilo durante duas fases de cultivo por meio do desempenho produtivo,
avaliacao darescinento muscular, expressédos genedlyoD e Miogeninayespostas
hematoldgica e producdo de muco nepitélio branquial e da mucosantestinal No
primeiro_experimento216 tilapis do Nilo (10,77+2,54 gforam distribuichks em 18

aquariosde fibra de vidro com capacidade de 250 litros cdda peixes foram
alimentados comdietas extrusadas isoprmas (@5,88 % de proteinabrutg e
isocaloricas(3420kcalkg™ brutg contend®,05; 12,34; 16,95; 21,21; 24,827,959

kg' de treoninaOs niveis crescentes de treonina ndo influenciaram o ganho de peso e a
composicdo corporal dos peixes. Peixes alimentados 12,34 g kg de treonina
apresentaram crescimento pednantemente por hipertrofia, maior expéessda
miogenina e maior producado de células secretoras de muco. Ceselgie dieta com

9.05 g kg de treonina atende a exigéncia para desemperttutiva masa méaxima
producéo de células secretoras de muco ocorre em tilapias alimentadas com 12,34 g kg

de treoninaNo segundo experimentd70tilapias do Nilo (54,5+1,79), distribuidos em

18 tanquesredede 1,5nT cada Foram elaboradas cindietas extrusadasontendal4,1

MJ kg deenergia bruta e 293.6 g kgle proteina bruta®6; 10,7; 13,6; 15,6 e 18,1 g

kg® de treoninaPeixes alimentados com 10,7 gkgeonina apresentaram maior ganho

de peso, taxa de eficiénciaproteica consumo, crescimento muscular
predominantemente por hipertrofia muscular, expressdo de MyoD e maior sintese de
células secretoras de muco nas branquias e tecidos intestinais. Geadjui@ 0 nivel

de treonina de 10,7 g Kgé adequado para assegurar setepenho produtivo, o
crescimento muscular e maximizar a producao de células secretoras de muco de tilapias
do Nilo.

Palavras-chave aminoacidonutrigendmicamusculo,nutricdo, peixe, saude.
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ABSTRACT

Two experiments wereacried outto determine the dietampreoninerequirements for

Nile tilapia during tworearing phasethrough thegrowth performance, muscle growth,
expression of MyoD and Myogenin, body compositibamatologicalevaluation and
assessment of mucus production inepéheliumgill and intestinal mucosdn the first
experiment 216 Nile tilapia (10.77 + 2.54 gyere distributed into 18fiberglass
aquariumof 250 liters eachFish were fed tavith extruded isoproteic (3.88% crude
protein) and isocaloric (820 kcal.kg® gross energydiets contaiing 9.05 12.34
16.95 21.21 24.54and 27.95g.kg” threonine No effects of graded level of dietary
theronine orgrowth performance and body composition were observed. Fish fed 12.34
g kg' histidine showed increasedhuscle growthprocessby hypertrophy higher
Myogenin expressioand higher mucusecretingeells. It was concluded that 9.05kgy

! threonine met the dietary requirment for growtperformancebut maximizedmucus
secretingeells occurs in fish fed 12.34 g Kgthreonine ln the second experimer70

Nile tilapia (54.5 + 1.7 gveredistributed intol8 floating netcagesof 1,5nT each Five
extruded diets containing 14.1 MJ kgross energyand 293.6 gkg™* crude protein
containing8.6,10.7, 13.6, 15.6 and 18.1 g Kghreoninewere usedFish fed 10.7 g k§
threonine showed improved weight gain, protein efficiency ratio, feed intake, muscle

growth enhanced byusclehypertrophy and expression of MyoD and higher synthesis
of mucussecreting cells in gills and intestinal tissues. It was concluded that the
threonine level of 10.7 g Kgis appropriate to ensure productive performance, muscle

growthand maximizenucussecreting cells of Nile tilapia.

Key words: amino acidnutrigenomicsmuscle nutrition, fish, heath.



INTRODUCAO GERAL

Devido a suascaracteristicaszootécnicasfavoraveis a tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticusL. é consideraala espécienaisimportanteentreas linhagensle
tilapia representando aproximadameni®% da producdo de peixes cultivados
(Fitzsimmons, 2004 a segunda espécie de peixe smailtivada no mundo, seguidas
das carpas, compreendendo 6,3% da producéo global da aqui@tAtQGra2014.

A producéo global de pescaditrapassow crescimento dpopulacdo mundial
e 0 setor da aquicultu@ntinuasendoo que apresentaaior crescimentaaproducéo
de alimentosEm 2012 a producdo da aquicultura se manteve em f&itagcendo
guase anetade deodo pescadaonsumidonaalimentacddhumanaEsta porcentagem
devera aumentgpara 62%em 2030 (FAO, 2014)As tildpias sdo peixes onivoros,
capazes de se alimentar de algas e detritos e utilizar eficientemente alimentos de origem
vegetal. Reproduzensecom facilidade e podem chegar tamanho comercial dentro
de uma mesma estacado de crescimento (Wang & i5)20

A proteina € o principal componente visceral e estrutural do organismo animal,
sendo necessario seu contrsupriment@ara atendeasexigéncias denanutencao e
producdo (Furuya2010). A unidade @s proteinas sdo 0s aminoacidassepeixes nao
possuem egéncia nutricional em proteina somenteas de quantidades e proporcdes
adequadas de aminoofdna dietapara a deposicédo de privta muscular e corporal
(Wilson, 2002).

A treonina € um aminoécido essencial, sendo o terceirtafitei em dietas
para a tilapia do Nilo (Bodiet al, 2008). Boa parte da exigéncia € destinada a atender
amanutencaalo organismdFuller, 1994. A treoninaatua no desempenho dos peixes e
rendimento do filé, esta envolvida com a sintese protéipeecursora de aminoacidos
ndo esseariais como a serina e dicina (Lemme, 2003; Michelate@t al, 2015) E
responséavel pelprodugcdo de mucina, sintetizada em grande quantidade pelos peixes no
trato digestorio e para o recobrimento da pele (Tibaldi & Tw999). Em condi¢des
normais,o intestinoutiliza maistreonina do queutros aminoacidos essenciésool et
al., 1998) Em caso de deficiéncia dieoninadietética a sintesele mucinantestinal &

especificamenteeduzidaFaureet al, 2005).



Com os avangos nasepquisas relacionadas ao melhoramento genético
exigéncias nutricionaide peixes, térrsedesenvolvido espécie®@m maiordesempenho
produtivo (Mohammad, 2006)O crescimento muscular dos peixes ocorre a partir da
ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células satélites responsaveis pelos
mecanismos de crescimento hiperplasico e hipertréfico das fibras musculares (Koumans
& Akster, 1995). Nos peixes, as contritdes relativas da hiperplasia e hipertrofia para
0 crescimento muscular sdo variaveis, dependendo da espécie, fase de crescimento e
tipo de muasculo (Dal Pat al, 2000; Johansen & Overturf, 2005; Aguaral, 2008;
Almeidaet al, 2008, 2010).

Alguns genes envolvidos com a protdedo e diferenciacdo das células
satélites tém sido identificados em varias espécies de peixes. Entre esses genes estao 0s
Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFs) (Rescan, 2001). Durante o crescimento
muscular, as células séites quiescentes sdo ativadas e os MRFs primarios, MyoD e
Myf5, determinam a sua prolif@cdq enquanto a expressdo dos fatssesundarios,
Miogenina e MRF4, estdo relacionadasm a diferenciacdo das células satélites em
fibras musculares maduras (Megg & Rudnicki, 1995; Rudnicki & Jaenisch, 1995;
Watabe, 1999, 2001). Poucos sao os estudos sobre a expressdao dos MRFs durante o
crescimento muscular de peixes.

Nos peixes, a taxa de crescimento muscular pode ser afetada por diversos
fatores, incluindo osutricionais. E necessario o conhecimento dos nutrientes que
compdem as racoes, pois os alimentos possuem diferencas qualitativas e quantitativas
no perfil de amino&cidos, que séo os principais coirgitsi das proteinas apresentando
diversas funcdes no organismo dos peixes (Wilson, 1994).

Apesar do crescimento acelerado na area de nutricdo de tilapias, poucos sao os
trabalhos rlacionados com a determinacdo da exigéncia nutriciondtedaina em
dietas para a tilapia do Nilo comemeoéacido funcional, considerando o desempenho
produtivoaliadoa estudos relacionados com a expressao génicsaédee dos peixes.

A avaliacao da incluséo da treonina pode influenaiteixa de crescimento muscular
controlada por meio daxpresdo dos fatores de regulacdo miogénica (tempo de
proliferacédo e diferenciacdo de mioblastps) diametroe a frequénciadas fibras
musculares brancas a frequéncia das células de muco do epitélio branquial e da

mucosa intestinal quando submetidas a essas.dietas
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Espécie estudada

Tildpia é o nome genérico dado ao grupo de ciclideos constituido por trés
génerosOreochromis, Sarotherodon e Tilapid4o nativa do Oriente Médio e Africa
atualmente, todos o0s géneros sdo comercialmente importantes, segéoero
Oreochromis 0 mais cultivadpe 90% desse cultivoé proveniente da tilapia do Nilo
(Oreochromis nilotias) (Wang & Lu, 2015)

Segundo a Organizacdo das Nac¢Geslami(FAO,2013), 98%das tilapiasao
cultivades fora de seu habitat original (Shelt@002).Seguidas dasacpas, dilapiaé a
espécie mais cultivad no mundo, com 3,98nilh6es de toneladascomparada a
producdoda aquicultua global de 6,3% (FACR014), e os paises que se destacam na
producéo sédo: China, Egito, Indonésia, Filipindsagéndia(FAO, 2013).

A tilapia possui carne com boas caracteristicas sensoriais e filés ausentes de
espinha e m f(Sobzaet al, 2004) Possui grande potencial na aquicultura pela
facilidade de obtencdo de grande numero de larvas por meio de degaval e
possibilidade de criacdo em tanques de terra, tangdes tanques de reciragho e
A r a c e.Wabaigomivel trofico, aceitalimento artificialdesde a fase larval e utiliza
eficientemente os carboidratos, possihilita utilizacdo dealimertos alternativos
(Tengjaroenkukt al, 2000) para elaborar racdes praticas de minimo custo (Petzato
al., 2002).Devido atodas essas caracteristicagcontrarrse difundidas em todo o
mundo, em varios paises diéma tropical e/ou subtropic& a partir da década entre
1920 a1950, passaram a ser cultivadas de forma intensiva (Mageiad, 2001).No
Brasil, a partir de 2002, essa espé&gedestanu comoa mais cultivadana piscicultura
continenth(Boscardin, 2008MPA, 2014.

O Brasl possui condicbedavoraveis para incrementar a sua producdo
aquz2col a. Existem mais de 3,5 mil h»es de he
usinas hidrelétricas (ANEEL) e propriedades particulares no interior do pais.
Atualmente o pis produz aproriadamente 2 milhdes de toneladas de pescmiaio
40% cultivados (MPA, 2015)De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA,2014) atualmentecada regido brasileira vem se especializandccriacaode

determinads espécies de peixddas regidesNordeste Sudeste e Suh tilapia tem



grande destaque na aquicultufe legislacdo brasileira limita a criacdo de espécies
ex-ticas nos di ferentes corpos d68gua,
comprovadamente detectada em uma bacia hidrografica,odgoacmom aPortaria do
Ibama n° 145/N, de 29 de outubro de 1998, de 29 de outubro de 1998

A criacdo de peixes € a area da producdo animahmi® se desenvolve no
Brasil. Para atenderexpansédo desta agroindustria, as técnicas de producdo demandam
maior nivel de intensificacdo (Furuya, 2018p entantoainda ndo estdo plenamente
definidas as exigéncias da tilapia em todas as fases doesminm@nto, levando em

consideacdoa saude, seguranca alimentar, além da sustentabilidade na producéo.

Proteinas e aminoacidos na nutricdo degixes

As proteinas sdo polimeros resultantes da desidratacdo de aminogidas. S
macromoléculas mais abundantes nas células \@@srem em todas as células e sédo
responsaveis pelanformacdo genéticeexpressa.Sdo constituidas com o mesmo
conjunto de 20 aminoacidosligados covalentemente em sequésciimeares
caracteisticas(Nelson & Cox, 200R

Os aminoados podem ser classificados em cirgtasses principais, tendo

como base as propriedades dos seus grigosm particular sua polaridade, ou
tendéncia para interagir com a agua em pH bioldgico (pH préximo a 7). A polaridade
dos grupos pode variar amplamente, desde um comportamento totalm&mteolar

ou hidrofébico até um altamente polar bidrofilico. NosgruposR ndo polares
alifaticos (hidrofébicos) encontrase aaanina(Ala), glicina (Gly), isoleucina (lle),
leucina (Leu)metionina (Met) prolina (Pro) evalina (Val),nos grupodk aromaticos:
fenilalanina(Phe) tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), gruposR nao carregados, mas
polares:asparagina(Asn), cisteina (Cys), glutamina (GIn), serina (Ser) e treonina
(Thr), gruposR carregados positivameni@ginina (Arg), histidina(His) e lisina(Lys),

e gruposR carregados negativamentaspartato(Asp) e glutamato(Glu)(Wu, 2013).

Devido aos diferentes grup8s cada aminoacido apresenta uma via catabolica

Unica. No entanto, o catabolismo de muitos aminoacidos apresenta uma seérie de
passos em comum, que podem gerar intermediarios do ciclo die étiico. A
principal fungédo do ciclo de &cido citrico € gerar NADH" e FADH,", no processo

também é gerado G@ GTP. Os intermediérios do ciclo de acido citrffoomados a
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partir da desaminagdo dos aminoéacidos ou originados da glicélise dos carboidratos,
também podem ser utilizados como precursores para a biossintese de novos
aminoacidogHepher, 1988) (Figura)l

Fenilalanina
eucine Glutamato & Arginina
e Corpos Glutamina
Isina ceténicos Histidina
Triptofano P :
S o-Cetoglutarato Prolina
Tirosina
l Isocitrato Isoleucina
T Succinil-CoA ‘(— Metio.nina
Acetoacetil-CoA = Jt Treonina
Citrato : Valina
f»\ Succinato

Acetil-CoA ‘

Oxalacetatﬂ ’ Fumarato‘l( :t.enil'alanina
AN Malato ‘7— irosina

T

Alanina ) Glicose
Cisteina

Isoleucina Glicina

Leucina Serina

Treonina Trecnina Asparagina

Triptofano Triptofano Aspartato

Figura 1: Diferentes vias metabdlicas no catabolismo de anoacidos. Adaptada de
Nelson & Cox (2011).

A exigéncia em proteina para peix@assualmente expressa como porcentagem
da dieta. O nivel dietético deproteina deve assegurar quantidade adequada de
aminoacidos para atender uma espécie panticular, permitindo que o organismo
sintetize suas proprigzroteinas para manutengédo desenvolvimento e crescimento
adegados(Portz & Furuya, 2012)A exigéncia em proteina dimina medidaque o
peixe crescgpodendovariar de acordo comregime de criaga@Carneiroet al, 1999)

A eficiéncia de sintese proteicaléterminada pelo aminoacido mais limitante,
sendo os aminoacidos em excesso degradados e excretados principaéniente de
amonia (Verstegen &Jongbloed, 2003)Os peixes ndo possuem uma erigéa

verdadeira em proteina, mas dietascom quantidades e proporcdes adequadas de



aminoé&cidos essenciais e régsenciais. Assim como outros animais, 0s peixes exigem
dietascom valores adequados dos aminoacidos esseriisast, metionina,treonina,
triptofano,arginina, histidina, isoleucinaleucina fenilalanina esalina(Portz & Furuya,
2012).

A maior demanda déarinha de peixe no mercado mundgraatenderas
exigéncias deaminoacidosresultou aumento na procura de fontes alternativas
economicamentgiaveis para o futuro desenvolvimento na producdo de peixes (Bodin
et al, 2008) principalmente os de origem vegetal. No entanto, podem apresentar
aminoacidos limitantes (Gatliet al, 2007) Os aminoacidos mais limitantes nos
aimentos deorigem vegetal saalisina, metionina e a treonina (Borlogahal, 2003).
Neste sentidg ha necessidade davaliar aminoacidoscristalinos paraatender as
exigéncia nutricionais dos peixeebjetivandao melhor desempenho produtigssadde

dos peixesle forma ambientalmente sustentavel.

Estrutura, metabolismo e &igéncias de treonina

O amino&cidd_-tr e o n i-amimob-ydroxybutyric acid)oi isoladoa partir
de uma proteina por pesquisadores em 1925. Dez anos depois, W. Rose e colaboradores
identificaram a treonina como um componente da hidrolise &cida da caseina. A partir
desta dscoberta, foi possivel elabordietas purificads e semipurificadasontendo
aminoacidosa forma critalina para estudos de nutrigddu, 2013).

A edrutura quimica da treoninfoi determinada em 1935 &presenta dois
atomos de carbonassimétricos e uma caddaeral polar neutra (sem carga liquida),
gue confere caractsticas hidrofilicagjue permite o rada polar formarligacdes de

hidrogénio com a agua (Tabdlp

Tabela 1: Estrutura da treonina (Wu, 2013).
Nome Simbolo Férmula estrutural em pH neutrc

Treonina Thr [T] H,C-CH-CH-CO0~
| I
OH NHP




A treonina € um aminoacidglicogénicq atuando a processo de formacgéo de
glicose que ocorre nos rins e no figadopartir de precursores ndo carboidrates
precursora de amoacidos ndo essenciais comal@ina e aserina (Nelson & Cox
2011 Moyes & Schulte, 200 Com a treonina, ao contrario da maioria dos
aminoacidos, ndo ocorre o0 processo de transaminacdo. A treonirsandéndea no
figado,em queo g r tamino élseparadoodesqueleto carbonado, e asswias
metabolicas distintas, porém interconectadas (Davis &@&U€982).

Em peixes o metabolismo da treonina erve a producdo de amoénia
conversao dos esqueletos de carbono em glicose, gordura, energeaHEDe ainda,
na formacao de derivados ndo proteicos (Kéddal, 1996). A amdnia produzia por
este processo metabdlicpode ser utilizada para a biossintese de aminoacidos ou
nudeotideos, ou ter seu excegdicetamenteexcretado pelas branquiads esqueletos
de carbono resultantes do catabolismo da treonina podem ser direcionados para a
gliconeogéneseou para a cetogénese (Figura 1), ou ainda serem completamente
oxidados a C@e HO. Na viacetogénica, o acetlCoA é produzidoa partir da
degradacéo da treonige é posteriormente convertacek m -hidroxibutirato (Davis &
Austic, 1982).

A amoénia é o aatro do metabolismo dos aminoacidos. Ela é utilizada na
sintese dos aminoacidos por mdmreacdes que adicionam a amoémasgueleto de
carbono para criar um aminoacido que pode ser utilimadbiossintese de proteinas.
Quando as proteinas sd@legradadas, soaminoacidos sdo quebrados para produzir
esqueletos de carbompie podem ser usados para o metabolismo energético. Peixes de
agua docenormalmente sdo amoniotélices gastam menosnergia necessaria para
metabolizaio residuo nitrogenadoa forma de améni@Moyes & Schulte, 2010).

A treonina é um aminoacido essencial e limitante em dietas paragiléma
exigéncia dietética varia de 11gikg (3,96% da proteina bruta) a 13%g (5,51% da
proteina bruta) (Furuya, 2010; NRC, 2011), sendwimeiro aminoacido limitante
para a producéo de imunoglobulinas e mucina, sintetizada em grande quantidade pelos
peixes no trato digestérion® recobrimento da pele (Tibaldi Zulli, 1999).

SegundoD #ello (2003, os valores médiosexigidos de treonina relatados
para diferentes espécies dexes variam entre,@ a 50% da proteina brutda dieta,
demostrados em estudos estabelecidos para diversas espécies peixbagrentm
canal (Ictalurus punctatul carpa comum(Cyprinus carpi9, tildpia do Nilgih Mr i g a |

carpo, (Cirrhinus mrigal), ca t yisdiano, (Heteropneustes fossiliscarpa indiana,



(Labeo rohit3, salmdo do Atlantico(Salmo salay e truta arceiris, (Oncorhynchus
mykis3 (NRC, 2011)
Santiago & Loell, (1988) determinaram axigénciade 1,05% na dieta ou
3,75% da proteina da digt@onina paralevinos deilapia do Nlo. Valores proximos
foram descritos parateuta arceiris, de 3,4%da proteina da die{®gino, 1980) carpa,
3,9% da proteinae enguia, 4,04a proteinagNose, 1979) Porém valoresinferiores
foram descritospara o bagre do canal2,21%la proteina)e salmédo chinook
(Oncorhynchus tshawytscha2,25% (Wilson et al, 1978), e de 2,93%ara a tilapia
mocambicaQrecorhomis mossambigugaunselet al, 1983) Natabela 2, encontram

se as exigéncias de treonina de algumas espécies de peixes



Tabela 2 Exigéncias de treonina para algumas espécies de peixe

o Peso

Nome comum Nomecientifico Thr_ Thr_ Peso inicial final  Referéncia

(o/ kg dieta) (%PBdieta) (9) @
Tildpiado Nilo Oreochromis niloticus 10,5 3,85 0,2 0,9 Santiago & Lovell (1988)
Tildpia do Nilo Oreochromis niloticus 11,1 4,0 1,6 21,5 Bomfim et al (2008)
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 13,5 5,0 37,6 351,5 Silvaet al (2006)
Tildpia do Nilo Oreochromis niloticus 11,5 4,0 563,3 785,6 Michelateet al (2015)
Carpamaior da india Cirrhinus mrigala 18,0 4,5 0,5 18  Ahmedet al.(2004)
Carpamaior da india Labeo catla 15,1 38 0,6 1,8  Abidi & Khan (2008)
Carpamaior da india Catla catla 14,1 43 06 6,9 Zehra & Khan (2014)
Carpachinesa Cyprinus carpio 16,2 52 13,6 50,7 Fenget al (2013)
Truta arceiris Oncorhynchus mykiss 8,0 2,1 1,8 5,3 Bodinet al (2008)
Salmao do Atlantico Salmosalar 8,0 2,1 0,8 1,9 Bodinet al (2008)
Salmé&o do Atlantico Salmo salar 13,1 2,5 794 165,7 Helland & Helland (2011)
Salmao do Atlantico Salmo salar 13,3 2,4 393 89,9 Hellandet al (2013)
Catfishindiano Heteropneustes fossili 12,7 32 3,6 10,2 Ahmed (2007)
Corvinaamarela Larmichthys crocea 19,6 4,2 6,0 17,8 Heetal (2015)

Thr= treonina; PB=proteina bruta



10

Estwos relacionadoa exigénciade treonina para suingStoll et al, 1998;
Burrinet al, 2001; Bertolcet al, 1998)descreverangue cerca de 460% do consumo
de treoninaé metabolizadao intestino Isso implica queboa parte daexigéncia de
treoninando esta associadaom a deposicdo de proteimauscular, e sincom as
funcBesmetabdlicagdo intestina SegundoLe Bellegoet al (2002) grance fracdode
treonina dietétic@¢ absorvidana parte superiodo intestino Esta absor¢cdoé muito
importante, poi®levads teoresde treoninasdo exigidoglurarte o processo digestivo,
por meiodassecre@es digestivasc€lulas caliciformegs A camadade muco secretado
pelas células caliciformes espalhadas ao longo dasidaldes do intestin@tuando na
protecdodeste tecidpcontra danos fisicoe da acdo das enzimas digestivhgante a
passagem do bolo alimentdd muco € compost@rincipalmente de agua (95%) e
mucinas (5%)As mucinas possuemeso molecwr elevado esdo ricas em treonina
(Corfield et al,, 2001).

Considerando que existem poucas informacdes sobre as exigintiasnina
para tilapias relacionadas a estudos mais detalhados sobre a expressdo des genes
associadas ao crescimemtmscular é importantedeterminar a exigéncia desonina
para a tildpia do Nilo, uma vez que a deficiéngia excessade treoninaafetan
negativamente a utlizagdo de aminoacidos essenciais e nao essenciais e,

consequentemente a retencdo de proteina cogoratescimento dos peixes

Tecido muscular estriado esquelétice Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFS)

O tecido musculaedriado esqueléticoé um tecido complexo, dindmico e
possui caracteristicas peculiares de adaptacdo morfoldégica, metabdlica e funcional
frente aos mais variados estimul(@sostaet al, 2005 Pette & Staron, 2000 Essas
caracteristicagornan o mauasculo extremamente importante para a adaptagdo dos
organismos ao seu habitat.

Em peixes, a maior parte da massa corporal € representada pelo tecido
muscular estriado esquelético que constitui da 0% do peso total do animal, além
de representaum mecanismo especifico para a adaptacdo desses animais ao meio
aquatico Bone, 1978). @mbém serve commservade proteinague pode seutilizada
em atividades que geergrande demandenergéticfWeatherley & Gill, 1985).

O mausculo dos peixes teledsteds formado pelos musculos axiais,

responsaveis pela movimentacdarante a natacdcem que flexionam a coluna
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vertebral e a regido caudalstBo divididos em porcao &ypal e hipoaxial por meio de
um septo lateral otransverso (horizontal), de tecido conjuntivo, localizado na regiéo do
nervo da linha lateral (Alexander, 1969; Videler, 2011

Na maioria das espécies de peixes, o musculo esquelético é constituido por
unidades morfofuncionais, os mibmeros, que possuenmfat o em 0§ Wbaoe s e
longo de todo ocorpo, estando inseridos por curtos tenddes em bainhas de tecido
conjuntivo, os chamadomiosseptos (Alexander, 196%ssa disposicdem i Wo
confere a esses animais maior mobilidade e destreza duram@lizacdo dos
movimentos natatériof/an Leeuwen, 1999).

As fibras musculares s@assificadas em vermelhas, intedi@ias e brancas
(Ogata, 1958)0 compartimento vermelho, normalmente, correspamntre 10% 80%
de toda a musculatura miotomal corstituido po fibras musculares vermelhas com
velocidade deontacaolenta,alta concemagdode mioglobina, apresenta um excelente
suprimento sanguine@, metabolismo oxidativagaracterizado por fibras de pemo
diametro (entre 25 e 45 untreerWalker & Pull, 1975Bone, 1978; Johnsitg 1981;
Sanger & Stoiber, 2001Pode estar localizado na regido subdermal, como uma camada
fina e uniforme ao longo de todo o corpo do animal (Egginton & Johnston, 1982; Dal
PatSilva et al, 1995) ou apresetar uma distribuicdo mais localizada, aparecendo
somente na regido do nervo da linha lategah, queassume um aspecto triangular
(Hoyleet al, 1986; Sanger & Stoer, 2001).

O compartimento  branco (musculatura branca) corresponde a
aproximadamente 0 do volume total do tecido muscular (Sanger e Stoiber, 2001).
Essa proporc¢ao varia ao longo do comprimento do peixe com maior proporcao na regiao
anterior do animal e com grande declinio em diregdegid® caudal (Zhanget al,
1996). As fibras musculare brancas possuenelocidade deconcentracdadpida e
metabolismo glicoliticopoucas mitocondrias e lipide@gresentam maiosedidametros
(entre 50 e 100 umg menor suprimentae capilares sanguineogpssuem baixa
concentacdo de mioglobinae poucas mitocondrias (Sanger Stoiber, 2001). A
musculaturaontendo fibras musculares brancasautaé nos movimentos bruscos de
natacdo, como a captura de alimento e fuga de predagdtesgham e Johnston,
1981)

O compartimento intermediarignusculatura intermediarig)ossuifibras que
apresentam propriedades morfofisiolégicas intermediarias em relacdo as das fibras

musculares brancas e vermelkasacterizadas pela acmmtracaaapida e metabolismo

r

€
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oxidativo/glicolitico (Johnston, 1981p diametro destas fibras musculares poaear,
dependendo da arquitetura do musaldocada animalconformeobservado naigura
2.

Figura 2: Corte transversal da musculatura estriada da tilapia do Nilo ©.
niloticus), apds a reacdo deNicotinamida Adenina Dinucleotideo Tetrazolium
Redutase NADH-TR, demonstrando a musculatura distribuida nos
compartimentos vermelho (V), intermediéario (1) e branco(B). Adaptado de Aguiar
et al (2005.

O crescimento musculanos peixesocorre mediante a prolifacdo e a
diferenciacéo dos mioblastos (Alfed al., 1994; Johnstoat al, 2000).A formacdo das
primeiras fibras musculares ocorre nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario,
ja nos mamiferos a hiperplasia cessa em um curto periodo apos o desenio
embrionario (Goldspinkt al,, 1972; Johnstoat al, 2000)

Quando atimdos por sinais celularesu extracelulares, os mioblastos
proliferamse diferenciandese e os nucleos séo internalizadegibras musculares pré
existentes, aumentandoniimero de ndcleos mamaior sintese de miofibrilas, esse
processo é conhecido como hipertrofia, e ocoreumentono didmetro ou area das
fibras (Koumans & Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowd® & Veggetti, 2001)Por
outro lado,o0s mioblastosem proliferacdo podem agregase a superficie de fibras

musculares préxistentes e formmanovos miotubos multinucleados,sesprocesso é
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conhecido como hiperplasia, & miotubos se separam das fibrasgioando novas
fibras musculare§lohnston, 1999; Joktonet al, 200Q (Figura 3.
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Figura 3 Esquema demonstrativo dos principais mecanismos de crescimento muscular
pos-natal nos peixes: hipertrofia e hiperplasiaA populacdo de mioblastos indiferenciados
contribui para o crescimento hipertréfico e hiperplasico do musculo esquelética sob
influéncia dos Fatores de Regulacdo Miogénica (MR#Fgjos Fatores de Crescimento.
(Adaptado de Johnston, 1999).

A relativa cantribuicdo para o crescimento muscuydar meiodos processos de
hiperplasia e hipertrofia tem sido estudada em muitas espécies de peixes, sendo
verificado que nas espécies de crescimento rapido e que atingem tamanho final maior, a
hiperplasia das fibras persiste por um periodo de tempo maior (Kgesslat, 1991;
Valenteet al, 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001; Carastial, 2008)em quenovas
fibras musculares s&o continuamente recrutadas em todas as fases do crescimento
(Weatherleyet al, 1988; AlamiDuranteet al, 1997; Rowlerson & Veggetti0D1). Por
outro lado, nas espécies que atingem menor tamanho, a hiperplasia das fibras cessa nos
estagios iniciais de desenvolvimento e a hipertrdi@re por meio dafgbras formadas

nas fases iniciais da embriogénese (Vegegeti., 1993; Koumans & Rster, 1995).
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Alguns genes envolvidos com a protdedoe diferenciacao domioblastosém
sido identificados em varias espécies de peixes. Entre esses, estdo os Fatores de
Regulacédo Miogénica (MRFs) (Rescan, 2001), que séo fatores de transtog;gass
fazem parte a MyoD, Mgenina, Myf5 e MRF4, que compartiiham um dominio
altamente conservado, conhecido coimasic helixloop-helix (bHLH). Os MRFs
reconhecem, por meio de seu dominio basico, uma sequéncia consenso no DNA
conhecida como 4Box (5-CANNTG-3"), presente na regiao promotora da maioria dos
genes musculo especificos (Lassdral, 1989; Murreet al, 1989; Blackwell &
Weintraub, 1990). A regido HLH dos MRFs constitui o dominio de ligacdo dessa
molécula com proteinas E, como E12 e E47 (Mwteal, 1989). A ligacdo do
heterodimero MR#proteina E ou de homodimeros dos MRFs sequénbiaxBitiva a
transcricdo de genes musculo especificos, levarsi@ expressdo (Muret al, 1989,
Lassaret al, 1991).

Durante o crescimento musculas mioldastosquiescentes sédo ativasl@ os
MRFs primérios, MyoD e Myf5, determinam a sua prodif&iQ enquanto a expssao
dos fatores secundarios,iddgenina e MRF4, esta relacionada com a diferenciacédo das
células satélites em fibras musculares maduras (Mggdgerieudnicki, 1995; Rudnicki
& Jaenisch, 1995; Watabe, 1999, 2001).

Poucos sdo os estudos sobre a expressdo dos MRFs durante o crescimento
muscular de tilapias. Nos peixes, a taxa de crescimento muscular pode ser afetada por
diversos fatores ambientaisincluindo os nutricionais (Johnston, 2006) O
balanceamento de aminoacidos de uma dieta pode alteraa detariogénese (tempo
de proliferacdoe diferenciacdo de mioblastgsp numero e diametro das fikra
musculares brancag os padroes de expressdo dengg relacionados com o
desenvolvinento muscular na fase inicial da vida dos peixes podeefiietir em

mudancas no crescimento aimimal adultqAlami-Duranteet al, 2010).

Branquias

As braquias sao constitdéds de filamentos que se apoiam em arcos
cartilaginosos (arcos branquiais). Nesagsosainda se apoiam 0s rastros branquiais

que sao estruturas especializadas na retencdo e sele¢édo dos alimentos encontrados na
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aguague secomunican diretamente com a faringBlelas se ramificama extensa rede
capilarsanguinegprotegida por uma delgada membrana (Morefira., 2001)

A maioria dos teleésteos usam as branquias como a principal superficie
respiratoria. Os peixes teledsteos possuesdrq pares de arcos branquiais que se
estendem desde o assoalho até o teto da cavidade bucal. Cada um dos quatro pares é
sustentado por um esqueleto cartilaginoso com musculos estriados abdutores,
facilitando a movimentacdo dos arcos branquiais paradegpta funcao respiratoria
(Gentert al, 2009).Cada arco branquial contém um vaso sanguineo aferente e um
eferente. O vaso sanguineo ramdssem uma série de vasoapilaresfilamentosos
aferentes que passam ao longo dos filamentos, carregando sangue para as superficies
respiratorias. Os capilares convergem entdo em vasos filamentosos eferentes que
carregam sangue oxigenado de volta para o vaso sanguineo eferente no gtgal bran
(Moyes & Schulte, 2010).

Para a passagem da agaadgua entra pela boca, percorre a faringe,apass
através dos arcos branquiais e sai pela abertura do opérculo; a medida que a agua passa
pelos filamentos branquiais,axigénio (O,) nela dissolvido eretra nos capilas que
irrigam essdilamento, ao mesmo tempo em que o ¢abdnico(CO,) passa do sangue
para a agua (Moreirt al, 2001).

Como na maiora dos epitélios de transporte, o epitélicc daanquias dos
peixes possudiversos tipos de células envolvidas no controleegoilibrio hidrico e
ibnico, além decélulas secretoras de muespalhadas sobre a superficie das branquias
(Moyes & Schulte, 2010)0O muco produzido pelos peixes faz pade seu proprio
mecanismo de desa. O muco contém substancias que inibem o crescimento e o
desenvolvimento de muitos parasitos, bactérias e fuhmsés &Marting 2004.

As glandulas mucosas produzem secrecdo densa e viscosa (mucina), ajudando
na formacdo de uma cobertura proteteohre o revestimento de 6rgdos ocos que se
comunicam com o exterior do corpo. Essa cobertura protetora «®maco e contém
restos de células epiteliais e de leucdcitos, além de mucina. As células das unidades
secretoras de muco sdo repletas de mucimygerprecursor da mucina. Os nucleos
encontrarse deslocados na direcdo da parte basal da célula e, em geral, achatados
contra a membrana celular (Eurrell & Frappier, 2012).

As células mucosasdouma caracteristica proeminertte epitélio branquial
A importanciabiologica da interfacerica do muco entre os peixes seu ambiente

aquosoabrangefuncdestao diversas como, regulacadobnica, a protecaanecanica e
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imunolégica Outras células encontradasnos filamentos branquiais incluem
melandcitoslinfocitos, macréfagose célulaseuroepiteliaigGentenet al, 2009).

No epitélio branquial sdo encontesdas células pavimentosgge sao as mais
numerosas; as células mucosgise sédo responsaveis pela secrecdo de mucascibsta
e ascélulascloretq que s&o as resp@is pela absorcédo de fons €C&" nos peixes
de 4gua docesS@kuraguet al, 2003)Figura 4

Figura 4 Enguia-europeia (Anguilla anguilla) (Hematoxilina-Eosina) Branquia.
Corte longitudinalentre a lamela primaria e secundaria. Filamento primario ou
secundario branquidl 2. Lamela secundaria com capilar centrd@. Lamem capilar e
eritrocitos na lamela secundaiiad. Lacuna (limem capilar) 5. Células pilares (forma
oval) i 6. Células epitediis (epitélio respiratorio) 7. Célula mucosa 8. Células ndo
diferenciadag 9. Células de cloreto (com nucleo arredondadstrando o nucléolo
proeminenteAdaptadode Genteret al (2009)

Alteracdes que possam comprometer a funcéo respiratéria ocorrem em virtude
dos efeitos diretos e indiretos de contaminantes do meio aquatico (Btaaigr2002b;
Fernandest al, 2007). As alteracdes mais coms encontradas as braéquias dos
peixes epreviamente descritas sa@) elevacdo epitelial, que se trata de uma elevacao
ou destacamento do epitélio lamelar e ocorre como primeiro sinal de patdlogi
hiperplasia, prolifeacdode células do epitélio filamentague conduz, por vezes, a
fus@o @rcial ou total das lamelas branquiais, esse aumento do epitélio pquisaser
proliferacdode células de clorete de células indiferenciadas, (elangectasiagjue
consistem em um extravasamento de sangue no interior da lamela @laex975;
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Lim & Lovell, 1978; Cavichiolet al, 2000Q. Essas altera¢cfes histologicas funcionam
como mecanismos de defesa, porque diminuem a &rea de superficie vulneravel da
branquia e/ou aumentam a barreira de difusdo ao pol(@€atissonNorrgrenet al,

1985; Erkeme& Kolankaya, 200). Essas resposta#idultam o acesso do poluente ao
sangue prejudicando, contudo, a realizagcdo de trocas gasosas (Mcdonald & Wood,
1993).

Uma série de agentes parasitarios também podem causar problemas em criacées
de tilapias. A pele as branquias sédo os locais mais comuns de infestacao parasitaria.
(Anderson & May 1979). Protozoarios do génerdrichodina sp, além de
monogenoideos podem ocasionar problemas em criagdes desta espécie e sao de grande
importancia, principalmente em intassinfestacdes quando o ambiente se encontra
favoravel para sua reproducdo, ou seja, em situacdes em que ocorreagéterio
ambiental que condiciona a reducéo do pH e do oxigénio dissolvido (Moraes e Martins,
2004), podendo, assim, causar espoliac6eso jast branquias e pele dos animais,
predispondeps a problemas respiratorios e infeccbes secundadasolp &
Yamamura2006).

As brénquias possuem uma camada de mucocetsta pelas células de muco
espalhadas ao longo dos filamentos branquiais, que sdo responsaveis pela protecao do
tecido, contra agentes parasitarios, bem como, atuam na protecdo contra a abrasividade
da continua passagem da agua filtrada durante a oxigedac&angueAs células de
MucOoSao ricas em treonina esta por sua vez, é constantemente requerida para as funcdes
metabdlicas do peixe. Estudos sobre a inclusdo de treonina em dietas para peixes co
intuito de avaliar drequénciade células de muco s&scassqs a inclusdo d#eonina
na dieta pode ser uma importante ferramenta de protecdo, otimizando o desempenho

produtivo e garantindo maior protecao aos peixes.

Intestino

O intestino dos peixes apresenta gradoersidadeestrutural, variando até
mesmo em espécies com habitos alimentares semelhantes (Buddihgtnl1997;
Reifel &Travill, 1979). B¢ acordo com estes habitos, os peixes podem ser classificados
em: fitoplantofagos, zooplantofagos, predadores, iliofagoshivieeos e onivoros
(Rotta, 2003).
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De forma geralintestinos mais longoscorrem em esp@&s que se alimentam
de itens poucaligestiveiscomo asherbivorase detritivoras, ao passo que intestinos
mais curtos sdo encontrados em espécies carnivoras. Bras penivoros, o
comprimento intestinal é intermediario e varia conforme a proporcado dos diferentes
tipos de alimentos consumidos (Kapebal, 1975).

A tilapia do Nilo possui habito alimentar fitoplanctofagrom tendécia
onivora,ingerem todo o tipo dmaterial organico disponivel na agua. Possuem boca de
tamanho mediano, comem moluscosmeertes, vegetais, crustaceosna falta de
alimentos solidos, podem filtrar e ingerir organismos planctonjbseira et al,

2001).

O tubo digestivo inicisse na boa e termina narificio anal. DilatacGes e
estreitamentos desse tubo determinam seus diferentes compartimentos ou partes
constituintes. Podemadividi-lo em tré partes: (a)ntestino cefato (cavidade buco
faringea), (b) itestino anterior (es6fagoesémago) e (c)rtestino posterior (iniciae
na regido pildrica ou regido dos cecos piléricos (quando presentes), e corresponde ao
intestino verdadeiroem queocorrem 0s processos quimicos da digestdo e absorcao de
alimentos, no final do intestino médiencontramos umaegido mais delgada, que
corresponde ao reto, terminando mu& ou cloac@Moreiraet al, 2001).

Nos peixes o trato digestéri@onsiste em um tubo compostor p@men e uma
parede formadaasicamentgor quatro camadas distinta@) Muscular da mcosa: é
composta por um revestimento epitelial e lamina prépria (tecido conjuntivo frouxo,
vascularizadp contendo nervos e leucdcitos), Bybmucosa: que consiste em uma
camadaadicional de tecido conjuntivo, (dunica muscular: é formadaopcamadas
longitudinais e circulares de nuido estriadp (d) Serosa: é uma camada de tecido
frouxo, rica em vasosanguineo® revestida por células mesoteligéEentenet al,

2009 Wilson e Castro, 2011)

A maior concentracdo deélulas mucosas e 0 espessamento da camada
muscular nantestino distal estéo relacionados com a lubrificacdo e condugéo do bolo
fecal, respectivamente (Reifel e Travill, 1979). J&4 o maior desenvolvimento da mucosa
na regido proximal do intestino indica predormimia absor¢cdo de nutrientes nesta
porcao (Rodriguest al, 2010; Seixas Filhet al, 2001)

Os peixes vivenmrem um ambient@ico em microrganismosoportunistas e a
camada demuco recobrea superficie da pelebranquias e intestindem funcdes

mecanicagrotetoras Anbuchezhiaret al, 2011).0 epitélio do trato digestério dos
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peixes é altamente revestido por substancias mucosas variadas, de grande importancia
fisioldgica nos processos digestivos e na protecdo contra injUriasicgecé quhicas
(Kapooret al., 1975).

O muco é sectado por meialas células caliciformedytgatet al, 1996).A
camada de mucoontémgrande quantidade deoléculas de mucinaue formam um
gel viscosoque protege @pitélio gastrointestinacontraataqueconstante ddluidos
digestivos microrganismos oxinas (Forstneret al, 1995).Além dissqQ esse muco
forma uma camada que protegeepitélo de infeccbes provenientes de bactérias
patogénicas (Linderet al, 2008). E constituido primariamente pomlicoproteinas
porém numerosas substancias tém sidentificadas, incluindo compostos quimicos
como: citocinas, pepmtéos, lisozimas, lipoproteinas, lectinas, proteases e anticorpos.
Muitos destes componentes atuamdefesa contra agentes patogés diretamente ou
indiretamerg, possuindo atividade antimitial natural (Cain & Swan, 2011).

O mucotambém favorece estabelecimento e manuteng¢aoude microbiota
gueantagoniza bactérias potencialmente patogénicaspessura finala composicao,

e efeito protetordo muco sdo determinados pekquilibrio dinAmicoentre processos
anabdlice (secreca@ partir de célulasaliciformeg e catabolicogfisica e degradacao
proteoliticg (Faureet al., 2006).

A treonina, glutamina, glutamato, arginina, e cisteina estdo envolvidos em
muitos processos de manutencao, em particular, no sistema de vigilancia imunoldgica e
nos processos de reparacdo da mucosa intestinal. O intestino possui uma barreira de
antigenos antra bactérias provenientes dos alimentos. Grandes quantidades de
glutationa que sdo sintetizados pelo intestino para protecdo contra danos oxidativos
(Jahooret al, 1995) e grandes quantidades de mucina sdo secretadas para criar uma
barreira para a tratocacéo de bactérias (Vétial, 1996).

Comparado com outras proteinas intestinais, 0 muco intestinal é
particularmente rico em treonirfacima de 30%) (Neutra & Forstner, 1987), sugerindo
que este aminoacido esta diretamente relacionado com o funcidoaenemantenca
intestinal, que por sua vez, ocasiona elevada retencdo deste aminoacido pelo intestino,
podendo causar prejuizo para a sintese proteica (Fataaire2005)

Estudos avaliando a inclusdo da treonina em dietas paras pes@a atuacao
sobre a frequéncide células secretorae muco intestinal ainda ndo foram reportados
até o momentoa literaturg podendo seutilizados como fonte de referéaem estudos

envolvendo a utilizacdo da treonina como aminoacido funciongleeras
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Hematologia

A hematologia vem se tornando um importante instrumento no conhecimento
das alteracoes fisioldgicas dos peixes (RarRaiia & SilvaSouza, 2004), revelando
informacgBes importantes para o diagndstico e progndstico de condigibglas em
populacdes de peixes (Tavai@ms, 2003).

O peixe, sob efeito de agenéstressqr desencadeia resgi@@s denominadas
respostas ao #esse que podem ser divididas em primarias (que sdo mediadas pelos
horménios catecolaminas e cortisol que gg¢m todo o organismo, provocando 0s
efeitos secundérios) (Wedemayer, 1996; Bartom, 2002). As respostas secundarias
compreendem os varios efeitos bioquimicos e fisiol6gicos adgssc@m o0 estresse,
tais como: hiperglicemia, aumento das proteinas totaisodificacdo hematoldgica
(Affonso et al, 2002; Andrade et al, 2007). As respostas terciarias atingem o
organismo como um todo, comprometendo o crescimento, a reproducdo e o sistema
imunolégico do organismo (Cavichiolo, 2009).

O estudo hematolégio® umaferramenta auxiliar para avaliar as altera¢cdes dos
padrées hematolégicos de referéndidilizada tambémcomo ferramenta par®
diagndstico de esesseanimal, no desequilibrio influenciado pelo meio ambiente ou
pelapresenca de agentes infecciosos, bem como, disturlidslégicos nas células
sanguineaéBicudoet al, 2009;Araujo et al, 2009)

O sangue éesponsavel pela distribuicdo dalor, equilibrio acidebasico e
osmoético dos tecidostransporte de gases respiratérios, nutrientesroglupos de
excrecdo, além detumar na defesa do organismo. A presenca, quantidade e proporcéo
das diferentes célulagresentesno sangue pédérico (vascular) refletem nostado
fisiol6gico do organismo, apsentando ampla variacdo em funcdo de fatores externos e
internos RanzaniPaiva & SilvaSouza 2004 Junqueira & Carneiro, 2011

O sangue € um tecido liquido, movel, do tipo conjuntigontido num
compartimento fechado, o aparelho circulatégioe omantém em movimento regular e
unidirecional, devideessenialmenteas contragfes ritmicas do @gdo(Junqueira &
Carneiro, 2011). Econstituidopor células em suspensdo em umidb intercelular
denominado, plasma (fase liquida), formado POP6 de agua, 7% de proteinas
(globulinas e albuminag 3% de solutos, comeletrdélitos A fase sdlida € composta por

elementos figurados, como os glébulos vermelhos (eritrcitos) e os glébulos brancos
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(linfocitos, mondcitos, neutréfilos, basofilapsindfilose célula granulocitica espedjal
e trombdcitogFeldmanret al, 2000).

Os principais tipos de célulaanguineas dos peixes sdo odgllds vermelhos
(eritrocitos), globulos brancos (leucécitos) e os trombocithm peixes como em
outros vertbradosndo mamiferos os eritrocitogpossuem forma ova contém sempre
um nucleo O citoplasma contém a hemoglobim@ nimero deeritrgcitos varia de
acordo comas espécies, bem coma idade do individup da estacdo eondicOes
ambientaigGentenet al., 2009)

O volume de sangue dos peixes (sem estresse) é em torno de 1,5 a 3,0% do peso
vivo em teleésteos e cerca de 6,0% nos elasmobranquios (RBabami& Silva
Souza, 2004).Diferentemente dos mamiferos, os peixes tém varios centros
hematopoiéticos (rim cefalico, baco, figado, entre outros). Caso uma enfermidade
comprometa o principal centro hematopoiético, outros O6rgdos podem assumir a
producédo de células, tornangde mais coplexa a caracterizacdo do quadro leucocitario
dos peixes com lesédo dos 6rgédos (Feldetat, 2000).

Em sistemas aquicolas as situacdes de estresse sdo bastante compelasseja
variaveis naturais como as condi¢cdes ambientais e climéticas, ou messistesnas
controlados, resultando em consequéncias negativas para a producdo de peixes, tais
como: reducdo no desempenlaparecimento de doencas ealtéracdes morfolégicas
gue comprometam estruturas vitais dos peixes. (Cavichiolo, 2009). Assim, o estudo
hematol6gico pode ser uma excelente ferramenta com o propdésito de monitoramento e
diagnostico de alteracbes na saude, bem como de suas possiveis correlagbes com o

estado nutricional e o desempenho dos peixes.
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OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a epressdo dos genes relacionadas @escimento muscular,
desenpenho produtivo e a frequéncia dauco do epitéliobranquial e da mucosa
intestinalde tilapias do NilqOreochromis niloticusalimentadas com niveis crescentes

de treonina

ESPECIFICOS

1 Analisa a expressdo dos genes MyoD @gkninade tilapia do Nilo
entre 10 a Bg e 50 a 30g alimentada com dietas contendbferentes
niveis de treonina;

1 Avaliar a contribuicdo da hiperplasia e hipertrofia pareescimento
das fibras rasculares, e frequéncia das células mucosas do epitélio
branquial e intestinalde tildpia do Nilo alimentados com dietas
contendo diferentedveis de treonina;

1 Analisar as respostas bioquimicas, hematolégicas e da composicdo
corporal de tildpia do Nilo alimentados com dietas nconiveis

crescentede treonina.
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1T Expresséo dos genes MyoD e Miogenindesempenhgrodutivo, morfometria
muscular e frequéncia das céluladde muco neutro e 4cido do epitélio bnaquial e

da mucosaintestinal de juvenis detilapia do Nilo*

RESUMO: O presente estudfoi realizado com o objetivo de avalias efeitos
dainclusdo detreoninaem dietss dejuvenis de tilapiasdo Nilosobre o
desempenhprodutivg expressédo dos genesacionados com o crescimento muscular
(Miogenina e MyoD), morfometria das fibras muscularesgrequécia das células de
muconeutro e acido do epitéliranquial eda mucosantestinal Juvenis ddilapiasdo
Nilo (n = 216; €10,7+ 0,159 foram aleatoriamentelistribuidos enl8 aquariosle
fibra de vidrocom capacidade d&50L com sistema de recirculacdo de adt@am
elaboradas seis dietas isonitrogenadas e isocaléricas com cresientesie (9,05;
12,34; 16,95; 21,2124,54 e 27,95 g kg'). Ndo foram observadas diferenca®
desempenhagrodutivo e composicdo arporal dos peixes alimentados com niveis
crescentes de treonin@oncluiuse qued,05 g kg' de treoninaatende a exigéncipara

o desempenho produtivmas dieta com 2,34 g kg de treonina estimula@escimento
das fibras musculareselo processo hipertréficgob a influéncia da expressdo da
Miogenina e contribui para 0 aumento da frequéncia de células produtoras de muco no

epitélio branquial e na mucosa intestinaljavenis ddilapias do Nilo.

Palavras-chave:aminoacido, fase inicigpeixe, fibora muscular

1Artigo redigido de acordo com as normas de publicacdo da revista Aquaculture Nutrition. Fator de

impacto =1,395 http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)138895/issues.
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Il - Expression of genesMyoD and Myogenin, productive performance, muscle
morphometry and frequency ofneutral and acid mucus cellsin gill epithelium and

intestinal mucosaof Nile tilapia juveniles

ABSTRACT: This studywas undertaken tevaluate the effects of inclusion dietary
threoninefor Nile tilapia juveniles through growthperformance, expression of genes
related to muscle growth (Myogenin and MyoD), morphometry of muscle fibers,
frequency of neutradnd acidmucus cellsn gill epithelium and intestinal mucoddile
tilapia juveniles(n = 216, 10.7 = 0.15g)were randmly distributed irto 18 fiberglass
aquarum of 250-L eachin a water recirculation systemSix extruded isonitrogenou
and isocaloric diets with graded levelstiofeonine(9.05, 12.34, 16.95, 2121, 24.4 and
27.95 g.kg™?) were elaborated\o significant differencesf growth performanceand
body composition of fish feavith graded levels of threonine were observidwas
concluded that 9.05 g Kgof threoninemeet the dietary theronine requirement for
growth performance, but the inclusion 12.34 g'ksfimulateshypertroplic processof
muscle fiberaunderMyogenin expression and increased frequency of mseaeeting

cells in gill and intestine of Nile tilapia juveniles.

Key words: amino acidealy stage fish, muscle fiber.

Introducéao:

Além de atuar positivamente norescimento e conversdo alimentas o
aminoacidoscristalinostém sido utilizadogarareduzi o custo de producadliguns
aminoacidos, incluindo a treoninpgssuem funcdes sobre o crescimento e saude dos
peixes O termo aminoacido funcional é um termo usado para descrever os aminoacidos
envolvidos nos processos celulares além dassimieoteica (Andersegt al, 2016). A
treonina é umaminoacido essencial e potencialmente limitante em dietas elaboradas

com base em proteina do farelo de soja para pgWee, 2011).
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A treonina possui atua rsEnteseproteica €formacédo do acido uricgZhigang
et al 2015). Em mamiferos e aves, a suplementacdo de treonina é associada com
melhora na sintese de muco (Fraeteal, 2006) que atua como imunomodulador na
barreira intestinal (Azzaet al, 2011). O muco sintetizadwos tecidos da cavidade
bucal, intestino, branquias e pele estlacionados com o sistema de protecao, inibindo
a colonizacao de microbios e a eliminagédo de agentes patoggaico®eio do sistema
imune inato e da imunidade adaptatiCain & Swan, 2011).

A maioria s peixesde interesse comerciapresenta crescimentouscular
indeterminadqRowlerson & Veggetti, 2001)0 crescimento muscular ocorre por meio
dahipemplaga e hipertrofia, os quais contribugrar todo o periodo de crescimento pos
embrionario da musculatura estriada. contribuicdo relativa da hiperplasia da
hipertrofia para o crescimento muscular vadi@ acordo com aspécie, fase de
crescimento e tipo de musculo (Aguéral, 2005; Dal Ri-Silvaet al, 2003).

A formacédo do tecido musculastriadoenvolve a acdo de diversos fatores
regulatoriosatuando e regulandmprocesso de crescimentmusailar por meioda acao
de moléculas de sinalizacagstas moléculase ligam a seus receptoresatezandoou
reprimindo osfatores de transcricdo intracelular (Du, 2004). Todos os eventos da
miogénese sao iniciados e controlados pela expressao diferencial de fatores
transcricionais conhecidos como fatores de regulacdgémica (MRFs), dos quais
fazem parte a MyoDWlyf5, Miogenina e MRF4 (Wabe, 2001

Ainda ndo hé referéncias sobre os efeitos da suplementacéo de treonina sobre a
expressdo de genes relacionados ao crescimento muscular e produgdo de células
secretoras dmuco em tilapias. Assim, presentdrabalho foi delineado comabijetivo
de avaliar os efeitos da suplementacdo de treonina stsempenho protivo,
crescimento muscularexpressad dos genegelacionados ao crescimento muscular
MyoD e Miogeninafrequécia domuco do epitélidoranquial e da mucosantestinale

parametros hematoldgicos e bioquimicos de juvenis de tilapias do Nilo

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura do Grupo de
Estudos de Manejo em Aquitura (GEMAQ) da Uhiversidade Estadual do Oeste do
Parand UNIOESTECampusToledoPR
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O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual
do Oeste do Pararia UNIOESTE, através do Certificado Experimental no uso de
Animais em PesquisG@EUA/N°12/2015,sob oprotocolo N°13/13,16 de agosto @

2015.

CondicOes experimentais

Foram utilizados 216juvenis de tilapia do Nilocom peso médio inicial de
10,7+ 0,159 distibuidosem aquarios de fibra de vidde 250L, em um delineamento
inteiramenteao acasocom seis tratamentos e tréspeticbes Os tanques foram
mantidos em sistema door de recirculacaale aguacom renovacao diaria de 10% do
volume total, com biofiltracentral e aeacaoindividual constantgpor meiode soprador
central Semanalmente, foramalizadas coletas de dados de temperal@a ¢xigénio
dissolvido (mg.™), pH da &gua condutividade elétrica (uS.chde cada tanquepor

meio de um aparelhmultiparametraligital portatil Hanna®

Dietas e manejo alimentar

Foi elaboradaumadietacontrole com38,33% de proteina bruta 3.420kcal
energia digestivélj de forma a atender as e&rias para juvenide tilapia(Furuya,
2010; NRC, 2011), comexcecdo do nivel de treima (Tabela 1). A treonina foi
suplementada na formaistalinade L-treonina 98%, de forma a se obter dietas com
9,05; 12,34; 16,95; 21,21; 24,54; 2789%g" g kg'de tremina total As dietas foram
balanceadas de acordo com valores de proteina digestivel, energia digestivel, fésforo
disponivel e aminoacidos digestiveis dos alimentos descritos por Fud@).(2D
aminoacido treonina foisuplementadoem substituicdo &0 aminoacids: &cido
glutdmicoe alanina de forma a manter as dietas isonitrogenadas.

Na elaboacdodas dietas, apds pesagem e homogeneizggingredientes, a
mistura foiextrusada em extrusode rosca simplegExtrusora ExMicro®, Ribeirdo
Preto SP, Brasiljle forma a se obter granulos com diametro aproximado de 1,2 mm, na
Universidade do Oeste do PararldNIOESTE, ToledePR. Apdsa extrusao, as dietas
experimentais forareecas em ésfa de ventilagdo forcada55°C durante 12 dras Os
peixes foram alimentados quatro vezesdan as 8 11 e 14 e 17horas por meio de

arracoamentmanual e até saciedade aparente, por um periodo de 45 dias.
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Tabela 1 Composicéo § kg') das digas experimentais comniveis crescentes de
treonina parajuvenis de tilapia do Nilo.

Niveis de treonina (g kb

9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95
400,61 400,61 400,61 400,61 400,61 400,61

280,00 280,00 280,00 280,00 280,00 280,00
110,00 110,00 110,00 110,00 110,00 110,00
40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
1,50 3,00 4,50 6,00 7,50 9,00
3,10 3,10 3,10 3,10 3,10 3,10
7,20 7,20 7,20 7,20 7,20 7,20
70,00 70,00 70,00 70,00 70,00 70,00
70,00 64,50 59,00 53,50 48,00 42,50
0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 20,00
4,85 4,85 4,85 4,85 4,85 4,85
1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90
0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Suplemento min. e vit. 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

"Niveis de garantia pdtg de dieta(DSM-Roche®):vit. A, 24.000 UI; Vit. By, 6.000

Ul; vit. E, 300 mgyit. K3, 30 mg;vit.B;, 40 mg;vit.B,, 40 mg;vit.Be, 35 mg;vit. Bio,

80 mg; Ac. félico, 12 mg; Pantotenade céalcig 100 mgyvit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg;
Colina, 1.000 mg; Niacina&.500 mg Ferro, 200 mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100
mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.

Ingredientes

Milho

Farelo de soja
Farinha visceras aves
Gluten de milho
Oleo de soja
Calcério calcitico
Fosfato bicalcico
L-alanina

L-&cido glutamico
L-treonina
L-lisina HCI
DL-metionina

L- triptofano

Sal comum

Desempnho produtivo €omposicéo corporal

No inicio do experimento, todos os peiXxesam insensibilizados em eugenol,
na dose de 75,0g.L*(Deriggi et al, 2006),pesados em balangi precisadigital
(0,01g), e foram formados lotes homogéneos de 12 animais por catistribuidos
aleatoriamente em suas respectivas unidades experimentais.

Ao final do experimentoaposjejum por24 horas para esvaziamento do trato
digestorig todos os peixes de cada unidade experimdaotaim insensibilizados em
eugenol, na dose de 75yg.L*(Deriggi et al, 2006) para a realizacdo das medidas
individuais de peso (g) e comprimento (cm). Trés peixes de cada unidade experimental

foram insensibilizados em eugenol, na dose de M0, para a coleta de sangue e
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posteriormente foraneutanasiados em superdosagem de benzo¢agia0 mL de
alcool/ 10L de dguajom posterior sec¢do da medula cerv{&bskopf 1993) para as
coletasdos dadospara as analises de expressao génican@fometriadas fibras
musculaes, frequéncia de muco depitélio branquial e intestinatk desempenho
produtivg também foi realizada a coletka gordura visceral e figado. Trésxes de
cada aquariforamsacrificade por sec¢ao da medula cervical, apés serem anestesiad
com benzocaina (1g/180L de alcool/10L de agua)toskopf 1993) para a realizacéo
dasanalisesoromatoldgicas

Os dados de desempenho produtivo avaliados forg®so inicial (g);peso
final médio (g); ganho em pesdpeso corporal fina{g) i peso corporal inicia{g);
conversdoalimenta=(dieta consumidag)/ganho em pesdg)); consumo alimento
(g/kg)=ra@o consumida/((1¥Znamero de peixes final+nimero peixes iniPjal taxa
de eficiéncia proteica= ganho em peso (g)/proteina consumida (Q);
sobrevivénciafl00O(numero de peixedinal/nimero de peixes iicial)); indice
hepatossomatico=(100(peso  figadog)/(peso corpal final, g)); gordura

visceral£100(peso gordura viscer@)/peso corporal finaly)).

Anélises laboratoriais

A composicao corporalos animais seguiu o preconipapela AOAC (1995)
para analise de umidade (préecagemem estufaa 55°C por 72 horaseguida de
secagem a 105°C por oito horapypteinas (método de Kjeldha#cnal, MA036,
Piracicaba, SP, Brasil)extrato etéreo (extrator deSoxhlet com éter como
solventelecnal, TEO44, Piracicaba, SP, Brasd),matéria mineral (calcinacdo das
amostras a 55@ por 6 horadecnal, 2000B, Belo Horizonte, MG, Brasitealizadas
no Laboratorio de Controle de Alimentds LQA/GEMAQ-UNIOESTECampus
ToledoPr. As racgdesexperimentais foram encaminhadas para o Laboratorio da
Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos, Animal Nutrition Division,
para a realizacdo de andlises de aminoacidos, por meio da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) {tdshi L-880Q Toéquio, Japdo O triptofano foi
determinado apoés hidrélise acida.

Andlisemorfométrica das fibras musculardas tilapias
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A analise morfométrica das fibras musculardas tilapias foi realada no
Laboratério de Histotécnica Animalo Departamento de Ciéncias Morfolégicas da
Universidade Estadual de Maringa. Para essas analises, foram coletadas amostras de trés
peixes de cada repeticao, totalizandoruamostral de 9 peixes por tratamento.

Fragmentos da musculatura branca dorsal elasmplares de tilapia foram
retirados e fixados em formol 10% duranteh®das posteriormente as amostras foram
desidratadas em série ascendente de alcool, diafanizadas em xilol, e incluidas em
parafina histologica, para a obtencédo de cortes histolog@osversaisemisseriados
de 6pum Os cortes histoldgicos foram submetidaloracdo hematoxiliraosina para
a avaliagdo do padréo morfolégico das fibras musculares.

Os cortes histoldgicos foram analisados em Microscopio OpticOlahpus
BX 50 (Manilg Filipinas) acoplado com a came@ympusPMC 35 B (Berlim,
Alemanha), utilizando objetiva de 40X para capturar os campos de observacao.
Utilizando o sistema de analise de imagémage PrePlus versao 4.5, em campos
aleatérios da lamina histologica, fdeterminadoo menor diametro de 200 fibras
musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de diametros {s@& 20
>50 um) para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e hipertrofia para o crescimento
muscular (Almeidat al, 2008, 2010) em cadeatamento.

Avaliacdoda expressao génica da MyoD éolenina

As andlises da expressdo dos genes foram realizadas no Laboratorio de
Biologia do Musculo Estriado (LBME) do Departamento derfglogia, IBB, UNESP,
BotucatuSP.

As amostras do musculo brancdworsal foram dissecadas, logo abaixo da
nadadeira dorsal, e posteriormente congeladas em nitrogénio liquido, e transferidas para
freezer a {80°C), até o processamento em laboratORara essas analises, foram
coletadas amostras de dois individuos de capaticdo, totalizando umamostral de
seis peixes por tratamento.

A expressdo dos mRNAs dos gendyoD e Miogenina foi realizada por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apés transcricdo reversa

(RT-gPCR),seguindo as orienta¢gdes BMWQE: Minimum information for Publication of
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Quantitative Reallime PCR Experimer{Bustin, 2009). Foram utilizadas as seguintes
metodologias:

Extracdqg quantificacéo e analise da integridade do RNA

O RNA total foi extraidodas amostras musculares por meio TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USAgguindo as orientacdes do
fabricante. As amostras congeladas foram trituradas cbomwmgeneizador de tecidos
IKA® T-25 Digital Ultra-Turrax® (IKA, Staufen,BadenWiurttemberg Germany)em
1mL de TRIzol®50-100 mg de tecido muscular. O homogeneizado foi transferido para
um tubo de 1,5 mL e incubado dumanb minutosa temperatura ambiente. Foi
acrescentado 0,2 mL de cloroférmio e, posteriormente, os tubos foram agitados
vigorosamente e incubados por 15 minutgotemperatura ambiente. Em seguida, o
material foi centrifugado a 1208@ por 15 minutos a 4°C. fase aquosa formada apés
a centrifugacdofoi coletadae o RNA foi precipitado por meida incubacdo com 0,5
mL de &lcool isopropilico, durante 10 minugemperatura ambiente. Em seguida, o
material foinovamente centrifugado a 120@0por 15 minutos a°C, e o pellet de
RNA resultante foi lavado com 1 mL de etanol 75%. Qenma foi centrifugado a
1200xG por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi removido cuidadosamente. Apos
secagem, o pellet de RNA foi dissolvido duitraPure™ Distilled Water DNAse,
RNAse FregThermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USAarmazenado a
80°C.

Para a quantificacdo do RNA foi utilizado o espectrofotdréteon o Vue E Pl u's
(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdomoe forneceu a
medida de absorbancia a 260 nm (quantidade de RNA). Também foi realizada a medida
de absorbancia a 280 nm, que identifica a quantidade de proteinas e permite a andlise da
pureza do RNA extraido, garantida pela obtencéo de uma 2882280 nnsuperior a
1.8. Foram utilizadasomente amostras com razao igual ou superior a 1.8.

A integridade do RNA total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1%. A agarose foi dissolvida em tampao TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM
acido bérico, 2 M EDTA). Uma aliquota de 1 pL do RNA total foi adicionada a 5 pL
de uma solucdo contendo o tampao de corrida Or&hge o coranteGel Red®
(Biotium, Hayward, California, USA)Essa mistura foi aplicada no gel e submetida a

corrida eletroforética a 120 V poerca de 1 hora e 30 minutos. O gel foi fotografado


https://pt.wikipedia.org/wiki/Baden-W%C3%BCrttemberg
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sob luz ultravioleta e a integridade do RNA total extraido foi confirmada pela presenca
das bandas referentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S.

RT-gPCR

Os niveis de expressdo dos geMgpD e miogenindoram detectad® por
RTgPCR por meioda plataformaQuantStudi@ 12K Flex Reallime RT-gPCR
System(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, US®s niveis de expressao
dos genes alvéoram normalizados pelexpressdo do gene referénéiacting cuja
expressdo foi congtée entre todas as amostraks amostras de cDNA foram
amplificadas utilizando d¢-ast SYBR® Green Master M{fhermo Fisher Scientific,
Carlsbad, California, USA) Os primers foram sintetizados pelaThermo Fisher
Scientific Carlsbad,California), apds terem siddesenhados por meio software
Primer Express 3.0.1.®Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USAabela
2). Os primers foram diluidos etdltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free
(Thermo Fisher Scietfic, Carlsbad, California, USAe suas concentragO@sciais
ajustada para 5 uM. Conforme instru¢bes do fabricante, foram utilizados 2 pL de
cDNA, 2 uL dePrimer Forward 2 puL dePrimer Reversel2,5 yuL deFast SYBR®
Green Master MiXThermo FisheiScientific, Carlsbad, California, USA9 6,5 L de
UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Fréehermo Fisher Scientific, Carlsbad,
California, USA) totalizando um volume final de 25 pL de solucéo.

As reacdes foram realizadas em duplicata, nas segomméi;des: 95°C por 10
minutos, seguido por 40 ciclos de desmatéo a 95°C por 15 segundos e
anelamento/extensédo a 60°C por 1 minuto. Para cada amostra foi geradoicordgréaf
amplificacdo, com@aument o da fluoresc°ncia PCReRRn) ao
Em cada reacao, foi realizada uaralise da Curva de Dissociacdo dos fragmentos ao
término de cada reagadurante 20 minutos conemperatura da reacdo aumelata
gradualmente de 60 para°@ O grafico resultante ad Curva de Dissociagao
possibilitoua avaliacdo da especificidade de amplificacdo de cada conjunto de primers,
confirmada pela presenca de um Unico pico de fluorescéhpias obtencdo do Ct
m®di o das duplicatas, §naol CgRelenfsgtld aed od eo awaaltor
( ®@&ndstral 2 Gmostra calibradoja A quantificacdo relativa dos dados de expresséo foi
calculada pela formula®®“(Livak & Schmittgen, 2001), expressa énid-change
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Tabela 2: Primers utilizados para a amplificacdo daMyoD, Miogenina e b-actina
por RTg-PCR.

Gene Forward pri me Reverse pri me

MyoD CATCCAGCCCCCGCTCCAAC GTCTGACAGGTGGGGCCGTT
Miogenina CTCAACCAGCAGGACACTGA ATCCTCGCTGCTGTAGCTCT
GCCAACAGGGAGAAGATGAC ACAGGGACAGCACAGCCTGG

b-actina
CCA AT

Frequénciae quantificacaalascélulas de mucdo epitéliobranquial

Com o objetivo de verificar se as dietas com niveis @enina influenciavam na
frequénciade muco, a final do periodo experimentafoi coletado o segundo arco
branquid (Srivastavaet al, 2012)do lado direito detrés peixesde cada repeticéo,
totalizando urm amostral de §eixespor tratamento

As andises foram realizdas no Laboratério de Qualidad®n Alimentos i
LQA/GEMAQ-UNIOESTELCampusToledoPr., e foramfixadas em solucdo dgouin
aquosodurante & horas e posteriormente desidratadas em série crescente de alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, para ghteme cortes longitudinais
semisseriadorde® m de espessur a.

Para a evidenciacdo das células mucosaamastragoram submetidas a técnica
histoquimicaAlcian BluepH 2,5+ acido periddico de Schiff (PAS), para a evidenciacéo
das @lulas produtoras de muco acidaniwco neuto e posterior analise quantitativA
colorag@odas laminas foi realizada no Laboriddde Histologia/UEM.

Para avaliar a frequéncia de&lulassecretorasle muco neutro e acidatilizou-se
toda a extensdo do filamento branquaditangendas trés regides: proximal ao rastelo,
denominada de regido basal, posicdo intermediaria e regido apical do filamento,
totalizando40 imagens/animal, perfazendo um totaB&@ imagens/tratamentem que
os dados foram expressos em porcentagem.

Para avalina quantificacdo total das células produtoras de muco neutro ¢ &cido
utilizou-se a somatoria total da contagem de muco neutro e acido das imagens utilizadas
para a avaliacdo da analise de frequéncia citada ammtabzando 40 imagens/animal,

perfazendaum total de 360 imagens/tratamento.
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Esta andlise foi realizada a partir de imagens capturadas com o auxilio de
Microscopio Optico P10lympusCX 31 (Manila, Filipinas)e fotografados com a
cameraOlympusSC30 (Berlim, Alemanha) com objetiva de 40XAs analises foram
realizadasutilizando o sistema de andlise de imagem computadoriraagei Pro

Plus versao 4.0 (Média Cibertecnics).

Frequéncia das células caliciformda mucosantestinal

Paraa andlisede frequénciadas células caliciformes daucosa intestinal, a
coleta foi realizada no Laboratério de Apoio da UNIOESTd@mpusToledo/Pr., e
foram coletdas porcbes de aproximadamente quedmtimetrosde comprimento do
intestino médio,send@ primeiramente realizada a medida do comprimento thdal
intestino com o auxilio de uma trena de medidas, (abaixo da juncdo do estbmago até o
reto) e posteriormente coletado a por¢cdo média do méreim coletadas amostras do
intestino médiode trés peixes por unidade experimental. As amostras foram lavadas
com solucdo salina, fixadas em solucdoBdein por 4 horas, desidratadas em série
ascendente de alcool, diafanizadas em xilol, e incluidas em parafina histolégica, para a
obtencao de cortes histologicsmmisseriadode 7um.

A coloracado das laminas faealizada no Laboratério de Histologia/UEM. Para
a visualizacdo dasélulas caliciformes no epitélio intestindbram preparadas duas
laminas por animal, e uma foi corada com Azul de Alcian, pH 2,5 (reacA® g
2,5, que evidencia glicoconjungados asige outra lamina foi corada em PAS e contra
corada em hematoxilina (reacdo de PAS, evidencia glicoconjungados neutros); (Romeis
1968). A captura de imagerisi realizada no Laboratério de Captura deagens
UNIOESTECampus ToledoPR em fotomicroscépio Olympus CX 31(Manik,
Filipinas) utilizandoa cameralympusSC30 (Berlim, Alemanha), em objetiva 4@X,
as imagens foram analisadas por meisidtema de imagens computadorizakioage
Pro Plusi Versédo 5.2Media Cibernética). A frequéncia das célulasmuco intestinal
foi realizada por meio da média de 10 imagens/3 cortes (0bj.40x)/animal perfazendo um

total de 270 imagensop tratamento, os dados foram expressos em porcentagem.

Delineamento experimental e andlise estatistica



48

O delineamento experimtl foi inteiramente ao acaso com seis tratamentos e trés
repeticdes, sendo uma unidade experimentaposta por um aquéride fibra de vidro
com capacidade para 250tgntendo 12eixes.Para a determinacdo da exigéncia de
treonina, osdados de desempenh@rodutivo e da composicdo centesimdbram
submetidosa andlise deregresséolinear, ao nivel de 5% de probabilidad®s
parametros de arfometria das fibras muscularegriaveis histolégicaslo muco do
epitélio branquial e da mucosa intestirah expressdo de gerfesam analisados por
meio de variancia ndao paramétrica (Kruskal Wallis), seguido do teste de comparacoes
multiplas de Dunnett’s, considerando o nivel de 5% de significAncia por doe
programa computacional Statistic 7.1 (Statsoft 2005). As anadisegtisticas da
expressdo dos genes foram efetuadas por meio do programa computacional GraphPad
Software (1998).

Resultados

Desempenho Produtivo

Durante o periodo experimentdbram observados valores médios de
27,4+1,1°C para a temperatura; 5,8+M@.L™" para oxigénio dissolvido; 75+0,3para
o pH e120,12+2,1uS.cni* para a condutividade elétrica da ag@aconsumo de dietas
com diferentes niveis de treoninado influertiou (P>0,05)o desempenho produtivo nos
peixes(Tabela3).
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Niveis detreonina (g k§)

9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95 Efeitor
Peso inicial (g) 10,95 10,75 10,73 10,63 10,90 10,69 NS
Peso final (g) 54,03+4,22 57,24+2,46 62+2,98 62,28+1,5 56,43+2,16 62,55+2,94 NS
Ganho enpeso (g) 43,07+4,4  46,43+2,49 50,88+3,01 51,60+1,60 45,53+2,25 51,86+3,04 NS
Consumo (g/kg) 54,99+1,44 59,73+0,80 62,77+1,73 57,10¢4,15 53,32+0,32 61,47+1,84 NS
Converséao alimentar (g/g) 1,06+0,04 1,07+0,09 1,05+0,01 1,02+0,15 0,98+0,00 0,99+0,02 NS
Taxa eficiéncia proteica (%) 1,06%0,07 1,27+0,13 1,33+0,02 1,43+0,26 1,23+0,00 1,52+0,04 NS
indice hepatossomatico (%) 2,10£0,17 2,34+0,10 2,68+0,06 2,70+0,38 2,64+0,23 1,80+0,31 NS
indice gordura visceral (%) 3,71+0,47 3,33+0,49 4,31+0,30 3,98+0,21 2,96+0,75 3,64+0,33 NS

*NS= Nao significativo.
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Tabela 4: Composicdo proximal (g kg) das dieks experimentais comniveis
crescentegsie treonina para juvenis de tilapia do Nilo
Niveis de treonina (gg<")
9,05 12,34 16,95 21,21 2454 27,95
Composicéo proximal das dietas (%)

Matéria sech 91,38 92,06 91,27 9247 93,12 92,86
Proteina bruta 36,33 36,49 36,25 35,99 36,26 34,01
Matéria minerdi 4,19 4,24 4,17 4,72 4,08 3,92
Extrato etéred 1,74 2,24 0,29 0,05 1,68 2,39
Aminoacidosessenciais(g kg?)

Arginina 15,42 15,24 17,08 17,33 20,29 17,34
Fenilalanina 11,79 11,13 12,70 12,95 15,00 12,85
Histidina 6,26 5,45 6,76 6,78 7,70 6,42
Isoleucina 9,84 9,42 10,56 10,83 12,41 10,56
Leucina 21,31 20,14 22,69 23,38 25,62 22,75
Lisina 17,30 16,07 18,41 18,84 20,50 18,40
Metionina 511 5,12 5,58 5,56 5,74 5,70
Treonina 9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95
Triptofano 3,50 3,43 3,46 3,56 3,71 3,45
Valina 11,00 10,63 11,90 12,19 13,68 11,90
Aminoécidos nd@ssenciais(g kg?)

Acido aspartico 22,78 21,88 24,42 2517 29,41 24,44
Acido glutamico 103,23 9459 9859 9530 88,40 78,68
Alanina 80,34 71,36 70,55 63,09 52,04 46,49
Cistina 3,23 3,08 3,55 3,63 3,77 3,53
Glicina 13,57 12,87 14,52 14,80 16,02 14,72
Serina 12,12 11,57 12,92 13,28 15,15 13,08
Tirosina 8,94 8,76 9,65 10,14 11,28 9,64

'Andlises realizadas pefginomoto Animal Nutrition.
%\alores determinados no laboratério de Controle de Qualidade do GEMAq da
Universidade Estadual do Oeste do Parana.

Compaicaocorporal dos peixes

N&o foram observadas diferengas (P>p$&bre acomposi¢cdo corporal em
umidade, protein bruta, extrato etéreo e matéria mine@ljuvenis de tilapia do Nilo,

alimentados com niveis de treoniffabela 5).
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Tabela 5: Composicédo corporal de juvenis de tilapia do Niloalimentados comniveis crescentesde treonina com base na matéria

mineral.

Niveis de treonina (g Ko

Variaveis (%) Efeito*
9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95
Umidade 80,22+0,2 72,76+0,5 73,40+1,0 71,56+0,0 71,79+1,8 73,52+0,2 72,1+0,8 NS
Proteina 12,45+0,3 17,65+3,6 16,76+2,8 16,60+3,1 14,75+6,8 17,58+3,4 16,41+1,7 NS
Extrato etéreo 8,54+3,6 7,78+2,8 9,4348,6 9,15+1,2 7,85+2,7 9,3845,6 NS
Matéria mineral 2,9745,0 3,09+6,8 3,02+20,4 2,8515,2 3,02+4,9 3,10+3,8 NS

"NS=n&o significativo pela analise de regressao de linear e quaqéjica
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Morfologia e Morfometria das fibras musculares brancas

A morfologia da musculatura branagaliadafoi semellante entres peixes de
todos os tratamergpem que foi observada a presencdides emformato poligonal
organizadas em fasciogl delimitados pelo perimisio separadas pelo endomisi&
musculatura branca apreseng®em padrdo em mosaicearacterizado cordiferentes
diametros, conforme analise morfométridafrequénciadas fibras musculares brancas
dividida em trés classes, foi influencia@®< 0,05)pelos niveis dietéticos de treonina
(Takela 6).
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Tabela 6. Frequéncia de distribuicdo das fibras maculares brancasde tilapias do Nilo ©. niloticus) alimentadas com dietas contendo
niveis crescentesle treonina.

Niveis de treonina (g ko

Classe de diametro (% p
9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95

<20 um 49,37+48,9"  36,55+10,4"° 31,06x7,8°° 28,85+6,8°°  30,38+8,2°¢  22,00+5,8 0,014

20-50 pm 50,62+8,8°  63,22+10,8°C 68,81+8,6"® 71,14+6,8"° 69,2748,  77,12+49" 0,011

>50 um 0,0+0,0° 0,22+0,6"® 0,12+0,2° 0,14+0,2° 0,33+0,4"® 0,87+0,9" 0,001

P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,00L

I etras sobrescritas maiGsculas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcdo do nivel pieldrezste
KruskallFWallys ao nivede 5% de probabilidade.

% etras sobrescritas minGsculatistintas na mesa colunaindicam diferencasignificativaentre as classes de fibra em funcdo dos niveis de
treoninapelotesteKruskallWallys ao nivel d&% de probabilidade.
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Peixes alimentados cor@,05 e 12,34g kg’ treonina ndo apresentaram
diferencas ndrequénciade fibras com diametro<20 um,demonstrandaiminuicdo da
frequéncia do processo de hiperplasia aimpdd nivel de inclusdo d&6,95g kg* de
treonina No entanto, peixes alimentados cd®,95, 21,21, 24,54 2795 g kg* de
treonina ndo apresentaram diferencas significatigaequénciale fiboras musculares
A frequéncia de fibras na classdrer20 e 50 um foi menor epeixesque receberam a
dieta com9,05g kg™ treonina. No entanto, néo diferiu em peixes meeberantietas
com 16,95, 21,2124,54 e 27,95 kg de treoninaDa mesma forma, n&do diferiu em
peixes que receberam as dietas &A% e 12,34 kg* treonina Na dasse de fibras
com diametro >50 pymnpado foram observadas diferencas significativas em peixes
alimentados con®,05 e 12,3416,95, 21,21, 24,54 kg" treonina Por outro lado,
peixes que receberam a dieta c®M95g kg* treonina apresentaramaior freq@ncia
defibrascom diametro >50 prem relacdo aque consumiram dietas c&y®5 16,95
e 21,219 kg'treonina. Dentro de cada nivel de treonjnfpi observadoelevada
frequénciade fibrasda classe& 2 0 gindicando que o processo de hiperplasia muscular

ainda estava ocorrendo nos peixes

Expressédo génica da MyoD eiddenina

Nao houve diferencéP=0,077% entreos niveisde mRNAdaMyoD estimados

entre odratamentos, segundo a anélise deskall Wallis e Dun (Figura J.
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Expressdo da MyoD

mRNA (unidadesarbitrarias)

9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95
Niveis de treonina (gkg?)

Figura 1: Niveis deexpressao da MyoD (unidades arbitrariasno musculo branco
da tilapia do Nilo (O. niloticus) detectados por RFgPCR.

O consumo de dietas com diferentes niveis de treonina influenciou (Pe§,05)
niveis estimadode mMRNA Miogenina (Figur).

Expressdo da Miogenina

|

—

mRNA (unidades arbitrarias)

9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95

Niveis de treonina (g kg)

Figura 2: Niveis de expressdo da Miogenina (unidades arbitrariqgsno musculo
branco da tilapia do Nilo (O. niloticus) detectados por RFgPCR. Letras distintas
indicam diferenca significativa a nivel de (P>0,05) de significancia.
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Peles resultados da RAPCR os niveis demRNA da Miogenina foram
semelhanteg® > 0,05)entrepeixes que recebera?d,54 e 27,9% kg* de treoninaOs
niveis de mRNAforam maiores(P> 0,05)que aqueds observadogm peixes que
receberam a dieta co05g kg treonina Por outro lao, a expressdo de Miogenina
nao variou(P > 0,05)entre ospeixes que receberam dietas cd#34, 16,95, 21,24
kg'de treonina

Frequéncia e quantificacdo das células mucakasecido branquial

A producdo decélulas secretoras de muco neutro e adds branquias foi
influenciada (P<0,05) pelo consumo de dietas com diferentes niveis de treonina (Tabela
7).
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Tabela 7. Frequénciadas células de muco neutro e acide quantificagdo das células de muco do epitélranquial de tilapia do Nilo,
submetidas a detas com niveis crescentes deebnina’.

Niveis de treonina (g kb

Variavel 9.05 12.34 16,95 21,21 24.54 27.95 cv P
Muco

acido (%)  68,79+54%  63,42+8,11* 63,26+12,58  64,25+5,46" 54,59+2 30 51,33+528 15,07 0,0003
Muco

neutro (%)  31,21+5,4% 36,58+8,1%°  36,73+12,5% 35,75+5 48° 45,41+2,30 48,67+528 23,60 0,0003
Contagem

total 818,00+113,1% 773,50:246,90 837,06:226,08° 1512,06:431,38 1250,8G:224,8F°° 1284,62351,58° 36,06 0,0002

'Letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcéo do nivel de treestraKpetixat
Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.
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Peixesalimentados cor®,05g kg™ treoninaapreserarammaior frequéncia de
células secretoras de muco acido, quacmimparads acs que receberam dietas com
24,54 e 27,9% kg* de treoninaEntre as células secretoras de muco nep#ixes que
foram alimentados con®,05 g kg' de treonina presetaram menor frequéncia de
células de muco neutro, em comparacaocmasreceberam dietas cd@4,54 e 27,9%)
kg™ treonina.

Pelaanalise da contagem do total de células de muco nas branquias, houve
efeitos dos niveis de treonina sobmguantidade de célas de mucoem que peixes que
receberam dietas com mais 25219 kg* de treonina apresentaram maior quantidade

de células secretwale muco (Tabela 8) e (Figura/8e B).

Figura 3: Imagem representativa de corte longitudinalda branquia de exemplar
de tilapia do Nilo (O. niloticus) alimentada com dietas contendo niveis cresntes
de treonina. Células podutoras de muco acidseta branca) e células produtoras de
muco neutro (seta pretdp regido de um filamento branquial. A Alcian Blue, 40X
réguade 25umImagem A:9,05g kg™; Imagem B:21,21g kg™ de treonina digestivel.

Frequéncia das célulade muco neutro e acido da mucastestinal
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A frequéncia das células secretords muco neutro e &cido da mucosa
intestinalfoi influenciada (P<0,05) pelo consurde dietascontendo niveis crescentes
de treoningTabela §.
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Tabela 8 Frequéncia das célulagle muco neutro e acido da mucosa intestinal de tildpias do Nilo submetidas a niveisscentes de

treonina na dietd.

Niveis de treonina (g KO

Variavel CVv P
9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95

Muco acido (%)  47,69+7,28° 62,94+1,67 47,91+5768°  58,4+13,88°  52,25+532°  46,01+555 0,03 19,12
Muco neutro (%)  52,31+7,28" 37,06+1,78 52,09+5,78"  41,6+13,88°  47,75+532"° 5399+558 0,03 15,2

!l etras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcdo do nivel de treesteakpeskall
Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.
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Peixes que consumiram a dieta ca?34 g kg de treoninaapreseraran
maior frequéncia de célulasecretoras de muco acidéntre as células secretoras de
muco neutropeixes que consumiram a dieta c@m95 g kg de treoninapreserdram
maior frequéncia de células de muco neutnas ndo foi estatisticamente diferente da
frequéncia de células secretoras de muco neutro em peixes que receberam as dietas com
9,05; 16,95 e 24,95 g Kgle treonina.

Discussao

Os parametros de qualidade de agua monitorados durante o periodo

experimentapermaneceram dentdps nivés recomendadopara a criacdo de peixes

As tilapias apresentam crescimento satisfatorio quando criadas em éguas
temperaturas entre 24 e°80) consderada o ideal para o conforto térmu® espécies
tropicais(El-Sayed,2006), teores de oxigénio dissolvido acima 4l mg.L*, pH bésico

(Popma e Lovshinl99§ e conduti vi dade el'®@imermana entr e
& Hasper, 2008 Ao final do periodo experimentalndo foram observadas
anormalidades morfolégicas nos peixes que foram submedsdosetas contendo os

diferentes niveis de treonina.

No presente trabalho,sugementacdo de treonina na diet@o influenciou o
desempenho produtivibos peixes. Por outro lado,naenor crescimento devenis de
Sea Bss (Dicentrarchus labray foi relatado por Tibaldi & Tulli (1999), quando
alimentados com dieta deficiente de treonina (7,6 §).kBonfim et al (2008),
observaram maior desempenho pargenis de tilapia do Nilalimentados coni,1 g
kg de treoninaSartiago e Lovell, (1988), ao aliarem os niveis de treonina para
alevinos detilapias do Nilo, relataram que o melharescimento foi encontrado em
peixes que receberam dieta com5Dg kg™ de treoninaRecentemente, Michelato et
al. (2015) determinaram exigéncia de 11,5 g &g treonina para a tilapias do Nilo na

fase de terminagdem queconsideraram além do ganho de peso, o rendimento de filé.

Estudos para determinaeaigénciade treonina em dietas pavatras espges
de peixes foram realizadgsr Zehra e Khan, (2014paralndian major carp Gatla
catla), de 14,5 g kg', Fenget al (2013)paradian carp Cyprinus carpi), de16,2 g kg
! Abidi e Khan (2008paralndian major carpl(@abeo rohitd, de 15,1 g kg' e Ahmed
et al (2004)para a carpa indian@irrhinus mrigald, de 18,0 g kg' e Ahmed (2007)
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paralndian cafish (Heteropneustes fossiljsde 12,7 g kg*. As carpas ndo possuem
digestédo estomacal aciéaa digestdo ocorre em pH neutro ou ligeiramente alcalino. O
fornecimento de algunaminoacidos podelterar capacidade de tamponamento e
prejudicar a absorcdo do aminoacido fornecido (Alenheal, 2004). O menor
aproveitamento deminodcidoscristalinos pelas carpaspode ser resultado de uma
rapidadigestdo, resultando em assincronia com a utilizagdo dos aminoacidos dgados
proteina dos alimentogMurai et al, 1984). Assim como observado no presente
trabalho, Michelatoet al. (2015), Silvaet al (200§ e Bomfim et al (2008) néo
observaram efeitos dos niveis dietéticos de treonina sobre a composi¢ao corporal.

No presente trabalho,crescimento mwsilardos peixe®correu por hiperplasia
e hipertrofiae foi influenciado pelos niveis de inclusédo de treonina nas did@aglasse
de fibras com diametros menores que 20 um, a maior frequéncia foi obsergada no
peixes que receberam as dietam®s menoresiveis deinclusdo de treoninajuando
comparade aos maiores niveisde suplementagdde treonina na dietdibras com
diametros menores que 20 um indicam ocorréncia de hiperplasia e maiores que 50 um
relacionamse com a hipertrofia (Valentt al, 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001).
Estes resultados estéle acordo condados encontrados em literatypara a tilapia do
Nilo (Aguiar et al, 2005, com predominancia no crescimento hiperplasico em peixes
que receberam a dieta coos menoes niveisde aminoacidosristalinos. Peixes
alimentados com dietas com mais de 12,34 golgtreonina apresentaram maior
frequéncia d fibrasentre 20 e 50 pmindicandoo inicio da hipertrofia das fibras
recémformadas por hiperplasia (Almeiéaal., 2008)

No presentdrabalho, independentemente do nivel de treonina consunoido, f
observaddrequéncia relativamente baixa de fibras com diametagr que 50 pm
estandode acordo com Almeidat al, (2008) que avaliarem a frequénciaedibras
musculares @ juvenis @& pacu(Piaractus mesopotamicusPeixes que consumiram
dieta com27,95 g kg de treoninapresentararmaior hipertrofia das fibras meslares
em relac&o aogue receberam dietwm9,05a21,21 g kg de treonina.

Estudos relacionadasexigénciade treonina associas@ avaliacdo das fibras
musculares em peixes sao inéditegistindo informacdes somente com mamiferos.
Wanget al (2007 ao avaliarenma exigénciade treonina para suinos, concluiram que a
sintese proteica no musculo estriado esqueltgic@fetada em resposta ao desequilibrio
dietético fornecidmas dietas. Os autores observaram @@xcesso ou deficiéncia de

treoninaresultou em reducéo r&ntese proteicade tecidos de rapido crescimento em
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suinos jovensAguiar et al (2005) avaliaram o efeito da suplemedia da lisina sobre
o crescimentao musculo estriado esquelético de larvas de tilapidildoe concluiram
gue a sintesdas fibras musculardsi maior nospeixes que foram alimentados com
dietas suplementagd@om lisina

O crescimento muscular hipertréfico e hiperplasico das fibras musculares é
determinado pela ativacdo, proid€do e diferenciacdo das células precursora
miogénicas (MPCs) ou mioblastos (Koumans & Akster, 1995; Johetstin2011).
Esses eventos celulares sdo regulados pela expressdo dos fatores de regulacéo
miogénica (MRFs), entre os quais estdo, a MyoD e a Miogenina (Watabe, 1999, 2001).
Nos peixes, @&xpresséo génica da Miogenina tem sido relacionada com a diferenciacao
das MPCs em fibras musculares maduras durante a hipertrofia (Johansen & Overturf,
2005; Almeidaet al, 2008; Leitdoet al, 2011). No presente estudo, peixes que
receberam dietas coP4,54e 27,95¢g kg' de treonina apresentaranaior expresséo do
gene da Miogenina na musculatura bramra comparagaaos peixes que receberam o
menor nivel de treonina na diet®,05 g kg?). Esses resultados corroboram com a
respostamorfométricadas fbrag na qual ogpeixes que receberam d®is maiores
nives desuplementacéo deeoninana dieta(24,54e 27,959 kg') apresentaram maior
frequéncia na classe de fibras com diametros entre 20 e 50 um em @EdECHOE
receberam anenor nivel 9,059 kg?). Essa mesma associac8o entre a expressdo de
Miogenina e a diferenciacdo de mioblastos durante a hipertrofia foi demornsirada
truta arceiris (Johansen & Overturf, 2005), pacu (Almegtaal, 2008, 2010) e tilapia
do Nilo (Neboet al, 2013).

Neste trabalho, peixes alimentados cdietas contendmiveis crescentes de
treonina naoapresentaram diferencas repressdoda MyoD, responsave pela
proliferacdodas células satélites. Estes resultados estdo de acordo com a andlise da
frequénda das fimas musculareavaliadano presente estudo, em que nao foi observado
efeito dos niveis dietéticos de treonina sobfiee@uénciade fibras muscularagpesar
de néo ter sidgerificadoalteracdes nas variaval® desempenho zootéca, observou
se que osiveis crescentes de treonina foram capazes de influenciar a atuacdo da
expressdo da Miogenindos peixes submetidos a essas die¢ss queos nives
crescentes de treonina foram responspela diferenciacdo dos fatores de regulacéo
miogénica nas fibrasnusculares maduras durante o procesdsdipertrofia que se
mostrou significativo durante a avaliagdo das fibras musculares durante esta fase de

cultivo.
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No presente trabalhodietas contendoniveis crescentes de treonina
influenciaram a frequéncia decélulas mucosaglo epitélio branquial dos peixes
ocorrendo reducdo naglulassecretorasle muco acidem peixes alimentados com a
dieta com a menor concentracéo de treofh@5 g kg?) em relacdo aopeixes que
receberam dieta commaior nivel de inclusade treoning27,95 g kg). As células @
muco neutro sdo mais densas e estfacionadasam aprotecédo do tecidbranquial
(Reiset al, 2009). Na presente pesquisa, foi observado maior frequé&meianto na
frequénciadessas @ulas em peixes que receberam dietas suplementadas com treonina.
Por outro lado, groducdo total de tflas mucosas do epitélibranquial foi mais
expressiva em peixes que consumiram dietas a padiPdey kgl de treonina

No presente trabalhos aélulas de muco neutro e acidio epitélio branquial se
apresentarampredominantementea forma oval ou em forma ¢gerae encontrararse
distribuidas de forma unifore em todo o epitélio branquial. tRscaracterizacéo
morfolégica se apresentou de forma semelhantgesgorito na carpa capinCyprinus
carpio) por Cinar et al. (2008, ao avaliarem diferentes técnicas histoquimicas para a
caracterizacao de glicoproteirsecretadaso muco neutro (PAS) ecao (AB pH 2,5)
no segundo arco branquial

As mucosubstancias acidas sdo mais sollveis do que as neutras quando entram
em contato com o meio aquatico, pois possuem maior quantidade de cargas elétricas
residuais. Essa baixa viscosidattemuco aciddaem a funcédo de proteger e lubrificar o
epitélio branquial contra atritqReiset al, 2009) No entanto, a quantidade de células
mucosas do epitélio branquipbde ser alterada comama resposta adaptaties
fatores ambientais (Breseghe#t al, 2009, como por exemplo a hip6xia, como
observado na truta ardnos (Oncorhynchus mykis® oscar da Amazoéniadgtronotus
ocellatug por Matey et al. (2011). Esses autores relataram gammbas as espécies
apresentaranrapida mudancana morfologia dasbrénquias causada pela hipdxia
ocorrendogrande quantidade deecrecé de células de muco mais den®oucinas
neutrasyurante este estade normakzando quando os peixes voltargara o estado de
nao hipdxia (normoxia)

Trabalhos relacionados exigéncia de treonina avalianda frequénciade
mucoem branquias dpeixes ainda sao inéditodNo presente trabalho, os peixes que
consumiran21,21g kg ou mais de treonina apresentaranmento na frequéncide
célulassecretoragle muco que estdo relacionadas ao sistema de lubrificacdo e defesa

dos tecidos,bem como a avaliacdo das propor¢cbes de muco neutro e &ado
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observado ainda que a suplementaca@@5g kg' de treonina néo caus@uejuizes
sobre adesempenhprodutivo e regltou em elevada producéo de células produtoras de
muco. Assim, é possivel inferir que a exigéncia de treonina para producédo de muco esta
acima da exigéncia para desempenho produtivo, considesangoe Michelato et al.
(2015) determinaram exigénaia 115 g kg" de treonina para maximtesempenho de
tilapias do Nilo.

No presente trabalho,jedlas contendo niveis crescentesti@®nina também
influenciaram afrequénciaentreas céluhs muco neutro e acido da mucasistinal
dos peixesO muco écaracterizado pela textura del, formado por glicoproteinas
(mucinas)carregadas negativamente por acucares (acido siliaco ou sulfossacarideos)
(PerezVilar & Hil, 1999). A camada de muco do trato gastrointestinal atua como
barreira de protecdo das enzimas digestivas, abrasdo mecanica proveniente do bolo
alimentar, ao pH do suco gastriceegulacdo osmoticaalimentacdp respiracéo,
reproducaoexcrecao ea protedoe ressténcia contraloencagSchroerset al, 2009).
Em algumas espécies de peixes, hd predominancia da secrecdo as mucinas acidas
(e.g.Shi drum Umbrina cirrosg Leknes, 2009) e algumasspéces secretam
predominatemente mucinas neutras (e.g. CommentBxDentex dentexCarrassoret
al., 2006).Segundo Bosi & Sayyaf Dezfuli (201&)secrecée célulasde muco neutro
e acido aumentousignificativamenteem peixes parasitados poPomphorhynchus
laevig.

O aumento na producdo de muco intestinal em dieigéementadas com
treonina foi demonstrado esainog(Bertoloet al, 1998; Ballet al, 1999, 2002} aw et
al., 2000) frangos decorte (OspinaRojaset al, 2013) e ratosHraureet al,2005) A
treonina aumeata producdo de muco no intestiporqueuma parte significativaal
treonina consumid& utilizadano intestino para a sintese de secrecfes endggenas
particularmente mucinas (Laet al, 2007). A elevada retencdo da treonina dietética
pelo intestino esulta emaumento da sintese deste aminaagelo intestino, eahdo
associad a sintese desta proteina (Hegtsal, (1992); El Yousfiet al, (2003). As
mucinas intestinaipossuenaté 30% de treonina em sua composi¢ao Neutra & Forstner

(1987) quando comparadas a outras proteinas a nivel iatestin

Em criacdo comercial, além do desempenho produtivo, € importante considerar
os efeitos dos aminoacidos sobre a saude dos pBiggwesente trabalho, conaese
queainda qued,05g kg* de treonina atenda a exigéncia para o desempenho produtivo,

dieta com12,34 g kg proporciona maiomipertofia das fivas musulares sob a
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influénciada expres#o da Miogaina econtribuiparaaumento ddrequénciade céllas
produtoras de muco no epitéboanquiale o muco netro e acido na mucosatestinal

de tilapias do Nilo
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Il 7 Expressédo dos genes MyoD e Miogenina, desempenho produtivp
morfometria muscular, frequéncia do muco do epitélio branquial e da mucosa
intestinal e avaliacdo hematol@ica de tilapia do Nilo na fase de crescimento
terminacao’

RESUMO: O presente trabalho foi delineado com o objetivoagaliaros efeitos
dainclusdo de dietas com niveis crescentes tdninasobre o
desempenhprodutivg morfometria das fibras damusculo estriado esquelético,
expressdo dos genes (Miogenina e MydiBguéncia de células mucosas do epitélio
branquial eda mucosantestinal erespostas hematolégicds tilapias do Nilpna fase

de crescimentterminacdoForamutilizados 27Quvenis de tilapias do Nilocom peso
médio inicial de54,5+1,7g, distribuidos em8 tanquesede de 1,3t cada. O
experimentseguiu undelineamento experimental inteiramergsi@ acasocom cinco
tratamento® trésrepeticéesdurantel00 diasOs peixes foram atientados com dietas
contendal4,1 MJ k@ energia bruta 293.6 g kgproteina bruta e niveis crescentes de
treonina(8,6: 10,7;13,6; 15,6 e 18,1 g K. Peixes alimentados coD,7 g kg' de
treonina apresentaranmaior ganho em peso, taxa de eficién@eoteica e maior
consumo Peixes alimentados com 10,7 g'kie treoninapresentaramaior expressao
da MyoD que modulouo processdipertréfico das fibrasmuscularesaumentando a
frequéncia de fibras com diametde 2050 e <50 um Peixes que receberadietas
suplementadas com treonina apresentaram aumarftequéncialas células secretoras
de muco na mucosatestinal Peixes alimentados com niveis crescentes de treonina ndo
apresentaram diferencas na composicao corporal, frequéncia das sétuéeras de
muco no epitélio branquial e @anetros hematolégicosConcluiuse queo nivel de
treonina de 10g kg* melhorao desempenhe maximiza o crescimento muscular e a
expressdo do gene MyoD e a producéo de células produtoras de muco de tilapias do
Nilo.

Palavras-chave:amnoéacidq nutrigenémica, peixe, MREs

2Artigo redigido de acordo com as normas de publicacdo da revista Aquacititrgion. Fator de
impacto =1,395 http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)13B895/issues.
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lll - Expression of genesMyoD and Myogenin, productive performance, mucus
synthesisin gill, intestinal tissue andhematological evaluationof grow-out Nile
tilapia

ABSTRACT: This study wascarried outto evaluate the effects ajraded levels of
dietary threonineon growth performance, morphoetry of the skeletal musclegene
expression (Myogenin and MyoD), frequency of mmssecretingcells inthe gill and
intestinal tissue andematologicalresponsesof grow-out Nile tilapia from 270
juveniles with average initial weight of 54.5 + 1wWgredistributed ino 18floating net
cagesof 1.3m® each. The experiment followed a completely randomized design with
five treatments and three replicatdsring100 days. The fish were fed diets taining

14.1 MJ kg' gross energgnd 293.6 gkg* crudeprotein andgraded levels of tieonine
(8.6,10.7, 13.6 15.6 and 18.1 .§g™). Fish fed10.7 gkg™ showed improvedveight
gain, protein efficiency rate arfuigher feed intakeFish fed 10.7 gkg® of threonine
showedimprovedexpression of MyoQthat modulated théypertrophc process of the
muscle fiber growth by improving frequency filbers occurrence of with 20-50 and

<50 um in diameter. Fish fed diets supplemented with threonine showed increased
frequency of mucusecreting cells in the intestinal mucosash fed with increasing
levels of threonine showed no differena@sbody composition, frequency of mueus
secreting cells in the gill epithelium and hematological paramdtewsgas concluded
that 10.7 kg™ of dietary threonine improves growth performance, maximizes muscle
growth and expression of MyoD gene and production of mseaeeting cells
producing in Nile tilapia

Key words: essential amino acigutrigenomigfish, MRFs
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Introducéo:

O balaaceamentdietético deaminoacidosnfluencia o crescimento e saude
dos peixes (NRC, 2011Em caso de deficiéncja sintese proiea e diversogprocessos
fisiologicos poden ser prejudicados (D"Mello, 2003) A treonina € o terceiro
aminacidolimitanteemdietas para peixes coabevadoshiveis dealimentos derigem
vegetal (Bodinet al, 2008) Ainda que a exigéncia de treonina seja estabelecida para
tilapias do Nilo (Silva et al.2006; Michelato et al., 2015), ainda ndo ha referéncias
sobre os efeitos boe a expressao de genes relacionados ao crescimento muscular.

Os peixes utilizados na aquicultura geralmente apresentam crescimento
muscular indeterminado (Rowlerson & Veggetti, 2001). O crescimento muscular ocorre
por meio da hiperplasia e hipertrofiaaecontribuicdo relativa da hiperplasia e da
hipertrofia para o crescimento muscular varia de acordo com a espécie, fase de
crescimento, tipo de muasculo (Aguketral, 2005; Dal PaBilva et al, 2003) e fatores
nutricionais (Michelato et al., 2016). Arfoacéo do tecido muscular estriado envolve a
acao de diversos fatores regulatérios, atuando e regulando o processo de crescimento
muscular por meio da acdo de moléculas de sinalizacéo, que se ligam a seus receptores e
ativando ou reprimindo os fatores daniscricdo intracelular (Du, 2004). Os eventos da
miogénese sao iniciados e controlados pela expressao diferencial de fatores
transcricionais conhecidos como fatores de regulacdo miogénica (MRFs), dos quais
fazem parte a MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4 (WaaB001).

As glandulas mucosas produzem a mucina, ajudando na formagdo de uma
cobertura protetora sobre o revestimento de 6rgdos que se comunicam com o0 exterior do
corpo.A importancia bioldgica da interface rida muco entre o0s peixes e seu ambiente
aquoso abrange funcfes sobmr@ecaamecanica e imunolégicgGenteret al, 2009).

O muco produzido pelos peixes faz parte do mecanismo de @efestém substancias

que inibem o crescimento e desenvolvimento de muitos parasitos, bactérias e fungos
(Moraes & Martins, 2004)A avaliacdo do tado de saude dos peixes por meio das
alteracbes morfologicas e tecidual® epitélio branquial, mucosa intestinal e das
analies hematoldgicasdoconsideradagerramentas importantes pavaliagnésticalo
estadode saudee desempenh@rodutivo do animal, podendelucidar possiveis
alteragcfes causaddsrante o cultivoOs aminoacidos podem atuam em outras fung¢des

além da sintese proteica, como por exemplo, a treonina, sao classificados como
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aminoacidos funcionaigLie et al, 2009). No entanto, ainda ndo ha estudos
relacionando a suplementacéo de treonina com a producao de muco em tilapias.

A tilapia do Nilo ©. niloticug é a segunda espécie de peixe mais cultivada no
mundo (FAO, 2013)Além do rapido crescimentem cria@o intensivapossuielevada
capacidade de utilizar a energia e nutrientes dos alimentos de origem animal e vegetal,
possibilitando a elaboragéo de dietasraor custo. Emariagéo intensia, é importante
adequar a suplementacéo para atender as exigéncias de aminoacidos para as atividades
de manutencaoproducao, reproducdo e saude dos peiXesentanto, o confinamento
em altas densidades gera situacdes de estresse que pode compronestBmerto a
eficiéncia alimentar e a saude dos peixes por meio de alteracdes morfolégicas e
teciduais (Cavichiolo, 2009).

A avaliacdo dos efeitoda treonina sobre os mecanismos que controlam o
crescimento dos peixes importante, considerando que odilgri@cipal subproduto do
abate de tilapias em muitos paises. Assim, o conhecimdot efeitos da
suplementacdo dietética de treonina sobrexpgessdodos Fatores de Regulacéo
Miogénica (MRFs), que regulam os mecanismos de hiperplasia e hipertrofialanuscu
como a influéncia da producdo de células secretoras de muco e influéncia sobre as
respostas hematoldgicas, pode ser utilizado como ferramenta para maximizar a
producao de tilapiaPessa forma, este estudo teve por objetialiar o desempenho
produivo, morfometriamuscular,expressaalos genesMyoD e Miogenina,producao
de células produtoras de muco nas branquiamueosa intestinale respostas
hematoldgicas dalapias do Nilo alimentadas comiveiscrescentesde treonina durante

afasedecrescimentderminacao

Material e métodos:

Peixes e manejo

O experimento foi r@izado no Hhstituto de Pesquisa emquicultura
Ambiental (INPAA) no municipio de ToledoPR, base de estudos da Universidade
Estadual do Oeste do ParduB&lIOESTE, ToledoParana.

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

do Oeste do Parania UNIOESTE, através do Certificado Experimental no uso de
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Animais em PesquisGEUA/N°12/2015, sob o protocolo N°13/1B6 de agosto de
2015, que se @ontra em anexo.

Condicdes experimentais

Foram utilizados 27 juvenis de tilapia do Nilo54,5t1,7g), distribuidos em
constituido porl8 tanquesrede de B m® cada, alocados em tanque de concriém(
comprimentox 11m largurax 2m altura) abastecid@om aga correntg(1L/segundo),
proveniente do Rio S&o Francisdocalizado no Institto de Pesquisa Ambientad
Aquicultura (InPAA ToledoPR Semanalmente, foramealizadas coletas de dados de
temperatura®C), oxigénio dissalido (mg/L) e pH da agua dmanque, as 8 horaia

manha por meio daim aparelho multiparametdigital portatil, respectivamente.

Dietas e manejo alimentar

Foram elaboradas seis dietas com diferentes niveis de inclusatretmiba
98%, de forma a se obter dietas com 8,6; 10876; 15,6 e 18,1g kgde treonina. O
aminoacido ktreonina foi incluido em substituicdo aalanina, de forma a manter as
dietas isoproteicagTabela 1) As dietas foram elaboradas por meio da técnica de
diluicdo (Abboudiet al, 2007). As dietas foram laboradas com aproximadamente
2936 kg™* proteina brutae 14,1 MJkg' de energiabruta, de forma a ateder as
exigénciasnutricionais de tildpias (Furuya, 2010NRC, 2011), com excecdoed
treonina A composicdo proximal eas andlises deminoacidosforam analisadas
anteriormentea montagem do experimen{@abela 2) Na elaboacdodas dietas, apos
pesagem e homogeneizagims ingredientes, a mistura fextrusada em extrusode
rosca simples(Extrusora ExMicro®, Ribeirdo Preto SP, Brakilda Universidade
Estadual do Oeste do ParddBIIOESTE, ToledePR, foram secas em ésfa de
ventilagcdo forcada a 86 durante 24 tras Os peixes foramalimentadosquatro
vezes/dia, & 8h, 11h, 14h e h7 por meio de arragoamentoanual e até saciedade

aparentedurantel00 dias.
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Tabela l. Formulacdo das dietasexperimentais comniveis crescentesde treonina
para tildpias do Nilo.

Niveis de treonina (g kg
Ingrediente 8,6 10,7 13,6 15,6 18,1
354,00 354,00 354,00 354,00 354,00

296,63 296,63 296,63 296,63 296,63
155,06 155,06 155,06 155,06 155,06
150,00 150,00 150,00 150,00 150,00

Farelo de trigo
Quirerade arroz
Glaten de milho 60%

Farinha carne e 0ssos 4t

4 , 5,35 5,35 5,35 5,35 5,35
Oleo soja

L -alanina 20,00 17,52 15,03 12,54 10,06
| -lisina HC 7,65 7,64 7,63 7,63 7,62
. 0,00 2,51 5,02 7,53 10,04

L-treonina
, 0,90 0,90 0,90 0,89 0,89

L-tripofano
D L -metionina 0,21 0,19 0,18 0,17 0,15
0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

Sal comum
: o 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Sup. Min. e vitaminico

Niveis de garantia pdg do produto- Premix (DSMRoche®): Vit. A, 24.000 UI; Vit.

D3, 6.000 Ul; 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.500 mg Ferro, 200 mg; Cobre, 35 mg;
Manganés, 100 mg; Zinco, 240 niggo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.
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Tabela 2: Composicéo das dietas experimentais ( g kgoase na matéria secd)
Niveis de treonina (g kb
8,6 10,7 13,6 15,6 18,.1

Matéria seca 90,89 91,07 91,25 91,15 91,41
Energia bruta (kcal/kg) 3071,23 3084,37 3078,61 3074,99 3070,45
Proteina bruta 27,02 26,49 26,70 26,78 26,82
Extrato etéreo 2,08 1,89 2,61 2,29 2,65
Matéria mineral 8,00 8,14 7,84 7,91 7,94
Arginina 12,87 12,83 12,70 13,18 13,15
Fenilalanina 11,50 11,35 11,61 11,83 11,71
Histidina 5,25 4,85 4,67 4,84 5,02
Isoleucina 7,84 7,13 7,84 7,77 7,91
Leucina 24,47 23,50 23,76 24,72 25,00
Lisina 13,84 12,80 13,19 13,83 13,74
Metionina 4,71 4,61 4,90 4,86 5,12
Metionina-cistina 7,82 7,60 7,98 8,01 8,28
Treonina 7,78 9,79 12,42 14,22 16,51
Triptofano 2,83 2,82 2,88 2,86 2,83
Valina 10,31 10,03 10,52 10,78 10,76
Acido aspartico 15,82 15,21 15,53 15,80 15,88
Acido glutamico 4250 42,03 41,51 42,36 42,54
Alanina 35,14 32,98 30,59 30,32 27,82
Cistina 3,12 2,98 3,08 3,15 3,16
Glicina 17,26 17,23 17,34 16,94 16,65
Serina 10,56 10,64 10,76 11,14 11,25
Tirosina 8,97 8,56 8,97 8,77 9,05

YValores analisados
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Desempenho produtivdcomposi¢ao corporal

No inicio do eyperimento, todos os peixes forgpesados em Kenca de
precisdo digital (0,0§). Ao final do experimento, apdgjum de 24 horas para
esvaziamento do trato digestgriodos os peixes dsada unidade experimental foram
anestesiados com benzocaina (@A de agua)Stoskopg, 1993)Em seguida, foram
tomadas as medidas de peso final, @gnho enpeso (g (peso final (g§ peso inicial
(g), conversao alimentar guantidade dedieta fornecida (g)/ganho enpeso (),
sobrevivéncia (%) = numero de peixes ao final do experimento/nimerax@és pe
inicio do experimento®00,consumo alimento (g/kg) dietaconsumida/((1/2*(namero
de peixes final+nuimero peixes inicial)))axa @ eficiéncia proteica = gantem peso
(g)/proteina consumida (g), gordura visceral (%) = peso da gordueral (g)/peso
vivo (g)*100,indice hepatossomatico (%) = peso dodim@)/ peso do peixe (g)100.
Tréspeixes de cada unidade experimegngailhidos ao acaso, foragutanasiadopor
meio de superdosagem de benzocaina (250mg/L de é&joakopg, 19933eguida da
seccao da medulzervical e foram coletadas as amostpasaasanalisesle expressao
génica histologia de tecidosgomposicdo corporag sanguineaAs andlises foram
realizadas no Laboratério d@ualidadeem Alimentos (LQA)da Universidade Estadual
do Oeste do Paran®ara asandlises de composicamrporal as amostras foram
submetiasas analisesle umidade, proteindrutg extrato etéree matéria mmeral
(AOAC, 19%).

Anélises laboratoriais

A composicao corporados peixes foi analisada segund®AC (1995) para
analises de umidade (psécagem a 55°C por 72 horas, seguida de secagem a 105 °C
por oito horas)proteinas (método de Kjeldhb#cnal, MA-036, Piracicaba, SP, Brasil)
extrato etéreo (extrator de Soxhlet com éter como soNemeal, TE044, Piracicaba,

SP, Brasil, e matéria mineral (calcinacdo das amostras a 550°C por 6Tremmzal,
2000B, Belo Horizonte, MG, Brasil)As dietas expementais présecas foram
encaminhadas para o Laboratério da Ajinomoto Biolatina para a realizagdo de analises
de aminoacidos, por meio da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

(Hitashi L-880Q Toquio, Japap O triptofano foi determinadapds hidrdlise acida.
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Andlises hematologicas e bioquimicas

Para as coletas sanguinets peixes de cada unidade experimerfitagm
capturados ao acasanestesiados em eugenol (60 g (Deriggi et al, 2006) e
retirorse uma aliquota de,0mL por puncdo caudal, com auxilice dseringa
heparinizada. Destaliquota0,5mL foi destina@ as analises hematologicas e 1,5mL
destina@ as analises bioquimicas. No sangue total foram realizadas as analises de
contagem total de eritrocitoscom utilizagdo de camara de Neubauer, taxa de
hemoglobinarealizada por meio da metodologia descrita por Collier (1944), percentual
de hematdcritpseguindo a metodologia de Goldenfabal (1971), e os indices
hematimétricos como VCM (volume corpusaul médio), HCM (hemoglobina
corpuscular média) e CHCM (hemoglobina corpuscular média), de acordo com
Wintrobe (1934): VCM (fL) = [(hematd¥ito x 10)]/eritr6citos; HCM (g) =
[(hemoglobina %0)]/eritrécitos e CHCM (glL™) = [(hemoglobina x100)}ematdcrito.
Posteriormente, foram realizadas andliseqjiinicas de proteinas totais @),
triglicerideos (mgiL™), colesterol total (mgL™), glicose (mg/dL) e albumina @L™Y).

As amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por cinco minutosaPeadizacao das
an8lises wutil i z &oldAnalifakDiagnéstica®eto plarizohté, MG,0 s
Brasil), sendo a leituras processadaem espectrofotdbmetro, e procedidas conforme

instrugdes do fabricante.

Analisemorfométria do musculo branco

A analisemorfométrica do musdo branco das tilapias do Nifoi realizadano
Laboratério de Histotécnica Animalo Departamento de Ciéncias Morfologicas da
Universidade Estadual de Maring® EM. Para essa analise, foram coletagi@a®stras
de tréspeixesde cada tangueotalizando umn amostraltotal de novepeixes por
tratamentoFragmentos da musculatura branca dorsal dos exemplares dos peixes foram
retirados e fixdos em formol 10% durante Pdras Posteriormentgas amostras foram
desidratadas em coentracdesscendentede alcool, diafanizadas em xilol, e incluidas
em parafina histologica, para a obtencdo de cortes histolédiarsversais
semisseriadosde 6pm Os cortes histolégicos foram submetidos a regi@o

hematoxilinaeosina para a avaliacdo do padrao morfologicnorfometriadas fibras
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musculares.Os cortes histoldgicos foram analisados em Microscopio Optico P1
OlympusBX 50 (Manila, Filipinas)acoplado com a camemi@lympusPMC 35 B
(Berlim, Alemanha)utilizando objetiva de 20X para capturar os campos de observacao.
Utilizando o sistema de analise de imagdmsmge ProPlus versdo 4.3 (Media
Cybernetics) em campos aleatérios da lamina histoldgica, foi determinado o menor
diametro de 200 fibras musemnés, por animal, que foram agrupadas em classes de
diametros (< 20, 260 e > 50 um) para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e
hipertrofia para o crescimento muscular (Almeida al, 2008, 2010) em cada
tratamento. Os dados foram expressos como freipde fibrasem cada classe/nimero
total de fibras medidas.

Avaliacdo da expressao génica MyoD e Mogenina

Para essas diges, foram coletadas amostrds musculo brancma porcao
medianadorsaldo corpo,de doispeixesde cada repeticéo, totalizando nramostral de
seispeixespor tratamentoOs fragmentos da musculatucaletadosoram congelados
em nitrogéio liquido, e posteriormente transferddgara freezem -80°C, até o
processamento em laboratorks analisesla expressédo dos genes foram realizadas no
Laboratério de Biologia do Musculo Estriado (LBME) do Departamento de Morfologia,
IBB, UNESP, Botucatu/SPA expressdo dosgenes MyoD e Miogenina foram
realizada por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apés
transcricdo reversa (RJQPCR), seguindo as orientacbes dBIIQE: Minimum

information for Publication of Quantitative Redlme PCR ExperimeiiBustin, 2009).

Foram utilizadas as seguintegtodologias:

Extracdo, quantificacdo e analise da integridade do RNA

O RNA total foi extraido das amostras musculares por meid Riaol®
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA), seguindo as orientacdes do
fabricante. As amostras congeladas foram trituradas com o homogeneizador de tecidos
IKA® T-25 Digital Ultra-Turrax® (IKA, Staufen,BadenWdurttemberg Germany) em

1mL deTRIzol®50-100 mg de tecido muscular. O homogeneizado foi transferido para


https://pt.wikipedia.org/wiki/Baden-W%C3%BCrttemberg
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um tubo de 1,5 mL e incubado durante 5 minut@stemperatura ambiente. Foi
acrescentado 0,2nL de cloroférmio e, posteriormente, os tubos foram agitados
vigorosamente e incubados por 15 minutastemperatura ambiente. Em seguida, o
material foi centrifugado a 1200 por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa formada apés

a centrifugacéo foi coletadaoeRNA foi precipitado por meio da incuba¢cédo com 0,5 mL

de alcool isopropilico, durante 10 minutoa temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi novamente centrifugado a 1209@or 15 minutos a 4°C, e o pellet de
RNA resultante foi lavado com 1 mledetanol 75%. O material foi centrifugado a
12000xG por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi removido cuidadosamente. Apos
secagem, o pellet de RNA foi dissolvido dditraPure™ Distilled Water DNAse,
RNAse FregThermo Fisher Scientific, Carlsbad, Calii@, USA)e armazenado a
80°C.Para a quantificacdo do RNA foi utilizado o espectrofotdbmidteon o Vue E Pl u's
(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom), que forneceu a
medida de absorbancia a 260 nm (quantidade de RNA). Tambéralipada a medida

de absorbancia a 280 nm, que identifica a quantidade de proteinas e permite a andlise da
pureza do RNA extraido, garantida pela obtent@oazdode 260/280 nm superior a

1.8. Foram utilizadas somente amostras com razao igual ou supe8oAantegridade

do RNA total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. A agarose foi
dissolvida em tampéo TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM &cido bérico, 2 nM EDTA).
Uma aliquota de 1 puL do RNA total foi adicionada a 5 pyL da solucétecda o
tampédo de corrida OrangeG e o cora@elRed® (Biotium, Hayward, California,

USA). Essa mistura foi aplicada no gel e submetida a corrida eletroforética a 120 V por
cerca de 1 hora e 30 minutos. O gel foi fotografado sob luz ultravioleta e adiadegr

do RNA total extraido foi confirmada pela presenca das bandas referentes aos RNAs
ribossomais 28S e 18S.

RT-gPCR

Os niveis de expressé@lms genedMyoD e miogenina foram detectados [HoF-
gPCR por meio da plataform®uantStudi@ 12K Flex Reallime PCR System
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Os niveis de expreksio
genes alvoforam normalizados pelexpressdo do gene de referénioiacting cuja
expressao foi awstante entre todas as amostrés amostrasde cDNA foram

amplificadas utilizando d¢-ast SYBR® Green Master M{Xhermo Fisher Scientific,
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Carlsbad, California, USA) Os primers foram sintetizados pela Thermo Fisher
Scientific, CarlsbadCalifornia apés terem sidalesenhados por meio dmftware

Primer Express 3.0.1.®Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USAabela

3). Os primers foram diluidos etdltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e suas concentragoess
ajustada para 5 uM. Conforme instru¢bes do fabricante, foram utilizados 2 pL de
cDNA, 2 uL dePrimer Forward 2 puL dePrimer Reversel2,5 yuL deFast SYBR®

Green Master MiXThermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e 6,5 pL de
UltraPure™ Distilled Waer DNAse, RNAse Frg@hermo Fisher Scientific, Carlsbad,
California, USA), totalizand® volume final de 25 pL de solucéés reacdes foram
realizadas em duplicata, nas seguintes condi¢cfes: 95°C por 10 minutos, seguido por 40
ciclos de desnaturacdo a @5por 15 segundos e anelamento/extensdo a poPCL

minuto. Para cada corridai gerado um gréafico de amplificacdo, com o aumento da
fluoresc®°nci a ( @Rn) a RT-g RCR.g Para &ae amostaas a cic
amplificadas com oFast SYBR® Green Master MikThermo Fisher Scientific,
Carlsbad, California, USA), foi feita a analise da Curva de Dissociacao dos fragmentos
ao término de cadreacdpdurante 20 minutos com temperatura da reacdo aumentada
gradualmente de 60 para 95°C. O gréfico resultante da Cuwevdissociacdo
possibilitou a avaliagdo da especificidade de amplificacdo de cada conjunto de primers,
confirmada pela presenca de um unico pico de fluorescépiés obtencdo do Ct
m®di o das duplicatas, §nakol ClgRebndbgddpl aed od eo awaaltor
( @&ndsiral 2 Gmostra calibradoja A quantificacdo relativa dos dados de expresséo foi

calculada pela formula®®“(Livak & Schmittgen, 2001), expressa éoid-change

Tabela 3: Primers utilizados para a amplificacdo da MyoD, Mioga i n a-actna b
por RT-gPCR.

Gene Forward pri mei Reverse pri me

MyoD CATCCAGCCCCCGCTCCAAC GTCTGACAGGTGGGGCCGTT
Miogenina CTCAACCAGCAGGACACTGA ATCCTCGCTGCTGTAGCTCT
GCCAACAGGGAGAAGATGAC ACAGGGACAGCACAGCCTGG
CCA AT

b-actina
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Frequéncia das células de mudmepitéliobranquial

Com o objetivo de verificar se as dietas com niveis etmina influenciavam
na frequénciade mucodo epitélio branquialao final do periodo experimentaipi
coletado o segundo arco bhomid (Srivastavaet al, 2012)do lado direito de trés
individuos de cada repeticéo, totalizando uamostral de novpeixespor tratamento
As analises foram realizadas no LaboratéricCidmtrole de Qualidade de Alimentos
LQA/UNIOESTECampusToledoPR e foram fixadas em solucdo @&®uin aquoso
durante 48 hora® posteriormente desidratadas em s#ieoncentracfasescentede
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, para obtencdo de cortes
transversaissemisseriadogle 5¢e m d e um.sHam s sevidenciacdo das células
mucosas, as amostrmsam submetidas a técnica histoquindesilcian BluepH 2,5+
acido periédico de Schiff (PAS), para a evidenciag@® eklulas produtoras de muco
neutro e mwo acido respectivamenté coloracdo das laminas foi realaa no
Laboratério de Histotécnica AnimBIEM. Para avaliar a frequéncide células
secretoras de muco neutro e acidtilizou-se toda a extensao fitameni branquial,
abrangado astrés regides: proximal ao rastelondeninada deegiao basal, posicdo
intermediaria e regido apical do filamentmtalizando40 imagensinmal, perfazendo
total de 36 imagens/tratament®ara avaliar a quantificacéo total das céluasosas,
utilizou-se a somatéria de muco neutro e acido das insagglizadas para a avaliacao
da analise de frequéncia citada acitotglizando 40 imagens/animal, perfazendotal
de 360 imagens/tratamentdcsta andlise foi realizada a partir de imagens capturadas
com o auxilio de Microscopio Optico POlympus CX 31(Manila, Filipinas) e
fotografados com a came@lympusSC30(Berlim, Alemanha)com objetiva de 40X.
As andlises foram realizadasitiizando o sistema de andlise de imagem

computadorizadiamagei Pro Plus verséo 4.0 (Média Cibertecnics).

Frequéncia das célulade caliciformesia mucosantestinal

Para as analises de frequéncia e quantificacdo das células caliciformes da
mucosa intestinal, a coleta foi realizada no Laboratério de Apoio da
UNIOESTELCampusToledo/Pr..em queforam coletadas por¢cdes de aproximadamente
quatrocentimetrogle comprimento do intestino médio, e, primeiramente foi realizada a

medida do comprimento total do intestino com o auxilio de trena de medidas, (abaixo da
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juncdo do estdbmago até o reto) e pastmente coletado a porgdo média do mesmo.
Foram coletadas amostras do intestino méeidrés peixes por unidade experimental.
As amostras foram fixadas em placas de isopor, lavadas com solugéo salina, fixadas em
solucéo deéBouin por 4 horas, desidratadas em série ascendente de alcool, diafanizadas
em xilol, e incluidas em parafina histoldgica, para a obtencdo de cortes histolégicos
semisseriadode 7pm.

A coloracao das laminas foi realizada no Laboratorio de Histologia/UEM. Para
a visualizacdo dasélulas caliciformes no epitélio intestindbram preparadas duas
laminas por animal, e uma foi corada com Azul de Alcian, pH 2,5 (reacA® g
2,5, que evidencia glicoconjungados acigdesyutra lamina foi corada em PAS e contra
corada em hematoxilinagacédo de PAS, evidencia glicoconjungados neutf@s)neis
1968). A fotedocumentacéo (captura de imagens) foi realizada no Laboratério de no
Laboratério de Histologia do Departamento de Ciéncias Morfolégicas da Universidade
Estadua de Maringd/UEM, em Microscopio Optico PQlympus BX 50(Manila,
Filipinas) acoplado com a cameflympusPMC 35 BBerlim, Alemanha) utilizando
objetiva de 40X, utilizando sistema de imagens computadoridetigé¢ Pro Plus
Versdo 5.2 Media Cibernética). A frequéncia das células de nidaeoecidointestinal
foi realizada por meio da média de 15 imagens/3 cortes (obj.4ibxpaste 3 peixes por
tratamento, perfazendmtotal de 405magens por tratamento. A quantificacamtdtal
das células de muco intestinal foi obtida por meio da somatoria total das células de
muco neutro e acido dos valores médios de 15 imagens/3 cortes (obj.40x)/animal de 3

peixes por tratamento, totalizando ngweixes por tratamento.

Delineament@xperimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com seis tratamentos e trés
repeticbes, sendo uma unidade experimental composta por aquario de fibra de vidro
com capacidade para 250L, contendo 12 peixes. Pargmndeicdo da exigéncia de
treonina, os dados de desempenho produtivo e da composicdo centesimal, foram
submetidos a andlise de regressao linear, ao nivel de 5% de probabilidade. Os
parametros de morfometria das fibras musculares, variaveis histologicascdodo
epitélio branquial e da mucosa intestinal e a expressédo de genes foram analisados por
meio de variancia ndo paramétrica (Kruskal Wallis), seguido do teste de comparacgées

multiplas de Dunnett’s, considerando o nivel de 5% de significancia por meio d
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programa computacional Statistic 7.1 (Statsoft 2005). As andlises estatisticas da
expressdo dos genes foram efetuadas por meio do programa computacional GraphPad
Software(1998).

Resultados

Desempenho produtivo

Durante o periodo experimental forambservados valores médios de
22,5+1,6°C para a temperatura; 4,5+hg L™ para oxigénio dissolvido; 1+0,3 para
0 pH; 24,6+22.6uS cm™ para a condutividade elétrica da &g@aconsumo de dietas
com diferentes niveis de treoninafluenciou (P < 0,05) o peso final, ganho de peso,
consumo, a conversao alimentar e a taxa de eficiéncia prowipaixes alimentados
com niveis crescentes de treoniffabela 4. Os peixes alimentados com as dietas
contendo o menor nivele inclusdo de treonina 8,6 g kobtiveram os piore¢P <
0,05) resultadosde ganho de peso e peso finaln comparagdo aos que receberam
dietas com10,7; 13,6 e 15,8 kg’ de treonna. No entanto, peixes alimentados com
18,1 g lg* treonina ndo apresentaram diferen(as> 0,05)sobre o ganho de peso em
relacdo aos que receberam as dietas osndemais niveigle treonina O maior
consumo(P < 0,05)foi observado em peixes alimentados cbB6 g kg™ de treonina,
quando comparado apgixesalimentados cor8,6 e 13,6 g & treonira. No entanto,
em peixes que consumiral®,7 e 18,1 g g de treonina, o consunfoi semelhante (P
> 0,05) ao dos peixegue receberam as demais diet&s melhores (P < 0,05)
resultados deanversao alimentas taxa de eficiénciproteica foram obtidos em peixes
alimentados conl0,7 e 13,6 g &, quando comparado®speixes alimentados com
8,6; 15,6 e 18,1 kg detreonina

Composicéao corporal
O consumo de dietas com niveis crescentes de treonina ndo influenciou

(P>0,05) a omposicéo corporal dos peixes alimentados com as dietas experimentais
conforme (Tabel®).
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Niveis de treonina (g KO

8.6 10.7 13.6 15.6 18.1 P

Peso inicial(g) 54,36+0,74 55,16+1,26 55,53+0,34 55,22+0,60 55,60+3,01 0,1437
Peso final (g) 280,65+14.3% 313,96+2.27  303,22+4,78 302,33%9.28 295,93+2,4%  0,0062
Ganho enpeso (g) 226,29+13.68 258,80+3.32  247,69+4,53 247,10+8,92 240,33+0,6%  0,0055
Consumo (g/peixe) 337,04+19,42 360,56+9,48° 334,83+6,43 377,65+20,87 369,07+9,67  0,0148
Converséao alimentar (g/g) 1,49+0,02 1,39-0,04 1,35+0,02 1,53+0,03 1,51+0,0% <0,0001
Taxa de eficiéncigroteica (%)  2,49+0,04 2,71+0,08 2,77+0,02 2,45+0,08 2,43+0,07 <0,0001
indice hepatossomatico (%) 3,67+0,60 5,07+0,17 4,67+0,21 4,68+1,00 4,55+1,11 0,2701
indice gordura visceral (%) 6,42+1,11 6,85+0,36 5,90+0,31 6,6510,26 6,47+0,20 0,3725

'Osdados foram submetidos & analise do ANOVA, protocolo GLM, por meio do programa Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).
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Tabela5. Composicao corporalde tilapia do Nilo alimentadas com dietas contend niveis crescentes de treoninaom base na matéria
mineral.

Niveis de treonina (g KO

Amostra inicial 8,6 10,7 13,6 15,6 18,1 Valor P ValorF CV (%)
Umidade 71,99 63,72+0,60 62,33+1,85 64,78+2,12 63,48+2,67 62,73£1,90 0,60 0,70 2,81
Proteina 17,09 17,86+1,09 17,57+1,28 17,4+0,82 16,34+0,72 16,5+1,11 0,33 1,28 6,58
Extrato etéreo 6,22 12,4+1,40 15,15+1,64 15,42+0,53 18,23+7,47 15,5+1,43 0,44 1,00 21,31
Matéria mineral 571 5,37+0,36  6,05+0,77 5,241,655 519+1,32  4,71+0,67 0,63 0,65 18,07

CV=Coeficientede variacdo(%). Os dados foram submetidos a analise do ANOVA, protocolo GLM, por meio do programa Statistic 7.1
(Statsoft, 2005).
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Morfometria da musculatura branca

A morfologia da musculatura branca foi semelhante entre todos os
tratamentos, mostrandadbfas de formato poligonal separadas pelo endomisio e
organizadas em fascilos delimitados pelo perimisié. treonina dietética influenciou
(P<0,05) a frequén@m da morfometria dasibras musalares nas trésclasse de
diametros avaliads (Tabela 6). Entre os tratamentos, na classe de fibras com
diametros menores que 20 um, a maior frequéncia das fibras foi observada no menor
nivel de inclusdo da treonina, no tratamento de 8,6g digpndo comparada aos
demais tratamentos (10,7; 13,6; 15,6 e 18,1°Y,kus quais apresentaram frequéncias
semelhantes. Na classe de fibras com diametros entre 20 e 50 um, o nivel de inclusao
de 13,6 g kg apresentou maior frequéncia se comparado ao nivel de 181 dlég
animais dos tratamentos 8,6; 10,7 e 15,6 §, kg frequéncias foram semelhantes
entre si. A frequéncia de fibras com didmetros maiores que 50 um foi maior no nivel
de suplementacéo de 18,1 g'lde treonina, quando comparada com o nivel de 13,6 g
kg’. Nos demais tratamentos 8,6; 10,7 e 15,64 &g frequéncias foram semelhantes
entre si. Entre colunas, os niveis 8,6; 10,7; e 15,6 &gresentaram a mesma
frequéncia em relacdo a distribuicdo das fibems,queas classes entre BD e 50
um, apresentaram maior frequéncia em relacédo a classe de fibras com diametro <20
um. Ja o nivel de inclusdo de 18,1 g'kgpresentou maior frequéncia em relacdo a
classe de fibras de 50 pm quando comparado com a classe5@ee28 classe com
diametro<20 pm, apresentou a menor frequéncia de fibras. A classe de 13,69 kg
apresentou maior frequéncia na classe de fibras en5@ Réh quando comparada as
classes de fibras de 50 um, e a classe com didmetro <20 pum, apresentou a menor

frequéncia de fibrasom diametros <20 pm.

Expresséo génica da MyoD e Miogenina

Expressao da MyoD no musculo branco da tilapia do NDlonfloticug RT-
gPCR.Dados expressa®»mo meédiaepresentada em unidades arbitraffagura 1).
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Tabela 6: Frequéncia de distribuicdo das fibras musculares em trés classes de didmetros (<20um, entre 20 pm e >50 yum) em tilapia
do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de treoriina

Classe de diametro Niveis de treonina (g kg
(%) 8,6 10,7 13,6 15,6 18,1 P! cVv?
<20um 2,94+1,63° 0,56+0,67" 0,75+1,55° 0,25+0,37° 0,50+0,76° <0,01 117,67
20-50um 54,25+11,5452 47,56+6,32°2 61,56+12,04* 51,87+8,58°®  42,56+10,98° 0,008 12,44
>50um 42,81+11,24°2 51,87+6,29%2 37,69+11,38°  47,87+8,66°% 56,94+11,18° 0,004 14,17
P? 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

!Letras sobrescritas mailsculas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcéo do nivel pieldréeste
KruskalFWallys ao nivel de 5% darobabilidade.

%L etras sobrescritas minGsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as classes de fibrades firegade
treonina pelo teste KruskalVallys ao nivel de 5% de probabilidade.

Scv=Coeficiente de variacdo (%).
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Expressdo da MyoD

B B
10,7 13,6 15,6

Niveis de treonina (g kg?)

[y

mMRNA funidades arbitrarias)

Figura 1: Niveis de expressédo dgene MyoD (unidades arbitrarias) detectadoso
musculo branco da tildpia do Nilo Q. niloticus) RT-gPCR. Letras distintas
indicam diferencas pelo testANOVA e Tukey em 5%.

Houve diferencgP<0,05) na expressao do gene MyaDtreos peixes que
receberamas dietas diferentesiveis de inclusdo da treonin@a dieta Peixes
alimentados comb5,6 e 18,4 kg apresentaramrmaior expressado gene MyoD no
musculo brancoPor outro lado, peixes alimentados com dietas contendo niveis
crescentes de treonina ndo apresentaram diferencas (P > 0,0%preas@&@ da

Miogenina no musculo branco da tilapia do Nilo.
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Expressao da Miogenina

0 I I
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mRNA (unidades arbitrarias)

Niveis de treonina (g kg)

Figura 2: Niveis do geneMiogenina (unidades arbitrarias) detectadosno musculo
branco da tilapia do Nilo (O. niloticus) RT=qPCR.

Frequéncia das células mucosas do epitélio branquial

Os niveis de treonina dietética ndo influenciaram (P>0,&®qaéncia entre
as células secretoras de muco neutro e &cido e o muco total do epitélio branquial
(Tabela?).

Frequéncia das células de muco neutro e acido da mucosa intestinal
A analise da frequéncia e quantificacdo das células de muco da mucosa

integinal foram influenciadas (P<0,05) pelo consumo das dietas contendo niveis

crescentes de treonina (Tab8)a
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Tabela 7: Frequénciae quantificacdo das células secretorade muco neutro e acido do ep#io branquial de tilapia do Nilo, alimentadas
com niveis crescentes de treonina na diéta
Frequéncia

2
8,6 10,7 13,6 15,6 18,1 cv P F
Mucina acidg%) 54,95+8,52 54,94+8,51 48,59+16,71 63,99+9,68 59,28+9,54 2094 0,09 21
Mucina neutrg%)  45,05+8,52 45,06+8,51 51,41+16,71 36,01+9,68 40,72+9,54 26,89 0,09 21
Muco total 1342,37+213,6¢ 1513,78+430,81 1360,51+266,0¢ 1449,67+271,81 1435,73+295,72 20,29 0,75 0,46

'Os dados foram submetidos & analise do ANOVA, protocolo GLM, por meio do programa StatiSiatsoft, 2005).
CV= Coeficiente de wéacéao (%).
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Tabela 8: Frequéncia e quantificacédo das células caliciformesde muco netwro e acido da mucosaintestinal de tilapias do Nilo
alimentadas comniveiscrescentes de treoninaa dieta’.

Niveis de treonina na dieta (gRg

Muco intestinal P F CV?
8,6 10,7 13,6 15,6 18,1
Muco Acido (%) 60,35+7,77a 58,65+4,44a 49,79+6,65b 54,9+8,09ab 56,21+5,62ab 0,009 3,43 12,2
Muco Neutro (%) 39,64+7,77b 41,34+4,44b 50,2+6,65a 45,09+8,09ab 43,78+5,62ab 0,009 3,43 15,44
Muco total 1347+332,59c 1537,8+274,76ak 1515,7+352,76ab 1637,7+366,14ab 1407+328,75ab 0,04 2,44 23,67

Letras dstintas na mesma linha indicadiiferenca significativa (P<0,05) entre os tratamestzundo deste ANOVA e Tukey, por meio do
grograma Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).
CV=Coeficiente de variacao (%).
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Houve diferenca significativa (P<0,05) entre aandliss de frequécia e
quantificacdodas células diformes damucosa intestinalPeixes alimentados com
8,6; 10,7; 15,6 e 18,4 kg apresentaram maior frequéncia do muciold@ poém n®
diferiu dospeixes alimentados coft8,6; 15,6 e 18,1 ggk treonina. Paranuco neutrp
amaior frequéncia foobservada em peisealimentados corhi3,6; 15,6; e 18,11 g
de treoninamas nao diferiu dos peixes que receberam dietas8¢ra 10,79 kg’ de
treonina Peixes alimentados cod®,7; 13,6; 15,6 e 18ylkg’ treoninaapresentaram
niveis mais elevadosle célulasprodutorasde muco A menor quantidade de células

produtoras de muco foi observada em peixes que consumiram a die®sbopig’.

Parametos hematologicos e bioquimicos

O consumo de dietas comiveis crescentes de treonina nao influenciou

(P>0,05)os mrametros hematol6gicos e bioquimidos peixegTabela9).



96

Tabela9. Paémetros heratoldgicos e bioquimicos de fili@salimentadas com niveis crescentes de treonina na dieta.

R Niveis de treonina (g k) Valor Valor .
Parametros 8.6 10.7 136 156 181 P F Efeito

Hematologicos
Eritrocitos (16.uL™) 2,12+0,10  2,14+0,04 2,12+0,09 2,18+0,14  2,18%0,11 0,95 0,2 NS
Hemoglobina (g.dL) 8,67+0,40  8,55+0,49 9,48+1,30 8,27+0,08  8,74%0,40 0,44 1,02 NS
Hematocrito (%) 38,58+1,2¢ 39,06+0,2:  39,89+3,01 39,28+0,7t 38,83+0,7€ 0,83 041 NS
VCM? calculado (fL) 185,6+0,14 182+0,02 188,47+0,2C  180,3+0,11 177,67+0,1C 0,85 0,38 NS
HCM? (ug) 40,8+3,75 39,8+2,7C  44,73+6,6€  37,93+2,47  40,8+3,86 0,39 1,14 NS
CHCM*(g.dL™h 22,75+0,3¢  21,83+1,4z 23,97+4,97 21,03+0,6t 22,43+1,1C 0,78 0,48 NS
Bioquimicos
Glicose (mg.dr) 68,86+12,87 57,04+10,4¢ 59,84+9,7C  58,24+9,0z 50,78+5,72 0,34 1,25 NS
Albumina (g/dL) 1,17+0,02  1,25+0,17 1,24+0,04 1,3+0,04  1,22+0,03 0,53 0,85 NS
Proteina total (g.dt) 4,49+0,12  4,71+0,14 4,66+0,32 4,64+0,36  4,46%0,21 0,58 0,77 NS

Colesterol total (mg.dl)  158,69+49,7:174,37+43,2¢ 167,91+43,1( 155,58+6,8¢ 150,85+27,4¢ 0,96 0,18 NS
Triglicerideos (mg.dLY)  764,35+306,2: 778,4+140,3¢ 696,53+324,8¢ 537,97+180,9: 639,82+65,2° 0,66 0,65 NS

'0s dados foram submetidos a analise de regresséo a 5% de probabilidade por meio do programa Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).
VCM 2= volumecorpuscular médio; HCRf4 hemoglobina corpuscularéda; CHCM'= concentracéo de hemoglobina corpuscular média;
*NS= néo significativo (P>0,05)
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Discussao

Ao final do periodo experimentalndo foram observadas anormalidades
morfologicas nos peixes que foram submetidos as dietas contendo os diferentes niveis
de treoninaps peixes tiveranindice de sobrevivénciecima de 9%. Os parametros de
qualidade de agua monitorados durante o periogergmentalatenderanas condi¢cbes
para o berestar e conforto térmicale peixes tropicais As tildpias apresentam
crescimento satisfatério quando criadas em aguas com temperaturas entre 24 e 30 °C
(El-Sayed 2006). No presente estudo,tesres deoxigénio dssolvido permaneceram
acimade3 mgL™, sendo adequadpsra manter o crescimento 6timo da tilapia (Coche,
1982) Da mesma formaos valorespH permanecem préximo ao neutro ea
condutividade elétrica entre 20 e015 &8, adequados para @iacdo de tilapias
(Popma e Lovshin 1995; Sibadbavares, 1995; Kubitza, 2000)

A eficiéncia deutilizacdo de aminoacidos depende balanceamento de
aminoéacidos e do nivel energético da digtamed et al, 2004).0 fornecimentade
dietas comiveis adguadosde aminoacidos essenciais nas dietamenta aleposicao
proteica e consequentemente, crescimento dos peixes e a utilizacdo da proteina
dietética A deficiéncia @ um Unico aminoacidoausa reducdo no ganho peso piora

naconversao alimentar reduz aintese proteic@Vilson & Halver, 198%.

A inclusdo de niveis adequados de treonina € urArgopdisito para a
formulacado de dietas nutionais adequadas para o cultivo de peiidservasegrande
varia@o na exigéncia de treoningue podem star relacionadas a espécie, a idade, ao
tipo de dieta fornecidae composicdo nutricional da diet&ilva et al, 2006) Além
disso, h& influéncia dofatores ambientais, condi¢cdes laboratorigiglong et al,
1962), duracdo dexperimend (Abboudiet al, 2007)e aos diferentes critérios e testes
estatisticos utilizados naterpretacdo dos dadg®kodehutscordet al, 199). As
respostas nutricionais geralmente ocorrem apos periodo de 30 dias de experimento
(Brett & Zala, 1975; Kaushik, 1980), sendo innfamte paradaptacdo do metabolismo
para a nova dieta da fornecida, refletindo em anges nas condi¢des de manteaca
producao(Beck & Gropp, 1995)No presente estudm experimento durou 100 dias,
sendo adequado para avaliacdo nutricional dos efeitos do aminoacido avaliado.
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No presente trabalho, foram observados efeitomtl@ss de treonindietética
sobre o desempenho pigivo da tilapia do Nilp corroborando conos resultados
relatades por Silva et al (2006) e Michelatoet al (2015), @ avaliaren niveis
crescentes de treonipara a tilapia do Nilo durantefase de juvenil a terminacé&em
queencontraram valores ideais belusdo del3,5 e 11,50 kg treonina Helland &
Helland (2011) e Hellandt al (2013),a0 avalarem niveis de treonina para dr8ao
do Atlantico Salmo salay durante a fase juvenihbservaram maximo desempenho
produtivo em peixes alimentados cdrB,1 e 13,3y kg* treonina,respectivamented
Salméo do Atlantico € uma espécie eataticag vivendo em aguas friagElliot, 1991).
Comparados com animais homeotérmicos, essa esppoisenta reduzida sintese
protdcae At ur nov eeatal, 1996)e poksuibbaxa exigéncia de aminoacidos

para mantenca em relacdo aogmais homeotermdgfollin et al., 2006).

No presente trabalho, dietas com excesso de treonina ndo resultaram em maior
mortalidade ou reducdo no ganho de peso dos peixes. O menor crescimento de peixes
alimentados com dietas com excesso de treonina resulta em etsidcenergético
durante a desainacdo e excrecaoadreoninga ingerida eraxcesso(Walton, 1985).

Harper et al (1970) e Murthy & Varghese, (1996), reportaram que a despioenitce
0s aminoacidos afeta a digest@oa absorcdo dos mesmos. No entahieland &
Helland (2011), reportaram que o gardma peso ea taxa de eficiéncia protegcnao
foramafetads em peixes alimentados com excesso de treonina. No presente trabalho,

No presente estudo, @mposicaocorporal dos peixesndo foi influenciada
pelos riveis de treonina ds dietas, similar aos resultadosr Silva et al (2006) e
Bomfim et al (2008) e Michelato et al. (2015),quando avaliaram niveis de treonina
para a tilapia do NiloPor outro ladoAhmedet al (2004), Ahmed, (2007) e Abid
Khan (2008) relataram aumentaa deposicdo de proteingorporal em peixes
alimentados com mais d&,5g kg* de treonina na dieta. Segundo Ahmed, (2007) este
resultado pode ser explicado pela maior eficiéncia de utilizacdo dos aminoacidos
dietéticos, resultando em ioa sinteseproteica. Segundo Tibaldi & Tulli (1999) a
retencdo de nitrogénio parece ser o melhor parédmetro para a determinacdo das
exigéncias de aminoacidgearapeixes, consideraneke que o ganho em peso nao é
resultado somente do acrésciowporalde proteina, mas também envolve a deposicao

de gordura outros componentes
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No presente estudo,morfologia da musculatura brancam fibras de formato
poligonal separadas pelo endomisio e organizadas em fasciculos delimitados pelo
perimisiofoi semelhanteo cescrio em tilapia porDal PaiSilva et al. ( 2003) e pacu
(Almeidaet al, 2008).Entre as dietas avaliadas,aaalise morfomeica das fibras
muscularesmostrou queo crescimento muscular ocorreu pacdo dahiperplasia e
inicio da hipertrofia e hipertrofia em maior frequénciadurante o periodo do
experimento (@bela6). Segundo Valentet al. (1999) e Rowlerson & Vegget(i2001),
as classes de fibras diferem de acordo com a fase de crescimento do emimgaé
fibras com diametros menores @@ pm indicam ocorréncia de hiperplasia, enquanto
diametrosentre 20e 50 ume maiores qué0 pm relacionanse com a hipertrofia

Os diferentes niveis de treoninas dietasnfluenciaram a frequéncia de fibras
nastrésclases de fibrasavaliadas durante fase de terminacadas tilapiasNa classe
de fibras com diametro menque 20 pma maiao frequénciafoi observada nos peixes
que receberam o menor eide treonina na dieta (8,6 g, quando comparagmos
demas peixes que receberams dietas entre (10,7 a 18,1 g'k Dessa formanos
peixesque recebram o menor nivale treoninana dietaa hiperpasia na musculatura
foi maisintensa em relacdo adsmais tratameos avaliadosiesultado que também foi
observado poAguiar et al, (2005), ao avaliarem inclusdo de aminoacidos na forma
cristalina em dietas para a tilapia do Nilo.

No presente estudos peixes que receberars dietas contendol3,6 g kg™ de
treonira apresentaram maior frequéndilaras com diametro entre 20 e 50 pguando
comparado a@que foram alimentados cdiB,1 g lg* treonina, que indicou o inicio da
hipertrofia das fibras recéformadas por hiperplasia (Almeidat al, 2008). A
frequéncia ddibras comdiametros 50 pumfoi maior nos peixes que receberam a dieta
com 18,1 g lg’ treonina, comparado a® peixes alimentados coiB,6 g lg* de
treonina, sugerindo que o menor nivel de treorfh& g lg?) foi suficiente para
promover oinicio da hipertrofia, observado pela maior frequéncia de fibras Zbm
50um e maiores que 50ude diametroSegundo Rowlerson & Veggetti, (200figixes
a elevada frequéncia de fibras com diametro mlonm indica aocorréncia de um
mecanismo de crescimentoaracteristico com a presenca de fibras musculares
diferenciadas

Dentro de cada tratamento, independentemente do nivel de treonina, as maiores
frequéncias de fibras nas classes e2ire 50 um e maiores que 50 jmdicacamque a

hipertrofia foi o pringpal mecanismo que contribuiu para o crescimento muscular de
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tilapias do Nilo na faserescimenteerminacdo. Esses resultados samedhantes ao
descrito para o pacavaliado durante estfase de crescimen{élmeidaet al, 2008)
De acordo com Zimmerma®g Lowery (1999), orecrutamento de novas fibras
musculares durante o crescimentascular cessa quando o anirathge 44% do seu
peso final. Segundo esses mesmos autopés, esse periodo, o crescimentascular
ocorre predominantemenper hipertrofia.

O controle molecular do crescimento muscular hiperplasico e hipertréfico das
fibras musculares tem sido avaliado pela expressdo dos genes MyoD e Miogenina
(Johansen & Overturf, 2005; Almeiad al, 2008, 2010; Leitdet al, 2011; Nebcet
al., 2013).A proliferagdode mioblastos, durante o crescimento muscular, pode ser
inferida pela expressao da MyoD, enquanto a diferenciacdo dessas células é controlada
pela expressédo de Miogenina (Watabe, 1999, 2001).

No presente trabalhmives de treoninaavaliads entre 15,6 e 18,19 kg*
relacionararrsecom a maior expressao de MyoD na musculatios peixesA maior
expressdo de MyolDos peixes que receberamdietas contendoos maiores niveide
treonina pode estarrelacionada com a maior prolitcdo de mioblastos que
contribuiram, predominantemente, com a hipertrofia das fibras musculares, conforme
demonstrado pela maior frequéncia de fibras nas classes de diametros entre 20 e 50 um
e maiores que 50 uniNo presente estudo, a maiexpressao ddlyoD pode estar
relacionadacom a prolifeacdo de mioblastos, durante a hiperplasia, e, em maior
intensidade, para a hipertrofia, conforme demonstrado pela andlise morfométrica.
Concordando com os resultados obtidos no presente trabkjbns estudos mostrana
gue os mioblastosm proliferacdo podem contribuir com o processbigertréficoou
hiperplasicadas fibras musculares sob controle da expressédo da MyoD (Aleteadia
2008, 2010; Nebet al, 2013).

Na literatura, sdo escassos 0s estudos envohaendtuéncia da suplementacéo
de aminoacidos na dieta sobre os mecanismos de crescimento m@aukscimento
hipertrofico ocorre pela incorporacdde nuacleos de mioblastos, que sofreram
proliferacag a uma fibra preexistente (Rowlerson & Veggetti, 2Q@hnston, 2011). A
proliferacdodos mioblastos disponibiliza esses nucleos para a hiperplasia e hipertrofia
das fibras musculares sob controle da expressao da MyoD (Aleteada2008, 2010;
Neboet al, 2013).

No presente estudo,expressao génicadviogeninados peixesao foi afetada

pelos diferentes niveis de treonina utilizados nas didasentanto, os niveis de
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Miogenina detectados foram suficientes para promover a diferenciagdo dos mioblastos
durante a hipertrofia das fibras musculares em todos os tratamentos, conforme
demonstrado na analise morfométrica. Essa mesma associacdo entre a expressao de
Miogenina e a ifierenciacdo de mioblastos durante a hipertrofia foi demonstrada em
varias espécies de peixes, como truta -&iso(Johansen & Overturf, 2005), pacu
(Almeidaet al, 2008, 2010) e tilapia do Nilo (Neled al, 2013).

No presente estudoforam observadas férencas na contribuicdo dos
mecanismos de crescimento muscular por hiperplasia e hipertrofia e na expresséo
génica do MRF MyoDem peixes que receberam dieta cd®7 g kg* ou mais de
treonina O aumento nos niveis de treonina promoveu diminuicdo nailrogéo da
hiperplasia em relacdo ao nw nivel de suplementacdavaliada A expressdo de
Miogenina, embora ndo tenha sido influenciada pelas diferentes dietas, rels@onou
com a diferenciacdo dos mioblastos durante a hipertrofia, que foi o mecanismo de
crescimento predominante em todos os tratamentos.

As respostas teciduaidas branquigspor meio de estudos relacionados a
histopatologias sdo valiosas ferramentas para avaliar o estado de saude de peixes
submetidos ao estresse ou como forma de avaliar o estado nutricional do mesmo
(Cavichiolo et al, 2000).No presente tralttao, afrequéncia de producédo delulas
secretoras de muco neutro e acidogeiantitativa da producéo total de células mucosas
nos filamentos branquiais de tildpias do Niéo foram influenciados pelos niveis
crescentes de treonina nas a&eAs brangias estdo entre as estruturas mais sensiveis
do corpo dos teledsteos e sua localizacdo entato com 0 meio externcs &orna
susceptivel a fatores que podem causar danos a sua estrutura ou integpidadzo
de materies sollveis que estdo em contato com a agua (Roberts, 20h?Yos
mecanismos de protecdo deste epitélio branquial € a secre¢cdo da camada de
glicoproteinas e glicolipideos (Burkhalrtblm, 1997). Tal mecanismo € verificado pelo
aumento do numero de célulasicosas do epitélio branquial (SabMarais et al,

2006).

Ojha e Hughes (1988) e Munshi e Singh (1968) relataram que as células de
muco sao responsaveis por manter o epitélio livre dos sedimentos provenientes da agua
durante o processo de oxigenacao, gmald comprometer a resp¢do dos peixes,
porém a prolifeacdo e hipersecrecdo das células mucosas nas branquias frente a

situagOes de estresse podem ser compreendidas como mecanismo de defesa, em funcéo
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da resposta defensiva cronica, podendo compromésecao branquial dependendo da
severidade do processo (Mal)dt985).

As célulasprodutoras de mucsdo pequenasecobrindo o epitélio dos arcos e
a superficie inteéor dos rastros branquiaispessuem forma d&caou arredondadas e
sdoobservadagm intervalosirregulares Em contraste no epitéliosobre a superficie
exterior dos rastros branquiajsas célulasmucosasem geral sdograndesge possuem
forma de sacoOs nucleossdo arredondados se apresentarem posicdobasal A
presenca de células aeuco na superficiedo epitéliobranquialé uma caracteristica
comum de peixes possui fungédo de protecéo do tecido e pode ser considerada uma
caracteristica de adaptacd&ya densidade podeariar em diferentes regides das
branquias (Srivastawt al, 2012).

Reiset al (2009) ao avaliarem as alteracdes do epitélio branquial e das lamelas
de tilapias Q. niloticus) em cultivo intensivo, observaram que houve aumento
expressivo do numero de células produtoras de mucinas neutras nos animais do grupo
T3 em relacdo ao T2 e T1(grupo controle), contudo ndo houve diferenca no namero
destas células nos animais do T4 (menorel de oxigénio dissolvido na agua).
Segundo Myerset al (2008), mucinas &cidas sdo mais solUveis do que as neutras
quando entram em contato com o meio aquatico, visto que possuem maior quantidade
de cargas elétricas residuais.

Estudos relacionados comsuplementacéo de treonianaliando afrequéncia
de mucono epitélio braquial de peixessao inéditosporém ha estudos avaliando a
suplementacdo de treonimanivel histolégicopara outras espécies de animadsno
sunos (Primogt al, 2008, ratos (Frauret al, 2005) e avefOspinaRojaset al., 2013)
gue confirmam que a treonina é responsavel pelo incremento da producédo deamuco
mucosantestinal dos mesmosso ocorre porque faacdode treoninaque é absorvida
pelo ileo é requeridgpara a producdo de secrecOes digestivas, entre as quais esta o
muco.As mucinassaoglicoproteinasle alto peso molecularparticularmenteicas em
treonina (Le Bellego, 2002).

Os resultados deste trabalho destiam que amédia dafrequéncia de
secrecaale mucinas neutrgd3,8%), quanto acidags6,36), bem como a avaliacdo da
guantidade total meédia de muco secretadopelo tecido branquial (1419,8
células/tratamento), obtiverapmopor¢desie sintese de musemelhantes em todos os

tratamentosesses resultados indicam que a inclusao da treonina na forma cristalina nao
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alterou a sintesde muco no tecidondo comprometendo o esta fisiolégico das
branquias.

No presente trabalhodietas contemal niveis crescentes de treonina
influenciaram a fregéncia de sintese entre as células muco neutro e acido no tecido
intestinal dos peixesSegundaShiraishiet al (2009) avaliaramdinamica de secrecao
de mucinas secretadas pela acdo de parasitasicluiram que o muco neutro se
apreserdu mais denso que 0 muco acidd muco neutrgpossuimaior capacidade de
protecao e lubrificagdo quando as células mucosas sdo expostas a agentes abrasivos,
irritantes e toxicosA camada de muco é a primeira linha de defesa contra inflamacgdes
do epitélio gatrointestinal, fornecendo protecdo contra patégenos, enzimas e
substacias quimicas que podem afetar o epitélio intestilmdanssoet al, 2013)

Neste estudodietas contendo niveis crescentes de treonina influenciaram a
quantidade deélulas de mucdo tecido intestinalPeixes que consumiramdietacom
mais del0,7g kg’ de treonina apresentaramumento na secrecéo das célmagosas
SegundoPelaseyecet al (2012),a maior parte déreonina ingerida absorvidgelo
ileo e é inteiramenteenviadapara a corrente sanguined treonina absorvida é
necessdria para a producdo de secrecdes digestivas, entre as quais estd o muco. A
camada deyel demuco secretad@elas célulagaliciformesespalhadas ao longtas
vilosidadesintestinais atua ngrotecdo da mucosentestinal da acaalas enzimas
digestivas e tambéncontra danos fisicoscausados pelo alimento que esta sendo
digeridg bem como limita o maero de bactérias que posseausar danos ao epitélio.
SegunddBansemeket al (2015), ao investigarem os efeitos de niveis crescentes de duas
dietasa base de farelo de soja parellowtail Kingfish (Seriola laland), concluiram
gue o aumento daclusao do farelo de soja diminudugquantidadele céulassecretoras
de mucanointestno.

No presentetrabalhg os parametros hematologicos dos peixes ndo foram
influenciados pelos niveis de inclusdo de treoniaa dletas A avaliagdo desses
parametrogpermite inferirsobre a resposta das espécies frente aos desafios de cultivo,
contribuindo também para esclarecer determinadas situagBes relacionadas a dieta
fornecida, efetivandgse como importante ferramenta para avaliacdo das condicOes
sanitarias e dos parametros ddeda organica, fornecendo subsidios para estabelecer
progndstico dos peixes em condi¢des relacionadpssaivel patologia (Tavardsias e
Moraes, 2004).
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A hemoglobina é responséavel pelo transporte oxigénio e gas carbdnico através
das célulaghamadas deritrocitos e sua reducdo pode significar menor capacidade de
transporte de gases no interior do corpo (TavBias e Moraes, 2004; Ranzdpaiva,

2007). As alteracbes do hematocrito estdo frequentemente relacionadas a resposta do
organismo frente aos @ressos anemiantes (Satakal, 2009). Os valores médios dos
pardmetros sanguineos encontrados neste estudo, para a contagem de eritrocitos
2,15+0,03 1°.uLY, hemoglobina 8,70+0,4y/dL e hematdcrito 38,92+0,67 %
encontrarmse proximos aos valores relatados por Fernandes &irabr2010), Araujo

et al (2011) e Hisanet al (2006) ambos avaliando a tilapia do Nilo.

Zehra & Khan (2014) relataram que os valores da contagem iti®a@tos
(2,91x10°mm™), hemoglbina(9,05g dL™) e hematdcritd28,38 % obtidos para Indian
Major Carp Catla catlg, quando submetidagsiniveis crescentes de treonina na dieta,
influenciaram (P<0,05) os parametros sanguineos citados acima, e concluiram que os
valores mais altos fam encontrados nos peixes submetidos a dietas com niveis de
treonina acima de 14@kg’. Esses valores encontrados podem estar relacionados com
a suplementacéo ideal de proteina na detaguese obteve melhor sintese proteica, e
melhores niveis de desipenho zootécnico.

O Volume Corpuscular Médio (VCM), expressa o volume médio dos
eritrécitos. A variacdo média do VCM obtida foi de 181,58x487 Através dos
valores da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) foi obtido o peso médio da
hemoglobina contidaminterior dos eritrocitos. A variagdo média do H@Mstrouse
entre 40,28+2,57ug e a Concentracdo Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM),
determinou o peso da hemoglobina em 100 mL de sangue (R&@@aai& Souza
Silva, 2004).A variacdo média do CHCMnostrouse entre 22,27+1,08.dL™". As
variacfes desses parametros hematimétricos, ndo apresetifarancas significativas
entre os tratamentos. Esses resultados encontssrgmoximos aos apresentados por
peixes da mesma espécie, por Hisanal (2003), Araujoet al.(2011), e Bittencourndt
al. (2003).

No presente estudo,soparametros bioquimicos dos peixes nao foram
influenciados pelos niveis de treonimas dietas As proteinas plasmaticas sao
produzidas primeiramenteejo figado e pelo sistemmune Algumas concentragcdes de
proteinas plasmaticas variam acentuadamente durante determinadas doengas e podem
ser usadas como forma de auxilio diagnéstico. As proteinas plasmaticas mais

comumente ensaiadas sdo albumina, fibrinogénio e globulinas (Colville, 2005). As
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proteinas plasméticas apresentaram neste estudo concentréd@o de 4,65+0,16

g.dL'. Signoret al. (2010) encontraram valores pihos ao deste estudo para a
proteina plasmatica quando avaliaram dietas suplementadas com levedura e zinco, bem
como Hisanoet al. (2006) quando avaliou a levedura integra, ambos os autores
avaliando a tilapia do Nilo.

As albuminas, que séo sintetizadasfigado e muito abundantes no plasma
sanguineo, desempenham papel fundamental na manutencdo da pressdo osmotica do
sangue. A deficiéncia em albuminas causa edema generalizado (Junqueira & Carneiro,
2011). As albuminas apresentaram concentragéia de £5+0,05g.dL™. Higuchiet
al. (2011), relataram vales acima deste trabalho de 3@dL", quando avaliaram
niveis proteicos e energéticos em dietas pdramdia quelenDallagnolet al (2014),
também relataram valores acima ao encontraekientrabald de 2,54g.dL*, para
Piaractus mesopotamicus

O colesterol e os triglicerideos sao transportados ao plasma através das
lipoproteinas, atuando também no metabolismo lipidico (Mettalal, 1999). Os
triglicerideos apresentaram concentragédia de 65Z5+115,77mg.dL*. Araujo et
al. (2011) rehtaram valores médios de 287,4®).dL" para triglicerideos avaliando
dietas contendo 6leos vegetais para a tilapia do Nilo. Betgals (2004) apresentam
como valores normaintre 138 a 54fg.dL* paraRhamdia quelen

O colesterol é uma substancia complexa que apresenta muitas funcdes no
organismo, porém quando ocorrem problemas em seu metabolismo, a concentracéo
sanguinea pode elevar esses valores (Ludke & Lopes 1999). Oné&d® observado
neste estdo 159,17+10,22 mg/dt encontrouse dentro dos valores médios reporsado
por Manuelet al (2007)entre 88 e 228mg/dt para tilapias hibridasOreochromis
aureus x Oreochromis niloti¢aHubrecet al (2000) encontraram valores variando
entre 110 a 318gidL" para tilapias hibridasOreochromis niléticax O. Mossambicus
x O. Aureus.

Os indicadores mais utilizados para avaliacdo do estresse sdo o cortisol e a
glicose. O cortisol caracteriza a resposta primaria e a glicose, a resposta secundaria do
estrese em peixes (Barton, 2000; lwama, 1998). A glicemia, uma das respostas
fisiologicas secundarias mais utilizadas como indicador de estresse em peixes, aumenta
na presenca de algum fator estressante, para suprir a maior demanda energética,
caracteristica & situacdes desfavoraveis (Morgan & Iwana, 1997). Os valores de

glicose observados no atual estudo variaram entre 57,85x®)4R ™, e estdo dentro
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do preconizado como refincia 39 a 96 mg.dl para tilapias criadas em sistemas
intensivos, descrito porrdbecet al (2000). Estes resultados encontrsenproximos
aos valores apresentados por Tav@ies & Moraes (2003), para Hlapia rendalli,
que foi 42,00+£17,2@ng/dL.

No atualestudo, a suplementacdo minigé g kg' de treonina na dieta dos
peixes, foi suficiente para atender a manutencdo de todos os parametros hematologicos,
durante esta fase de cultivo, entretanto os demais niveis de incluséo de treonina na dieta
também ndo prejudicaram a salde dos peixes submetidstas dietas suplementadas
com 0 aminoacido sintético.

No presenterébalho, de forma geral, obsewse quedieta com10,7g kg'de
treonina para tilapias do Niloa fase de crescimenterminacapatende a exigéncia de
desempenho, melhoraexpressdo da MyoDque atua na proliferacdodos mioblastos
responsaveis pelarocesso daipertrofiamuscular assim como maximizafaequéncia

de muco secretadw intestino
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Consideracdes finais:

Muitos aminoacidos essenciais e ndo essenciais participam na sinalizagédo celular,
expressdo de genes e na regulagdo metabélieatre eles esttieonina. Atreoninaé
um aminoacidgootencialmente limitante em dietas para tilapias elaboradas com base

em proteina do farelo de soja.

No presente trabalho, de forma geral, constuiguea suplementacade treonina
na forma cristalinagarantiu osmelhores resultados entre as variaveis avaliadas do
desempenho produtivdurante a fase adulta, resultou em aumento do processo de

hipertrofia das fibras musculares sob a influéncia da expres$agodiae Miogenina

A treonina contribuitno aumento da fopiéncia de células produtoras de muco no
epitélio branquial e no muco neutro e &cido na mucosa intestinal das tilapias do Nilo
tornando sua inclusédo indispensavel nas dietas para esta espécie durante a fase inicial e

adulta.

A treonina demonstrou acdomo aminoacido funcional, pela acdo em outras
funcBes além da sintese proteica. Considerando os desafios em criacdo intensiva, é
importante considerar os niveis dietéticos de treonina para assegurar o desempenho e

saude de tilapias.



