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RESUMO

Dois experimentos foram conduzidos para determinar as exigéncias dietéticas de lisina e
metionina para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) na
terminacdo por meio do desempenho produtivo, composi¢do corporal, atividade das
enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e
crescimento muscular. Em ambos os experimentos, os peixes foram alimentados com
dietas extrusadas, até saciedade aparente, seis vezes ao dia. No primeiro experimento,
com duragdo de 95 dias, 480 fémeas de lambari-do-rabo-amarelo, em fase de
terminacdo (4,96+0,02 g), foram distribuidas em 24 aquérios com 70 litros cada. Foram
elaboradas seis dietas extrusadas isoproteicas (345,0 g kg’ de proteina bruta) e
isoenergéticas (19,51 MJ kg™ de energia bruta), contendo 12,13; 13,31; 15,36; 18,79;
19,92 e 23,02 g kg™ de lisina. Com base na anélise linear response plateau (LRP) e nos
parametros de ganho de peso e taxa de crescimento especifico, a exigéncia em lisina
para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo em fase de terminacdo foi estimada em
18,72 g kg™ e 18,46 g kg™, respectivamente. Com base na composicao corporal dos
peixes, foi estimada exigéncia de 18,75 g kg™ de lisina (5,42% da proteina da dieta) por
meio da regressdo quadratica, para o menor contetddo corporal de lipideos. A atividade
das enzimas AST e ALT foram menores no soro sanguineo dos peixes que receberam os
menores niveis de lisina. Peixes alimentados com niveis crescentes de lisina dietética
ndo apresentaram diferenca significativa no crescimento muscular. Conclui-se que a
exigéncia em lisina para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo é 18,72 g kg™ (5,41% da
proteina da dieta). No segundo experimento, também com duracdo de 95 dias, 264
fémeas de lambari-do-rabo-amarelo, em fase de terminacdo (6,10+0,11 g), foram
distribuidas em 24 aquarios com 70 litros cada. Seis dietas extrusada isoproteicas
(310,0 g kg™ de proteina bruta) e isoenergéticas (19,76 Mj kg™ de energia bruta) foram
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elaboradas contendo 6,71; 8,31; 11,31; 13,12; 15,59 e 19,74 g kg™ de metionina +
cistina. Foi observado efeito quadratico dos niveis de metionina + cistina sobre o ganho
de peso, taxa de crescimento especifico e taxa de eficiéncia proteica; a exigéncia em
metionina + cistina para lambari-do-rabo-amarelo em fase de terminacdo foi estimada
em 13,66 g kg™, 13,52 g kg™ e 13,17 g kg™, valores correspondentes a 4,40%, 4,36 e
3,25% da proteina da dieta, respectivamente. Ndo foram observadas diferencas para o0s
parametros de composi¢cdo corporal, atividade enzimatica e crescimento muscular dos
peixes alimentados com niveis crescentes de metionina + cistina. Concluiu-se que a
exigéncia em metionina + cistina para lambari-do-rabo-amarelo em fase de terminacéo é
13,52 g kg™ (4,36% da proteina da dieta).

Palavras-chave: aminoacidos, atividade enzimatica, desempenho produtivo, exigéncias

nutricionais, fibra muscular, nutricdo



ABSTRACT

Two studies were carried out to determine the dietary lysine and methionine
requirement for finishing “lambari-do-rabo-amarelo” (Astyanax altiparanae) females
through growth performance, whole body composition, activity of the enzymes alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) and muscle growth. In
both experiments, fish were fed with extruded diets, until apparent satiety, six times per
day. In the first experiment, during 95 days, 480 fish (4.96+0.02 g) were distributed into
24 aquaria (70-L each). Six extruded isonitrogenous (345.0 g kg™ of crude protein) and
isoenergetic rations (19.51 MJ kg™ of gross energy) were elaborated to contain 12.13,
13.31, 15.36, 18.79, 19.92 and 23.02 g kg™ of lysine. Based on the linear response
plateau (LRP) analysis and in the weight gain and specific growth rate parameters, the
dietary lysine requirement of finishing “lambari-do-rabo-amarelo” was estimated at
18.72 g kg™ and 18.46 g kg™ lysine, respectively. Based on whole body composition,
the dietary lysine requirement was estimated at 18.75 g kg™ lysine (5.42% of dietary
protein), through second-order regression analysis, for the lower content of lipids. The
activity of ALT and AST enzymes in the blood serum of fish was lower in fish fed with
the lowest levels of the dietary lysine. Fish fed graded levels of ditary lysine did not
show significant differences in the muscle growth. It was concluded that the dietary
lysine requirement of finishing female “lambari-do-rabo-amarelo” is 18.72 g kg™
(5.41% of the diet protein). In the second study, also with a period of 95 days, 264
finishing females of “lambari-do-rabo-amarelo” (6.10£0,11 g) were distributed into 24
aquaria (70-L each). Six extruded isonitrogenous (310.0 g kg™ of crude protein) and
isoenergetic (19.76 MJ kg™ of gross energy) diets were elaborate to contain 6.71; 8.31;
11.31; 13.12; 15.59 and 19.74 g kg” of methionine + cystine. It was observed a
quadratic effect of methionine+ cysteine levels on the weight gain, specific growth rate
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and protein efficiency ratio, and the dietary methionine + cystine requirements of
female finishing “lambari-do-rabo-amarelo” was estimated at 13.66 g kg, 13.52 g kg™
and 13.17 g kg™, values corresponding to 4.40%, 4.36 and 4.25% of crude protein,
respectively. No significant differences on whole body composition, activity of
enzymes ALT and AST and muscle growth of fish fed with graded levels of dietary
methionine + cystine were observed. It was concluded that the dietary methionine +
cystine requirement for finishing female of “lambari-do-rabo-amarelo” is 13.52 g kg™
(4.36 % of the diet protein).

Key words: amino acids, enzymatic activity, growth performance, muscle fiber,

nutrition, nutritional requirement



| - INTRODUCAO GERAL

A producdo de pescado originado da aquicultura vem aumentando a cada ano,
uma vez que o pescado proveniente da pesca extrativista tende a se estagnar. Assim, ha
necessidade de utilizacdo de novas espécies e tecnologias adequadas aos diversos meios
de producéo (Teixeira et al., 2008).

Em 1990, a producdo mundial da aquicultura foi de 12.793.795 t, enquanto a
brasileira atingiu 20.360 t (Kubitza, 2007). Em 2011, segundo o MPA (2013), a
producdo aquicola brasileira foi de 544.490 t. Para que esse crescimento continue, €
importante que a aquicultura cresga de maneira sustentavel, com base nos conceitos de
seguranca alimentar e de desenvolvimento social, econémico e ambiental.

As racdes, além de constituir cerca de 70% do custo de producdo do pescado,
podem apresentar alto potencial poluidor para o ambiente, principalmente pela a
liberacdo de fdsforo e nitrogénio proveniente da excrecdo dos peixes e sobras de racao.
Nesse sentido, é necessaria a producdo de racbes com alta digestibilidade e
palatabilidade que atendam as exigéncias nutricionais, de acordo com a espécie e a fase
de desenvolvimento dos peixes (Colt & Montgomery, 1991). Assim, ha necessidade de
informacdes precisas sobre a composic¢ao e o valor nutritivo dos ingredientes utilizados
e das exigéncias nutricionais para as diferentes espécies de peixes utilizadas na
piscicultura (Furuya et al., 2010).

Os peixes, como outros animais, possuem exigéncias especificas por
determinados aminoacidos (Bicudo & Cyrino, 2009), necessitandode quantidades e
proporcdes adequadas de amino&cidos essenciais e ndo essenciais na dieta (Wilson,
2002; Furuya et al., 2010). Varios ingredientes vegetais vém sendo utilizados em dietas
para peixes em substituicdo aos alimentos de origem animal tradicionalmente utilizado,

como a farinha de peixe, sem prejuizo ao desempenho dos animais (Martino et al.,



2002; Vargas et al., 2008; Furuya et al., 2010). Porém, a inclusdo de ingredientes
vegetais pode ndo atender as exigéncias nutricionais de aminoacidos dos peixes, uma
vez gque a maioria desses ingredientes apresenta aminoacidos limitantes para as diversas
espeécies, sendo necessaria a suplementacdo com aminoacidos cristalinos (Furuya et al.,
2004).

Dentre os amino&cidos essenciais, a lisina esta presente em elevada propor¢do no
tecido muscular dos peixes, sendo exigida em grande quantidade na dieta (Furuya et al.,
2004). A lisina também se destaca por estar diretamente relacionada ao aumento no
ganho de peso e melhoria na conversao alimentar (Cheng et al., 2003; Yuan et al., 2011;
Lin et al., 2012), ao aumento na retencdo de nitrogénio e reducdo no contetdo corporal
de lipideos (Cheng et al., 2003; Furuya et al., 2006; Cao et al., 2012).

Além da lisina, os demais aminoacidos essenciais também devem estar presentes
de acordo com as exigéncias do animal, uma vez que o desequilibrio entre os
aminoacidos pode levar a uma baixa utilizacdo da proteina dietética e,
consequentemente, reduzir o crescimento dos peixes (Berge et al., 2002). A metionina é
fonte de enxofre para muitos componentes celulares e participa na doacdo de grupos
metil para reagOes de metilacdo, pela via S-adenosil metionina (Mato et al., 1997; Espe
et al., 2008), sendo usada na biossintese de colina e tiamina, além de ser convertida em
cistina (Alam et al., 2001).

Nos peixes, o crescimento muscular ocorre pelos mecanismos de hiperplasia
(aumento do numero de fibras musculares) e a hipertrofia (aumento na area das fibras
musculares). A contribuicdo de cada um desses mecanismos para 0 crescimento
muscular é dependente da espécie, da fase de crescimento e do tipo de musculo (Dal Pai
et al., 2000; Aguiar et al., 2005). Os aminoacidos da dieta podem ser utilizados para
deposi¢do muscular, aumentando o crescimento do peixe, ou podem ser transaminados e
seu esqueleto de carbono ser utilizado para geracdo de energia (Newsholme et al.,
2010). Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) séo
transaminases importantes envolvidas no processo de catabolismo dos aminoacidos.
Assim, a avaliagdo do crescimento muscular e da atividade das enzimas ALT e AST séo
ferramentas importantes em estudos de nutricdo, pois possibilitam melhor entendimento
sobre a utilizacdo metabdlica dos aminoacidos.

O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) destaca-se como uma espécie
promissora na piscicultura, por apresentar maturidade sexual precoce, reprodugdo em

ambientes de criacdo sem necessidade de indugdo hormonal e ciclo produtivo curto



(Gongalves et al., 2014). Além disso, devido ao habito alimentar onivoro, aceita
prontamente dietas processadas (Porto-Foresti et al., 2010). Possui mercado especifico e
em franca expansdo, em funcdo do sabor da carne e a boa aceitacdo pelo consumidor,
principalmente na forma de petisco. Também ¢ utilizado como isca viva na pesca
comercial e esportiva. As fémeas apresentam maior taxa de crescimento que 0s machos
e sdo preferidas para a engorda, sendo comercializadas com peso entre 5 e 10 g.
Entretanto, ainda sdo poucas as informacgdes sobre as exigéncias nutricionais dos
lambaris (Cotan et al., 2006).

Apesar da importancia da lisina e da metionina em dietas para peixes, ainda néo
ha informacBes sobre as suas exigéncias dietéticas para lambaris-do-rabo-amarelo na
terminacdo. Portanto, com o presente trabalho objetivou-se determinar as exigéncias
dietéticas de lisina e de metionina + cistina para fémeas adultas de lambaris-do-rabo-
amarelo, por meio do desempenho produtivo, composi¢cdo corporal, analise
morfométricas das fibras musculares e avaliacdo da atividade das enzimas alanina

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).



Il - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)

O género Astyanax é o mais diversificado da regido Neotropical, sendo facilmente
encontrado nas bacias hidrogréaficas brasileiras (Garutti & Britski, 2000; Suzuki & Orsi,
2008). Todos os peixes que fazem parte deste género séo vulgarmente conhecidos como
lambaris. Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000), espécie anteriormente
classificada como Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758), conhecido vulgarmente
como lambari-do-rabo-amarelo ou lambari-tambil, pode ser encontrado desde o
nordeste brasileiro até a bacia do Prata (Souza & Andrade, 1983; Vilela & Hayashi,
2001; Cotan et al., 2006).

O lambari-do-rabo-amarelo agrupa-se em cardumes (Suzuki & Orsi, 2008) e
apresenta alta plasticidade alimentar, alimentando-se desde lodo a pequenos insetos
(Vilella et al., 2002; Bennemann et al., 2005). Pode atingir 40 a 60 g e medir até 15 cm
de comprimento (Porto-Foresti et al., 2010). Apresenta dimorfismo sexual, sendo que as
fémeas maduras apresentam ventre bastante desenvolvido e vascularizado, enquanto os
machos apresentam corpo mais esguio e espiculas asperas na nadadeira anal durante o
periodo reprodutivo (Porto-Foresti et al., 2010). A maturidade sexual ocorre entre trés a
cinco meses de idade, sendo que 0s machos alcangcam a maturidade antes das fémeas e a
reproducdo ocorre com maior frequéncia no periodo chuvoso, com desova parcelada
sem cuidado parental (Garutti, 2003).

Entre as espécies nativas, o lambari-do-rabo-amarelo destaca-se na aquicultura,
pela alta prolificidade e curto ciclo de producdo (Cotan et al., 2006; Porto-Foresti et al.,
2010). Aceita dietas processadas e, como apresenta habito alimentar onivoro (Andrian

et al., 2001; Cotan et al., 2006; Porto-Foresti et al., 2010), possui maior capacidade em



utilizar fontes proteicas de origem vegetal em sua dieta. Essa espécie é bastante
procurada para consumo na forma de petisco e como isca viva para a pesca esportiva
(Hayashi et al., 2004; Ferreira et al.,, 2014), também apresenta potencial para ser
comercializado enlatado ou em conserva (Ferreira et al., 2014). Além disso, devido ao
seu pequeno porte e rapido ciclo de producdo, os lambaris podem ser utilizados como
um modelo experimental para estudos com espécies de peixes de maior porte
(Goncalves et al., 2014).

Vaérios estudos foram realizados sobre a biologia desta espécie, porém poucos
estudos foram conduzidos em relagdo a nutricdo, considerando o lambari-do-rabo-
amarelo um peixe de interesse para a piscicultura. Cotan et al. (2006) determinaram a
exigéncia de energia em 2.900 kcal kg™ em racdes contendo 32% de proteina bruta,
para alevinos de lambari-do-rabo-amarelo (1,30+0,01 g). Hayashi et al. (2004)
determinaram a melhor frequéncia alimentar em quatro vezes ao dia, enquanto Vilela &
Hayashi (2001) concluiram que a densidade de 31 peixes m™ em tanques-rede
possibilitou maior peso e melhor conversdo alimentar, porém a densidade de 124 peixes m*
possibilitou maior biomassa total, mas com peixes menores. Abimorad & Castellani
(2011) estimaram a exigéncia de amino4cidos essenciais por meio da composic¢éo de
aminoacidos do musculo e da carcaca de lambari-do-rabo-amarelo, capturados na
natureza com peso meéedio de 9,56+4,2 g. Recentemente, Ferreira et al. (2014)
demonstraram o potencial do 6leo de orégano como promotor de crescimento para
alevinos de lambari-do-rabo-amarelo (1,46+0,09 g) e Campelo et al. (2014)
demonstraram a capacidade de enriquecimento deste peixe com acido linoleico
conjugado (CLA).

2.2 Proteinas

As proteinas foram reconhecidas em 1787, pelo grupo de pesquisadores do
francés Antoine-Francois Fourcroy. Esses pesquisadores classificaram a albumina, a
fibrina e o gluten de trigo como uma classe distinta de moléculas bioldgicas que podiam
coagular quando aquecidas ou tratadas com acidos. Apenas em 1838, a composi¢édo
quimica das proteinas; carbono (50,0-55,0%), hidrogénio (6,5-7,5%), nitrogénio (15,5-
18,0%), oxigénio (21,5-23,5%) e enxofre (0,5-2,0%) foi descrita pelo quimico holandés
Gerardus Johannes Mulder, apesar do mesmo néo ter inferido as proporcGes de cada

elemento. Em 1840, o quimico alemdo Justus VVon Liebig prop0s que as proteinas eram



constituidas por aminoacidos, mas o termo aminoécido passou a ser utilizado no idioma
inglés somente em 1898. Com o passar dos séculos e 0 aprimoramento das pesquisas, as
técnicas avancadas auxiliaram na determinacdo precisa da composicdo e estrutura
molecular das proteinas. Atualmente, é aceito que as proteinas sdo macromoléculas
constituidas por uma ou mais cadeias polipeptidicas que possuem estruturas
tridimensionais distintas (Wu, 2013); é o componente organico mais abundante nos
tecidos animais, sendo essencial em todos os tipos de células vivas, incluindo as células
dos musculos, 0ssos, 6rgaos, tenddes e ligamentos (Nelson & Cox, 2011; NRC, 2011).

As proteinas sdo formadas por unidades denominadas aminodcidos (Lovell,
1998), quando dois ou mais amino&cidos se ligam por meio de ligacbes peptidicas
formam um peptideo. Peptideos que apresentam de dois a 20 aminoacidos sdo
denominados oligopeptideos, ja os que apresentam mais de 20 aminoacidos sdo
denominados polipeptideos. De modo geral, as proteinas sdo definidas como
polipeptideos com mais de 72 aminodcidos. Porém, existem excecBes, como a
ubiquitina e a insulina, que apresentam 29 e 51 aminoacidos em sua estrutura,
respectivamente, mas ambas sdo consideradas proteinas e apresentam estrutura
tridimensional bem definida (Jones, 2012).

E necesséario o fornecimento continuo de proteina na alimentagdo animal, para
atender as exigéncias de manutencédo e producao (Furuya et al., 2010), uma vez que elas
representam aproximadamente 65 a 75% da matéria seca corporal (Wilson, 2002) e
desempenham papel estrutural (madsculo, colageno e queratina), regulam o metabolismo
(enzimas e hormonios), atuam no transporte de algumas substancias (hemoglobina) e
nos mecanismos de defesa do organismo (anticorpos) (Portz & Furuya, 2012).

O processo de digestdo proteica, nos animais gastricos, tem inicio no estdmago,
onde ocorre a secre¢do do acido cloridrico (HCI) e do pepsinogénio, o pH baixo do
estbmago desnatura a maioria das proteinas e possibilita a conversdo do pepsinogénio
em pepsina (Nelson & Cox, 2011). A pepsina é responsavel pela quebra das ligacdes
peptidicas, hidrolisando parcialmente as proteinas e liberando cadeias polipeptidicas
para a digestdo final no intestino (Lovell, 1998). Por outro lado, nos animais agastricos,
como os peixes da familia Cyprinidae, por exemplo, a digestdo ocorre no intestino pela
acao de proteases alcalinas, como a tripsina pancreatica, responsavel pelo inicio da
hidrolise das proteinas. O intestino também produz varias enzimas que completam a
digestdo das proteinas, como a carboxipolipeptidase e a leucina aminopeptidase
(Baldisserotto, 2013).



O produto final da digestdo proteica sdo os peptideos e 0s aminoacidos, que sdo
transportados ou absorvidos através da membrana apical dos enterdcitos que revestem o
intestino, e, em seguida, entram no sistema circulatorio (Grosell et al., 2011). O valor
nutritivo da proteina varia entre os diferentes alimentos, dependendo do balanceamento

de aminoacidos, quantidade e disponibilidade dos mesmos (Pezzato et al., 2004).

2.3 Aminoacidos

Os aminoacidos sdo compostos organicos que apresentam um grupo amino, um
grupo carboxil e um grupo R. Quando o carbono ligado ao grupo carboxil (carbono a) é
0 mesmo carbono que contém o grupo amino, esse aminoacido é denominado a
aminoéacido. Porém, se o grupo amino estiver ligado ao carbono ao lado do a (carbono
), o aminodcido é denominado B aminoacido e assim por diante, seguindo o alfabeto

grego (Figura 1).

R H R
|
H,N & COOH HEN—%_—CH.—CDDH H,N—C—CH,—CH,—COOH
|||: |;.'l a = = |." B = o <
H H H
o aminoacido B aminoicido v aminoicido

Figura 1 - Conformagéao dos aminoécidos a, 3 e y. Adaptada de Wu (2013).

Existem mais de 700 aminoacidos conhecidos na natureza, mas apenas 20 sao
utilizados na sintese de polipeptidios, e todos os 20 sdo o aminoacidos. Esses
aminoacidos sdo denominados aminoacidos proteicos ou aminoacidos padrdo (Wu,
2013). Os aminoacidos proteicos podem ser classificados como essenciais ou nado
essenciais e se diferenciam em relacdo ao seu grupo R, que varia em relagdo a sua
estrutura, tamanho e carga elétrica (Nelson & Cox, 2011).

Aminoacidos essenciais sdo aqueles em que a sintese do organismo nao é
suficiente para atender as exigéncias e permitir o 6timo desenvolvimento (Li et al.,
2009). Estesaminoacidos devem ser obrigatoriamente adquiridos por meio da dieta.
Todas as espécies de peixes estudadas, até 0 momento, tém apresentado exigéncia para
dez aminodcidos essenciais, lisina, metionina, treonina, triptofano, valina, histidina,
arginina, fenilalanina, leucina e isoleucina (Wilson, 2002). Os demais aminoacidos

podem ser sintetizados em quantidades satisfatorias, sendo considerados ndo essenciais



(Tabela 1). Porém, para que a sintese proteica ocorra normalmente, todos os 20
aminoacidos devem estar presentes em quantidade e propor¢do adequadas (Wilson,
2002). Alguns aminoéacidos sdo classificados como condicionalmente essenciais, uma
vez que ndo sdo sintetizados em quantidades suficientes em animais submetidos a

determinadas condi¢fes ambientais ou fisioldgicas (Li et al., 2009).

Tabela 1 - Amino&cidos essenciais e ndo essenciais para peixes

Aminoacidos essenciais Aminoacidos ndo essenciais
Arginina (Arg) Alanina (Ala)
Fenilalanina (Phe) Asparagina (Asn)
Histidina (His) Aspartato (Asp)
Isoleucina (lle) Cisteina (Cys)

Leucina (Leu) Glutamato (Glu)
Lisina (Lys) Glutamina (Gln)
Metionina (Met) Glicina (Gly)
Treonina (Thr) Prolina (Pro)
Triptofano (Trp) Serina (Ser)
Valina (Val) Tirosina (Tyr)

Fonte: Adaptdada de Li et al. (2009).

Os aminoéacidos oriundos da digestdo da proteina dietética podem ser utilizados
pelos microrganismos presentes no trato gastrointestinal ou absorvidos na membrana
apical dos enterdcitos, principal célula da mucosa intestinal. A absor¢do desses
aminoacidos pode ocorrer conjuntamente com a absorcdo de Na', por transportadores
ndo dependentes de Na" ou por difusdo passiva. A absorcdo dependente de Na' ndo
gasta energia diretamente, mas depende de um gradiente de concentracdo ativo
favoravel a entrada de Na® na célula, geralmente a bomba de Na'/K*, assim o
aminoacido entra na célula junto com o Na*, pois o transporte s6 funciona com um
aminoacido ligado ao transportador (Baldisserotto, 2013). Quando dois aminoacidos
apresentam um transportador em comum como, por exemplo, arginina e lisina,
existindo grande quantidade de um deles os transportadores especificos disponiveis sao
sobrecarregados e a absor¢do do outro aminoacido € dificultada. Porém, alguns
aminoéacidos podem ser absorvidos por mais de um tipo de transportador, o que reduz
essa competicdo (Rotta, 2003). A absorcéo de peptideos menores (formados por 2 ou 3
aminoéacidos) também pode ocorrer, normalmente por pinocitose, na por¢ao posterior do
intestino. Esses peptideos sdo hidrolisados a aminoécidos pela acdo de peptidases no

interior dos enterdcitos (Baldisserotto, 2013).



Alguns aminoacidos sdo amplamente metabolizados pela mucosa intestinal. A
oxidacdo de certos aminoécidos (glutamato, aspartato e glutamina) é a principal fonte de
energia dos enterdcitos, enguanto outros sdao rapidamente transferidos para o sistema
vascular e distribuidos pelo corpo. A microbiota intestinal também pode utilizar os
aminoacidos, presentes no lumen intestinal, para o seu desenvolvimento. O alto
catabolismo de aminoacidos dietéticos no intestino, tanto pelos enterdcitos quanto pelos
microrganismos intestinais, além de reduzir a eficiéncia de utilizacdo das proteinas e
aminoacidos dietéticos, altera o padrdo dos aminodcidos que entram no sistema
circulatorio (Wang et al., 2009).

Os amino&cidos que entram na corrente sanguinea sdao direcionados para 0S
diversos tecidos do corpo, onde podem ser utilizados na sintese proteica para formacgéo
de novas proteinas (crescimento e reproducao) ou substituir as proteinas ja existentes no
corpo (manutencdo) (Wilson, 2002).Também podem ser utilizados na formacdo de
outros compostos nitrogenados (enzimas, hormonios, acidos nucleicos, anticorpos).
Além dos aminodcidos provenientes da dieta, a corrente sanguinea também pode
transportar aminoacidos mobilizados das proteinas corporais. Aminoacidos livres, que
ndo foram utilizados pelos tecidos ou foram mobilizados a partir dos tecidos, retornam
para a corrente sanguinea e ndo podem ser armazenados pelo corpo. Assim, 0
catabolismo de aminoacidos ocorre independente do estado nutricional em que o animal
se encontra e a taxa catabolica aumenta logo apos a alimentacdo (Jungas et al., 1992).

A principal diferenca entre os aminoacidos e os demais nutrientes é a presenca de
nitrogénio (N) em sua estrutura, dessa forma, o catabolismo da molécula de aminoacido
esta relacionado com a desaminacdo do mesmo. O principal resultado desse processo é
0 esqueleto de carbono do aminoacido, que pode ser utilizado para producédo de energia
ou convertido em glicose ou lipideos (Walton, 1985; Nelson & Cox, 2011). Em peixes,
os locais mais comuns para ocorrer o processo de desaminacdo sdo o figado e os rins
(Fauconneau, 1985).

Devido aos diferentes grupos R, cada aminoacido apresenta uma via catabdlica
unica. No entanto, o catabolismo de muitos aminoacidos apresenta uma série de passos
em comum, que podem gerar intermediarios do ciclo de acido citrico. A principal
funcéo do ciclo de &cido citrico é gerar NADH + H* e FADH,, no processo também é
gerado CO, e GTP. Apds ser transportado para a mitocondria, 0o NADH e o FADH, séo
oxidados por meio do sistema de transporte de elétrons mitocondrial, o que leva a

producdo de ATP e agua (Newsholme et al., 2010). Dessa forma, o esqueleto de
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carbono pode ser utilizado para producdo de energia. Os intermediarios do ciclo de
acido citrico formados a partir da desaminagdo dos aminoacidos ou originados da
glicolise dos carboidratos, também podem ser utilizados como precursores para a
biossintese de novos aminoacidos (Hepher, 1988).

Todos os intermediarios do ciclo de &cido citrico podem ser regenerados no
processo ciclico, assim, a oxidagdo completa dos aminoacidos ocorre apenas quando seu
esqueleto de carbono é convertido em intermediarios como acetoacetil-CoA ou acetil-
CoA (Wu, 2013). A maioria dos aminoacidos ndo sdo completamente oxidados e podem
ser utilizados como substrato para a gliconeogénese, processo de formacgéo de glicose
que ocorre nos rins e no figado, sendo denominados aminoacidos glicogénicos. A lisina
e a leucina sdo aminoacidos cetogénicos, ou seja, sdo completamente oxidadas a
acetoacetil-CoA ou acetil-CoA e esses intermediarios ndo podem ser usados para a
producédo de glicose, mas podem gerar corpos cetdnicos. Por outro lado, isoleucina,
fenilalanina, treonina, triptofano e tirosina sdo, ao mesmo tempo, aminoacidos
glicogénicos e cetogénicos (Figura 2) (Nelson & Cox, 2011). O excesso de glicose
formada a partir da gliconeogénese, e também o acetil-CoA formado por aminoacidos

cetogénicos, pode ser utilizado para a lipogénese (Nelson & Cox, 2011).

Fenilalanina
e Glutamato €~ Arginina
Lisi Corpos Glutamina
Tlrsilrjcifano cet(‘)Auicos Histidina
L a-Cetoglutarato Prolina
Tirosina
l Isocitrato Isoleucina
T Succinil-CoA Metio‘nina
‘ Acetoacetil-CoA }— Treonina
Citrato ) Valina
Succinato
Acetil-CoA
Oxalacetato Fumarato Fenilalanina
| Fumarato |§—— Fenfala

Malato

Piruvato

AIaniI 2 Glicose
Cisteina

Isoleucina Glicina
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Treonina Treonina Asparagina

Triptofano Triptofano Aspartato

Figura 2 - Diferentes vias metabolicas no catabolismo de aminoécidos. Adaptada de
Nelson & Cox (2011).
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Devido ao gasto energético necessario para o0 processo de desaminacdo do
aminoécido, a utilizacdo de aminodcidos como substrato para o metabolismo
energetico é eficientemente inferior, quando comparado com a oxidacgéo de glicose ou
acidos graxos (Wu, 2013). Além disso, a amdnia (NH3) produzida pela desaminacéo
oxidativa tem que ser eliminada do corpo, pois se torna toxica quando acumulada no
sangue. Essa necessidade de excregdo torna o processo ainda menos eficiente em
animais que convertem a amonia toxica em componentes ndo toxicos, como ureia ou
acido arico, em mamiferos e aves, respectivamente (Nelson & Cox, 2011).

Os animais aquaticos apresentam vantagens na utilizacdo de aminoacidos como
fonte de energia, pois realizam a excrecdo passiva da amonia diretamente para 0 meio
aquatico (Baldisserotto, 2013). Além de ser um composto mais simples que a ureia e o
acido urico, a aménia dissolve-se facilmente na dgua (Hepher, 1988). Na maioria dos
peixes, a excre¢do de amonia ocorre principalmente nas branquias, que é responsavel
por 75% da excrecdo, 0s outros 25% sdo excretados pela urina. Peixes carnivoros
apresentam maior excrecdo de amodnia em relacdo aos peixes onivoros, pois
necessitam de maior quantidade de proteina e utilizam mais os aminoacidos como
substrato energético (Baldisserotto, 2013). Em geral, as exigéncias de aminoacidos
dos peixes, quando expressa como porcentagem da dieta, s&o maiores que as de aves e
suinos, mas quando 0s aminoacidos sdo expressos como porcentagem da proteina, as
exigéncias sdo similares (Furuya et al., 2010).

As proporcdes de aminoacidos utilizados para sintese de proteinas corporais ou
catabolizados, para geracédo de energia e outros compostos, depende principalmente do
contetdo de proteina da dieta, da composicdo de aminoacidos dessa proteina e da
quantidade de energia proveniente de carboidratos e lipideos disponivel na dieta, além
da exigéncia proteica e energética do préprio animal (Guillaume et al., 2001).

Em animais que recebem dietas com concentracdo proteica menor que a exigida
ocorre reducdo ou interrupgdo do crescimento, uma vez que ocorrem obilizagdo de
proteina dos tecidos menos vitais para manutencdo das funcdes dos tecidos mais
vitais. Por outro lado, se a concentragdo proteica da dieta € maior do que a exigéncia
do animal, apenas uma parte da proteina sera utilizada para sintese de novas proteinas
e o restante serd catabolizado para producdo de energia (Wilson, 2002). O mesmo

ocorre quando a dieta apresenta desbalanceamento de aminoacidos (Wu, 2013).
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2.4 Lisina

Todos os 20 aminoécidos formadores de proteinas sdo diferenciados pelo seu
grupo R. No caso da lisina (Figura 3), o grupo R lhe confere carga positiva e
caracteristicas hidrofilicas, como descrito por Nelson & Cox (2011). A lisina foi
descoberta em 1889 por Ferdinand Heinrich Edmund Drechsel, que a identificou
como uma substancia alcalina em hidrolisados de caseina. Em 1891, a lisina foi
identificada em hidrolisados de outras proteinas, incluindo a albumina do ovo. No
mesmo ano, a composicdo da lisina foi determinada pelo mesmo pesquisador que a
descobriu e o termo “lisina" foi criado por Ernst Fischer, pois essa nova substancia
liberava ureia apoés a hidrdlise alcalina em meio de hidroxido de bario.

Ernst Fischer e Fritz Weigert conseguiram sintetizar quimicamente a lisina em
1902 e sua forma cristalina foi desenvolvida pela primeira vez pelos quimicos
americanos Hubert Bradford Vickery e Charles S. Leavenworth, em 1928 (Wu, 2013).
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Figura 3 - Estrutura da lisina (Nelson & Cox 2011).
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A lisina é o aminodcido essencial encontrado em maior concentracdo nha
composicao corporal de muitas espécies de peixes (Kim & Lall, 2000). Também é o
primeiro aminoacido limitante quando fontes de proteina vegetais sdo utilizadas na
alimentacgéo, para substituir toda ou uma parte da farinha de peixe (Forster & Ogata,
1998; Cao et al., 2012), principalmente o milho e seus derivados (Wu, 2013).
Juntamente com a metionina, a lisina atua como precursor na sintese de carnitina,
molécula envolvida no transporte de acidos graxos de cadeia longa do citosol para a
mitocondria, local onde é realizada a B-oxidacdo (Walton et al., 1984). A carnitina

estimula a B-oxidacdo, ou seja, estimula o catabolismo dos lipideos para obtencdo de
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energia (Ozorio et al., 2001). Além disso, hidroxilisina e hidroxiprolina, produtos da
hidroxilagdo de lisina e prolina, respectivamente, sdo 0s principais constituintes do
colageno (Sandell & Daniel, 1988), proteina fibrosa encontrada nos tecidos
conectivos, cartilagens e matriz organica dos o0ssos dos animais (Nelson & Cox,
2011).

A exigéncia de lisina pode ser utilizada para estimar as exigéncias de outros
aminoacidos com base no conceito de “proteina ideal” (Mitchell, 1964), uma vez que
a lisina € um aminodcido estritamente essencial e sua analise é relativamente simples,
quando comparada a outros aminoacidos como, por exemplo, 0s aminoécidos
sulfurados e o triptofano, além do fato que ela é utilizada metabolicamente quase que
exclusivamente para a sintese proteica (Emmert & Baker, 1997). O conceito da
proteina ideal tem sido aplicado para elaborar dietas para peixes (Wilson, 2003; Peres
& Oliva-Teles, 2008). Mesmo quetal abordagem permita uma estimativa inicial das
exigéncias de cada aminoacido para uma determinada espécie, ela ndo fornece
informac0es precisas sobre as exigéncias reais, uma vez que ignora as exigéncias de
mantenca e é dependente da determinacdo da exigéncia de apenas um aminoacido
(Wilson, 2002).

Em peixes, grande parte da energia dietética é proveniente do catabolismo de
aminoacidos (Cowey & Walton, 1989; Kaushik & Seiliez, 2010). O catabolismo da
lisina ocorre no figado dos animais por meio de duas vias: a via da sacaropina e a via
do é&cido pipecolico. A via sacaropina ocorre na mitocéndria e é a principal
responsével pelo catabolismo de lisina em animais (Benevenga & Blemings, 2007).
Nesta via, a lisina é transaminada e seu grupo a-amino é transferido para o a-
cetoglutarato, resultando na formacdo de sacaropina. A sacaropina € clivada gerando
semialdeido a-aminoadipato, que é convertido posteriormente em acetil-CoA. A via
do acido pipecolico ocorre nos peroxissomos e seu passo inicial € a remocao do grupo
a-amino por desaminacdo oxidativa, o cetoacido formado é reduzido a &cido
pipecolico, que posteriormente € convertido no semialdeido a-aminoadipato (Figura
4) (Wu, 2013). A lisina, assim como a leucina, é um aminoacido exclusivamente
cetogénico, ou seja, seu esqueleto de carbono ndo € capaz de produzir glicose, mas
pode produzir corpos cetdnicos, porque geram intermediarios como acetoacetil-CoA
ou acetil-CoA (Nelson & Cox, 2011).
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Lisina | v Acido p-ceto-H-amino hexandico
l Hdemialdeido w-aminoadinato Sintetase l
Sacaropina |

l Semialdeido e-aminoadinato Jintetase

Avcido pipecdlica Oxiredutase Acido pipecélico

semialdeido c-aminoadipato -

l Semdaldeido w-aminoadipato Desidrogenase

Aride s-amincadipico

l w-aminoadipato Aminotrasferase

Aeide Cetoadipice

l Cetoglutarato Desidrogenase

Glutaril-Cod

l Ghataril-Co Desidrogenase

Glutaconml-Cod

l Glutacoml-CoA Desidrogenase

Crotonl-Codb

l Enoll-Cod Hidratase

p-Hidrézibutiril-Cod

i B-Hidedxibtiril-Cod Desidrogenase

Arcetoacetil-Cody

l Acetil CoA Tiolase

Acetil-Cols

Figura 4 - Catabolismo da lisina por meio da via da sacaropina e da via do acido
pipecolico. Adaptada de Wu (2013).

Em geral, quando um aminoacido é limitante ou deficiente na dieta, ele sera
preferencialmente utilizado para a sintese proteica, porém, quando o aminoacido é
fornecido em excesso, mais deste aminoacido serd oxidado a dioxido de carbono, uma
vez que ele ndo é mais um fator limitante para a sintese proteica (Wilson, 2002). A

utilizacdo de dietas desbalanceadas em um ou mais aminoacidos limita a deposicao
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proteica, bem como a retencdo dos demais amino&cidos, assim, a utilizacdo da lisina é
diretamente influenciada pela sua concentragdo na dieta (Encarnacéo et al., 2006).

Desequilibrio entre os aminoacidos da dieta pode resultar em baixa eficiéncia de
utilizacdo da proteina dietética e, consequentemente, reduzir o crescimento dos animais
(Berge et al.,, 2002), uma vez que pode ocorrer interacdo entre 0s aminoacidos
consumidos. Lisina e arginina interagem entre si, podendo haver competicdo tanto em
nivel de absorcao quanto em nivel metabdlico, pois esses aminoacidos sdo transportados
pelo mesmo carreador de aminoacidos basicos (NRC, 2011). A interacdo entre a lisina e
arginina € bem conhecida em alguns animais, como aves e ratos, porém bastante
contraditéria em peixes (Berge et al., 2002). Enquanto alguns autores observaram que o
aumento das concentracdes de arginina resulta na reducdo da absorcdo de lisina (Berge
et al., 1999; Davies et al., 1997), outros ndo observaram modificacdo no crescimento ou
na utilizacdo dos nutrientes em peixes alimentados com dietas desbalanceadas em
arginina e lisina (Robinson et al., 1981; Kim et al., 1992; Griffin et al., 1994).

A suplementacdo de lisina em dietas para peixes, principalmente as elaboradas
com elevadas proporcdes de fontes proteicas de origem vegetal, resulta em aumento no
ganho de peso (Cheng et al., 2003; Hauler et al., 2007; Lin et al., 2012), melhoria na
conversdo alimentar (Cheng et al., 2003; Zhou et al., 2007; Khan & Abidi, 2011),
aumento na retencdo proteica (Wang et al., 2005; Abboudi et al., 2006; Lin et al., 2012)
e reducdo no contetdo de gordura corporal (Mai et al., 2006b; Zhang et al., 2008; Carter
& Hauler, 2011). Além disso, a suplementacdo de lisina melhora a resposta imune e o
desenvolvimento do trato digestdrio dos peixes (Zhou, 2005).

A exigéncia dietética de lisina varia de 12 a 28 g kg* (NRC, 2011), sendo
influenciada principalmente pelo habito alimentar do peixe. Alguns autores
recomendam que as exigéncias dietéticas de aminoacidos sejam descritas como
porcentagem de proteina dietética (Santiago & Lovell, 1988), considerando a elevada
variacdo do contedo proteico em dietas para peixes. Nessa relacdo, a exigéncia de
lisina correspondendo em média a 5,0% da proteina da dieta, independentemente do
habito alimentar do peixe (NRC, 2011). Em juvenis de carpa capim (Ctenopharyngodon
idella), a exigéncia de lisina foi determinada em 20,70 g kg™ da dieta, valor que
corresponde a 5,44% da proteina da dieta (Wang et al., 2005). Para juvenis de garupa
(Epinephelus coioides), determinada pela analise LRP, a exigéncia de lisina foi
estimada em 28,30 g kg™ da dieta, correspondente a 5,56% da proteina total (Luo et al.,

2006). Em experimento com robalo japonés (Lateolabrax japonicus), tambem pela
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analise LRP e com base no crescimento dos peixes, a exigéncia de lisina foi estimada
em 24,9 g kg™ da dieta, que corresponde a 5,80% da proteina total (Mai et al., 2006b).

Para juvenis de bijupird (Rachycentron canadum), Zhou et al. (2007)
determinaram a exigéncia de lisina de 23,3 g kg™ da dieta (5,30% da proteina total). O
nivel 6timo de lisina para a corvina amarela (Pseudosciaena crocea R.) foi estimado em
relagdo ao crescimento, eficiéncia alimentar e taxa de eficiéncia proteica em 24,8; 24,5 e
243 g kg* da dieta, correspondendo a 5,77; 570 e 5,65% da proteina total,
respectivamente (Zhang et al.,, 2008). Considerando a eficiéncia de utilizacdo da
proteina e 0 ganho de peso de alevinos de jundid (Rhamdia quelen), a exigéncia em
lisina foi determinada em 4,5% da proteina da dieta pelo modelo LRP e 5,1% quando
realizada a regressdo polinomial, correspondendo a 14,82 g kg™ e 16,80 g kg™,
respectivamente (Montes-Girao & Fracalossi, 2006). Em juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus), a exigéncia em lisina, determinada pelo modelo LRP, foi estimada em
16,4 g kg™ (5,86% da proteina) para melhor ganho de peso, e em 17,5 g kg™ (6,26% da
proteina da dieta) para melhor conversao alimentar (Abimorad et al., 2010).

Trabalhando com tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) na fase de terminacéo,
Furuya et al. (2004a) determinaram que 14,2 g kg™ de lisina na dieta (5,7% da proteina
da dieta) proporcionou o menor custo de producdo para ganho de peso de juvenis. A
exigéncia dietética de lisina para alevinos de tilapia do Nilo foi estimada em 18,0g kg™
(6,1% da proteina) (Bomfim et al., 2010).

Alguns autores encontraram valores mais elevados de exigéncias de lisina, Zhou
et al. (2010) determinaram a exigéncia de lisina para juvenis de “black sea bream”
(Sparus macrocephalus) em 33,2 g kg™ da dieta (8,64% da proteina da dieta), valor
determinado segundo analise de regressdo polinomial quadratica e com base na taxa de
crescimento especifica. Com base na mesma variavel, porém com base no modelo LRP,
Cao et al. (2012) determinaram exigéncia de lisina para juvenis de catfish amarelo
(Pelteobagrus fulvidraco) em 33,1 g kg™ da dieta (8,32% da proteina da dieta). As
diferengas nas exigéncias de lisina se devem as diferengas entre as espécies estudadas
de peixe, idade dos animais, origem das fontes proteicas das dietas de teste (Forster &
Ogata, 1998), manejo dos peixes e condi¢cdes experimentais (Forster & Ogata, 1998;
Mai et al., 2006b), digestibilidade, perfil de aminoacidos e concentracdo de energia da
dieta teste (De Silva et al., 2000). Além disso, as variagbes podem também ser
atribuidas ao método estatistico utilizado para calcular a exigéncia (Kim et al., 1992;
Mai et al., 2006b; Zhou et al., 2006).
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2.5 Metionina

O grupo R da metionina lhe confere caracteristica apolar e hidrofdbica e,
juntamente com a cistina, sdo 0s Unicos aminoacidos que apresentam uma molécula de
enxofre em sua estrutura (Nelson & Cox, 2011), como observado na Figura 5. A
metionina €, geralmente, o primeiro amino&cido limitante em racdes para peixes a base
de farelo de soja (NRC, 2011). A metionina foi descoberta acidentalmente por J.H.
Mueller em um hidrolisado acido de caseina, em 1922, enquanto o pesquisador definia
fatores de crescimento para um estreptococo hemolitico.

A composicdo da metionina, como um aminoacido que contém enxofre, foi
proposta apds 0 mesmo pesquisador ter desenvolvido um método para obter grandes
quantidades de metionina a partir de caseina. Mueller também obteve sucesso em isolar
metionina a partir de outras fontes de proteinas, incluindo a albumina do ovo e a 1&. A
estrutura da metionina foi estabelecida em 1928, por G. Barger e F.P. Coyne (Wu,
2013).
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Figura 5 - Estrutura da metionina (Nelson & Cox 2011).

A importancia de determinar a exigéncia dietética dos aminoéacidos sulfurados
deve-se ao fato de que a maioria dos compostos do corpo animal, que contém enxofre,
sdo derivados de metionina e cistina (Ruchimat et al., 1997). Quando na sua forma
ativa, S-adenosil-metionina, a metionina é o principal doador de grupos metil no
organismo, sendo o figado o principal local de sintese e degradagdo da S-adenosil-
metionina (Espe et al., 2008). A metionina recebe a adenosina de uma molécula de
ATP, reacdo catabolizada pela enzima metionina adenosina transferase, é transformada

em S-adenosil-metionina e nessa forma pode doar seu grupo metil (Mato et al., 1997,
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Espe et al., 2008). Assim, a metionina ¢ fundamental para inUmeras reagdes do
metabolismo, como a sintese de fosfolipideo, sintese de DNA e RNA, sintese de
creatina, além de interagir com outros nutrientes essenciais como a cistina, colina,
vitamina B12 e é&cido folico (Saunderson & Mackinlay, 1990). A deficiéncia de
metionina em dietas artificiais resulta em redugdo do crescimento e da eficiéncia
alimentar, além de poder causar catarata em alguns salmonideos (Walton et al., 1982;
Rumsey et al., 1983; Cowey et al., 1992). Por outro lado, 0 excesso de metionina na
dieta pode ser toxico para algumas espécies e, consequentemente, resultar na reducéo do
crescimento e piora na converséo alimentar (Choo et al., 1991).

A metionina é encontrada em baixas concentra¢gdes em ingredientes proteicos de
origem vegetais, como farelo de soja e farelo de amendoim (Mai et al., 2006a), assim,
principalmente quando as fontes proteicas de origem animal sdo substituidas por
vegetal, é importante a suplementacdo de metionina (Nwanna et al., 2012). Essa
suplementacdo resulta em maior retencdo do nitrogénio, pelo aumento da sintese
proteica e, consequentemente, maior crescimento. Metionina €, geralmente,
suplementada como aminodcido cristalino, na forma de DL-metionina (99% de pureza)
(Chattopadhyay et al., 2006). Porém, como os D-amino&cidos, normalmente, ndo séo
utilizados na sintese proteica, 0 D-isdmero da metionina é convertido no L-isdmero
antes de ser utilizado (Lewis & Baker, 1995). Figado, rim, cérebro e coracdo séo tecidos
que contém as enzimas oxidases de D-metionina, que oxidam a D-metionina ao seu o-
cetoacido correspondente e, na sequéncia, a L-metionina transaminase catalisa a
conversdo deste a-cetodcido, juntamente com o glutamato, em L-metionina e o-
cetoglutarato (Figura 6) (Wu, 2013). Dessa forma, esse aminoacido tem seu D-isémero

utilizado pelo corpo com eficiéncia semelhante ao seu L-isdmero (NRC, 2011).

D-Metionina + 02 + H20 + FAD - a-ceto-y-metiltiobutirato + FADH2 + H202

a-ceto-y-metiltiobutirato + L-glutamato €< L-Metionina + a-cetoglutarato

Figura 6 - Conversdo de D-metionina a L-metionina em células animais. Adaptada de
Wu (2013).

A exigéncia em metionina varia de acordo com a espécie, idade e estado

fisiolégico do animal (Ruchimat et al., 1997). Também esta diretamente relacionada a
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quantidade de cistina na dieta. A cistina € um aminodcido ndo essencial, pois pode ser
sintetizada a partir da metionina (Figura 7). Quando o animal recebe uma dieta
contendo metionina e isenta de cistina, parte da metionina ingerida é convertida em
cistina e outra parte é utilizada para a sintese proteica. A cistina tem efeito poupador de
metionina (Wilson & Halver, 1986) quando incluida na dieta, resultando em menor
exigéncia de metionina pelo animal. Assim, para determinar a exigéncia em metionina,

a cistina deve estar ausente ou em niveis constantes na dieta (Wilson, 2002).
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Figura 7 - Metabolismo hepético da metionina. Adaptado de Espe et al. (2008).

A metionina € essencial para o crescimento normal, sendo um aminoécido
fundamental para que a sintese de proteinas ocorra normalmente (Ruchimat et al.,
1997). Peixes alimentados com dietas deficientes em metionina apresentaram maior teor
de aminoécidos livres no plasma sanguineo, pela reducdo na sintese proteica (Schwarz
et al., 1998). Além de melhorar os parametros de desempenho produtivo, a
suplementacdo com metionina também pode reduzir o conteudo corporal de lipideos
(Nwanna et al., 2012). A metionina atua como agente lipotréfico pelo seu papel como
doador do grupo metil, estando envolvida na sintese de lecitina, molécula que facilita o

transporte de lipideos pelo corpo (Chattopadhyay et al., 2006). Além disso, a metionina
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pode ser utilizada como precursor na sintese de carnitina, molécula diretamente
envolvida no catabolismo de &cidos graxos (Walton et al., 1984) e taurina, aminoacido
envolvido diretamente na sintese de sais biliares (Espe et al., 2008).

Carpas (Cyprinus carpio) alimentadas com dietas, contendo niveis crescentes de
metionina, apresentaram redugéo do teor de gordura corporal e aumento do teor de
proteinas, demonstrando que niveis ideais de metionina também implicam em utilizagéo
mais eficiente da energia da dieta para deposicao de proteina (Nwanna et al., 2012).

A exigéncia dietética de metionina tem sido estimada para varias espécies de
peixes, variando de 1,8 a 4,0% da proteina da dieta (Wilson, 2002). Com base na taxa
de crescimento e na conversdo alimentar, a exigéncia em metionina para corvina
amarela foi determinada em 14,4 g kg™ (3,34% da proteina da dieta) e 13,9 g kg™
(3,22% da proteina da dieta), respectivamente, em dietas com 2,9 g kg™ de cistina (Mai
et al., 2006a). Para juvenis de garoupa (Epinephelus coioides), a exigéncia em
metionina foi determinada em 13,1 g kg™ (2,73% da proteina da dieta) com base no
maior ganho de peso pela analise LRP e com 2,6 g kg™ de cistina (Luo et al., 2005).
Quando o nivel de cistina da dieta foi de 4,2 g kg™, a exigéncia em metionina para a
carpa comum foi determinada em 8,55 g kg™ (2,13% da proteina da dieta), considerando
a taxa de crescimento e a deposicdo de proteina pelo método LRP (Schwarz et al.,
1998). Ja para a carpa indiana (Cirrhinus mrigala), alimentada com dietas contendo 8,5
g kg™ de cistina, a exigéncia de metionina variou de 16,0 e 16,9 g kg™ (4,10 e 4,22% da
proteina da dieta) (Khan & Abidi, 2013). Para juvenis de bijupira, Zhou et al. (2006)
determinaram a exigéncia de metionina em 11,9 g kg™ (2,64% da proteina da dieta),
utilizando dietas com 6,7 g kg™ de cistina. Para alevinos de tilapia do Nilo, a exigéncia
de metionina em dietas com 4,6 g kg™de cistina foi estimada em 5,4 g kg™ (1,93% da
proteina da dieta) (Furuya et al., 2004b).

Com base no conceito da proteina ideal e no coeficiente de digestibilidade
aparente dos aminoécidos, a exigéncia em metionina digestivel foi determinada para
juvenis de pacu em 3,8 g kg™ (Abimorad et al., 2010). Para o lambari-do-rabo-amarelo,
Abimorad & Castellani (2011) estimaram a exigéncia de metionina em 2,89%, com
base na composic¢do corporal, e em 2,29% com base na composi¢cdo muscular. As
diferencas entre as estimativas de exigéncia de metionina ocorrem pelas diferencas na
composic¢do da dieta basal, espécie, tamanho e idade do peixe, as diferencas genéticas e

ao manejo alimentar utilizado durante os experimentos (Mai et al., 2006a).
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2.6 Crescimento muscular em peixes

O masculo estriado esquelético forma o maior tecido constituinte do corpo dos
vertebrados. As células musculares estriadas, denominadas de fibras musculares, séo
alongadas, estreitas e multinucleadas, com os nucleos localizados logo abaixo da
membrana plasmatica. O citoplasma das fibras, denominado de sarcoplasma, é
constituido principalmente por miofibrilas que se estendem por todo o comprimento da
fibra. Cortes longitudinais das fibras musculares estriadas permitem a observacao das
estriacOes transversais, resultado da organizacdo das proteinas contrateis (Actina e
Miosina) em unidades denominadas de sarcomeros (Dal Pai-Silva & Carvalho, 2007).

A musculatura estriada esquelética, na maioria das espécies de peixes, esta
organizada em unidades morfofuncionais denominadas miémeros. Os midémeros sdo
separados por bainhas de tecido conjuntivo, 0s miosseptos, e se repetem ao longo do
corpo do animal (Alexander, 1969) (Figura 8). Os miosseptos sdo responsaveis pelos
movimentos de ondulacdo e propulsdo do corpo dos peixes, transmitindo através dos
tenddes para o esqueleto axial e a nadadeira caudal a forca de contracdo das fibras

musculares (Sanger & Stoiber, 2001).
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Miomero

Miossepto

Figura 8 - Organizacdo anatbmica da musculatura estriada esquelética em midmeros e
miosseptos. Adaptado de Katz (2002) e Altringhan & Ellerby (1999).

O tecido muscular esquelético apresenta trés tipos basicos de fibras musculares, as
vermelhas, as intermediarias e as brancas (Johnston, 1981), como podem ser observadas
na Figura 9. Diferentemente da musculatura dos mamiferos, a musculatura dos peixes
apresenta cada tipo de fibra em camadas anatomicamente separadas, sendo que as fibras
vermelhas estdo localizadas mais superficialmente, as fibras brancas mais profundas e
entre ambas estdo presentes as fibras intermediarias (Greek-Walker & Pull, 1975).

As fibras brancas podem corresponder a mais de 90% do volume total do tecido

muscular (Weatherley & Gill, 1989) e séo fibras de contracdo rapida e metabolismo
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glicolitico (Driedzic & Hochachka, 1976), com baixa concentracdo de mioglobina,
mitocondrias, lipideos e miofibrilas (Sanger & Stoiber, 2001). Essa musculatura é
utilizada para movimentos rapidos, como a captura de alimento e a fuga de predadores
(Johnston et al., 1977). As fibras vermelhas, geralmente, correspondem a menos de 10%
da musculatura, sendo que nunca excedem 30% (Greek-Walker & Pull, 1975; Sanger &
Stoiber, 2001). Sao fibras de contragéo lenta e metabolismo oxidativo, que apresentam
alta concentracdo de mioglobina, mitocondrias, lipideos e maior suprimento sanguineo
(Bone, 1966; Sanger & Stoiber, 2001), utilizadas principalmente para movimentos
lentos e de sustentacdo (Bone, 1966; Johnston et al., 1977). As fibras intermediarias
compreendem em torno de 10% da massa miotomal (Weatherley & Gill, 1989) e

apresentam propriedades morfofisiologicas intermediarias entre as fibras brancas e

vermelhas, como contracdo rapida e metabolismo oxidativo/glicolitico (Johnston et al.,
1977; Sénger & Stoiber, 2001).
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Figura 9 - Fotomicrografia explorando o tecido muscular estriado esquelético de tilapia

do Nilo (Oreochromis niloticus), evidenciando as fibras vermelhas (FV),
intermediéarias (FI) e brancas (FB), NADH, 40x (Furuya et al., 2005).

Nos peixes, o crescimento muscular pés-embrionario é dependente da proliferacéo
e diferenciacdo das células satélites, que ficam localizadas entre a lamina basal e a
membrana plasmatica da fibra e sdo responsaveis pelo crescimento hiperplasico e
hipertréfico das fibras musculares (Campion, 1984; Koumans & Akster, 1995). Na
hipertrofia, as células satélites fundem-se com as fibras musculares ja existentes,
aumentando o numero de nudcleos na célula e possibilitando maior sintese de
miofibrilas, levando ao aumento da area da fibra. Na hiperplasia, ocorre a formacéo de

novos miotubos na superficie das fibras existentes, esses miotubos se diferenciagcdo em
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novas fibras musculares (Koumans & Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson &
Veggetti, 2001), conforme Figura 10.
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Figura 10 - Populacdo de mioblastos indiferenciados (células satélites). Proliferacédo e
diferenciacdo dos mioblastos. Crescimento muscular por hipertrofia e
hiperplasia. Adaptado de Johnston (1999).

A hiperplasia e a hipertrofia em peixes sdo 0s processos responsaveis pelo
crescimento da musculatura estriada esquelética, porém a contribuicdo de cada processo
é dependente da espécie, da fase de crescimento e do tipo de musculo (Dal Pai et al.,
2000; Aguiar et al., 2005). Em espécies de pequeno porte, que atingem alguns
centimetros de tamanho, o periodo de crescimento hiperplasico é mais curto e o
crescimento muscular é principalmente por hipertrofia das fibras formadas nas fases
iniciais da embriogénese. Nas espécies de maior porte, a formacdo de novas fibras
musculares, hiperplasia, ocorre continuamente durante o periodo de crescimento
(Weatherley et al., 1988; Alami-Durante et al., 1997; Rowlerson & Veggetti, 2001).

O conhecimento sobre os mecanismos de crescimento muscular é fundamental
para que o potencial genético de crescimento dos animais seja explorado ao méaximo.
Esse crescimento é influenciado por diversos fatores externos, como a nutricdo
(Koumans & Akster, 1995). O fornecimento adequado de proteinas e aminoacidos nas
dietas possibilita ao animal aumentar sua taxa anabdlica e, consequentemente, sua
massa muscular (Houlihan et al., 1995). Assim, analises morfométricas das fibras
musculares podem ajudar a caracterizar o envolvimento dos nutrientes no processo de
crescimento muscular (Aguiar et al., 2005); a compreensdo de como esses nutrientes

modulam o crescimento muscular pode ajudar a determinar suas exigéncias.
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Os efeitos da suplementagdo proteica e de aminoécidos na hiperplasia e
hipertrofia das fibras musculares sdo contraditérios em peixes. O efeito positivo da
suplementacdo de lisina sobre o aumento da taxa de hiperplasia dos peixes foi
observado em larvas de tilapias (Aguiar et al., 2005). Porém, até 0 momento, néo se
sabe se os efeitos encontrados para larvas sdo validos para juvenis ou adultos.

Juvenis de salmdo do Atlantico (Salmo salar) alimentados com dietas contendo
diferentes niveis protéicos apresentaram poucas mudangas no tamanho das fibras
musculares (Johnston et al., 2003). Por outro lado, a dinamica de crescimento das fibras
musculares de juvenis de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foi afetada pelo perfil
de aminoécidos das dietas (Alami-Durante et al., 2010). Os autores observaram que
peixes que receberam dietas contendo baixa relacio AAE/AAN (aminoacidos
essenciais/ndo essenciais) apresentaram menos fibras com diametro menor que 20 um, e
mais fibras com didmetros entre 20 e 40 um, quando comparado com 0s peixes que
receberam dietas com alta relagio AAE/AAN, os autores ndo encontram diferengas no
namero de fibras musculares com didmetro entre 40 e 80 um ou maiores que 120 um.

As mudancas relacionadas ao diametro das fibras musculares estdo relacionadas a
alteracdes no processo de crescimento muscular, resultado em maior crescimento por
hiperplasia ou por hipertrofia. Ainda que ndo esteja diretamente relacionado com o
ganho de peso do animal (Alami-Durante et al., 2010), possibilita maior entendimento
sobre o crescimento muscular dos peixes, constituindo-se em ferramenta complementar

em estudos de nutricéo.

2.7 Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST)

A mensuracdo da atividade de enzimas especificas é muito utilizada para avaliar
como o metabolismo animal reage a diferentes condigdes, sendo possivel verificar
situacBes metabdlicas indesejaveis, como a utilizacdo de proteina para obtencdo de
energia. A transaminag&o é o primeiro passo no processo de desaminacao proteica, onde
ocorre a transferéncia da amoénia do grupo a-amino para um a-cetoacido.

As células possuem diferentes enzimas transaminases, ou aminotransferases,
especificas para transferir o grupo a-amino do aminoacido para o a-cetoglutarato, cada
enzima é especifica para um determinado aminodcido e recebe seu nome em fungédo

deste aminoacido (Nelson & Cox, 2011). Segundo Cowey & Walton (1989), a alanina
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aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) sdo as transaminases
mais importantes envolvidas neste processo.

Os grupos a-amino, que foram retirados dos aminoacidos utilizados como fonte
de energia no musculo e em outros tecidos, tém que ser transportados até o figado, local
de formacdo da aménia (NH3), molécula utilizada para a excre¢do do nitrogénio (N) em
peixes. A alanina é um dos aminoacidos responsaveis por transportar o N, de forma néo
toxica, para o figado. Os grupos a-amino sdo coletados na forma de glutamato, no
processo de transaminacdo; o glutamato pode ser convertido em glutamina ou pode
transferir seu grupo a-amino para opiruvato. Essa transferéncia da origem a alanina, que
por sua vez passa para a corrente sanguinea e chega até o figado, onde tem seu grupo a-
amino transferido, pela acdo da ALT, para o a-cetoglutarato, formando piruvato e
glutamato. O glutamato gerado no processo pode entrar na mitocondria, para ser
oxidado, ou pode ser transaminado junto com o oxaloacetato, para formar aspartato,
outro doador de N (Nelson & Cox, 2011). As figuras 11 e 12 descrevem as reacdes de

transaminacdo catalisadas pela ALT e AST.

ALT
L-Alanina + a-Cetoglutarato = Piruvato + L-Glutamato

Piruvato + NADH + H = |-Lactato + NAD*

Figura 11 - Alanina aminotransferase (ALT) e sua acdo na transferéncia do grupamento
a-amino da alanina para o a-cetoglutarato, levando a formagéo de piruvato
e glutamato. O piruvato reage com o NADH, reduzindo-se a lactato e o
NADH oxida-se a NAD®. A velocidade de oxidacdo é proporcional a
atividade da ALT.

AST
L-Aspartato + a-Cetoglutarato = Oxalacetato + L-Glutamato

Oxalacetato + NADH + H = L-Malato + NAD*

Figura 12 - Aspartato aminotransferase (AST) e sua acdo na transferéncia do grupo a-
amino do aspartato para o a-Cetoglutarato, levando a formacgdo de
glutamato e oxalacetato. O oxalacetato reage com o NADH, reduzindo-se a
malato e o NADH oxida-se a NAD". A velocidade de oxidagdo é
proporcional a atividade da AST.
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A avaliagdo da atividade das enzimas ALT e AST é importante em estudos com
amino4cidos, uma vez que sdo enzimas centrais no metabolismo dos aminoacidos e
indicadoras da utilizacdo metabolica das proteinas. Diversos autores quantificaram a
atividade enzimatica de ALT e AST para estudar o metabolismo proteico e o efeito
poupador de proteina e concordaram que a atividade dessas transaminases € um
indicador confiavel (Enes et al., 2006; Kumar et al., 2009; Kumar et al., 2010).
Aumentos das atividades de ALT e AST foram observados no figado e musculo de
tilapias do Nilo, assim como aumento da ALT sanguinea, quando o nivel de proteina
digestivel da dieta passou de 25% para 45%, o que pode ser reflexo da maior utilizacdo
de aminoé&cidos para suprir demandas energéticas (Abdel-Tawwab et al., 2010). Alta
relacdo proteina/carboidratos na alimentacdo de dourada (Sparus aurata) também
resultou em aumento da atividade das ALT e AST no figado (Meton et al., 1999),
respostas similares foram observadas em truta-arco-iris para ALT (Sanchez-Muros et
al., 1998) e em jundia para AST e ALT (Melo et al., 2006). Alevinos de pargo negro
(Acanthopagrus schlegelii), alimentados com dietas contendo diferentes niveis de lisina
e arginina apresentaram menor atividade de ALT plasmatica quando receberam a dieta
controle, a qual continha os niveis de exigéncia 6tima, previamente determinados para
ambos os aminoacidos (Zhou et al., 2011), os autores relacionaram este resultado a uma
reduzida eficiéncia de retencdo proteica nos peixes alimentados com dietas contendo
niveis deficientes ou desequilibrados de aminoacidos. Assim, a determinacdo da
atividade das enzimas AST e ALT é uma importante ferramenta complementar em
estudos envolvendo proteina e aminoécidos em peixes.

A atividade destas enzimas no sangue também é importante para o diagnostico de
doencas e 0 acompanhamento do estado fisiologico dos peixes expostos a substancias
toxicas (Adhikari et al., 2004). Niveis elevados de ALT e AST no sangue Sao Vvistos em
casos de morte celular resultante de toxicidade (Adeyemi et al., 2009). Alteragdes na
permeabilidade dos hepatdcitos sdo detectadas por meio da avaliagdo da atividade das
enzimas ALT e AST, sendo que em danos hepatocelulares leves a ALT aparece mais
elevada no sangue, ja em lesdes graves ocorre também aumento da AST. Isso ocorre
pela localizacdo dessas enzimas no hepatocito, a ALT é encontrada principalmente no
citoplasma, enquanto que 80% da AST estdo presentes na mitocondria destas células
(Motta, 2000; Toledo et al., 2013). A atividade de AST e ALT aumentou no sangue de
pargo negro alimentado com dietas contendo 20% de inclusdo de alga vermelha

(Gracilaria lemaneiformis), indicando que essa concentracdo de alga pode causar danos
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hepatocelular (Xuan et al., 2013). Niveis elevados de farinha de colza em dietas para
carpa capim também levaram a elevacfes na atividade de AST e ALT sanguineas,
sugerindo que esse ingrediente pode levar a danos no figado dos peixes (Tan et al.,

2013).
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11 — OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Determinar as exigéncias dietéticas de lisina e metionina + cistina em dietas para

fémeas de lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanaxaltiparanae) na terminacéo.

3.2 Objetivos especificos

o determinar as exigéncias dietéticas de lisina e metionina + cistina para
fémeas de lambaris-do-rabo-amarelo na terminacdo por meio do
desempenho produtivo;

o avaliar a composicdo corporal de fémeas de lambaris-do-rabo-amarelona
terminacgdo, alimentadas com dietas com niveis crescentes de lisina e
metionina + cistina;

o analisar a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e
aspartatoaminotransferase (AST) no soro plasmatico de fémeas de lambaris-
do-rabo-amarelona terminacdo, alimentadas com dietas com niveis
crescentes de lisina e metionina + cistina;

o caracterizar o crescimento muscular de fémeas de lambaris-do-rabo-
amarelona terminagédo, alimentadas com dietas com niveis crescentes de

lisina e metionina + cistina.



IV — Exigéncia de lisina para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax
altiparanae)

Resumo: O presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar a exigéncia
dietética de lisina para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae), na
terminacdo, com base no desempenho produtivo, composi¢do corporal, crescimento
muscular e atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST). Fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (n=480; 4,96+0,02 g)
foram distribuidas em 24 aquérios (70 L cada) em delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos e quatro repeticdes, sendo alimentadas seis vezes ao
dia, até saciedade aparente, durante 95 dias. Foram formuladas seis dietas extrusadas,
isoproteicas (345,0 g kg™ de proteina bruta) e isoenergeticas (19,51 MJ kg™ de energia
bruta), contendo 0,00; 2,60; 5,20; 7,80; 10,40 e 13,00 g kg™ de L-lisina cristalina,
resultando em dietas com 12,13; 13,31; 1536; 18,79; 19,92 e 23,02 g kg,
respectivamente, com base na matéria seca. Com base na andlise linear response
plateau, os melhores resultados de ganho de peso e taxa de crescimento especifico
foram estimados para peixes que receberam dietas com 18,72 g kg™ e 18,91 g kg™ de
lisina, valores correspondentes a 5,41 e 5,46% da proteina da dieta, respectivamente. Os
peixes alimentados com niveis 6timos de lisina (18,76 g kg™) apresentaram reducio da
composicdo corporal de lipideos totais (P<0,05). Os peixes que receberam 0s menores
niveis de lisina apresentaram as menores atividades das enzimas AST e ALT (P<0,05)
no soro sanguineo. O crescimento muscular dos peixes dos diferentes tratamentos ndo
apresentou diferencas (P>0,05). Conclui-se que a exigéncia dietética de lisina para

lambari-do-rabo-amarelo na terminagéo é de 18,72 g kg™ (5,41% da proteina bruta).

Palavras-chave: ~Aminoacido essencial, alanina aminotransferase, aspartato

aminotransferase, fibra muscular, lipideo total, peixe nativo
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Lysine requirement for females of “lambari-do-rabo-amarelo” (Astyanax

altiparanae)

Abstract: This study aimed to evaluate the dietary lysine requirement for finishing
“lambari-do-rabo-amarelo” (Astyanax altiparanae) female based on growth
performance, whole body composition, muscle growth and aspartate aminotransferase
(AST) and alanine aminotransferase (ALT) activity. Females “lamari-do-rabo-amarelo”
(n=480; 4.96+0.02 g) were randomly assigned to 24 aquaria (70 L each) in a completely
randomized design with six treatments and four replicates, and fed six times daily, until
apparent satiety, during 95 days. Six isonitrogenous (345.0 g kg™ crude protein) and
isoenergetic (19.51 MJ kg™ gross energy) extruded diets were formulated to contain
0.00, 2.60; 5.20, 7.80, 10.40 and 13.00 g kg™ of crystalline L-lysine, resulting in diets
containing 12.13; 13.31; 15.36; 18.79; 19.92 and 23.02 g kg™, respectively, based on
dry matter. Based on the broken linear response plateau (LRP) analysis the best results
for weight gain and specific growth ratio were observed in fish fed 18.72 g kg™ and
18.91 g kg* of lysine diets, corresponding to 5.41 and 5.46% of crude protein,
respectively. Fish fed with optimal level of lysine (18.76 g kg™) decreased (P<0.05) the
whole body lipids. The activity of ALT and AST enzymes in the blood serum of fish
was lower in fish fed with the lowest dietary lysine level. No significant differences
(P>0.05) on muscle growth in fish fed with gradel level of dietary lysine were observed.
It was concluded that the dietary lysine requirement of finishing “lambari-do-rabo-
amarelo” is 18.72 g kg ™ (5.41% of crude protein).

Key words: alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, essential amino acid,

muscle fiber, native fish, total lipid
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Introducéo

A proteina € o principal nutriente em dietas para peixes (Keembiyehetty & Gatlin,
1992), uma vez que apresenta importante papel estrutural e metabdlico no corpo do
animal (NRC, 2011). A farinha de peixe é o alimento utilizado como referéncia em
dietas para peixes, principalmente em fungdo do adequado balanceamento de
aminoéacidos de sua proteina (Hardy & Barrows, 2002). Porém, em funcdo do elevado
custo resultante da baixa disponibilidade do produto no mercado (Yang et al., 2011), a
farinha de peixe tem sido substituida por ingredientes proteicos de origem vegetal
(Zhou et al., 2010). No entanto, as proteinas vegetais muitas vezes apresentam
deficiéncias de aminoacidos essenciais, como lisina, metionina e arginina (Hardy &
Barrows, 2002).

Para a formulacédo de dietas balanceadas, que possibilitem o melhor desempenho
produtivo dos animais, € importante avaliar o balanceamento de aminoacidos limitantes
(Khan & Abidi, 2011), considerando a espécie e fase de crescimento do peixe (Peres &
Oliva-Teles, 2008). A lisina é, geralmente, o primeiro aminodcido limitante quando
coprodutos do milho séo utilizados em dietas para peixes (Forster & Ogata, 1998; Cao
et al., 2012). E o aminoacido essencial encontrado em maior concentragio no corpo de
muitas espécies de peixes (Kim & Lall, 2000); atua como precursor na sintese de
carnitina, juntamente com a metionina (Walton et al., 1984), além de ser precursor da
hidroxilisina, um dos principais constituintes do colageno (Sandell & Daniel, 1988).

De acordo com o NRC (2011), a exigéncia dietética de lisina varia entre 12 a 28 g
kg™, porém, alguns autores apontam para que as exigéncias de aminoacidos para peixe
sejam descritos como porcentagem de proteina dietética (Santiago & Lovell, 1988).
Nesse sentido, a exigéncia de lisina varia entre 3,32 a 6,61% da proteina da dieta (Cao
et al., 2012), correspondendo em média a 5,0% da proteina, independentemente do
habito alimentar do peixe.

A mensuracdo da atividade de enzimas especificas é muito utilizada para avaliar
como o metabolismo animal reage a diferentes condi¢bes, sendo possivel verificar
situacbes metabdlicas indesejaveis, como a utilizacdo de proteina para obtencdo de
energia. Alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) séo
enzimas transaminases importantes envolvidas no processo de catabolismo dos
aminoéacidos (Cowey & Walton, 1989). Aumentos das atividades de ALT e AST podem
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ser reflexos da maior utilizagdo de aminoacidos para suprir as demandas energéticas
(Abdel-Tawwab et al., 2010).

O crescimento muscular também €& um indicativo importante da utilizacdo
metabolica dos aminoacidos. Nos peixes, a hiperplasia (aumento do ndmero de células
musculares) e a hipertrofia (aumento do volume das células musculares) sdo
mecanismos responsaveis pelo crescimento muscular, porém a contribuicdo de cada
mecanismo no crescimento é dependente da espécie, da fase de crescimento e do tipo de
musculo (Dal Pai et al., 2000; Aguiar et al., 2005). Em espécies de pequeno porte, que
atingem alguns centimetros de tamanho, o periodo de crescimento hiperpléasico é mais
curto e o crescimento muscular ocorre principalmente por hipertrofia das fibras
formadas nas fases iniciais da embriogénese.

O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) € uma espécie de pequeno
porte nativa da América do Sul. Por apresentar maturidade sexual precoce, ciclo de
producdo curto e aceitar prontamente dietas processadas (Porto-Foresti et al., 2010), tem
recebido destaque na producdo nacional de pescado; possui mercado consumidor em
expansdo, em funcdo da grande procura desse peixe na forma de petisco, como isca viva
para a pesca esportiva e do potencial para ser comercializado enlatado ou em conserva
(Ferreira et al., 2014). As fémeas crescem mais que os machos, sendo preferidas para
criacdo comercial e com o peso de abate de 5 a 10 g. Entretanto, ainda sdo poucas as
pesquisas que avaliam as exigéncias nutricionais do lambari-do-rabo-amarelo, visando a
formulacéo de racGes completas de baixo custo e menor impacto ambiental (Cotan et
al., 2006).

Apesar de a lisina ser 0 aminoacido mais estudado em nutricdo de peixes, ainda
ndo existem referéncias sobre sua exigéncia para fémeas de lambaris-do-rabo-amarelo
na terminacdo. Portanto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de determinar
a exigéncia dietética de lisina para fémeas de lambaris-do-rabo-amarelo na terminacao,
por meio da avaliacdo do desempenho produtivo, composi¢do corporal, crescimento
muscular e atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato

aminotransferase (AST).

Material e Métodos

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de
Producéo da Universidade Federal de Vicosa, MG, Brasil (processo n° 18/2013).
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Dietas experimentais

Seis dietas isoproteicas (345,0 g kg™ de proteina bruta) e isoenergéticas (19,51 MJ
kg™t de energia bruta) foram formuladas contendo seis niveis de inclusdo de L-lisina
cristalina-79% (0,00; 2,60; 5,20; 7,80; 10,40; 13,00 g kg™), resultando em dietas com
12,13; 13,31; 15,36; 18,79; 19,92 e 23,02 g kg™de lisina, com base na matéria seca. A
formulacdo das dietas experimentais, assim como a composi¢cdo quimica e a
composicao de aminoacidos estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Para confec¢do das dietas, todos os macroingredientes foram moidos em moinho
de martelos (TRF-400 Trapp, Jaragué do Sul, SC, Brasil) com peneira de 0,5 mm de
diametro. Ap6s a moagem, 0s macro e microingredientes foram pesados em balanca de
precisdo (MB45 Toledo® 0,01 g, PR, Brasil) e misturados em misturador tipo V (Ma200
Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) por 15min. As dietas foram entdo processadas em
extrusora (Ex-Micro®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com 3,0 mm de didmetro. Apés
extrusdo, as dietas foram secas em estufa de ventilacdo forcada (TE-394/3 Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil), a 50°C.

Tabela 1
Tabela 2

Peixes e condicbes experimentais

Fémeas de lambaris-do-rabo-amarelo na terminacéo, 4,96+0,02 g, provenientes do
setor de piscicultura da Universidade Federal de Vigosa, foram distribuidas em 24
aquarios (70 L cada) na densidade de 20 peixes por aquario, em que cada aquério foi
considerado uma unidade experimental. Os aquarios foram mantidos em um sistema de
recirculacdo de agua, com filtro mecanico e biol6gico, aquecedor e termostato central,
além de sistema de aeracao constante. Os aquarios foram cobertos com rede de nylon do
tipo clarite, de 2,0 mm, para evitar fuga dos peixes. A taxa de reposi¢do de agua no
sistema foi de cerca de 5% ao dia, e o fluxo de 4gua de 2 a 3 L min™.

A temperatura da agua foi mantida em 27,0+1,0°C por meio de aquecedores e
termostato. O teor de oxigénio dissolvido permaneceu em 6,5+1,0 mg L™, o pH em
6,5+0,3 e a amoénia em 0,00+0,02 mg L™, durante todo o periodo experimental. Foi
realizada aeracdo suplementar por meio de soprador central (CR-20 Ibram, Sao Paulo,
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SP, Brasil). Os pardmetros de qualidade da 4gua foram aferidos semanalmente, apenas a
temperatura foi aferida diariamente. O laboratério foi mantido em fotoperiodo de 12 h,
controlado por um timer analdgico. Os peixes foram alimentados seis vezes ao dia (8 h,
10 h, 12 h, 14 h, 16 h e 18 h), até a saciedade aparente, por um periodo de 95 dias.

Desempenho produtivo

No final do periodo experimental, ap6s 24h de jejum, todos os peixes de cada
unidade experimental foram anestesiados (20 mg L™de eugenol) contados e pesados em
balanca de precisdo (0,01 g), para avaliacdo da sobrevivéncia, ganho de peso, taxa de
crescimento especifico, conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica. Apds a
pesagem, 0s peixes de cada unidade experimental foram insensibilizados com
superdosagem de eugenol (300 mg L™), para determinacio do rendimento de carcaca,
indice viscerossomatico, indice gonadossomatico e indice hepatossomatico. O indice
viscerossomatico incluiu o peso do estbmago, intestino, cecos pildricos, gbnadas,
coracdo, figado, vesicula e bexiga natatéria. Também foi determinada a eficiéncia de

retencdo de proteina, utilizando os valores de proteina bruta dos animais.

Crescimento muscular

Para a avaliacdo do crescimento muscular foram utilizados oito peixes de cada
tratamento, dois por unidade experimental. Apos insensibilizacdo com superdosagem de
eugenol (300 mg L™), foi retirada uma amostra em formato retangular do mésculo branco
dorsal, acima da linha lateral, na altura do inicio da nadadeira dorsal. Essas amostras
foram fixadas em formol tamponado 10% por 24 h, em temperatura ambiente, e
transferidos para alcool 70%. Posteriormente, os musculos foram desidratados em séries
crescentes de alcool etilico e incluidos em glicol metacrilato (Historesin®, Leica, S&o
Pulo, SP, Brasil). Foram realizados cortes transversais semisseriados, de 3 um de
espessura, obtidos com o auxilio de micrétomo com navalhas de vidro. Os cortes foram
montados em laminas de vidro e processados para a coloragdo com azul de toluidina. As
laminas histoldgicas foram fotodocumentadas em fotomicroscopio (Olympus® BX53, S&o
Paulo, SP, Brasil) com camera acoplada (Olympus® DP73, Sdo Paulo, SP, Brasil). As
fibras foram analisadas pelo pacote de anélise de imagens ImagePro-Plus®, onde foi

determinado o menor diametro de 200 fibras musculares por animal, as quais foram
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agrupadas em classes de didmetros (<20 pm, 20-50 um e >50 pum) (Almeida et al., 2008).
A frequéncia das fibras dentro de cada classe foi determinada em relagdo ao numero total
de fibras. Essas andlises foram realizadas no laboratorio de Biologia Celular e Estrutural

do departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa — UFV.

Atividade enzimatica

Um pool de amostras de sangue por unidade experimental foi recolhido por meio
do corte da nadadeira caudal, com auxilio de uma seringa heparinizada, 1,0 mL de soro
foi separado por centrifugacdo (10000 rpm por 15 min a 4°C) e armazenado a -80°C
para posterior analise da atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). A determinagdo da atividade das enzimas foi realizada
utilizando kits comerciais Bioclin® (Quibasa - Quimica Bésica, Belo Horizonte, MG,
Brasil), em analisador automatico de bioquimica (Alize, Lisabio, Franca), seguindo as
especificacbes do fabricante. Todas as analises foram feitas em duplicatas. Andlises
realizadas no departamento de Bioquimica, setor de enzimologia, da Universidade
Federal de Vigosa — UFV.

Composicao corporal

Todos os peixes foram liofilizados (Labconco, Kansas City, MO, EUA) com
cabeca, escamas e contetdo visceral. Ap6s a liofilizacdo foi determinado o teor de
umidade das amostras (peso antes da liofilizacdo — peso apos liofilizacdo), os animais
liofilizados foram moidos em moinho do tipo faca. Posteriormente, foi determinado a
proteina bruta pelo método semimicro Kjeldahl (Quimis, Diadema, SP, Brasil), lipideos
totais (extrator Soxtherm 2000 Gerhardt, New Orleans, EUA) e matéria mineral
(calcinagdo das amostras a 550°C por 6 h), seguindo o preconizado pela AOAC (1995).
A energia bruta dos peixes foi obtida em bomba calorimétrica. As analises de

composigdo corporal foram realizadas em triplicatas.

Delineamento experimental e anélise estatistica

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualisado, com seis
tratamentos e quatro repeticGes. Os dados foram submetidos a andlises de variéncia

(Anova) a 5% de probabilidade. Para a determinacdo da exigéncia de lisina foi aplicado
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0 modelo de regressdo polinomial quadratica e modelo linear response plateau (LRP). O
modelo que apresentou o maior coeficiente de determinacéo (r?) foi escolhido como o
modelo de melhor ajuste.

Para a avaliacdo da atividade das enzimas AST e ALT foram realizadas analises
de variancia (Anova) e teste de Tukey (P<0,05), em caso de diferenca significativa.
Todas as analises foram efetuadas por meio do programa computacional SAS 9.1.3.

Resultados
Desempenho produtivo

Sobrevivéncia, conversdo alimentar e rendimento de carcaga, assim como 0S
indices viscerossomatico, gonadossomatico e hepatossomatico, das fémeas de lambaris-
do-rabo-amarelo alimentadas com diferentes niveis de lisina ndo apresentaram
diferengas (P>0,05). O mesmo foi observado para a taxa de eficiéncia proteica e a
eficiéncia de retencdo de proteina (Tabela 3). Ndo foram observados sinais de doencas
ou anomalias externas nos peixes durante a fase experimental.

Os niveis de lisina influenciaram (P<0,05) o ganho de peso e a taxa de
crescimento especifico (Tabela 3). Os valores de r® para o ganho de peso foram de 0,97
e 0,65 para os modelos LRP e regressdo polinomial, respectivamente. Do mesmo modo,
para a taxa de crescimento especifico, esses valores foram de 0,98 e 0,69 para 0s
modelos LRP e regressdo polinomial, respectivamente. Com base no r?,0 modelo LRP ¢
0 que apresentou melhor ajuste para as duas variaveis. Segundo este modelo, com base
no ganho de peso e na taxa de crescimento especifico, a exigéncia em lisina para fémeas
de lambari-do-rabo-amarelo na terminacdo foi de 18,72 g kg’ e 1891 g kg™,
correspondendo a 5,41 e 5,46% da proteina da dieta, respectivamente (Figuras 1 e 2).

O consumo de 0,18 g de lisina, por animal, foi a quantidade necessaria para
méximo ganho de peso (y= -54,277x* + 19,735x + 0,627; r*=0,67) e maior taxa de
crescimento especifico (y= - 8,2517x* + 2,9553x - 0,0445; r’=0,70) em fémeas de

lambari-do-rabo-amarelo.

Tabela 3
Figuras 1
Figuras 2
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Composicao corporal

O consumo de dietas contendo diferentes niveis de lisina ndo influenciou (P>0,05)
a composicao corporal das fémeas de lambari-do-rabo-amarelo na terminacdo em
umidade, proteina bruta, matéria mineral e energia bruta (Tabela 4). Foi observado
efeito quadratico (y = 0,0437272x% - 1,63695x + 24,9696; r>=0,61) dos niveis de lisina
sobre a composicdo corporal de lipideos totais dos peixes, em que o menor valor de
lipideo corporal foi encontrado em peixes alimentados com 18,76 g kg” de lisina
(5,42% da proteina da dieta).

Tabela 4

Atividade enzimatica

A atividade das enzimas AST e ALT no soro sanguineo de fémeas de lambaris-
do-rabo-amarelo em terminacdo foi influenciada (P<0,05) pelos niveis de lisina das
dietas. Peixes alimentados com dietas com 12,13 e 13,31 g kg™ apresentaram menores
valores de atividade da enzima AST, em relacdo aos peixes que receberam as dietas
com 15,36 a 23,029 kg™de lisina dietética. A maior atividade da enzima ALT foi
observada em peixes que consumiram a dieta com 23,02 g kg™ de lisina. Peixes
alimentados com dietas com 12,13 a 15,36 g kg™ de lisina apresentaram as menores

concentracdes de ALT (Tabela 5).

Tabela 5

Crescimento muscular

Os peixes apresentaram fibras musculares distribuidas nas trés classes de
didmetros estabelecidas (Figura 3). Os diferentes niveis de lisina dietética ndo
influenciaram (P>0,05) a frequéncia de fibras musculares em nenhuma das trés classes

de didmetros estabelecidas (<20; entre 20 e 50 e >50 um) (Tabela 6).

Figura 3
Tabela 6
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Discussao

O ganho de peso e a taxa de crescimento especifico aumentaram com a
suplementacéo de lisina na dieta e, com base nesses parametros, as exigéncias dietéticas
de lisina para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo foram estimadas em 18,72 g kg™
(5,41% da proteina da dieta) e 18,91 g kg' (5,46% da proteina da dieta),
respectivamente. Com base na exigéncia de lisina como porcentagem da proteina, os
valores encontrados no presente estudo estdo dentro da faixa estimada para outras
espécies de peixes, de 3,32 a 6,61% da proteina da dieta (Wilson, 2003), assim como
para a maioria das espécies descritas no NRC (2011), sendo proxima da exigéncia
estimada para juvenis de carpa capim (Ctenopharyngodon idella), de 5,44% da proteina
da dieta (Wang et al., 2005) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) na fase de
terminacdo, 5,70% da proteina da dieta (Furuya et al., 2004). No entanto, a exigéncia de
lisina estimada para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo na presente pesquisa foi maior
que a estimada para alevinos de jundia (Rhamdia quelen), de 4,5% da proteina da dieta
(Montes-Girao & Fracalossi, 2006) e menor que a estimada para juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus), de 5,86% da proteina da dieta (Abimorad et al., 2010).

A exigéncia de lisina é variavel de acordo com a espécie de peixe, idade dos
animais, composic¢éo da dieta (Forster & Ogata, 1998), manejo dos peixes e condi¢des
experimentais (Forster & Ogata, 1998; Mai et al., 2006), digestibilidade da energia e
dos nutrientes das dietas (De Silva et al., 2000). Além disso, as variacdes podem
também ser atribuidas ao método estatistico utilizado para estimar a exigéncia (Mai et
al., 2006). Destaca-se que, pelo modelo LRP, geralmente a estimativa da exigéncia é
menor, quando comparado ao modelo de regressdo polinomial (Baker, 1986). O modelo
LRP é o modelo mais comum utilizado em experimentos de dose-resposta para estimar
as exigéncias de lisina de animais aquéaticos (Hauler & Carter, 2001; Hernandez-
Llamas, 2009). No presente estudo, este modelo apresentou melhor coeficiente de
determinacgéo (r%), sendo considerado o mais adequado para descrever a relacdo entre o
nivel de lisina e a resposta de desempenho produtivo dos peixes.

Vaérios estudos tém demonstrado que 0s peixes apresentam menor eficiéncia em
utilizar amino&cidos cristalinos, quando comparada a utilizagdo de aminoacidos ligados
as proteinas (Zarate & Lovell, 1997). Isso pode ser explicado pela maior velocidade de
absorcdo dos aminoacidos cristalinos (Ronnestad et al., 2000), uma vez que nao

necessitam ser digeridos. Essa absorgdo desproporcional altera o padrdo dos
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aminoacidos que entram no sistema circulatorio, e provocam desequilibrio no perfil de
aminoacidos dos tecidos e reduz a eficiéncia da sintese de proteinas (Zarate & Lovell,
1997; Ambardekar & Reigh, 2007). Além disso, ocorre aumento no catabolismo de
aminoéacidos, resultado da reducdo dos processos anabodlicos, levando ao aumento da
excrecdo de nitrogénio (Cheng et al., 2003; Conceicdo et al., 2003). Aumentar a
frequéncia de alimentacdo é uma estratégia utilizada para reduzir o excesso de lisina nas
células e melhorar a utilizacdo dos aminoacidos cristalinos. Bagre do canal (Ictalurus
punctatus) (Zarate et al., 1999) e perca prateada (Bidyanus bidyanus) (Yuan et al., 2011)
alimentados cinco vezes ao dia, apresentaram maior eficiéncia de utilizacdo dos
aminoacidos cristalinos. Diante disso, no presente estudo, os peixes foram alimentados
seis vezes por dia para permitir maior utilizacdo dos aminoacidos cristalinos e reduzir a
lixiviacdo dos mesmos.

A suplementacdo de lisina é relacionada a reducdo no conteudo corporal de
lipideos dos peixes (Mai et al., 2006; Zhang et al., 2008; Carter & Hauler, 2011) e
aumento da taxa de retencdo proteica (Wang et al., 2005; Abboudi et al., 2006; Lin et
al., 2012). Esta tendéncia pode ser atribuida ao fato de que uma dieta balanceada,
provavelmente, reduz o catabolismo de aminoacidos e aumenta a sintese de proteinas,
reduzindo a utilizacdo da proteina dietética para formacdo de gordura corporal
(Rodehutscord et al., 2000; Tantikitti & Chimsung, 2001; Encarnacdo et al., 2004). A
lisina também & percussora na sintese de carnitina, molécula envolvida no transporte de
acidos graxos de cadeia longa do citosol para a mitocondria, onde é realizada a -
oxidacdo (Walton et al., 1984), assim a lisina pode estimula indiretamente o
catabolismo de lipideos (Ozorio et al., 2001; Zhou et al., 2010).

No presente estudo, o nivel de lisina estimado para a menor composicéo corporal
de lipideos totais foi 18,76 g kg™, valor similar & exigéncia de lisina determinada com
base no ganho de peso e na taxa de crescimento especifica. Burtle & Liu (1994)
relataram que o conteGdo de lipideos do bagre do canal foi reduzido com a
suplementacdo de carnitina, lisina ou ambos. Alguns autores observaram redugdo no
conteddo corporal de lipideos em peixes alimentados com niveis 6timos de lisina,
mesmo sem alteracdo do contetdo proteico (Luo et al., 2006; Sanchez-Lozano et al.,
2009; Deng et al., 2011).

O aumento da atividade das enzimas AST e ALT, no soro dos peixes que
receberam as maiores proporcdes de lisina na dieta (15,36 a 23,02 g kg™), sugere

aumento no catabolismo de aminoacidos. O excedente de aminoacidos fornecido ndo



49

pode ser armazenado pelos peixes, sendo desaminado e convertidos em compostos
energéticos (Ballantyne, 2001; Stone et al., 2003), as enzimas ALT e a AST sdo as
transaminases mais importantes envolvidas neste processo (Cowey & Walton, 1989).
Isso também foi demonstrado em alevinos de pargo negro (Acanthopagrus schlegelii)
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de lisina e arginina, que
apresentaram menor atividade de ALT plasmaética quando receberam a dieta controle,
que atendia a exigéncia dos aminoacidos (Zhou et al., 2011). Aumento da atividade da
ALT sanguinea também foi observado em larvas, alevinos e juvenis de tilapias do Nilo,
quando o nivel de proteina digestivel da dieta passou de 25% para 45%. Os autores
atribuiram o aumento da atividade da ALT a maior utilizacdo de aminoacidos para
producdo energética (Abdel-Tawwab et al., 2010).

No presente trabalho, 0Ss peixes apresentaram crescimento muscular
predominantemente por hipertrofia das células. A maioria das espécies de peixes
apresenta crescimento muscular indeterminado, quando o aumento da musculatura
ocorre através do recrutamento de novas fibras musculares (hiperplasia) e do aumento
no tamanho das fibras musculares ja existentes (hipertrofia) (Stickland, 1983). Diferente
dos peixes, os mamiferos apresentam crescimento muscular determinado e o aumento
da massa muscular poés-natal ocorre principalmente por hipertrofia (Johansen &
Overturf, 2005). No entanto, em algumas espécies, como o peixe-zebra (Danio rerio), o
crescimento muscular é determinado, com pouco crescimento por hiperplasia ocorrendo
apos a fase de juvenil (Biga & Goetz, 2006). O lambari-do-rabo-amarelo é uma espécie
de pequeno porte, nessas espécies, em geral, o periodo de crescimento hiperplasico é
mais curto e o crescimento muscular ocorre principalmente por hipertrofia das fibras
musculares.

O crescimento muscular pode ser influenciado por varios fatores externos, como a
nutricdo (Johnston, 2006). Ainda sdo conflitantes os efeitos da suplementacéo proteica e
aminoacidica na hiperplasia e hipertrofia das fibras musculares de peixes. Diferentes
niveis de lisina, em dietas para larvas de tilapia do Nilo, resultaram em aumento da taxa
de hiperplasia dos peixes (Aguiar et al., 2005). Por outro lado, juvenis de salmdo do
Atlantico (Salmo salar) alimentados com diferentes niveis de proteina apresentaram
poucas mudancas nos tamanhos das fibras musculares (Johnston et al., 2003). Para
adultos de lambari-do-rabo-amarelo, os niveis de lisina avaliados ndo foram suficientes
para refletir em diferengas nas frequéncias das classes de didmetros das fibras

musculares. Por outro lado, apesar da baixa taxa de crescimento dos peixes, a
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suplementacdo com lisina pode ter impedido que as fémeas de lambari-do-rabo-amarelo
apresentassem decréscimo na taxa de crescimento, devido ao maior gasto de energia
para formar as gonadas, como relatado em salmonideos durante a maturacdo sexual
(Aksnes et al., 1986; Tveiten et al., 1998).

A adequada suplementagéo de lisina resultou em maior crescimento e reducéo
corporal de lipideos, em que os melhores resultados foram obtidos em peixes que
receberam dietas com relacdo arginina:lisina proxima de 0,91:1,00. Além da exigéncia
de lisina, a relacdo entre arginina e lisina deve ser considerada para evitar antagonismos
entre os mesmos (Wu, 2013). Considerando que a criacdo de fémeas resulta em animais
com maior proporcao corporal de lipideos, a reducéo corporal de lipideos por meio da
adequada suplementacao de lisina constitui-se em ferramenta nutricional para adequar o
pescado para ser comercializado. Concluiu-se que, de acordo com o modelo LRP e com
0 ganho de peso dos peixes, a exigéncia dietética de lisina para fémeas de lambaris-do-
rabo-amarelo na terminacdo é de 18,72 g kg™ (5,41% da proteina bruta da dieta).
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Tabela 1 - Formulagdo das dietas experimentais
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Nivel de lisina (g kg™)

Ingredientes

12,13 13,31 15,36 18,79 19,92 23,02
Farelode soja 213,00 213,00 213,00 213,00 213,00 213,00
Gluten de milho 60 22850 228,50 228,50 228,50 228,50 228,50
Fuba de milho 214,00 211,40 208,80 206,20 203,60 201,00
Farelo de trigo 244,00 244,00 244,00 244,00 244,00 244,00
Quirera de arroz 48,80 48,80 48,80 48,80 48,80 48,80
Oleo de soja 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Fosfato bicélcico 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
L- Lisina® 0,00 2,60 5,20 7,80 10,40 13,00
L-Triptofano® 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
L-Arginina* 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
DL-Metionina 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
Vitamina C? 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Sal comum 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Supl. min. e vit. 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
BHT* 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antifingico® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

IL — Lisina, L-Triptofano, L-Arginina (Ajinomoto, Sdo Paulo, SP, Brasil); DL — Metionina (MCassab,

S&o Paulo, SP, Brasil).

2Vitamina C (Saint Charbel, Vicosa, MG, Brasil).
*Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000Ul; Vit. D3; 200.000UI; Vit. E, 12.000
mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B4, 4.800 mg; Vit. B,, 4.800 mg; Vit. Bg, 4.000 mg; Vit. B, 4.800 mg; Ac.
Fdlico, 1.200 mg; Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg;
Niacina, 24.000 mg; Ferro, 10.000 mg; Cobre, 6.000 mg; Manganés, 4.000 mg; Zinco, 6.000 mg; lodo,

20 mg; Cobalto, 2 mg; Selénio, 20 mg.

*Butilhidroxi tolueno (antioxidante) (Isofar Ind., Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
SAntifingico (MoldZap Aquativa®, - Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda., Araucaria, PR, Brasil).
Composicao: dipropionato de amdnia, acido acético, &cido sérbico e &cido benzoico.



56

Tabela 2 - Composicdo quimica e de aminoacidos das dietas experimentais, base na
matéria seca

Nivel de lisina (g kg™

- s 1

Composigao (g kg™) 1213 1331 1536 1879 1992 2302
Matéria seca® 04170 93900 94580 94230 93880 943,00
Proteina bruta® 330.60 34631 349,86 34978 34246 346,87
Extrato etéreo® 13598 13311 13378 13211 13280 134.66
Cinzas! 6635 6728 6548 6705 6538 6510
Fibra bruta® 2676 2756 2645 2696 27690  26.52

Energia bruta (MJkg™)* 19,45 1930 19,41 1954 19,68 19,72
Aminoacidos essenciais®

Lisina 12,13 13,31 15,36 18,79 19,92 23,02
Metionina 6,91 6,82 6,98 7,15 7,21 7,32
Treonina 12,15 11,60 11,71 12,46 12,43 12,64
Triptofano 5,83 5,83 577 6,02 5,85 5,63
Arginina 16,84 15,55 15,93 17,04 16,61 16,69
Fenilalanina 18,47 16,78 17,03 17,99 18,16 18,49
Histidina 7,68 7,23 7,16 7,64 7,59 7,75
Isoleucina 12,92 11,86 12,05 12,97 12,98 12,96
Leucina 38,11 3493 35,82 37,40 38,18 38,80
Valina 14,64 13,46 13,81 14,66 14,81 14,92
Aminoacidos ndo essenciais”
Alanina 21,97 19,45 20,41 21,47 21,56 21,60
Acido aspartico 2546 2444 2489 26551 26,15 26,76
Acido glutamico 67,55 62,20 63,64 66,89 66,57 68,09
Cistina 5,29 4,77 5,03 5,27 5,14 5,26
Glicina 12,01 11,01 10,85 11,99 11,56 11,83
Serina 16,12 15,30 15,71 16,42 16,61 16,96
Tirosina 13,76 12,53 12,52 13,38 13,79 13,56

Valores determinados no laboratdrio de Nutricio Animal do departamento de Zootecnia da Universidade
Estadual de Maringa, Parand, Brasil.

*Valores determinados no laboratério da Ajinomoto do Brasil IndUstria e Comércio de Alimentos Ltda.,
Sé&o Paulo, Brasil.



Tabela 3 - Desempenho produtivo de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas contendo niveis de

Nivel de lisina (g kg™)

Parametros 1213 13,31 15,36 18,79 19.92 23.02 Valor P
"GP (g) 1,6620,09 1,85+0,27 2.00+0,41 2.24+0,07 2.48+0.26 2.31+0,14 0,0006
"TCE (%) 0,11+0,01 0,14+0,03 0,16+0,06 0,20+0,01 0,23+0,03 0,21+0,02 0,0003
“CA (g/g) 2,840 45 3,28+0,08 3,23+0,45 2,73+0,08 2,93+0,16 3,16+0,23 0,1824
“TEP (%) 0,80+0,10 0,86+0,05 0,90+0,14 1,02+0,06 0,9620,10 0,90+0,07 0,4095
"ERP (%) 21,39+2.99 24.12+1,04 22 59+1,99 26,08+1,11 24.41+1,18 23.40+1,75 0,4517
'RC (%) 73,06+1,55 72,52+2,25 73,05+1,24 72,23+2,40 74,43+2,96 73,31+1,34 0,7514
9IVS (%) 20,51+1,29 20,63+1,91 20,36+1,37 20,53+1,03 20,06+1,74 19,95+1,32 0,9801
"NGS (%) 15,94+1,19 15,22+1,91 15,09+0,43 15,900,68 15,89+1,78 15,63+1,47 0,9298
'HS (%) 0,79+0,10 0,90+0,20 0,92+0,06 0,84+0,13 0,81%0,10 0,85+0,06 0,6929
ISO (%) 75,44+24 31 85,97+8,04 96,49+6,08 91,23+3,04 87,72+3,04 92,32+9,14 0,3695

Diferenca significativa entre os niveis de lisina foram determinadas pela analise de variancia (ANOVA) seguida pela anélise linear response plateau (LRP).
4GP (Ganho de peso) = Biomassa média final — Biomassa média inicial

*TCE (Taxa de crescimento especifico) = (In Peso final — In Peso inicial)/dias x 100
‘CA (Conversdo alimentar) = Consumo total de racdo/Ganho de peso total
“TEP (Taxa de eficiéncia proteica) = Ganho de peso/Proteina consumida

*ERP (Eficiéncia de retengéo de proteina) = ((Contetdo final de proteina da carcaga x Biomassa final) — (Contetdo inicial proteina da carcaga x Biomassa inicial))/Proteina consumida

'RC (Rendimento de carcaga) = Peso peixe eviscerado/Peso peixe inteiro x 100
91VS (indice viscerossomatico) = Peso da viscera/Peso do animal inteiro x 100
f‘lGS (indice gonadossomatico) = Peso da génada/Peso animal inteiro x 100
'IHS (indice hepatossomatico) = Peso do figado/Peso do animal inteiro x 100
ISO (Sobrevivéncia) = Nimero final de peixes/Nimero inicial de peixes x 100

LS



Tabela 4 - Composicao corporal (% da matéria natural) de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas

contendo niveis de lisina

Nivel de lisina (g kg™)

Parametros 1213 1331 15,36 18,79 19.92 23.02 Valor P
Umidade 67,47+1,53 68,00+0,48 68,89+0,38 68,90+0,70 68,57+0,50 68,35+1,81 04772
Proteina bruta 20,24+0,67 20,38+0,28 19,59+0,26 20,01%0,76 19,91+0,14 20214135  0,2942
Lipideo total 11,52+1,06 10,02+0,52 10,27+0,28 9,48+0,55 9,80+0,39 10,47+0,58  0,0229
Matéria mineral 4.15+0,29 4.51+0,12 4.45+0,22 4.29+0,18 4.47+0,46 4404012 03044
Energia bruta (kcal kg™) 1574,04+78,33 1582,21+38,84 1576,78+31,26 1549,55+66,35 15550945429 158509+84,40 0,7835

Diferenca significativa entre os niveis de lisina foram determinadas pela analise de variancia (Anova) seguida pela analise de regresséo.
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Tabela 5 - Atividade das enzimas AST e de ALT no soro (U L™) de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas com
dietas contendo niveis de lisina

Nivel de lisina (g kg™)

Parametro 1213 1331 15.36 18.79 19.92 23.02 Valor P
AST 374,33+62,13°  382,00+41,15°  532,50+53,03%  525,33+41,36°  501,00+46,49°  513,00+12,73° 0,0008
ALT 25,00+9,85° 29,33+13,87° 35,33+1,53" 52,67+6,11° 51,67+4,16" 60,67+4,62° 0,0003

Médias nas linhas seguidas por letras mindsculas diferentes apresentam diferencas significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).
AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase).
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Tabela 6 - Frequéncia de distribui¢do das fibras musculares em trés classes de didmetros (<20 pum, entre 20 e 50 um e >50 um) em fémeas de

lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas contendo niveis de lisina

Nivel de lisina (g kg™)

Diametros 1213 13,31 15,36 18,79 19,92 23,02 Valor P
<20 um 0,69+1,00 0,50+0,53 0,17+0,26 1,13+0,86 0,75+1,25 0,44+0.61 0,4720
20-50 um 34,00+11,83 28,71%9,70 28,58+10,08 29,50+12,34 27,6949 43 26,766,90 0,8179
>50 um 653141247 70,79+9.92 71.33+10,27 69,38+13,65 71,56411,29 73,00+6,26 0,8234

Frequéncia de distribuicdo das fibras musculares expressas em %.

09
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Figura 1 - Ganho de peso de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)
alimentadas com dietas contendo niveis de lisina.
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Figura2 - Taxa de crescimento especifico de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas contendo niveis de lisina.
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Figura 3 - Fotomicrografia representativa de corte transversal do musculo branco dorsal
de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas
com dieta basal, contendo 12,13 g kg™ de lisina. Azul de toluidina.



V — Exigéncia dietética de metionina + cistina para lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae)

Resumo: Com este estudo objetivou-se determinar a exigéncia de metionina + cistina
para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) em fase de terminacéo,
por meio da avaliacdo do desempenho produtivo, composi¢do corporal, crescimento
muscular e atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST). Os peixes (n=264; 6,10+0,11 g) foram distribuidos em 24
aquarios (70 L cada) e alimentados seis vezes ao dia, durante 95 dias. Dietas
isoproteicas (310,0 g kg™ de proteina bruta) e isoenergéticas (19,76 MJ kg™*de energia
bruta) foram formuladas com seis niveis de DL-metionina cristalina, 0,00; 2,00; 4,00;
6,00; 8,00 e 10,00 g kg™, correspondendo a dietas com 6,71; 8,31; 11,31; 13,12; 15,59 e
19,74 g kg™ de metionina + cictina, respectivamente. Os diferentes niveis de metionina
+ cictina influenciaram (P<0,05) o ganho de peso, taxa de crescimento especifica e taxa
de eficiéncia proteica. O maior ganho de peso foi obtido para o nivel estimado de 13,66
g kg™t de metionina + cistina (4,40% da proteina bruta da dieta). A maior taxa de
crescimento especifica foi estimada em peixes que receberam a dieta com 13,52 g kg™
de metionina + cistina (4,36% da proteina bruta da dieta). A maxima taxa de eficiéncia
proteica foi obtida nos peixes alimentados com 13,17 g kg™ de metionina + cistina
(4,25% da proteina bruta da dieta). Ndo foi observado diferenca na composicéo
corporal, crescimento muscular e atividade das enzimas ALT e AST nos peixes
alimentados com diferentes niveis de metionina + cistina. Conclui-se que a exigéncia de
metionina + cistina para lambari-do-rabo-amarelo em fase de terminacdo é de 13,52 g
kg™ (4,36% da proteina bruta da dieta).

Palavras-chave: Aminoacido essencial, aminotransferase, aminoacido sulfurado, fibra

muscular, peixe nativo
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Dietary methionine + cystine requirement for “lambari-do-rabo-amarelo”

(Astyanax altiparanae)

Abstract: This study aimed to determine the methionine + cystine requirement for
finishing female lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae), through the
evaluation of the growth performance, whole body composition, muscle growth and
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) activity. The fish
(n=264; 6.10+0.11 g) were distributed into 24 (70 L each) and fed with extruded diets
six times per day, during 95 days. An isonitrogenous (310.0 g kg™ crude protein) and
isoenergetic (19.76 MJ kg™ gross energy) amino acid test diets were prepared to contain
six levels of DL-methionine, 0.00; 2.00; 4.00; 6.00; 8.00 and 10.00 g kg*,
corresponding to diets containing 6.71; 8.31; 11.31; 13.12; 15.59 and 19.74 g kg™ of
methionine + cystine, respectively. The different levels of methionine influenced
(P<0.05) the weight gain, specific growth rate and protein efficiency ratio. The higher
weight gain was in fish fed 13.66 g kg™ of methionine + cystine (4.40% of the dietary
protein). The higher specific growth rate was estimated in fish fed 13.52 g kg™ of
methionine + cystine (4.36% of dietary protein). The maximum protein efficiency ratio
was obtained in fish fed 13.17 g kg™ methionine + cystine (4.25% of dietary protein).
No differences on whole body composition, muscle growth and ALT and AST activity
of fish fed with graded levels of methionine were observed. It was concluded that the
dietary methionine + cystine requirement for finishing “lambari-do-rabo-amarelo” is
13.52 g kg™ (4.36% the dietary protein).

Key words: Amninotransferase, essential amino acid, muscle fiber, native fish, sulfur

amino acid
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Introducéo

O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) € um peixe onivoro (Vilella et
al., 2002; Bennemann et al., 2005) que aceita dietas processadas desde a fase larval. E
uma espécie de pequeno porte que atinge a maturidade sexual aos quatro meses de idade
(Porto-Foresti et al., 2010), caracteristicas que podem viabilizar sua utilizacdo como
modelo experimental (Gongalves et al., 2014). Apresenta dimorfismo sexual, sendo que
0s machos apresentam espiculas asperas na nadadeira anal durante o periodo
reprodutivo (Porto-Foresti et al., 2010) e as fémeas apresentam maior taxa de
crescimento e séo preferidas para criacdo. Lambaris sdo utilizados como isca viva para a
pesca esportiva e consumido preferencialmente na forma de petisco (Hayashi et al.,
2004; Ferreira et al., 2014), sendo comercializados entre 5 e 10 g.

Na alimentacdo animal é necesséario o fornecimento continuo de proteina para
atender as exigéncias de manutencdo e producdo, uma vez que a proteina representa
aproximadamente 65 a 75% da materia seca corporal (Wilson, 2002) e desempenham
importante papel estrutural e metabdlico (NRC, 2011). A soja e seus coprodutos tém
sido amplamente utilizados como ingredientes proteicos em dietas para organismos
aquaticos. No entanto, possuem deficiéncia em metionina, um aminoécido essencial e 0
primeiro aminoacido limitante nesses alimentos (Dabrowski et al., 1989; Mai et al.,
2006).

A metionina é indispensavel para a sintese proteica e apresenta importantes
fungBes fisioldgicas (Lovell, 1998). Metionina e cistina sdo aminodcidos inter-
relacionados e sdo as principais fontes de enxofre para 0 metabolismo normal do corpo
(Zhou et al., 2006). A cistina ndo é considerada um aminoacido essencial, uma vez que
pode ser sintetizada a partir de metionina por meio de transulfuracdo (Wu, 2013). Dietas
deficientes em metionina resultam em piora no crescimento e na conversdo alimentar, e
podem causar catarata em alguns salmonideos (Walton et al., 1982; Rumsey et al.,
1983; Cowey et al., 1992). Por outro lado, o excesso de metionina na dieta pode ser
toxico para algumas espécies e, consequentemente, causar reducdo do crescimento e
piora na conversao alimentar (Choo et al., 1991).

Os valores de exigéncias nutricionais dos aminoacidos sulfurados tém sido
estimados para varias espécies de peixes, variando de 2,0 a 5,0% da proteina da dieta
(NRC, 2011). As diferencas entre as estimativas de exigéncia destes aminoacidos
podem ser pelas diferencas na composicédo da dieta basal, especie, tamanho e idade do
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peixe, as diferengas genéticas e a0 manejo alimentar utilizado durante os experimentos
(Mai et al., 2006). Dietas com niveis 6timos de metionina + cistina, além de melhorar 0s
parametros de desempenho produtivo dos peixes, podem reduzir a quantidade de
lipideos corporal dos animais e aumentar a deposicéo de proteica (Nwanna et al., 2012),
acarretando em maior crescimento muscular.

Nos peixes, a hiperplasia (aumento do numero de células musculares) e a
hipertrofia (aumento do volume das células musculares) sdo responsaveis pelo
crescimento da musculatura, porém a contribuicdo de cada tipo de crescimento €
dependente da espécie, da fase de crescimento e do tipo de musculo (Dal Pai et al.,
2000; Aguiar et al., 2005). Os amino&cidos da dieta podem ser utilizados para deposi¢do
muscular, ou podem ser transaminados e utilizados no metabolismo energético
(Newsholme et al., 2010). Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) séo transaminases importantes envolvidas no processo de catabolismo dos
aminoacidos. Assim, a avaliacdo do crescimento muscular e da atividade das enzimas
ALT e AST sdo ferramentas importantes em estudos de nutricdo, pois possibilitam
maior compreensdo sobre a utilizagdo metabdlica dos aminoacidos.

Portanto, com o presente estudo, objetivou-se determinar a exigéncia de metionina
+ cistina para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo em fase de terminagéo, por meio da
avaliacdo do efeito de niveis crescentes de metionina + cistina na dieta sobre o
desempenho produtivo, composi¢do corporal, crescimento muscular e atividade das

enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).

Material e métodos

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de
Producédo da Universidade Federal de Vicosa, MG, Brasil (processo n° 18/2013).

Dietas experimentais

Seis dietas isoproteicas (310,0 g kg™ de proteina bruta) e isoenergéticas (19,76 MJ
kg™ de energia bruta) foram formuladas contendo 3,94+0,24 g kg™ de cistina e seis
niveis de DL-metionina cristalina - 99%, 0,00; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 e 10,00 g kg™,
correspondendo a dietas com 6,71; 8,31; 11,31; 13,12; 1559 e 19,74 g kg’ de

metionina + cistina, respectivamente, com base na matéria seca. A formulacdo das



68

dietas experimentais, assim como a composi¢do quimica e o perfil de aminoécidos (g
kg™ na matéria seca) sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Para confeccdo das dietas, todos os macroingredientes foram moidos em moinhos
do tipo martelo (TRF-400 Trapp, Jaragua do Sul, SC, Brasil) com peneira com furos de
0,5 milimetros de didmetro. Apds a moagem, 0s macro e microingredientes foram
pesados em balanca de precisio (MB45 Toledo® 0,01 g, PR, Brasil) e misturados em
misturador tipo V (Ma200 Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) por 15 min. As dietas foram
processadas em extrusora (Ex-Micro®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com 3,0 mm de
didmetro. Apds o processo de extrusdo, as dietas foram secas em estufa de ventilacdo
forcada (TE-394/3 Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), a 50°C.

Tabela 1
Tabela 2

Peixes e condicOes experimentais

Foram utilizadas 264 fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)
na terminacdo, 6,10+0,11 g, provenientes do setor de piscicultura da Universidade
Federal de Vicosa e distribuidas em 24 aquarios (70 L cada). Os aquarios foram
mantidos em sistema de recirculacdo de &gua, com filtro mecénico e bioldgico,
aquecedor e termostato central, além de sistema de aeragdo constante. Cobertos com
rede de nylon com malha de 2,0 mm de abertura, para evitar fuga dos peixes. A taxa de
reposicdo de adgua no sistema foi de cerca de 5% ao dia e o fluxo de agua dos aquérios
erade2a3 L min,

A temperatura da 4gua foi mantida em 27,0 + 1,0°C por meio de aquecedores e
termostato. O teor de oxigénio dissolvido permaneceu em 6,5+1,0 mg L™, o pH em
6,5+0,3 e a amo6nia em 0,00+0,02 mg L™, durante todo o periodo experimental. Foi
realizada aeracdo suplementar por meio de soprador central (CR-20 Ibram, Séo Paulo,
SP, Brasil). Os parametros de qualidade da agua foram aferidos semanalmente, apenas a
temperatura foi aferida diariamente. O laboratorio foi mantido em fotoperiodo de 12 h,
controlado por um timer analdgico. Os peixes foram alimentados seis vezes ao dia (8 h,
10 h, 12 h, 14 h, 16 h e 18 h), até a saciedade aparente, por um periodo de 95 dias.
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Desempenho produtivo

No final do periodo experimental, ap6s 24h de jejum, todos os peixes de cada
unidade experimental foram anestesiados (20 mg L™ de eugenol) contados e pesados em
balanga de precisdo (0,01 g), para avaliacdo da sobrevivéncia, ganho de peso, taxa de
crescimento especifico, conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica. Apds a
pesagem, 0s peixes de cada unidade experimental foram insensibilizados com
superdosagem de eugenol (300 mg L™), para determinacio do rendimento de carcaca,
indice viscerossomatico, indice gonadossomatico e indice hepatossomaético. O indice
viscerossomatico incluiu o peso do estdémago, intestino, cecos piloricos, gbnadas,
coracdo, figado, vesicula e bexiga natatoria. Também foi determinada a eficiéncia de

retencdo de proteina, utilizando os valores de proteina bruta dos animais.

Crescimento muscular

Para a avaliagdo do crescimento muscular foram utilizados oito peixes de cada
tratamento, dois por unidade experimental. Apos insensibilizacdo com superdosagem de
eugenol, foi retirada uma amostra em formato retangular do musculo branco dorsal,
acima da linha lateral. Essas amostras foram fixadas em formol tamponado 10% por
24 h, em temperatura ambiente, e transferidos para alcool 70%. Posteriormente, 0s
musculos foram desidratados em séries crescentes de alcool etilico e incluidos em glicol
metacrilato (Historesin®, Leica, S30 Pulo, SP, Brasil). Foram realizados cortes
transversais semisseriados, de 3 um de espessura, obtidos com o auxilio de micrétomo
com navalhas de vidro. Os cortes foram montados em laminas de vidro e processados
para a coloragdo azul de toluidina. As laminas histolégicas foram fotodocumentadas em
fotomicroscopio (Olympus® BX53, Sdo Paulo, SP, Brasil) com camera acoplada
(Olympus® DP73, Sdo Paulo, SP, Brasil). As fibras foram analisadas pelo pacote de
analise de imagens ImagePro-Plus®, onde foi determinado o menor didmetro de 200
fibras musculares por animal, as quais foram agrupadas em classes de diametros (<20
um, 20-50 pm e >50 um) (Almeida et al., 2008). A frequéncia das fibras dentro de cada
classe foi determinada em relagdo ao numero total de fibras. Essas andlises foram
realizadas no laboratdrio de Biologia Celular e Estrutural do departamento de Biologia
Geral da Universidade Federal de Vigosa — UFV.
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Atividade enzimatica

Um pool de amostras de sangue por unidade experimental foi recolhido por meio
do corte da nadadeira caudal, com auxilio de uma seringa heparinizada, 1,0 mL de soro
foi separado por centrifugacdo (10000 rpm por 10 min a 4°C) e armazenado a -80°C
para posterior analise da atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). A determinacdo da atividade das enzimas foi realizada
utilizando kits comerciais Bioclin® (Quibasa- Quimica Bésica, Belo Horizonte, MG,
Brasil), em analisador automético de bioquimica (Alizé, Lisabio, Franca), seguindo as
especificacbes do fabricante. Todas as analises foram feitas em duplicatas. Analises
realizadas no departamento de Bioquimica, setor de enzimologia, da Universidade
Federal de Vigosa — UFV.

Composicao corporal

Todos os peixes foram liofilizados (Labconco, Kansas City, MO, EUA) com
cabeca, escamas e contetdo visceral. Ap6s a liofilizacdo foi determinado o teor de
umidade das amostras (peso antes da liofilizacdo — peso apos liofilizacdo), os animais
liofilizados foram moidos em moinho do tipo faca. Posteriormente, foi determinada a
proteina bruta pelo método semimicro Kjeldahl (Quimis, Diadema, SP, Brasil), lipideos
totais (extrator Soxtherm 2000 Gerhardt, New Orleans, EUA) e matéria mineral
(calcinagdo das amostras a 550°C por 6 h), seguindo o preconizado pela AOAC (1995).
A energia bruta dos peixes foi obtida em bomba calorimétrica. As analises de

composigdo corporal foram realizadas em triplicatas.

Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualisado, com seis
tratamentos e quatro repeticGes. Os dados foram submetidos a andlises de variéncia
(ANOVA) a 5% de probabilidade. Para a determinagdo da exigéncia de metionina foi
aplicado o modelo de regressao polinomial ou 0 modelo linear response plateau (LRP).
O modelo que apresentou o maior coeficiente de determinacéo (r?) foi escolhido como o
modelo de melhor ajuste. Todas as analises foram efetuadas por meio do programa

computacional SAS 9.1.3.
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Resultados
Desempenho produtivo

Os niveis crescentes de metionina + cistina influenciaram o ganho de peso e a taxa
de crescimento especifico dos peixes (P<0,05). Ambos 0s parametros aumentaram com
0 aumento dos aminoécidos sulfura dos dietéticos de 6,71 para 13,12 g kg™, porém
quando o aumento passou de 13,12 para 19,74 g kg™, estes pardmetros reduziram
(Tabela 3). Utilizando regressao polinomial quadratica, entre os niveis de metionina +
cistina das dietas e o ganho de peso dos animais, a exigéncia em metionina foi estimada
em 13,66 g kg™, valor correspondente a 4,40% da proteina da dieta (Figura 1). Pelo
mesmo modelo, a exigéncia em metionina com base na taxa de crescimento especifico
foi estimada em 13,52 g kg, valor correspondente a 4,36% da proteina da dieta (Figura
2). O modelo LRP néo se ajustou aos dados.

Os valores da taxa de eficiéncia proteica (Tabela 3) também demonstraram
resultado significativo (P<0,05). A exigéncia de metionina + cistina com base na taxa de
eficiéncia proteica foi estimada em 13,17 g kg™, valor correspondente a 4,25% da
proteina da dieta (y = -0,0053x° + 0,1396x + 0,1259; r°=0,65).

Considerando o consumo de metionina + cistina pelos peixes, o valor de 0,11 g de
metionina por animal foi a quantidade necessaria para que as fémeas de lambari-do-
rabo-amarelo atingissem o méximo ganho de peso (y = -154,43x? + 35,094x + 0,5854;
r’=0,48) e a maior taxa de crescimento especifico (y = -20,862x* + 4,6379x - 0,1065;
r?=0,55).

O consumo de dietas com niveis crescentes de metionina + cistina ndo influenciou
(P>0,05) os demais parametros de desempenho, sobrevivéncia, conversdo alimentar e
rendimento de carcaca, assim como os indices viscerossomatico, gonadossomatico e
hepatossomatico e a eficiéncia de retencdo de proteina (Tabela 3). Também nédo foram

observados sinais de doencas ou anomalias nos peixes durante o experimento.

Tabela 3
Figura 1
Figura 2
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Composicao corporal

O consumo de dietas contendo niveis crescentes de metionina + cistina nao
influenciou (P>0,05) a composicao corporal de umidade, proteina bruta, lipideos totais,
matéria mineral e energia bruta de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo na terminagao
(Tabela 4).

Tabela 4

Atividade enzimética

Né&o foram observadas diferencas (P>0,05) entre as atividades das enzimas ALT e
AST no soro sanguineo de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo na terminacao,

alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de metionina + cistina (Tabela 5).

Tabela 5

Crescimento muscular

Os peixes apresentaram fibras nas trés classes de diametros estabelecidas (Figura
3). Os niveis de metionina + cistina dietética ndo influenciaram (P>0,05) a frequéncia
de fibras musculares em nenhuma das trés classes de didmetros estabelecidas (<20;
entre 20 e 50 e >50 um) (Tabela 6).

Figura 3
Tabela 6

Discussao

No presente estudo, peixes alimentados com dietas deficientes ou com excesso de
metionina apresentaram menor ganho de peso, taxa de crescimento especifica e taxa de
eficiéncia proteica, o que indica que o balanceamento da metionina nas dietas €
essencial para o desenvolvimento de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo em fase de
terminacdo. Determinar a exigéncia dietética dos aminoacidos sulfurados € importante,

pois a maioria dos compostos do corpo animal que contém enxofre séo derivados de
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metionina e cistina (Ruchimat et al., 1997). Experimentos de dose-resposta, com 0
fornecimento de dietas contendo niveis crescentes de aminoécidos sdo bem aceitos para
determinar as exigéncias nutricionais de peixes (Cowey, 1995). Assim, pela analise de
regressdo polinomial quadratica, a exigéncia em metionina + cistina para fémeas de
lambari-do-rabo-amarelo em terminacio foi estimada em 13,66 g kg™ (4,40% da
proteina da dieta) quando os resultados de ganho de peso foram utilizados e em 13,52 g kg™
(4,36% da proteina da dieta), quando a taxa de crescimento especifica foi considerada.
A exigéncia média de metionina foi de 9,87 g kg™. Esses valores foram superiores a
exigéncia de metionina + cistina determinada para alevinos e adultos de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), de 10,00 g kg™ (3,57% da proteina da dieta) e 9,90 g kg™
(3,77% da proteina da dieta), respectivamente (Furuya et al., 2004; Michelato et al.,
2013). Os autores estimaram a exigéncia de 5,40 g kg’e 5,70 g kg'de metionina,
respectivamente, valores também inferiores ao estimado no presente estudo. Em juvenis
de bijupird (Rachycentron canadum), a exigéncia em metionina + cistina foi estimada
em 20,40 g kg™ (4,53% da proteina da dieta), valor superior ao estimado no presente
estudo, porém os autores utilizaram maior nivel de cistina, 8,5 g kg™ (Zhou et al., 2006).
Do mesmo modo, para alevinos de carpa indiana (Cirrhinus mrigala) alimentados com
dietas contendo 8,5 g kg™ de cistina, a exigéncia de metionina + cistina foi estimada
entre 24,50 e 25,40g kg™ (6,28 e 6,34% da proteina da dieta), valores superiores aos
estimados para o lambari-do-rabo-amarelo (Khan & Abidi, 2013).

Para as diversas espécies de peixes, asexigéncias nutricionais dos aminoacidos
sulfurados foram estimadas entre 2,0 e 5,0% da proteina da dieta (NRC, 2011). Existem
varios fatores que podem influenciar asexigénciasde aminoacidos em peixes, como a
espécie, a fase de vida, as condi¢cdes experimentais e a composicao, palatabilidade e
digestibilidade das dietas (Rodehutscord et al., 1997; Forster & Ogata, 1998). Porém, na
determinacdo da exigéncia em metionina, o nivel de cistina nas dietas € um fator
importante a ser considerado, uma vez que parte da metionina ingerida pode ser
convertida em cistina quando necessario. Assim, em dieta com maior concentracdo de
cistina,a exigénciadietética de metionina pode ser inferior, quando comparado com
peixes que recebem dietas com baixas concentracdes de cistina (Mai et al., 2006). Esse
efeito poupador de metionina decorrente do contetido de cistina nas dietas para lambari-
do-rabo-amarelo ainda ndo foi avaliado, sendo nescessario mais estudos. Porém, estudos
com juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) demostraram que a cistina foi

capaz de substituir 42% da metionina (Kim et al., 1992), enquanto que em juvenis de
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perca amarela (Perca flavescens) (Twibell et al., 2000) e em juvenis de corvindo-de-
pintas (Sciaenops ocellatus) (Goff & Gatlin, 2004) a cistinafoi capaz de poupar 50% da
metionina.

Os peixes que receberam dietas contendo os menores (6,71 e 8,31 g kg?) e o
maior (19,74 g kg™) nivel de metionina + cistina apresentaram menor taxa de eficiéncia
proteica, demonstrando que as dietas ndo continham os aminoacidos sulfurados em
proporcdo satisfatoria para adequada utilizacdo da proteina. Por outro lado, dietas
contendo niveis mais adequados de metionina + cistina, proporcionaram melhor
balanceamento de aminodcidos, refletindo em melhor utilizacdo da proteina,
demonstrado pela maior taxa de eficiéncia proteica. Resultado similar foi obtido em
alevinos de carpa indiana (Catla catla), que apresentaram melhor utilizacdo da proteina
quando alimentadas com dietas contendo 12,80 g kg™ de metionina + cistina (3,57% da
proteina da dieta) (Zehra & Khan, 2014). No presente estudo, o nivel de metionina +
cistina para maior taxa de eficiéncia proteica dos peixes, foi estimado em 13,17 g kg™
(4,25% da proteina da dieta).

O excesso de aminoacidos sulfurados pode ser toxico para algumas espécies de
peixes (Zhou et al., 2006). Para o lambari-do-rabo-amarelo, redugdo no desempenho
produtivo foi observada quando as fémeas receberam dietas contendo mais de 15,59 g kg™
de metionina + cistina, porém ndo foram observados sinais visuais de toxidade nos
peixes. Alevinos de carpa indiana também apresentaram reducdo no desempenho
quando foram alimentados com dietas contendo mais de 20,00 g kg™de metionina +
cistina (Ahmed et al., 2003). O mesmo efeito foi observado em juvenis de bijupira
alimentados com mais de 19,70 g kg™ de metionina + cistina (Zhou et al., 2006) e em
curvina amarela (Pseudosciaena crocea) alimentada com dieta com mais de 16,90 g kg™
de metionina + cistina (Mai et al., 2006), sendo que 0s peixes apresentaram piora nos
parametros de desempenho produtivo sem apresentar sinais de toxidade. A metionina
em excesso é oxidada, levando a formacdo de cetonas e outros metabolitos que podem
prejudicar o desempenho dos peixes (Murthy & Varghese, 1998). Além disso, o
consumo em excesso de metionina pode afetar a absor¢do de outros aminodcidos
(Ingham & Arme, 1977). Como os amino&cidos cristalinos ndo passam por processos de
digestdo, eles sdo absorvidos mais rapidamente que os aminoacidos ligados a proteina
(Ronnestad et al., 2000), o que leva a alteragdo no padrdodos aminoacidos que entram
no sistema circulatorio e, consequentemente, reduz a eficiéncia da sintese de proteinas
(Zarate & Lovell, 1997; Ambardekar & Reigh, 2007).



75

Em vérios estudos é possivel observar que a metionina esta relacionada com a
reducdo no contetido de gordura corporal (Luo et al., 2005; Nwanna et al., 2012; Khan
& Abidi, 2013; Michelato et al., 2013). A metionina atua como agente lipotréfico por
atuar como doadora de grupo metil, envolvido na sintese de lecitina, molécula que atua
no transporte de lipideos pelo corpo (Chattopadhyay et al., 2006). Além disso, a
metionina é precursora na sintese de carnitina, molécula diretamente envolvida no
catabolismo de acidos graxos (Walton et al., 1984), e taurina, aminoacido envolvido
diretamente na sintese de sais biliares (Espe et al., 2008). Porém, no presente trabalho,
ndo foram verificadas alteracbes na composicdo corporal das fémeas de lambari-do-
rabo-amarelo, alimentadas com os diferentes niveis de metionina + cistina, concordando
com estudos realizados com outras espécies, também alimentadas com diferentes niveis
de metionina + cistina (Li & Robinson, 1998; Zhou et al., 2006; Mai et al., 2006).

Diversos autores quantificaram a atividade enzimatica de ALT e AST para avaliar
0 metabolismo proteico e o efeito poupador de proteina e concordaram que a avaliagdo
da atividade dessas transaminases é um indicador confidvel para tais estudos (Enes et
al., 2006; Kumar et al., 2009; Kumar et al., 2010). Figado, musculo e sangue sdo 0s
locais onde normalmente é mensurada a atividade destas enzimas. No presente estudo,
apesar do maior acimulo de gordura corporal em fémeas aptas para reproducdo, nao
foram observados efeitos dos niveis de metionina sobre as atividades das enzimas AST
e ALT no soro sanguineo. Aumentos das atividades de ALT e AST foram observados
no figado e musculo de tilapias do Nilo, como também aumento da ALT sanguinea,
quando o nivel de proteina digestivel da dieta passou de 25 para 45%, o que pode ser
reflexo da maior utilizacdo de aminoacidos para suprir demandas energéticas (Abdel-
Tawwab et al.,, 2010). Estudos relatam que as atividades dessas enzimas podem
aumentar ou se manter constante quando alterado teor de proteina da dieta (Cowey et
al., 1974; Jurss, 1981).

Foi observada predominancia de fibras musculares com didmetro maior que 50
pum, indicando que o crescimento por hipertrofia foi superior ao crescimento por
hiperplasia. Nos peixes, a hiperplasia e a hipertrofia sdo responsaveis pelo crescimento
da musculatura estriada esquelética, porém essa contribuicdo € dependente da espécie,
da fase de crescimento e do tipo de masculo (Dal Pai et al., 2000; Aguiar et al., 2005).
A maioria das espécies de peixes apresenta crescimento muscular indeterminado, e o
aumento no tamanho e no numero de fibras pode continuar durante toda a vida do

animal (Mommsen, 1998). No entanto, em algumas espécies de pequeno porte, como 0
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peixe-zebra (Danio rerio), o crescimento muscular é determinado e 0 aumento da massa
muscular ocorre principalmente por hipertrofia (Biga & Goetz, 2006).

Foi observada a presenca de fibras com diametros inferiores a 20 um em todos 0s
peixes, porém em proporcdo muito inferior as fibras maiores. Assim, é possivel inferir
que o lambari-do-rabo-amarelo apresenta crescimento determinado, pois a presenca de
fibras com didmetros maiores que 50 um esta relacionada com hipertrofia das fibras
(Rowlerson & Veggetti, 2001). Porém, o crescimento observado nas fémeas de lambari-
do-rabo-amarelo, que receberam o0s niveis 6timos de metionina + cistina, ndo foi
suficiente para refletir em diferencas nas frequéncias das classes de didmetros das fibras
musculares. Neste experimento, como foram utilizadas fémeas adultas, grande parte da
energia consumida pelos peixes foi utilizada para o desenvolvimento das gdnadas do
animal, resultando em baixa taxa de crescimento e alto indice gonadossomatico. Em
salmonideos, durante a maturacdo sexual, ocorre atrofia muscular e decréscimo na taxa
de crescimento pelo aumento da energia necessaria para o crescimento das génadas e
producdo de ovos (Aksnes et al., 1986; Tveiten et al., 1998).

O presente trabalho mostra evidéncias de que o fornecimento de dietas contendo
DL-metionina € eficaz para melhorar os parametros de desempenho produtivo em
fémeas de lambari-do-rabo-amarelo na terminacdo, uma vez que a adequada
suplementacdo deste aminoacido resultou em maior crescimento e melhor utilizacdo da
proteina da dieta. Determinar a exigéncia dos aminoacidos essenciais é fundamental
para a formulacdo de dietas balanceadas, que possibilitem ao animal expressar seu
maximo potencial genético. Concluiu-se, com base na regressao polinomial quadréatica e
na taxa de crescimento especifica, que a exigéncia dietética de metionia + cistina para
fémeas de lambari-do-rabo-amarelo na terminacdo é de 13,52 g kg™ (4,36% da proteina
da dieta). Com base no mesmo parametro e na mesma analise, a exigéncia de metionina
para fémeas de lambari-do-rabo-amarelo foi estimada em 9,86 g kg™(3,17% da proteina
da dieta).

Referéncias

Abdel-Tawwab M, Ahmad MH, Khattab YA, Shalaby AM (2010) Effect of dietary
protein level, initial body weight, and their interaction on the growth, feed
utilization, and physiological alterations of Nile tilapia, Oreochromis niloticus (L.).
Aquaculture, 298, 267-274.



77

Aguiar D, Barros M, Padovani C, Pezzato L, Pai-Silva D (2005) Growth characteristics
of skeletal muscle tissue in Oreochromis niloticus larvae fed on a lysine
supplemented diet. Journal of Fish Biology, 67, 1287-1298.

Ahmed I, Khan MA, Jafri A (2003) Dietary methionine requirement of fingerling Indian
major carp, Cirrhinus mrigala (Hamilton). Aquaculture international, 11, 449-462.

Aksnes A, Gjerde B, Roald SO (1986) Biological, chemical and organoleptic changes
during maturation of farmed Atlantic salmon, Salmo salar. Aquaculture, 53, 7-20.

Almeida FLA, CarvalhoRF, Pinhal D, PadovaniCR, Martins C, Dal Pai-Silva M(2008)
Differential expression of myogenic regulatory factor MyoD in pacu skeletal muscle
(Piaractus mesopotamicus Holmberg 1887: Serrasalminae, Characidae, Teleostei)
during juvenile and adult growth phases. Micron,39 1306-1311.

Ambardekar AA, Reigh RC (2007) Sources and utilization of amino acids in channel
catfish diets: a review. North American Journal of Aquaculture, 69, 174-179.

Bennemann ST, Gealh AM, Orsi ML, Souza Ld (2005) Ocorréncia e ecologia trofica de
quatro espécies de Astyanax (Characidae) em diferentes rios da bacia do rio Tibagi,
Parana, Brasil. Iheringia, Série Zoologia, 95, 247-254.

Biga PR, Goetz FW (2006) Zebrafish and giant danio as models for muscle growth:
determinate vs. indeterminate growth as determined by morphometric analysis.
American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative
Physiology, 291, 1327-1337.

Chattopadhyay K, Mondal M, Roy B (2006) Comparative efficacy of DL-methionine
and herbal methionine on performance of broiler chicken. International Journal of
Poultry Science, 5, 1034-1039.

Choo P, Smith TK, Cho CY, Ferguson HW (1991) Dietary Excesses of Leucine
Influence Growth and Body Composition of Rainbow Trout. Journal of Nutrition,
121, 1932-1939.

Cowey C, Brown D, Adron J, Shanks A (1974) Studies on the nutrition of marine
flatfish. The effect of dietary protein content on certain cell components and
enzymes in the liver of Pleuronectes platessa. Marine Biology, 28, 207-213.

Cowey CB (1995) Protein and amino acid requirements: a critique of methods. Journal
of Applied Ichthyology, 11, 199-204.

Cowey CB, Cho CY, Sivak JG, Weerheim JA, Stuart DD (1992) Methionine intake in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), relationship to cataract formation and the
metabolism of methionine. The Journal of Nutrition, 122, 1154-1163.

Dabrowski K, Poczyczynski P, Kock G, Berger B (1989) Effect of partially or totally
replacing fish meal protein by soybean meal protein on growth, food utilization and
proteolytic enzyme activities in rainbow trout (Salmo gairdneri). New in vivo test
for exocrine pancreatic secretion. Aquaculture, 77, 29-49.

Dal Pai V, Pai-Silva D, Carvalho E, Fujihara C, Gregorio E, Curi P (2000)
Morphological, histochemical and morphometric study of the myotomal muscle
tissue of the pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg 1887: Serrasalminae,
Characidae, Teleostei). Anatomia, Histologia, Embryologia, 29, 283-289.

Enes P, Panserat S, Kaushik S, Oliva-Teles A (2006) Effect of normal and waxy maize
starch on growth, food utilization and hepatic glucose metabolism in European sea
bass (Dicentrarchus labrax) juveniles. Comparative Biochemistry and Physiology
Part A: Molecular & Integrative Physiology, 143, 89-96.

Espe M, Hevrgy EM, Liaset B, Lemme A, El-Mowafi A (2008) Methionine intake
affect hepatic sulphur metabolism in Atlantic salmon, Salmo salar. Aquaculture,
274,132-141.



78

Ferreira PAMF, Nascimento LdS, Dias DC, Moreira DMdV, Salaro AL, Freitas Dd,
Bontempo M, Carneiro APS, Zuanon JAS (2014) Essential Oregano Oil as a Growth
Promoter for the Yellowtail Tetra, Astyanax altiparanae. Journal of the World
Aquaculture Society, 45, 28-34.

Forster I, Ogata HY (1998) Lysine requirement of juvenile Japanese flounder
Paralichthys olivaceus and juvenile red sea bream Pagrus major. Aquaculture, 161,
131-142.

Furuya WM, Silva LCR, Neves PR, Botaro D, Hayashi C, Sakaguti ES, Furuya VRB
(2004) Exigéncia de metionina+ cistina para alevinos de Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus). Ciéncia Rural, 34, 1933-1937.

Goff JB, Gatlin DM (2004) Evaluation of different sulfur amino acid compounds in the
diet of red drum, Sciaenops ocellatus, and sparing value of cystine for methionine.
Aquaculture, 241, 465-477.

Gongalves LU, Parisi G, Bonelli A, Sussel FR, Viegas EMM (2014) The fatty acid
compositions of total, neutral and polar lipids in wild and farmed lambari (Astyanax
altiparanae)(Garutti & Britski, 2000) broodstock. Aquaculture Research, 45, 195-
203.

Hayashi C, Meurer F, Boscolo WR, Lacerda C, Kavata L (2004) Frequéncia de
arracoamento para alevinos de lambari do rabo-amarelo (Astyanax bimaculatus).
Revista Brasileira de Zootecnia, 33, 21-26.

Ingham L, Arme C (1977) Intestinal absorption of amino acids by rainbow trout, Salmo
gairdneri (Richardson). Journal of Comparative Physiology, 117, 323-334.

Jurss K (1981) Influence of temperature and ratio of lipid to protein in diets on
aminotransferase activity in the liver and white muscle of rainbow trout (Salmo
gairdneri Richardson). Comparative Biochemistry and Physiology Part B:
Comparative Biochemistry, 68, 527-533.

Khan MA, Abidi SF (2013) Dietary methionine requirement of Indian major carp fry,
Cirrhinus mrigala (Hamilton) based on growth, feed conversion and nitrogen
retention efficiency. Aquaculture Research, 44, 268-281.

Kim KIl, Kayes TB, Amundson CH (1992) Requirements for sulfur amino acids and
utilization of D-methionine by rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture,
101, 95-103.

Kumar S, Sahu N, Pal A, Sagar V, Sinha AK, Baruah K (2009) Modulation of key
metabolic enzyme of Labeo rohita (Hamilton) juvenile: effect of dietary starch type,
protein level and exogenous o-amylase in the diet. Fish Physiology and
Biochemistry, 35, 301-315.

Kumar V, Sahu N, Pal A, Kumar S, Sinha AK, Ranjan J, Baruah K (2010) Modulation
of key enzymes of glycolysis, gluconeogenesis, amino acid catabolism, and TCA
cycle of the tropical freshwater fish Labeo rohita fed gelatinized and non-gelatinized
starch diet. Fish Physiology and Biochemistry, 36, 491-499.

Li MH, Robinson EH (1998) Effects of supplemental lysine and methionine in low
protein diets on weight gain and body composition of young channel catfish
Ictalurus punctatus. Aquaculture, 163, 297-307.

Lovell R (1998) Nutrition and feeding of fish, Massachusetts: Kluwer Academic
Publishers.

Luo Z, Liu Y-, Mai K-s, Tian L-x, Yang H-j, Tan X-y, Liu D-h (2005) Dietary I-
methionine requirement of juvenile grouper Epinephelus coioides at a constant
dietary cystine level. Aquaculture, 249, 409-418.



79

Mai K, Wan J, Ai Q, Xu W, Liufu Z, Zhang L, Zhang C, Li H (2006) Dietary
methionine requirement of large yellow croaker, Pseudosciaena crocea R.
Aquaculture, 253, 564-572.

Michelato M, Furuya WM, Graciano TS, Vidal LVO, Xavier TO, Moura LBd, Furuya
VRB (2013) Digestible methionine+ cystine requirement for Nile tilapia from 550 to
700 g. Revista Brasileira de Zootecnia, 42, 7-12.

Mommsen TP (1998) Growth and Metabolism. In: The physiology of fishes (ed by
Raton B), pp. 65.

Murthy H, Varghese T (1998) Total sulphur amino acid requirement of the Indian major
carp, Labeo rohita (Hamilton). Aquaculture Nutrition, 4, 61-66.

NRC (2011) National Research Council - Nutrient requirements of fish and shrimp.
National Academy Press, Washington, DC, USA.

Nwanna L, Lemme A, Metwally A, Schwarz F (2012) Response of common carp
(Cyprinus carpio L.) to supplemental DL-methionine and different feeding
strategies. Aquaculture, 356, 365-370.

Newsholme P, Abdulkader F, Rebelato E, Romanatto T, Pinheiro C, Vitzel KF, Silva
EP, Bazotte RB, Procopio J, Curi R (2010) Amino acids and diabetes: implications
for endocrine, metabolic and immune function. Frontiers in Bioscience (Landmark
edition), 16, 315-339.

Porto-Foresti F, Castilno-Almeida RB, Senhorini JA, Foresti F (2010) Biologia e
criagdo do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae). In: Espécies nativas
para piscicultura no Brasil (ed. by Baldisserotto B, Gomes LC). edioraufsm, Santa
Maria, RS, BRASIL, pp. 101-115.

Rodehutscord M, Becker A, Pack M, Pfeffer E (1997) Response of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) to supplements of individual essential amino acids in a
semipurified diet, including an estimate of the maintenance requirement for essential
amino acids. The Journal of Nutrition, 127, 1166-1175.

Ronnestad I, Conceicdo LE, Aragédo C, Dinis MT (2000) Free amino acids are absorbed
faster and assimilated more efficiently than protein in postlarval Senegal sole (Solea
senegalensis). The Journal of nutrition, 130, 2809-2812.

Rowlerson A, Veggetti A (2001) Cellular mechanisms of post-embryonic muscle
growth in aquaculture species. In: Fish physiology (ed by Johnston 1A). Academic
Press, London, UK, pp. 103-140.

Ruchimat T, Masumoto T, Hosokawa H, Shimeno S (1997) Quantitative methionine
requirement of yellowtail (Seriola quinqueradiata). Aquaculture, 150, 113-122.

Rumsey GL, Page JW, Scott ML (1983) Methionine and cystine requirements of
rainbow trout. The Progressive Fish-Culturist, 45, 139-143.

Tveiten H, Mayer I, Johnsen H, Jobling M (1998) Sex steroids, growth and condition of
Arctic charr broodstock during an annual cycle. Journal of Fish Biology, 53, 714-
727.

Twibell RG, Wilson KA, Brown PB (2000) Dietary sulfur amino acid requirement of
juvenile yellow perch fed the maximum cystine replacement value for methionine.
The Journal of Nutrition, 130, 612-616.

Vilella FS, Becker FG, Hartz SM (2002) Diet of Astyanax species (Teleostei,
Characidae) in an Atlantic forest river in Southern Brazil. Brazilian Archives of
Biology and Technology, 45, 223-232.

Walton M, Cowey C, Adron J (1984) The effect of dietary lysine levels on growth and
metabolism of rainbow trout (Salmo gairdneri). British Journal of Nutrition, 52,
115-122.



80

Walton MJ, Cowey CB, Adron JW (1982) Methionine metabolism in rainbow trout fed
diets of differing methionine and cystine content. The Journal of Nutrition, 112,
1525-1535.

Wilson RP (2002) Amino acids and proteins. In: Fish nutrition (ed. by Halver JE, Hardy
RW), Amsterdam, AM, The Netherlands.

Wu G (2013) Amino acids: biochemistry and nutrition, CRC Press.

Zarate DD, Lovell RT (1997) Free lysine (L-lysine- HCI) is utilized for growth less
efficiently than protein-bound lysine (soybean meal) in practical diets by young
channel catfish (Ictalurus punctatus). Aquaculture, 159, 87-100.

Zehra S, Khan MA (2014) Total sulphur amino acid requirement and maximumcysteine
replacement value for methionine forfingerling Catla catla (Hamilton). Aquaculture
Research, 1-14.

Zhou Q-C, Wu Z-H, Tan B-P, Chi S-Y, Yang Q-H (2006) Optimal dietary methionine
requirement for Juvenile Cobia (Rachycentron canadum). Aquaculture, 258, 551-
557.



81

Tabela 1 - Formulagdo das dietas experimentais
Niveis de metionia + cistina (g kg™)
6,71 831 1131 13,12 1559 19,74

Ingredientes

Fuba de milho 548,00 548,00 548,00 548,00 548,00 548,00
Concentrado proteico de soja* 331,00 331,00 331,00 331,00 331,00 331,00
Oleo de soja 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Fosfato bicélcico 3500 3500 3500 3500 3500 3500
L-lisina® 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
L-treonina® 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
L-alanina® 28,00 26,00 24,00 22,00 20,00 18,00
DL-metionina” 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Vitamina C* 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Sal comum 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Supl. min. e vit.* 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
BHT® 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antifingico® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

IConcentrado proteico de soja, 60% proteina bruta (Selecta, Goiania, GO, Brasil).

?L—lisina, L-treonina, L-alanina Ajinomoto, S&o Paulo, SP, Brasil); DL—metionina (MCassab, Sdo Paulo,
SP, Brasil).

*Vitamina C (Saint Charbel, Vicosa, MG, Brasil).

*Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000UI; Vit. D3; 200.000UI; Vit. E, 12.000
mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B4, 4.800 mg; Vit. B,, 4.800 mg; Vit. Bg, 4.000 mg; Vit. B, 4.800 mg; Ac.
Fdlico, 1.200 mg; Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg;
Niacina, 24.000 mg; Ferro, 10.000 mg; Cobre, 6.000 mg; Manganés, 4.000 mg; Zinco, 6.000 mg; lodo,
20 mg; Cobalto, 2 mg; Selénio, 20 mg.

*Butilhidroxi tolueno (antioxidante) (Isofar Ind., Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

SAntifingico (MoldZapAquativa® - Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda., Araucaria, PR, Brasil).
Composicao: dipropionato de amdnia, acido acético, &cido sérbico e &cido benzoico.
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Tabela 2 - Composicdo quimica e de aminoacidos das dietas experimentais, base na
matéria seca

Nivel de metionia + cistina (g kg™)

. 1
Composigao (g kg™) 671 831 11,31 1312 1559 1974

Matéria seca’ 94110 92840 933,70 93280 911,90 932,30
Protefna bruta® 31931 316,57 309,95 309,82 303,98 301,19
Extrato etéreo* 26872 26498 26323 26228 26633 262,98
Cinzas® 6596 6527 6596 6537 6582 6527
Fibra bruta® 1817 1873 1836 1844 1829 18,03

Energia bruta (MJkg™)* 19,70 19,79 1964 1955 20,21 19,78
Aminoacidos essenciais®

Lisina 17,29 16,84 17,59 17,33 18,00 18,49
Metionina 3,61 4,76 7,42 9,05 11,54 15,49
Treonina 13,61 13,03 13,99 13,52 13,78 13,83
Triptofano 3,52 3,44 3,48 3,18 3,26 3,26
Arginina 18,70 17,80 19,17 17,97 18,88 19,23
Fenilalanina 14,63 14,20 14,87 14,19 14,62 14,85
Histidina 7,63 7,25 7,20 7,28 7,40 7,87
Isoleucina 12,08 11,82 12,31 11,85 12,11 12,43
Leucina 23,39 22,91 23,58 22,82 23,28 23,95
Valina 12,62 12,41 12,95 12,53 12,91 13,21
Amino4cidos ndo essenciais”
Alanina 41,11 38,44 38,35 35,15 34,63 33,10
Acido aspartico 29,88 28,74 30,33 29,13 29,65 30,49
Acido glutamico 50,98 48,78 51,43 49,55 50,80 52,65
Cistina 3,10 3,55 3,89 4,07 4,05 4,25
Glicina 11,28 10,80 11,36 11,00 11,36 11,57
Serina 14,37 13,69 14,64 13,98 14,12 14,41
Tirosina 10,24 10,01 10,70 9,89 10,06 10,37

Valores determinados no laboratdrio de Nutricio Animal do departamento de Zootecnia da Universidade
Estadual de Maringa.

*Valores determinados no laboratério da Ajinomoto do Brasil IndUstria e Comércio de Alimentos Ltda.,
Sé&o Paulo, Brasil.



Tabela 3 - Desempenho produtivo de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas contendo niveis de
metionia + cistina

Nivel de metionia + cistina (g kg™)

Parametro 6.71 831 1131 13.12 15,50 19,74 Valor P
"GP (g) 1,73%0,05 2.19+0,11 2.80+0,22 2724033 2.44+0,24 2,09+0,15 0,0062
"TCE (%) 0,05+0,01 0,10+0,01 0,18+0,02 0,17+0,03 0,14+0,02 0,09+0,02 0,0023
“CA (g/g) 3,68+0,08 3,68+0,19 3,02+0,43 3,21+0,23 3,26+0,08 3,78+0,69 0,1065
“TEP (%) 0,85+0,02 0,86+0,04 1,09+0,12 1,01%0,07 1,01+0,03 0,81+0,10 0,0381
"ERP (%) 27.60+1,17 24.66+1,27 30,70+1,15 29,32+3,49 29,72+3,68 28,52+4,62 0,3298
'RC (%) 71,99+2,97 71,67+1,56 70,38+1,31 71,4620,64 71,83+1,16 71,84+2,17 0,7929
9IVS (%) 22 05+2 57 21,08+0,90 22 45+1.78 21,20+0,49 21,05+0,40 20,74+1,87 0,6168
"NGS (%) 17,90+2,05 16,7420,97 17,61+1,60 16,93+0,65 17,09+0,42 16,74+2,13 0,6667
'HS (%) 0,76+0,24 0,82+0,05 0,81+0,15 0,98+0,29 0,78+0,19 0,77+0,12 0,8511
ISO (%) 69,70+22,88 75,76+5,25 87,88+5,25 72,73+15,74 75,76+10,50 93,94+5,25 0,2150

Diferenca significativa entre os niveis de lisina foram determinadas pela andlise de variancia (Anova) seguida pela analise de regresséo.

4GP (Ganho de peso) = Biomassa média final — Biomassa média inicial

*TCE (Taxa de crescimento especifico) = (In Peso final — In Peso inicial)/dias x 100
‘CA (Conversdo alimentar) = Consumo total de racdo/Ganho de peso total

“TEP (Taxa de eficiéncia proteica) = Ganho de peso/proteina consumida

*ERP (Eficiéncia de retencéo de proteina) = ((contetido final de proteina da carcaca x biomassa final) — (contetido inicial proteina da carcaca x biomassa inicial))/proteina consumida

'RC (Rendimento de carcaca) = Peso peixe eviscerado/Peso peixe inteiro x 100
91VS (indice viscerossomatico) = Peso da viscera/Peso do animal inteiro x 100
f‘lGS (indice gonadossomatico) = Peso da génada/Peso animal inteiro x 100
'IHS (indice hepatossomatico) = Peso do figado/Peso do animal inteiro x 100
I1SO (Sobrevivéncia) = Nimero final de peixes/Nimero inicial de peixes x 100
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Tabela 4 - Composicao corporal (% da matéria natural) de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas
contendo niveis de metionia + cistina

Nivel de metionia + cistina (g kg ™)

Parametros 6,71 8.31 11,31 13.12 15,50 19,74 Valor P
Umidade 66,55+0,82 66,98+0,96 66,69+0,67 66,61=0,82 67,8121,11 66,70£0,39  0,7033
Proteina bruta 20,58+0,47 20,41+0,36 20,63+0,56 20,87+0,82 20,83+0,82 20,94+045  0,9306
Lipideo total 11,87+0,54 12,26+0,83 12,37+0,51 12,12+1,24 10,91+0,92 12334045  0,2592
Matéria mineral 3,77+0,41 4.23+0,24 4.33+0,06 4.66+0,28 4.33+0,52 414+0,40 01353

Energia bruta(kcal kg") 1636,98+109,99 1698,91+66,46 1652,04+52,94 1628,30+£57,64 1577,13£90,99 1673,39+25,84 0,2681

Diferenca significativa entre os niveis de metionina foram determinadas pela andlise de variancia (Anova) seguida pela anélise de regresséo.
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Tabela 5 - Atividade das enzimas AST e de ALT no soro (U L™) de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas
com dietas contendo niveis de metionia + cistina
Nivel de metionia + cistina (g kg™)

Parametros 6.71 831 1131 13.12 1559 19.74 Valor P
AST 3370049935  404.00+4957  417,00+60,61  417.00+37.60 4430045605  417.00+47.92 01230
ALT 41,00+7,09 50,00+6,43 40,00+10,82 39.00+7,00 33.00+8,72 48,00+1,15 0.1545

AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase).
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Tabela 6 - Frequéncia de distribuicdo das fibras musculares em trés classes de diametros (<20 um, entre 20 e 50 um e >50 um) em fémeas de
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas contendo niveis de metionia + cistina
Nivel de metionia + cistina (g kg ™)

Diametros 6.71 831 1131 13,12 1559 19,74 Valor P
<20 um 0,44+0,50 0,25+0,38 0,38+0,62 0,25+0,38 0,5620,78 0,75+1,16 0,6961
20-50 um 34194910  32,63+11,98 38,31+10,52 31,88+14,59 38,00+12,93 43,94+11,23 0,3407
>50 um 65384919  67,13+12,29 61,31+10,98 67,88+14,51 61,44+13 37 5531+11,68 0,3232

Frequéncia de distribuicdo das fibras musculares expressas em %.
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Figural- Ganho de peso de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax
altiparanae) alimentadas com dietas contendo niveis de metionia + cistina.
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(Astyanax altiparanae) alimentadas com dietas contendo niveis de metionia
+ cistina.
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Figura 3 - Fotomicrografia representativa de corte transversal do musculo branco
dorsal de fémeas de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)
alimentados com dieta basal, contendo 6,71 g kg™ de metionina + cistina.

Azul de toluidina.



VI — CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, a producdo de espécies nativas representa menos de 30% do total
cultivado pela aquicultura. Porém, existe potencial para criagdo e comercializacdo de
peixes nativos, pois existe grande demanda no mercado para estas espécies. Desta
forma, pesquisas com espécies nativas sdo importantes para determinar 0 manejo
adequado para as diferentes espécies e fases de criacao.

A criacdo de lambaris é uma alternativa promissora para piscicultores de pequeno
e grande porte. O aumento no consumo deste peixe no Brasil vem exigindo maior
conhecimento das exigéncias nutricionais, para producdo de racGes que permitam ao
animal expressar seu maximo potencial genético de crescimento, assim como produ¢édo
de pescado que atenda as exigéncias do consumidor.

Tanto a lisina quanto a metionina sdo aminodcidos limitantes em varios
ingredientes e que influenciam o crescimento dos peixes. O aumento nos parametros de
desempenho produtivo dos peixes demonstra que esta espécie é capaz de utilizar
aminoacidos cristalinos em sua dieta.

A avaliacdo do crescimento muscular e da atividade das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sdo ferramentas
importantes em estudos de nutricdo, pois possibilitam um entendimento sobre a
utilizacdo metabolica dos amino&cidos.

Informacdes sobre as exigéncias nutricionais dos lambaris, visando a formulagdo
de dietas completas de baixo custo e menor impacto ambiental sdo importantes para o

continuo crescimento da piscicultura de peixes nativos no Brasil.
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A tendéncia dos consumidores € buscar cada vez mais alimentos saudaveis. Nesse
sentido, reduzir a concentracdo de lipideos do corpo do animal é uma variavel

economicamente interessante e que deve ser considerada na formulacdo da dieta.



