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

evoluir.”

Charles Darwin
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RESUMO

Dois experimentos foram realizados para determinar as exigéncias dietéticas de treonina
para tilapia do Nilo durante duas fases de cultivo por meio do desempenho produtivo,
avaliacdo do crescimento muscular, expressédo dos genes MyoD e Miogenina, respostas
hematoldgicas e producdo de muco no epitélio branquial e da mucosa intestinal. No
primeiro _experimento, 216 tilapias do Nilo (10,77+2,54 g) foram distribuidas em 18

aquarios de fibra de vidro com capacidade de 250 litros cada. Os peixes foram
alimentados com dietas extrusadas isoproteicas (35,88 % de proteina bruta) e
isocal6ricas (3420 kcal.kg™ bruta) contendo 9,05; 12,34; 16,95; 21,21; 24,54 e 27,95 g
kg™ de treonina. Os niveis crescentes de treonina ndo influenciaram o ganho de peso e a
composicdo corporal dos peixes. Peixes alimentados com 12,34 g kg-* de treonina
apresentaram crescimento predominantemente por hipertrofia, maior expressdo da
miogenina e maior producgdo de células secretoras de muco. Concluiu-se que dieta com
9.05 g kg™ de treonina atende a exigéncia para desempenho produtivo, mas a maxima
producdo de células secretoras de muco ocorre em tilapias alimentadas com 12,34 g kg™

de treonina. No segundo experimento, 270 tilapias do Nilo (54,5£1,7 g), distribuidos em

18 tanques-rede de 1,5m* cada. Foram elaboradas cinco dietas extrusadas contendo 14,1
MJ kg™ de energia bruta e 293.6 g kg™ de proteina bruta e 8,6; 10,7; 13,6; 15,6 € 18,1 g
kg™ de treonina. Peixes alimentados com 10,7 g kg™ treonina apresentaram maior ganho
de peso, taxa de eficiéncia proteica, consumo, crescimento muscular
predominantemente por hipertrofia muscular, expressdao de MyoD e maior sintese de
celulas secretoras de muco nas branquias e tecidos intestinais. Concluiu-se que o nivel
de treonina de 10,7 g kg™ é adequado para assegurar o desempenho produtivo, o
crescimento muscular e maximizar a producdo de células secretoras de muco de tilapias
do Nilo.

Palavras-chave: aminoacido, nutrigenémica, muasculo, nutrigdo, peixe, salde.
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ABSTRACT

Two experiments were carried out to determine the dietary threonine requirements for
Nile tilapia during two rearing phases through the growth performance, muscle growth,
expression of MyoD and Myogenin, body composition, hematological evaluation and
assessment of mucus production in the epithelium gill and intestinal mucosa. In the first
experiment, 216 Nile tilapia (10.77 = 2.54 g) were distributed into 18 fiberglass
aquarium of 250 liters each. Fish were fed to with extruded isoproteic (35.88% crude
protein) and isocaloric (3.420 kcal.kg™ gross energy) diets containing 9.05, 12.34,
16.95, 21.21, 24.54 and 27.95 g.kg™ threonine. No effects of graded level of dietary
theronine on growth performance and body composition were observed. Fish fed 12.34
g kg* histidine showed increased muscle growth process by hypertrophy, higher
Myogenin expression and higher mucus-secreting cells. It was concluded that 9.05 g.kg
! threonine meet the dietary requirment for growth performance but maximized mucus-

secreting cells occurs in fish fed 12.34 g kg™ threonine. In the second experiment, 270

Nile tilapia (54.5 + 1.7 g) were distributed into 18 floating net cages of 1,5m? each. Five
extruded diets containing 14.1 MJ kg™ gross energy and 293.6 g.kg™” crude protein
containing 8.6,10.7, 13.6, 15.6 and 18.1 g kg ™ threonine were used. Fish fed 10.7 g kg™
threonine showed improved weight gain, protein efficiency ratio, feed intake, muscle
growth enhanced by muscle hypertrophy and expression of MyoD and higher synthesis
of mucus-secreting cells in gills and intestinal tissues. It was concluded that the
threonine level of 10.7 g kg™ is appropriate to ensure productive performance, muscle

growth and maximize mucus-secreting cells of Nile tilapia.

Key words: amino acid, nutrigenomics, muscle, nutrition, fish, health.



INTRODUCAO GERAL

Devido a suas caracteristicas zootécnicas favoraveis, a tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus, L. € considerada a espécie mais importante entre as linhagens de
tildpia, representando aproximadamente 70% da producdo de peixes cultivados
(Fitzsimmons, 2004). E a segunda espécie de peixe mais cultivada no mundo, seguidas
das carpas, compreendendo 6,3% da producdo global da aquicultura (FAO, 2014).

A producéo global de pescado ultrapassou o crescimento da populacdo mundial
e 0 setor da aquicultura continua sendo o0 que apresenta maior crescimento na producéo
de alimentos. Em 2012, a produgdo da aquicultura se manteve em alta, fornecendo
quase a metade de todo pescado consumido na alimentacdo humana. Esta porcentagem
deverd aumentar para 62% em 2030 (FAO, 2014). As tilapias sdo peixes onivoros,
capazes de se alimentar de algas e detritos e utilizar eficientemente alimentos de origem
vegetal. Reproduzem-se com facilidade e podem chegar ao tamanho comercial dentro
de uma mesma estacdo de crescimento (Wang & Lu, 2015).

A proteina é o principal componente visceral e estrutural do organismo animal,
sendo necessario seu continuo suprimento para atender as exigéncias de manutencdo e
producdo (Furuya, 2010). A unidade das proteinas sdo os aminoacidos e 0s peixes ndo
possuem exigéncia nutricional em proteina somente, mas de quantidades e propor¢oes
adequadas de aminoacidos na dieta para a deposi¢do de proteina muscular e corporal
(Wilson, 2002).

A treonina é um amino&cido essencial, sendo o terceiro limitante em dietas
para a tilapia do Nilo (Bodin et al., 2008). Boa parte da exigéncia € destinada a atender
a manutencdo do organismo (Fuller, 1994). A treonina atua no desempenho dos peixes e
rendimento do filé, esta envolvida com a sintese proteica, € precursora de aminoacidos
ndo essenciais como a serina e a slicina (Lemme, 2003; Michelato et al., 2015). E
responsavel pela producdo de mucina, sintetizada em grande quantidade pelos peixes no
trato digestdrio e para o recobrimento da pele (Tibaldi e Tulli, 1999). Em condic¢Ges
normais, o intestino utiliza mais treonina do que outros aminoacidos essenciais (Stool et
al., 1998). Em caso de deficiéncia de treonina dietética, a sintese de mucina intestinal é

especificamente reduzida (Faure et al., 2005).



Com o0s avangos nas pesquisas relacionadas ao melhoramento genético e
exigéncias nutricionais de peixes, ttm-se desenvolvido espécies com maior desempenho
produtivo (Mohammad, 2006). O crescimento muscular dos peixes ocorre a partir da
ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células satélites responsaveis pelos
mecanismos de crescimento hiperplésico e hipertrofico das fibras musculares (Koumans
& Akster, 1995). Nos peixes, as contribui¢des relativas da hiperplasia e hipertrofia para
0 crescimento muscular sdo variaveis, dependendo da espécie, fase de crescimento e
tipo de masculo (Dal Pai et al., 2000; Johansen & Overturf, 2005; Aguiar et al., 2008;
Almeida et al., 2008, 2010).

Alguns genes envolvidos com a proliferacdo e diferenciagdo das células
satélites tém sido identificados em varias espécies de peixes. Entre esses genes estdo 0s
Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFs) (Rescan, 2001). Durante o crescimento
muscular, as células satélites quiescentes sdo ativadas e os MRFs primérios, MyoD e
Myf5, determinam a sua proliferacdo, enquanto a expressdo dos fatores secundarios,
Miogenina e MRF4, estdo relacionados com a diferenciacdo das células satélites em
fibras musculares maduras (Megeney & Rudnicki, 1995; Rudnicki & Jaenisch, 1995;
Watabe, 1999, 2001). Poucos séo os estudos sobre a expressdo dos MRFs durante o
crescimento muscular de peixes.

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

Apesar do crescimento acelerado na area de nutri¢do de tilapias, poucos sdo 0s
trabalhos relacionados com a determinacdo da exigéncia nutricional da treonina em
dietas para a tilapia do Nilo como aminoé&cido funcional, considerando o desempenho
produtivo aliado a estudos relacionados com a expressdo génica e a saude e dos peixes.
A avaliacdo da inclusdo da treonina pode influenciar a taxa de crescimento muscular,
controlada por meio da expressdo dos fatores de regulagcdo miogénica (tempo de
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos), o diametro e a frequéncia das fibras
musculares brancas e a frequéncia das células de muco do epitélio branquial e da

mucosa intestinal quando submetidas a essas dietas.



REVISAO DE LITERATURA

Espécie estudada

Tilapia € o nome genérico dado ao grupo de ciclideos constituido por trés
géneros: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia. S&o nativas do Oriente Médio e Africa,
atualmente, todos 0s géneros sdo comercialmente importantes, sendo o género
Oreochromis o mais cultivado, e 90% desse cultivo, € proveniente da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (Wang & Lu, 2015).

Segundo a Organizacdo das Na¢des Unidas (FAO, 2013), 98% das tilapias séo
cultivadas fora de seu habitat original (Shelton, 2002). Seguidas das carpas, a tilapia é a
espécie mais cultivada no mundo, com 3,95 milhGes de toneladas, comparada a
producdo da aquicultura global de 6,3% (FAO, 2014), e os paises que se destacam na
producdo sdo: China, Egito, Indonésia, Filipinas e Tailandia (FAO, 2013).

A tilapia possui carne com boas caracteristicas sensoriais e filés ausentes de
espinhas em “Y” (Souza et al., 2004). Possui grande potencial na aquicultura pela
facilidade de obtencdo de grande numero de larvas por meio de desova natural e
possibilidade de criagdo em tanques de terra, tanques-rede, tanques de recirculacao e
“raceways”. De baixo nivel tréfico, aceita alimento artificial desde a fase larval e utiliza
eficientemente os carboidratos, possibilitando utilizacdo de alimentos alternativos
(Tengjaroenkul et al., 2000) para elaborar ra¢fes praticas de minimo custo (Pezzato et
al., 2002). Devido a todas essas caracteristicas, encontram-se difundidas em todo o
mundo, em varios paises de clima tropical e/ou subtropical e, a partir da década entre
1920 a 1950, passaram a ser cultivadas de forma intensiva (Moreira et al., 2001). No
Brasil, a partir de 2002, essa espécie se destacou como a mais cultivada na piscicultura
continental (Boscardin, 2008; MPA, 2014).

O Brasil possui condi¢des favoraveis para incrementar a sua producdo
aquicola. Existem mais de 3,5 milhdes de hectares de lamina d’agua em reservatérios de
usinas hidrelétricas (ANEEL) e propriedades particulares no interior do pais.
Atualmente o pais produz aproximadamente 2 milhGes de toneladas de pescado, sendo
40% cultivados (MPA, 2015). De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA,2014), atualmente cada regido brasileira vem se especializando na criacdo de

determinadas espécies de peixes. Nas regiGes Nordeste, Sudeste e Sul, a tilapia tem



grande destaque na aquicultura. A legislacdo brasileira limita a criacdo de espécies
exdticas nos diferentes corpos d’agua, exceto quando a espécie ja esteja
comprovadamente detectada em uma bacia hidrogréfica, de acordo com a Portaria do
Ibama n° 145/N, de 29 de outubro de 1998, de 29 de outubro de 1998.

A criacdo de peixes é a area da producdo animal que mais se desenvolve no
Brasil. Para atender a expansdo desta agroindustria, as técnicas de producdo demandam
maior nivel de intensificacdo (Furuya, 2010). No entanto, ainda ndo estdo plenamente
definidas as exigéncias da tilapia em todas as fases do seu crescimento, levando em

consideragdo a saude, seguranca alimentar, além da sustentabilidade na producéo.

Proteinas e aminoacidos na nutricédo de peixes

As proteinas sdo polimeros resultantes da desidratacdo de aminoacidos. Sao as
macromoléculas mais abundantes nas células vivas. Ocorrem em todas as celulas e séo
responsaveis pela informacdo genética expressa. Sdo constituidas com o0 mesmo
conjunto de 20 aminoacidos, ligados covalentemente em sequéncias lineares
caracteristicas (Nelson & Cox, 2002).

Os aminoacidos podem ser classificados em cinco classes principais, tendo
como base as propriedades dos seus grupos R, em particular sua polaridade, ou
tendéncia para interagir com a agua em pH bioldgico (pH préximo a 7). A polaridade
dos grupos R pode variar amplamente, desde um comportamento totalmente ndo polar
ou hidrofébico até um altamente polar ou hidrofilico. Nos grupos R nédo polares e
alifaticos (hidrofébicos) encontram-se a alanina (Ala), glicina (Gly), isoleucina (lle),
leucina (Leu), metionina (Met), prolina (Pro) e valina (Val), nos grupos R aromaticos:
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), grupos R néo carregados, mas
polares: asparagina (Asn), cisteina (Cys), glutamina (GlIn), serina (Ser) e treonina
(Thr), grupos R carregados positivamente: arginina (Arg), histidina(His) e lisina (Lys),
e grupos R carregados negativamente: aspartato (Asp) e glutamato (Glu)(Wu, 2013).

Devido aos diferentes grupos R, cada aminoacido apresenta uma via catabolica
Unica. No entanto, o catabolismo de muitos aminoacidos apresenta uma série de
passos em comum, que podem gerar intermediarios do ciclo de &cido citrico. A
principal funcdo do ciclo de écido citrico é gerar NADH * H" e FADH,’, no processo

também é gerado CO, e GTP. Os intermediarios do ciclo de acido citrico, formados a
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partir da desaminacdo dos aminodcidos ou originados da glicélise dos carboidratos,
também podem ser utilizados como precursores para a biossintese de novos

aminoacidos (Hepher, 1988) (Figura 1).
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Figura 1: Diferentes vias metabdlicas no catabolismo de aminoacidos. Adaptada de
Nelson & Cox (2011).

A exigéncia em proteina para peixes € usualmente expressa como porcentagem
da dieta. O nivel dietético de proteina deve assegurar quantidade adequada de
aminoacidos para atender uma espécie em particular, permitindo que o organismo
sintetize suas proprias proteinas para manutengdo do desenvolvimento e crescimento
adequados (Portz & Furuya, 2012). A exigéncia em proteina diminui & medida que o
peixe cresce, podendo variar de acordo com o regime de cria¢do (Carneiro et al., 1999).

A eficiéncia de sintese proteica € determinada pelo aminodcido mais limitante,
sendo os aminoacidos em excesso degradados e excretados principalmente na forma de
amonia (Verstegen & Jongbloed, 2003). Os peixes ndo possuem uma exigéncia

verdadeira em proteina, mas de dietas com quantidades e proporcdes adequadas de



amino&cidos essenciais e ndo essenciais. Assim como outros animais, 0S peixes exigem
dietas com valores adequados dos aminodcidos essenciais: lisina, metionina, treonina,
triptofano, arginina, histidina, isoleucina, leucina, fenilalanina e valina (Portz & Furuya,
2012).

A maior demanda de farinha de peixe no mercado mundial para atender as
exigéncias de aminoacidos resultou aumento na procura de fontes alternativas
economicamente viaveis para o futuro desenvolvimento na producdo de peixes (Bodin
et al., 2008), principalmente os de origem vegetal. No entanto, podem apresentar
aminoacidos limitantes (Gatlin et al., 2007). Os aminoacidos mais limitantes nos
alimentos de origem vegetal sdo a lisina, metionina e a treonina (Borlogan et al., 2003).
Neste sentido, hd necessidade de avaliar aminodcidos cristalinos para atender as
exigéncias nutricionais dos peixes, objetivando o melhor desempenho produtivo e salde

dos peixes de forma ambientalmente sustentavel.

Estrutura, metabolismo e exigéncias de treonina

O aminoécido L-treonina (a-amino-B-hydroxybutyric acid) foi isolado a partir
de uma proteina por pesquisadores em 1925. Dez anos depois, W. Rose e colaboradores
identificaram a treonina como um componente da hidrolise &cida da caseina. A partir
desta descoberta, foi possivel elaborar dietas purificadas e semipurificadas contendo
aminoéacidos na forma cristalina para estudos de nutricdo (Wu, 2013).

A estrutura quimica da treonina foi determinada em 1935 e apresenta dois
atomos de carbono assimétricos e uma cadeia lateral polar neutra (sem carga liquida),
que confere caracteristicas hidrofilicas que permite o radical polar formar ligacGes de

hidrogénio com a agua (Tabela 1).

Tabela 1: Estrutura da treonina (Wu, 2013).

Nome Simbolo Férmula estrutural em pH neutro

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




A treonina é um aminodcido glicogénico, atuando no processo de formacéao de
glicose que ocorre nos rins e no figado a partir de precursores nio carboidratos. E
precursora de aminoacidos ndo essenciais como a glicina e a serina (Nelson & Cox
2011; Moyes & Schulte, 2010). Com a treonina, ao contrario da maioria dos
amino&cidos, ndo ocorre 0 processo de transaminacdo. A treonina é desaminada no
figado, em que o grupo a-amino € separado do esqueleto carbonado, e assume vias
metabolicas distintas, porém interconectadas (Davis & Austic, 1982).

Em peixes, o metabolismo da treonina envolve a producdo de amodnia,
conversao dos esqueletos de carbono em glicose, gordura, energia, CO, e H,O e ainda,
na formacdo de derivados ndo proteicos (Kidd et al., 1996). A amdnia produzida por
este processo metabolico pode ser utilizada para a biossintese de aminoacidos ou
nucleotideos, ou ter seu excesso diretamente excretado pelas branquias. Os esqueletos
de carbono resultantes do catabolismo da treonina podem ser direcionados para a
gliconeogénese ou para a cetogénese (Figura 1), ou ainda serem completamente
oxidados a CO, e H,O. Na via cetogénica, o acetil-CoA é produzido a partir da
degradacéo da treonina que é posteriormente convertida em B-hidroxibutirato (Davis &
Austic, 1982).

A amoénia € o centro do metabolismo dos aminodcidos. Ela € utilizada na
sintese dos aminoacidos por meio de reacBes que adicionam a amdnia ao esqueleto de
carbono para criar um aminoacido que pode ser utilizado na biossintese de proteinas.
Quando as proteinas sdo degradadas, os aminoacidos sdo quebrados para produzir
esqueletos de carbono que podem ser usados para 0 metabolismo energético. Peixes de
agua doce normalmente sdo amoniotélicos e gastam menos energia necessaria para
metabolizar o residuo nitrogenado na forma de aménia (Moyes & Schulte, 2010).

A treonina € um aminoacido essencial e limitante em dietas para tilapias, e a
exigéncia dietética varia de 11,1 g/kg (3,96% da proteina bruta) a 13,5 g/kg (5,51% da
proteina bruta) (Furuya, 2010; NRC, 2011), sendo o primeiro aminoacido limitante
para a producdo de imunoglobulinas e mucina, sintetizada em grande quantidade pelos
peixes no trato digestdrio e no recobrimento da pele (Tibaldi & Tulli, 1999).

Segundo D’Mello (2003), os valores médios exigidos de treonina relatados
para diferentes espécies de peixes variam entre 2,0 a 5,0% da proteina bruta da dieta,
demostrados em estudos estabelecidos para diversas espécies peixes como bagre do
canal, (Ictalurus punctatus), carpa comum, (Cyprinus carpio), tilapia do Nilo,“Mrigal

carp”, (Cirrhinus mrigal), catfish indiano, (Heteropneustes fossilis), carpa indiana,



(Labeo rohita), salmdo do Atléntico, (Salmo salar) e truta arco-iris, (Oncorhynchus
mykiss) (NRC, 2011).
Santiago & Lovell, (1988) determinaram a exigéncia de 1,05% na dieta ou
3,75% da proteina da dieta treonina para alevinos de tilapia do Nilo. Valores proximos
foram descritos para a truta arco-iris, de 3,4% da proteina da dieta (Ogino, 1980), carpa,
3,9% da proteina e enguia, 4,0%da proteina (Nose, 1979). Porém, valores inferiores
foram descritos para o bagre do canal, (2,21%da proteina) e salmdo chinook
(Oncorhynchus tshawytscha), 2,25% (Wilson et al., 1978), e de 2,93% para a tilapia
mogambica (Orecorhomis mossambicus) (Jaunsey et al., 1983). Na tabela 2, encontram-
se as exigéncias de treonina de algumas espécies de peixes.



Tabela 2: Exigéncias de treonina para algumas espécies de peixes.

- Thr Thr Peso inicial P_eso A
Nome comum Nome cientifico (of kg dieta) (%PB dieta) @ fl(l’;{;ﬂ Referéncia
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 10,5 3,85 0,2 0,9 Santiago & Lovell (1988)
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 11,1 4,0 1,6 21,5 Bomfim et al. (2008)
Tilépia do Nilo Oreochromis niloticus 13,5 5,0 37,6 351,5 Silvaetal. (2006)
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 11,5 4,0 563,3 785,6  Michelatoet al. (2015)
Carpa maior da India Cirrhinus mrigala 18,0 4,5 0,5 1,8 Ahmed et al. (2004)
Carpa maior da India Labeo catla 15,1 3,8 0,6 1,8 Abidi & Khan (2008)
Carpa maior da India Catla catla 14,1 4,3 0,6 6,9 Zehra & Khan (2014)
Carpa chinesa Cyprinus carpio 16,2 5,2 13,6 50,7 Fengetal. (2013)
Truta arco-iris Oncorhynchus mykiss 8,0 2,1 1,8 53 Bodin et al. (2008)
Salméo do Atlantico Salmo salar 8,0 2,1 0,8 1,9 Bodin et al. (2008)
Salméo do Atlantico Salmo salar 13,1 2,5 79,4 165,7 Helland & Helland (2011)
Salméo do Atlantico Salmo salar 13,3 2,4 39,3 89,9  Helland et al. (2013)
Catfish indiano Heteropneustes fossilis 12,7 3,2 3,6 10,2 Ahmed (2007)
Corvina amarela Larmichthys crocea 19,6 4,2 6,0 17,8  Heetal. (2015)

Thr= treonina; PB=proteina bruta
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Estudos relacionados a exigéncia de treonina para suinos (Stoll et al., 1998;
Burrinet al., 2001; Bertoloet al., 1998) descreveram que cerca de 40-50% do consumo
de treonina é metabolizado no intestino. Isso implica que boa parte da exigéncia de
treonina ndo esta associada com a deposicdo de proteina muscular, e sim com as
funcdes metabdlicas do intestino. Segundo Le Bellego et al. (2002), grande fracdo de
treonina dietética é absorvida na parte superior do intestino. Esta absor¢do é muito
importante, pois elevados teores de treonina sdo exigidos durante o processo digestivo,
por meio das secrecOes digestivas (células caliciformes). A camada de muco secretado
pelas células caliciformes espalhadas ao longo das vilosidades do intestino, atuando na
protecdo deste tecido, contra danos fisicos e da agdo das enzimas digestivas, durante a
passagem do bolo alimentar. O muco é composto principalmente de agua (95%) e
mucinas (5%). As mucinas possuem peso molecular elevado e sdo ricas em treonina
(Corfield et al., 2001).

Considerando que existem poucas informacg6es sobre as exigéncias de treonina
para tilapias relacionadas a estudos mais detalhados sobre a expressdao dos genes e
associadas ao crescimento muscular, é importante determinar a exigéncia de treonina
para a tilapia do Nilo, uma vez que a deficiéncia ou excesso de treonina afetam
negativamente a utilizagdo de aminoécidos essenciais e ndo essenciais e,

consequentemente a retencdo de proteina corporal e o crescimento dos peixes.

Tecido muscular estriado esquelético e Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFs)

O tecido muscular estriado esquelético € um tecido complexo, dindmico e
possui caracteristicas peculiares de adaptacdo morfologica, metabolica e funcional
frente aos mais variados estimulos (Acosta et al., 2005; Pette & Staron, 2000). Essas
caracteristicas tornam o musculo extremamente importante para a adaptagdo dos
organismos ao seu habitat.

Em peixes, a maior parte da massa corporal & representada pelo tecido
muscular estriado esquelético que constitui de 40 a 60% do peso total do animal, além
de representar um mecanismo especifico para a adaptacdo desses animais a0 meio
aquatico (Bone, 1978). Também serve como reserva de proteina, que pode ser utilizada
em atividades que requer grande demanda energética (Weatherley & Gill, 1985).

O musculo dos peixes teledsteos é formado pelos mdsculos axiais,

responsaveis pela movimentacdo durante a natagdo, em que flexionam a coluna



11

vertebral e a regido caudal. Estdo divididos em por¢édo epaxial e hipoaxial por meio de
um septo lateral ou transverso (horizontal), de tecido conjuntivo, localizado na regido do
nervo da linha lateral (Alexander, 1969; Videler, 2011).

Na maioria das espécies de peixes, 0 musculo esquelético é constituido por
unidades morfofuncionais, os miémeros, que possuem formato em “W” e se repetem ao
longo de todo o corpo, estando inseridos por curtos tenddes em bainhas de tecido
conjuntivo, os chamados miosseptos (Alexander, 1969). Essa disposicdo em “W”
confere a esses animais maior mobilidade e destreza durante a realizacdo dos
movimentos natatdrios (Van Leeuwen, 1999).

As fibras musculares sdo classificadas em vermelhas, intermediérias e brancas
(Ogata, 1958). O compartimento vermelho, normalmente, corresponde entre 10% e 30%
de toda a musculatura miotomal, é constituido por fibras musculares vermelhas com
velocidade de contracgdo lenta, alta concentracdo de mioglobina, apresenta um excelente
suprimento sanguineo, e metabolismo oxidativo, caracterizado por fibras de pequeno
diametro (entre 25 e 45 um) (Greer-Walker & Pull, 1975; Bone, 1978; Johnston, 1981;
Sanger & Stoiber, 2001). Pode estar localizado na regido subdermal, como uma camada
fina e uniforme ao longo de todo o corpo do animal (Egginton & Johnston, 1982; Dal
Pai-Silva et al., 1995) ou apresentar uma distribuicdo mais localizada, aparecendo
somente na regido do nervo da linha lateral, em que assume um aspecto triangular
(Hoyle et al., 1986; Sanger & Stoiber, 2001).

O compartimento  branco  (musculatura  branca) corresponde a
aproximadamente 70% do volume total do tecido muscular (Sénger e Stoiber, 2001).
Essa proporc¢do varia ao longo do comprimento do peixe com maior proporcao na regiao
anterior do animal e com grande declinio em direcdo a regido caudal (Zhang et al.,
1996). As fibras musculares brancas possuem velocidade de concentracdo rapida e
metabolismo glicolitico, poucas mitocondrias e lipideos, apresentam maiores diametros
(entre 50 e 100 pum) e menor suprimento de capilares sanguineos; possuem baixa
concentracdo de mioglobina e poucas mitocéndrias (Sénger e Stoiber, 2001). A
musculatura contendo fibras musculares brancas é recrutada nos movimentos bruscos de
natacdo, como a captura de alimento e fuga de predadores (Altringham e Johnston,
1981).

O compartimento intermediario (musculatura intermediaria) possui fibras que
apresentam propriedades morfofisiologicas intermediarias em relagdo as das fibras

musculares brancas e vermelhas caracterizadas pela concentracdo rapida e metabolismo
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oxidativo/glicolitico (Johnston, 1981). O didmetro destas fibras musculares pode variar,
dependendo da arquitetura do muasculo de cada animal, conforme observado na Figura
2.
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Figura 2: Corte transversal da musculatura estriada da tilapia do Nilo (O.
niloticus), apds a reacdo de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Tetrazolium
Redutase NADH-TR, demonstrando a musculatura distribuida nos
compartimentos vermelho (V), intermediario (I) e branco (B). Adaptado de Aguiar
et al. (2005).

O crescimento muscular nos peixes ocorre mediante a proliferacdo e a
diferenciacdo dos mioblastos (Alfei et al., 1994; Johnston et al., 2000). A formacao das
primeiras fibras musculares ocorre nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario,
ja nos mamiferos a hiperplasia cessa em um curto periodo apés o desenvolvimento
embrionario (Goldspink et al., 1972; Johnston et al., 2000).

Quando ativados por sinais celulares ou extracelulares, os mioblastos
proliferam-se, diferenciando-se e os nicleos sdo internalizados as fibras musculares pré-
existentes, aumentando o nimero de nucleos para maior sintese de miofibrilas, esse
processo é conhecido como hipertrofia, e ocorre 0 aumento no didmetro ou &rea das
fibras (Koumans & Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001). Por
outro lado, os mioblastos em proliferacdo podem agregar-se a superficie de fibras

musculares pré-existentes e formar novos miotubos multinucleados, esse processo é
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conhecido como hiperplasia, e 0s miotubos se separam das fibras, originando novas
fibras musculares (Johnston, 1999; Johnston et al., 2000) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema demonstrativo dos principais mecanismos de crescimento muscular
pds-natal nos peixes: hipertrofia e hiperplasia. A populacdo de mioblastos indiferenciados
contribui para o crescimento hipertréfico e hiperplasico do musculo esquelético sob a
influéncia dos Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFs) e dos Fatores de Crescimento.
(Adaptado de Johnston, 1999).

A relativa contribuicdo para o crescimento muscular por meio dos processos de
hiperplasia e hipertrofia tem sido estudada em muitas espécies de peixes, sendo
verificado que nas espécies de crescimento rapido e que atingem tamanho final maior, a
hiperplasia das fibras persiste por um periodo de tempo maior (Kiessling et al., 1991;
Valente et al., 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001; Carani et al., 2008) em que novas
fibras musculares sdo continuamente recrutadas em todas as fases do crescimento
(Weatherley et al., 1988; Alami-Durante et al, 1997; Rowlerson & Veggetti, 2001). Por
outro lado, nas espécies que atingem menor tamanho, a hiperplasia das fibras cessa nos
estagios iniciais de desenvolvimento e a hipertrofia ocorre por meio das fibras formadas

nas fases iniciais da embriogénese (Veggetti et al., 1993; Koumans & Akster, 1995).
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Alguns genes envolvidos com a proliferacédo e diferenciagdo dos mioblastos tém
sido identificados em vérias espécies de peixes. Entre esses, estdo os Fatores de
Regulacdo Miogénica (MRFs) (Rescan, 2001), que séo fatores de transcri¢do, dos quais
fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf5 e MRF4, que compartilham um dominio
altamente conservado, conhecido como basic helix-loop-helix (bHLH). Os MRFs
reconhecem, por meio de seu dominio bésico, uma sequéncia consenso no DNA
conhecida como E-box (5"-CANNTG-3"), presente na regido promotora da maioria dos
genes musculo especificos (Lassar et al., 1989; Murre et al., 1989; Blackwell &
Weintraub, 1990). A regido HLH dos MRFs constitui o dominio de ligagdo dessa
molécula com proteinas E, como E12 e E47 (Murre et al., 1989). A ligacdo do
heterodimero MRF-proteina E ou de homodimeros dos MRFs sequéncia E-box ativa a
transcricdo de genes musculo especificos, levando a sua expressdo (Murre et al., 1989,
Lassar et al., 1991).

Durante o crescimento muscular, os mioblastos quiescentes sdo ativados e 0s
MRFs primarios, MyoD e Myf5, determinam a sua proliferacdo, enquanto a expressao
dos fatores secundarios, Miogenina e MRF4, esta relacionada com a diferenciacdo das
células satélites em fibras musculares maduras (Megeney & Rudnicki, 1995; Rudnicki
& Jaenisch, 1995; Watabe, 1999, 2001).

Poucos sdo os estudos sobre a expressdo dos MRFs durante o crescimento
muscular de tilapias. Nos peixes, a taxa de crescimento muscular pode ser afetada por
diversos fatores ambientais, incluindo o0s nutricionais (Johnston, 2006). O
balanceamento de amino&cidos de uma dieta pode alterar a taxa de miogénese (tempo
de proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos), o nuimero e didmetro das fibras
musculares brancas e os padrdes de expressdo de genes relacionados com o
desenvolvimento muscular na fase inicial da vida dos peixes podendo refletir em

mudancas no crescimento do animal adulto (Alami-Durante et al., 2010).

Branquias

As brénquias sdo constituidas de filamentos que se apoiam em arcos
cartilaginosos (arcos branquiais). Nesses arcos ainda se apoiam 0s rastros branquiais,

que séo estruturas especializadas na retengéo e selecdo dos alimentos encontrados na
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agua que se comunicam diretamente com a faringe. Nelas se ramifica uma extensa rede
capilar sanguinea, protegida por uma delgada membrana (Moreira et al., 2001).

A maioria dos teledsteos usam as branquias como a principal superficie
respiratoria. Os peixes teledsteos possuem quatro pares de arcos branquiais que se
estendem desde o assoalho até o teto da cavidade bucal. Cada um dos quatro pares €
sustentado por um esqueleto cartilaginoso com mdsculos estriados abdutores,
facilitando a movimentacdo dos arcos branquiais para favorecer a funcdo respiratdria
(Gentenet al., 2009). Cada arco branquial contém um vaso sanguineo aferente e um
eferente. O vaso sanguineo ramifica-se em uma série de vasos capilares filamentosos
aferentes que passam ao longo dos filamentos, carregando sangue para as superficies
respiratorias. Os capilares convergem entdo em vasos filamentosos eferentes que
carregam sangue oxigenado de volta para o0 vaso sanguineo eferente no arco branquial
(Moyes & Schulte, 2010).

Para a passagem da &gua, a agua entra pela boca, percorre a faringe, passa
através dos arcos branquiais e sai pela abertura do opérculo; a medida que a 4gua passa
pelos filamentos branquiais, o oxigénio (O2) nela dissolvido penetra nos capilares que
irrigam esse filamento, ao mesmo tempo em que o gas carbénico (CO,) passa do sangue
para a dgua (Moreira et al., 2001).

Como na maioria dos epitélios de transporte, o epitélio das branquias dos
peixes possui diversos tipos de células envolvidas no controle do equilibrio hidrico e
ibnico, além de células secretoras de muco espalhadas sobre a superficie das branquias
(Moyes & Schulte, 2010). O muco produzido pelos peixes faz parte de seu préprio
mecanismo de defesa. O muco contém substancias que inibem o crescimento e o
desenvolvimento de muitos parasitos, bactérias e fungos (Moraes & Martins, 2004).

As glandulas mucosas produzem secrecdo densa e viscosa (mucina), ajudando
na formacdo de uma cobertura protetora sobre o revestimento de 0rgdos ocos que se
comunicam com o exterior do corpo. Essa cobertura protetora chama-se muco e contém
restos de células epiteliais e de leucdcitos, além de mucina. As células das unidades
secretoras de muco sdo repletas de mucindgeno, o precursor da mucina. Os nucleos
encontram-se deslocados na direcdo da parte basal da célula e, em geral, achatados
contra a membrana celular (Eurrell & Frappier, 2012).

As células mucosas sdo uma caracteristica proeminente do epitélio branquial.
A importancia bioldgica da interface rica do muco entre 0s peixes e seu ambiente

aquoso abrange funcbes tdo diversas como, a regulacdo ibnica, a protecdo mecanica e
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imunologica. Outras células encontradas nos filamentos branquiais incluem
melandcitos, linfdcitos, macréfagose células neuroepiteliais (Genten et al., 2009).

No epitélio branquial sdo encontradas as células pavimentosas que sdo as mais
numerosas; as células mucosas, que séo responsaveis pela secrecdo de mucosubstancias,
e as células-cloreto, que sdo as responsaveis pela absorcdo de fons CI e Ca®* nos peixes
de agua doce (Sakuraguiet al., 2003) Figura 4.

Figura 4: Enguia-europeia (Anguilla anguilla) (Hematoxilina-Eosina) Branquia.
Corte longitudinal entre a lamela primaria e secundéria. 1. Filamento priméario ou
secundario branquial — 2. Lamela secundaria com capilar central — 3. Lamem capilar e
eritrocitos na lamela secundéria — 4. Lacuna (limem capilar) 5. Células pilares (forma
oval) — 6. Células epiteliais (epitélio respiratdrio) — 7. Célula mucosa — 8. Células nédo
diferenciadas — 9. Células de cloreto (com nucleo arredondado mostrando o nucléolo
proeminente) Adaptado de Genten et al. (2009).

Alteracdes que possam comprometer a funcdo respiratéria ocorrem em virtude
dos efeitos diretos e indiretos de contaminantes do meio aquatico (Mazon et al., 2002b;
Fernandeset al., 2007). As alteracbes mais comuns encontradas nas brénquias dos
peixes e previamente descritas sdo: (a) elevagdo epitelial, que se trata de uma elevagédo
ou destacamento do epitélio lamelar e ocorre como primeiro sinal de patologia, (b)
hiperplasia, proliferacdo de células do epitélio filamentar, que conduz, por vezes, a
fusdo parcial ou total das lamelas branquiais, esse aumento do epitélio pode ser pela
proliferacdo de células de cloreto e de células indiferenciadas, (c) telangectasias, que
consistem em um extravasamento de sangue no interior da lamela (Halver et al, 1975;
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Lim & Lovell, 1978; Cavichioloet al., 2000). Essas alteracdes histoldgicas funcionam
como mecanismos de defesa, porque diminuem a &rea de superficie vulnerdvel da
branquia e/ou aumentam a barreira de difusdo ao poluente (Karlsson-Norrgren et al.,
1985; Erkemen & Kolankaya, 2000). Essas respostas dificultam o acesso do poluente ao
sangue prejudicando, contudo, a realizagcdo de trocas gasosas (Mcdonald & Wood,
1993).

Uma série de agentes parasitarios também podem causar problemas em criacGes
de tilapias. A pele e as branquias sdo os locais mais comuns de infestacdo parasitaria.
(Anderson & May, 1979). Protozoarios do género Trichodina sp., além de
monogenoideos podem ocasionar problemas em criacGes desta espécie e sdo de grande
importancia, principalmente em intensas infestacdes quando o ambiente se encontra
favoravel para sua reproducdo, ou seja, em situacbes em que ocorre deterioracao
ambiental que condiciona a reducdo do pH e do oxigénio dissolvido (Moraes e Martins,
2004), podendo, assim, causar espoliacdes junto as branquias e pele dos animais,
predispondo-os a problemas respiratdrios e infeccbes secundarias (Zanolo &
Yamamura, 2006).

As branquias possuem uma camada de muco secretada pelas células de muco
espalhadas ao longo dos filamentos branquiais, que sdo responsaveis pela protecdo do
tecido, contra agentes parasitarios, bem como, atuam na protecdo contra a abrasividade
da continua passagem da agua filtrada durante a oxigenacdo do sangue. As células de
muco s&o ricas em treonina esta por sua vez, é constantemente requerida para as fungées
metabolicas do peixe. Estudos sobre a inclusdo de treonina em dietas para peixes com o
intuito de avaliar a frequéncia de células de muco séo escassos, e a inclusdo de treonina
na dieta pode ser uma importante ferramenta de protecdo, otimizando o desempenho

produtivo e garantindo maior protecdo aos peixes.

Intestino

O intestino dos peixes apresenta grande diversidade estrutural, variando até
mesmo em espécies com habitos alimentares semelhantes (Buddington et al., 1997;
Reifel &Travill, 1979). De acordo com estes habitos, 0s peixes podem ser classificados
em: fitoplantofagos, zooplantofagos, predadores, iliofagos, herbivoros e onivoros
(Rotta, 2003).
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De forma geral, intestinos mais longos, ocorrem em espécies que se alimentam
de itens pouco digestiveis como as herbivoras e detritivoras, ao passo que intestinos
mais curtos sdo encontrados em espécies carnivoras. Em peixes onivoros, o
comprimento intestinal é intermediario e varia conforme a propor¢cdo dos diferentes
tipos de alimentos consumidos (Kapoor et al., 1975).

A tilapia do Nilo possui habito alimentar fitoplanctéfago, com tendéncia
onivora, ingerem todo o tipo de material organico disponivel na d&gua. Possuem boca de
tamanho mediano, comem moluscos, sementes, vegetais, crustaceos e na falta de
alimentos solidos, podem filtrar e ingerir organismos plancténicos (Moreira et al.,
2001).

O tubo digestivo inicia-se na boca e termina no orificio anal. DilatacBes e
estreitamentos desse tubo determinam seus diferentes compartimentos ou partes
constituintes. Podemos dividi-lo em trés partes: (a) Intestino cefalico (cavidade buco-
faringea), (b) Intestino anterior (es6fago e estbmago) e (c) Intestino posterior (inicia-se
na regido pilérica ou regido dos cecos pildricos (quando presentes), e corresponde ao
intestino verdadeiro, em que ocorrem 0S processos quimicos da digestdo e absorcdo de
alimentos, no final do intestino médio, encontramos uma regido mais delgada, que
corresponde ao reto, terminando no anus ou cloaca (Moreira et al., 2001).

Nos peixes, o trato digestdrio consiste em um tubo composto por limen e uma
parede formada basicamente por quatro camadas distintas: (a) Muscular da mucosa: é
composta por um revestimento epitelial e lamina propria (tecido conjuntivo frouxo,
vascularizado, contendo nervos e leucdécitos), (b) Submucosa: que consiste em uma
camada adicional de tecido conjuntivo, (c) Tunica muscular: é formada por camadas
longitudinais e circulares de musculo estriado, (d) Serosa: é uma camada de tecido
frouxo, rica em vasos sanguineos e revestida por células mesoteliais (Genten et al.,
2009; Wilson e Castro, 2011).

A maior concentracdo de células mucosas e 0 espessamento da camada
muscular no intestino distal estdo relacionados com a lubrificagcdo e condugéo do bolo
fecal, respectivamente (Reifel e Travill, 1979). J& o maior desenvolvimento da mucosa
na regido proximal do intestino indica predominio da absorcdo de nutrientes nesta
porcédo (Rodrigues et al., 2010; Seixas Filho et al., 2001)

Os peixes vivem em um ambiente rico em microrganismos oportunistas e a
camada de muco recobre a superficie da pele, branquias e intestino, tem funcdes

mecanicas protetoras (Anbuchezhian et al., 2011). O epitelio do trato digestério dos
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peixes € altamente revestido por substancias mucosas variadas, de grande importancia
fisioldgica nos processos digestivos e na prote¢do contra injarias mecanicas e quimicas
(Kapoor et al., 1975).

O muco é secretado por meio das células caliciformes (Tytgat et al., 1996). A
camada de muco contém grande quantidade de moléculas de mucina, que formam um
gel viscoso que protege o epitélio gastrointestinal contra-ataque constante de fluidos
digestivos, microrganismos e toxinas (Forstner et al., 1995). Além disso, esse muco
forma uma camada que protege o epitélio de infeccbes provenientes de bactérias
patogénicas (Linden et al., 2008). E constituido primariamente por glicoproteinas,
porém numerosas substancias tém sido identificadas, incluindo compostos quimicos
como: citocinas, peptideos, lisozimas, lipoproteinas, lectinas, proteases e anticorpos.
Muitos destes componentes atuam na defesa contra agentes patogénicos diretamente ou
indiretamente, possuindo atividade antimicrobial natural (Cain & Swan, 2011).

O muco também favorece o estabelecimento e manutencdo de uma microbiota
gue antagoniza bactérias potencialmente patogénicas. A espessura final, a composicao,
e efeito protetor do muco séo determinados pelo equilibrio dindmico entre processos
anabolicos (secrecdo a partir de células caliciformes) e catabolicos (fisica e degradacéao
proteolitica) (Faure et al., 2006).

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

Comparado com outras proteinas intestinais, 0 muco intestinal €
particularmente rico em treonina (acima de 30%) (Neutra & Forstner, 1987), sugerindo
que este aminodcido estd diretamente relacionado com o funcionamento e mantenca
intestinal, que por sua vez, ocasiona elevada retencdo deste aminoacido pelo intestino,
podendo causar prejuizo para a sintese proteica (Fraure et al., 2005)

Estudos avaliando a inclusdo da treonina em dietas para peixes e sua atuacdo
sobre a frequéncia de células secretoras de muco intestinal ainda ndo foram reportados
até o momento na literatura, podendo ser utilizados como fonte de referéncia em estudos

envolvendo a utilizacdo da treonina como aminoacido funcional em peixes.
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Hematologia

A hematologia vem se tornando um importante instrumento no conhecimento
das alteracdes fisioldgicas dos peixes (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004), revelando
informagdes importantes para o diagnostico e progndstico de condicdes morbidas em
populacgdes de peixes (Tavares-Dias, 2003).

O peixe, sob efeito de agente estressor, desencadeia respostas denominadas
respostas ao estresse que podem ser divididas em primarias (que sdao mediadas pelos
horménios catecolaminas e cortisol que atingem todo o organismo, provocando 0s
efeitos secundarios) (Wedemayer, 1996; Bartom, 2002). As respostas secundarias
compreendem os varios efeitos bioquimicos e fisioldgicos associados com o estresse,
tais como: hiperglicemia, aumento das proteinas totais e modificacdo hematoldgica
(Affonso et al., 2002; Andrade et al., 2007). As respostas terciarias atingem o
organismo como um todo, comprometendo o crescimento, a reprodugdo e o sistema
imunoldgico do organismo (Cavichiolo, 2009).

O estudo hematoldgico é uma ferramenta auxiliar para avaliar as alteracdes dos
padrdoes hematoldgicos de referéncia, utilizada também como ferramenta para o
diagndstico de estresse animal, no desequilibrio influenciado pelo meio ambiente ou
pela presenca de agentes infecciosos, bem como, distirbios morfolégicos nas células
sanguineas (Bicudo et al., 2009; Aradujo et al., 2009).

O sangue € responsavel pela distribuicdo de calor, equilibrio &cido-basico e
osmatico dos tecidos, transporte de gases respiratérios, nutrientes e produtos de
excrecdo, além de atuar na defesa do organismo. A presenca, quantidade e proporgdo
das diferentes células presentes no sangue periférico (vascular) refletem no estado
fisiolégico do organismo, apresentando ampla variacdo em funcédo de fatores externos e
internos (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004; Junqueira & Carneiro, 2011).

O sangue é um tecido liquido, movel, do tipo conjuntivo, contido num
compartimento fechado, o aparelho circulatério, que 0 mantém em movimento regular e
unidirecional, devido essencialmente as contragdes ritmicas do coracdo (Junqueira &
Carneiro, 2011). E constituido por células em suspensdo em um fluido intercelular
denominado, plasma (fase liquida), formado por 90% de agua, 7% de proteinas
(globulinas e albumina) e 3% de solutos, como eletrélitos. A fase solida é composta por

elementos figurados, como os glébulos vermelhos (eritrocitos) e os glébulos brancos
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(linfocitos, mondcitos, neutrdfilos, baséfilos, eosindfilos e célula granulocitica especial)
e trombacitos (Feldman et al., 2000).

Os principais tipos de células sanguineas dos peixes sdo os globulos vermelhos
(eritrocitos), globulos brancos (leucocitos) e os trombdcitos. Em peixes, como em
outros vertebrados ndo mamiferos, os eritrocitos possuem forma oval e contém sempre
um nucleo. O citoplasma contém a hemoglobina. O ndmero de eritrocitos varia de
acordo com as espécies, bem como a idade do individuo, da estacdo e condigdes
ambientais (Genten et al., 2009).

O volume de sangue dos peixes (sem estresse) é em torno de 1,5 a 3,0% do peso
vivo em teledsteos e cerca de 6,0% nos elasmobranquios (Ranzani-Paiva & Silva-
Souza, 2004). Diferentemente dos mamiferos, o0s peixes tém Varios centros
hematopoiéticos (rim cefélico, baco, figado, entre outros). Caso uma enfermidade
comprometa o principal centro hematopoiético, outros Orgdos podem assumir a
producdo de células, tornando-se mais complexa a caracterizacdo do quadro leucocitério
dos peixes com lesdo dos 6rgédos (Feldman et al., 2000).

Em sistemas aquicolas as situacdes de estresse sdo bastante comuns, seja pelas
variaveis naturais como as condi¢cdes ambientais e climéaticas, ou mesmo em sistemas
controlados, resultando em consequéncias negativas para a producdo de peixes, tais
como: reducdo no desempenho, aparecimento de doencas e até alteragdes morfoldgicas
que comprometam estruturas vitais dos peixes. (Cavichiolo, 2009). Assim, o estudo
hematoldgico pode ser uma excelente ferramenta com o propdsito de monitoramento e
diagndstico de alteracGes na saude, bem como de suas possiveis correlagdes com o

estado nutricional e o desempenho dos peixes.
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OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a expressdo dos genes relacionados ao crescimento muscular,
desempenho produtivo e a frequéncia do muco do epitélio branquial e da mucosa
intestinal de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com niveis crescentes

de treonina.

ESPECIFICOS

e Analisar a expressdo dos genes MyoD e Miogenina de tilapia do Nilo
entre 10 a 60g e 50 a 300g alimentadas com dietas contendo diferentes
niveis de treonina;

e Avaliar a contribuicdo da hiperplasia e hipertrofia para o crescimento
das fibras musculares, e frequéncia das células mucosas do epitélio
branquial e intestinal de tilapia do Nilo alimentados com dietas
contendo diferentes niveis de treonina;

e Analisar as respostas bioguimicas, hematolégicas e da composicao
corporal de tilapia do Nilo alimentados com dietas com niveis

crescentes de treonina.
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I1- Expressdo dos genes MyoD e Miogenina, desempenho produtivo, morfometria
muscular e frequéncia das células de muco neutro e &cido do epitélio branquial e

da mucosa intestinal de juvenis de tilapia do Nilo*

RESUMO: O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos
dainclusdo detreoninaem dietas dejuvenis de tildpiasdo Nilosobre o
desempenho produtivo, expressao dos genes relacionados com o crescimento muscular
(Miogenina e MyoD), morfometria das fibras musculares e frequéncia das células de
muco neutro e acido do epitélio branquial e da mucosa intestinal. Juvenis de tilapias do
Nilo (n = 216; e 10,7 + 0,15g) foram aleatoriamente distribuidos em 18 aquérios de
fibra de vidro com capacidade de 250L com sistema de recirculacdo de agua. Foram
elaboradas seis dietas isonitrogenadas e isocaléricas com niveis crescentes de (9,05;
12,34; 16,95; 21,21; 24,54 e 27,95 g kg™). Nao foram observadas diferencas no
desempenho produtivo e composicdo corporal dos peixes alimentados com niveis
crescentes de treonina. Concluiu-se que 9,05 g kg™ de treonina atende a exigéncia para
o desempenho produtivo, mas dieta com 12,34 g kg™ de treonina estimula o crescimento
das fibras musculares pelo processo hipertrofico sob a influéncia da expressdo da
Miogenina e contribui para o aumento da frequéncia de células produtoras de muco no

epitélio branquial e na mucosa intestinal de juvenis de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: aminoéacido, fase inicial, peixe, fibra muscular.

1Artigo redigido de acordo com as normas de publicacdo da revista Aquaculture Nutrition. Fator de
impacto = 1,395. http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(1SSN)1365-2095/issues.
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I1- Expression of genes MyoD and Myogenin, productive performance, muscle
morphometry and frequency of neutral and acid mucus cells in gill epithelium and

intestinal mucosa of Nile tilapia juveniles

ABSTRACT: This study was undertaken to evaluate the effects of inclusion of dietary
threonine for Nile tilapia juveniles through growth performance, expression of genes
related to muscle growth (Myogenin and MyoD), morphometry of muscle fibers,
frequency of neutral and acid mucus cells in gill epithelium and intestinal mucosa. Nile
tilapia juveniles (n = 216; 10.7 = 0.15g) were randomly distributed into 18 fiberglass
aquarium of 250-L each in a water recirculation system. Six extruded isonitrogenou
and isocaloric diets with graded levels of threonine (9.05, 12.34, 16.95, 21.21, 24.4 and
27.95 g.kg™) were elaborated. No significant differences of growth performance and
body composition of fish fed with graded levels of threonine were observed. It was
concluded that 9.05 g kg™ of threonine meet the dietary theronine requirement for
growth performance, but the inclusion 12.34 g kg™ stimulates hypertrophic process of
muscle fibers under Myogenin expression and increased frequency of mucus-secreting

cells in gill and intestine of Nile tilapia juveniles.

Key words: amino acid, early stage, fish, muscle fiber.

Introducéo:

Além de atuar positivamente no crescimento e conversdo alimentar, 0s
aminoacidos cristalinos tém sido utilizados para reduzir o custo de producdo. Alguns
aminoacidos, incluindo a treonina, possuem funcdes sobre o crescimento e salde dos
peixes. O termo aminoacido funcional &€ um termo usado para descrever os aminoacidos
envolvidos nos processos celulares além da sintese proteica (Andersen et al., 2016). A
treonina é um aminoacido essencial e potencialmente limitante em dietas elaboradas

com base em proteina do farelo de soja para peixes (NRC, 2011).
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A treonina possui atua na sintese proteica e formacao do acido Urico, (Zhigang
et al, 2015). Em mamiferos e aves, a suplementacdo de treonina € associada com
melhora na sintese de muco (Fraure et al., 2006) que atua como imunomodulador na
barreira intestinal (Azzan et al., 2011). O muco sintetizado nos tecidos da cavidade
bucal, intestino, branquias e pele estéo relacionados com o sistema de protecdo, inibindo
a colonizagdo de microbios e a eliminacdo de agentes patogénicos por meio do sistema
imune inato e da imunidade adaptativa (Cain & Swan, 2011).

A maioria dos peixes de interesse comercial apresenta crescimento muscular
indeterminado (Rowlerson & Veggetti, 2001). O crescimento muscular ocorre por meio
da hiperplasia e hipertrofia, os quais contribuem por todo o periodo de crescimento pds-
embrionario da musculatura estriada. A contribuicdo relativa da hiperplasia e da
hipertrofia para o crescimento muscular varia de acordo com a espécie, fase de
crescimento e tipo de musculo (Aguiar et al., 2005; Dal Pai-Silva et al., 2003).

A formagdo do tecido muscular estriado envolve a agdo de diversos fatores
regulatérios, atuando e regulando o processo de crescimento muscular por meio da acédo
de moléculas de sinalizacdo. Estas moléculas se ligam a seus receptores e ativando ou
reprimindo os fatores de transcricdo intracelular (Du, 2004). Todos o0s eventos da
miogénese sdo iniciados e controlados pela expressdao diferencial de fatores
transcricionais conhecidos como fatores de regulacdo miogénica (MRFs), dos quais
fazem parte a MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4 (Watabe, 2001).

Ainda ndo ha referéncias sobre os efeitos da suplementacdo de treonina sobre a
expressdo de genes relacionados ao crescimento muscular e producdo de células
secretoras de muco em tilapias. Assim, o presente trabalho foi delineado com o objetivo
de avaliar os efeitos da suplementacdo de treonina sobre desempenho produtivo,
crescimento muscular, expressdao dos genes relacionados ao crescimento muscular
MyoD e Miogenina, frequéncia do muco do epitélio branquial e da mucosa intestinal e
parametros hematologicos e bioquimicos de juvenis de tilapias do Nilo.

Material e métodos:

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura do Grupo de
Estudos de Manejo em Aquicultura (GEMAQ) da Universidade Estadual do Oeste do
Parand ~-UNIOESTE/Campus Toledo-PR.
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O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual
do Oeste do Parana — UNIOESTE, através do Certificado Experimental no uso de
Animais em Pesquisa-CEUA/N°12/2015, sob o protocolo N°13/13, 16 de agosto de
2015.

CondicOes experimentais

Foram utilizados 216 juvenis de tilapia do Nilo, com peso médio inicial de
10,7 £ 0,15¢, distribuidos em aquérios de fibra de vidro de 250L, em um delineamento
inteiramente ao acaso com seis tratamentos e trés repeticdes. Os tanques foram
mantidos em sistema in door de recirculacdo de dgua, com renovacdo diaria de 10% do
volume total, com biofiltro central e aeracdo individual constante por meio de soprador
central. Semanalmente, foram realizadas coletas de dados de temperatura (°C), oxigénio
dissolvido (mg.L™), pH da &gua e condutividade elétrica (uS.cm™) de cada tanque, por

meio de um aparelho multiparametro digital portatil Hanna®.
Dietas e manejo alimentar

Foi elaborada uma dieta controle com 38,33 % de proteina bruta e 3.420 kcal
energia digestivel/kg de forma a atender as exigéncias para juvenis de tilapia (Furuya,
2010; NRC, 2011), com excecdo do nivel de treonina (Tabela 1). A treonina foi
suplementada na forma cristalina de L-treonina 98%, de forma a se obter dietas com
9,05; 12,34; 16,95; 21,21; 24,54; 27,95 g kg™ g kg™de treonina total. As dietas foram
balanceadas de acordo com valores de proteina digestivel, energia digestivel, fosforo
disponivel e aminoacidos digestiveis dos alimentos descritos por Furuya (2010). O
aminoacido treonina foi suplementado em substituicdo aos aminoacidos: acido
glutdmico e alanina, de forma a manter as dietas isonitrogenadas.

Na elaboracdo das dietas, apos pesagem e homogeneizacdo dos ingredientes, a
mistura foi extrusada em extrusora de rosca simples (Extrusora Ex-Micro®, Ribeiréo
Preto SP, Brasil) de forma a se obter granulos com diametro aproximado de 1,2 mm, na
Universidade do Oeste do Parana - UNIOESTE, Toledo-PR. Apos a extrusdo, as dietas
experimentais foram secas em estufa de ventilagdo forcada a 55°C durante 12 horas. Os
peixes foram alimentados quatro vezes ao dia, as 8; 11 e 14 e 17 horas, por meio de

arragcoamento manual e até saciedade aparente, por um periodo de 45 dias.
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Tabela 1. Composicdo (g kg™) das dietas experimentais com niveis crescentes de
treonina para juvenis de tilpia do Nilo.

Niveis de treonina (g kg™)

Ingredientes
905 1234 16,95 2121 2454 27,95

400,61 400,61 400,61 400,61 400,61 400,61
280,00 280,00 280,00 280,00 280,00 280,00
110,00 110,00 110,00 110,00 110,00 110,00
40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
1,50 3,00 4,50 6,00 7,50 9,00
3,10 3,10 3,10 3,10 3,10 3,10
7,20 7,20 7,20 7,20 7,20 7,20
70,00 70,00 70,00 70,00 70,00 70,00
70,00 64,50 59,00 5350 48,00 42,50
0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 20,00

Milho

Farelo de soja
Farinha visceras aves
Gldaten de milho
Oleo de soja
Calcério calcitico
Fosfato bicélcico
L-alanina

L-&cido glutamico

L-treonina

L-lisina HCI 4,85 485 485 485 485 485
. 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90

DL-metionina

0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

. o 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Suplemento min. e vit.

L- triptofano

Sal comum

“Niveis de garantia por kg de dieta (DSM-Roche®): vit. A, 24.000 Ul; Vit. D3, 6.000
Ul; vit. E, 300 mg; vit. K3, 30 mg; vit.B;, 40 mg; vit.B,, 40 mg; vit.Be, 35 mg; vit. By,
80 mg; Ac. félico, 12 mg; Pantotenato de calcio, 100 mg; vit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg;
Colina, 1.000 mg; Niacina, 2.500 mg; Ferro, 200 mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100
mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.

Desempenho produtivo e composi¢ao corporal

No inicio do experimento, todos os peixes foram insensibilizados em eugenol,
na dose de 75,0 mg.L™(Deriggi et al., 2006), pesados em balanca de precisdo digital
(0,01g), e foram formados lotes homogéneos de 12 animais por caixa e distribuidos
aleatoriamente em suas respectivas unidades experimentais.

Ao final do experimento, apos jejum por 24 horas para esvaziamento do trato
digestorio, todos os peixes de cada unidade experimental foram insensibilizados em
eugenol, na dose de 75,0 mg.L*(Deriggi et al., 2006) para a realizacdo das medidas
individuais de peso (g) e comprimento (cm). Trés peixes de cada unidade experimental

foram insensibilizados em eugenol, na dose de 75,0 mg.L™, para a coleta de sangue e
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posteriormente foram eutanasiados em superdosagem de benzocaina (1g/10 mL de
alcool/ 10L de 4gua) com posterior sec¢do da medula cervical (Stoskopf, 1993), para as
coletas dos dados para as analises de expressdao génica e morfometria das fibras
musculares, frequéncia de muco do epitélio branquial e intestinal e desempenho
produtivo, também foi realizada a coleta da gordura visceral e figado. Trés peixes de
cada aquério foram sacrificados por sec¢do da medula cervical, apos serem anestesiados
com benzocaina (1g/10 mL de alcool/ 10L de &gua) (Stoskopf, 1993), para a realizacdo
das analises bromatoldgicas.

Os dados de desempenho produtivo avaliados foram o peso inicial (g); peso
final médio (g); ganho em peso= (peso corporal final (g) — peso corporal inicial (g);
conversdo alimentar=(dieta consumida (g)/ganho em peso (g)); consumo alimento
(g/kg)=racao consumida/((1/2*(nimero de peixes final+nimero peixes inicial))); taxa
de eficiéncia proteica= ganho em peso (g)/proteina consumida (Q);
sobrevivéncia=(100(nimero de peixes final/nimero de peixes inicial)); indice
hepatossomatico=(100(peso  figado (g)/(peso  corporal final, @)); gordura

visceral=(100(peso gordura visceral (g)/peso corporal final (g)).

Andlises laboratoriais

A composicao corporal dos animais seguiu o preconizado pela AOAC (1995)
para analises de umidade (pré-secagem em estufa a 55°C por 72 horas, seguida de
secagem a 105°C por oito horas), proteinas (método de Kjeldhal/Tecnal, MA-036,
Piracicaba, SP, Brasil) extrato etéreo (extrator de Soxhlet com éter como
solvente/Tecnal, TE-044, Piracicaba, SP, Brasil),e matéria mineral (calcinacdo das
amostras a 550°C por 6 horas/Tecnal, 2000B, Belo Horizonte, MG, Brasil), realizadas
no Laboratorio de Controle de Alimentos — LQA/GEMAQ-UNIOESTE/Campus
Toledo-Pr. As ragdes experimentais foram encaminhadas para o Laboratorio da
Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos, Animal Nutrition Division,
para a realizacdo de andlises de aminoacidos, por meio da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Hitashi L-8800, Toquio, Japdo). O triptofano foi
determinado ap0s hidrolise acida.

Analise morfométrica das fibras musculares das tilapias
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A anélise morfométrica das fibras musculares das tilapias foi realizada no
Laboratdrio de Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfologicas da
Universidade Estadual de Maringa. Para essas analises, foram coletadas amostras de trés
peixes de cada repeticdo, totalizando um n amostral de 9 peixes por tratamento.

Fragmentos da musculatura branca dorsal dos exemplares de tilapia foram
retirados e fixados em formol 10% durante 24 horas, posteriormente as amostras foram
desidratadas em série ascendente de &lcool, diafanizadas em xilol, e incluidas em
parafina histoldgica, para a obtencéo de cortes histoldgicos transversais semisseriados
de 6um. Os cortes histoldgicos foram submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina para
a avaliacdo do padrdo morfoldgico das fibras musculares.

Os cortes histologicos foram analisados em Microscopio Optico P1 Olympus
BX 50 (Manila, Filipinas) acoplado com a camera Olympus PMC 35 B (Berlim,
Alemanha), utilizando objetiva de 40X para capturar os campos de observacao.
Utilizando o sistema de andlise de imagens Image Pro-Plus versdo 4.5, em campos
aleatérios da lamina histologica, foi determinado o menor diametro de 200 fibras
musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de diametros (<20, 20-50 e
>50 um) para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e hipertrofia para o crescimento
muscular (Almeida et al., 2008, 2010) em cada tratamento.

Avaliacdo da expressao génica da MyoD e Miogenina

As andlises da expressdo dos genes foram realizadas no Laboratorio de
Biologia do Musculo Estriado (LBME) do Departamento de Morfologia, 1BB, UNESP,
Botucatu/SP.

As amostras do musculo branco dorsal foram dissecadas, logo abaixo da
nadadeira dorsal, e posteriormente congeladas em nitrogénio liquido, e transferidas para
freezer a (-80°C), até o processamento em laboratorio. Para essas andlises, foram
coletadas amostras de dois individuos de cada repeticéo, totalizando um n amostral de
seis peixes por tratamento.

A expressdo dos mRNAs dos genes MyoD e Miogenina foi realizada por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apds transcricdo reversa

(RT-gPCR), seguindo as orientagcdes do MIQE: Minimum information for Publication of
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Quantitative Real-Time PCR Experiment (Bustin, 2009). Foram utilizadas as seguintes
metodologias:

Extracdo, quantificacdo e analise da integridade do RNA

O RNA total foi extraido das amostras musculares por meio do TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA), seguindo as orientagdes do
fabricante. As amostras congeladas foram trituradas com o homogeneizador de tecidos
IKA® T-25 Digital Ultra-Turrax® (IKA, Staufen, Baden-Wirttemberg, Germany) em
1mL de TRIzol®/50-100 mg de tecido muscular. O homogeneizado foi transferido para
um tubo de 1,5 mL e incubado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Foi
acrescentado 0,2 mL de cloroféormio e, posteriormente, os tubos foram agitados
vigorosamente e incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi centrifugado a 12000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa formada apds
a centrifugacdo, foi coletada e 0 RNA foi precipitado por meio da incubagdo com 0,5
mL de &lcool isopropilico, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi novamente centrifugado a 12000xg por 15 minutos a 4°C, e o pellet de
RNA resultante foi lavado com 1 mL de etanol 75%. O material foi centrifugado a
12000xG por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi removido cuidadosamente. Apds
secagem, o pellet de RNA foi dissolvido em UltraPure™ Distilled Water DNAse,
RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e armazenado a -
80°C.

Para a quantificagdo do RNA foi utilizado o espectrofotdmetro NanoVue™ Plus
(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom), que forneceu a
medida de absorbancia a 260 nm (quantidade de RNA). Também foi realizada a medida
de absorbancia a 280 nm, que identifica a quantidade de proteinas e permite a analise da
pureza do RNA extraido, garantida pela obtencdo de uma razdo 260/280 nm superior a
1.8. Foram utilizadas somente amostras com razao igual ou superior a 1.8.

A integridade do RNA total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1%. A agarose foi dissolvida em tampdo TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM
acido borico, 2 nM EDTA). Uma aliquota de 1 pL do RNA total foi adicionada a 5 pL
de uma solucdo contendo o tampdo de corrida Orange G e o corante Gel Red®
(Biotium, Hayward, California, USA). Essa mistura foi aplicada no gel e submetida a

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


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

RT-gPCR

Os niveis de expressdo dos genes MyoD e miogenina foram detectados por
RTqg-PCR, por meio da plataforma QuantStudio™ 12K Flex Real-Time RT-gqPCR
System (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Os niveis de expressdo
dos genes alvo foram normalizados pela expressdo do gene referéncia S-actina, cuja
expressao foi constante entre todas as amostras. As amostras de cDNA foram
amplificadas utilizando o Fast SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, California, USA). Os primers foram sintetizados pela Thermo Fisher
Scientific (Carlsbad, California), apds terem sido desenhados por meio do software
Primer Express 3.0.1.® (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) (Tabela
2). Os primers foram diluidos em UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e suas concentragdes iniciais
ajustadas para 5 puM. Conforme instrucdes do fabricante, foram utilizados 2 pL de
cDNA, 2 pL de Primer Forward, 2 puL de Primer Reverse, 12,5 puL de Fast SYBR®
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e 6,5 pL de
UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
California, USA), totalizando um volume final de 25 L de solucéo.

As reacdes foram realizadas em duplicata, nas seguintes condicGes: 95°C por 10
minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Para cada amostra foi gerado um gréfico de
amplificagdo, com 0 aumento da fluorescéncia (ARn) ao longo de cada ciclo da PCR.
Em cada reacdo, foi realizada uma anélise da Curva de Dissocia¢do dos fragmentos ao
término de cada reacdo, durante 20 minutos com temperatura da reagdo aumentada
gradualmente de 60 para 95°C. O gréfico resultante da Curva de Dissociacédo
possibilitou a avaliagdo da especificidade de amplificacdo de cada conjunto de primers,
confirmada pela presenca de um Unico pico de fluorescéncia. Apos obtengdo do Ct
médio das duplicatas, foi calculado o valor de ACt (Ctgene alvo — Clgene endageno) € de AACt
(ACtamostra — ACamostra calibradora)- A quantificacdo relativa dos dados de expressao foi

calculada pela formula 224 (Livak & Schmittgen, 2001), expressa em fold-change.
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Tabela 2: Primers utilizados para a amplificacdo da MyoD, Miogenina e f-actina
por RTg-PCR.

Gene Forward primer (5’ to 3°) Reverse primer (5’ to 3°)

MyoD CATCCAGCCCCCGCTCCAAC GTCTGACAGGTGGGGCCGTT
Miogenina CTCAACCAGCAGGACACTGA ATCCTCGCTGCTGTAGCTCT
GCCAACAGGGAGAAGATGAC ACAGGGACAGCACAGCCTGG

p-actina
CCA AT

Frequéncia e quantificacdo das células de muco do epitélio branquial

Com o objetivo de verificar se as dietas com niveis de treonina influenciavam na
frequéncia de muco, ao final do periodo experimental, foi coletado o segundo arco
branquial (Srivastava et al., 2012) do lado direito de trés peixes de cada repeticéo,
totalizando um n amostral de 9 peixes por tratamento.

As analises foram realizadas no Laboratério de Qualidade em Alimentos —
LQA/GEMAQ-UNIOESTE/Campus Toledo-Pr., e foram fixadas em solugcdo de Bouin
aquoso durante 48 horas, e posteriormente desidratadas em série crescente de alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, para obtencdo de cortes longitudinais
semisseriados de 5um de espessura.

Para a evidenciacdo das células mucosas, as amostras foram submetidas a técnica
histoquimica Alcian Blue pH 2,5+ &cido periddico de Schiff (PAS), para a evidenciacao
das células produtoras de muco &cido e muco neutro e posterior analise quantitativa. A
coloracdo das laminas foi realizada no Laboratorio de Histologia/ UEM.

Para avaliar a frequéncia das células secretoras de muco neutro e acido, utilizou-se
toda a extensdo do filamento branquial, abrangendo as trés regides: proximal ao rastelo,
denominada de regido basal, posicdo intermediaria e regido apical do filamento,
totalizando 40 imagens/animal, perfazendo um total de 360 imagens/tratamento, em que
0s dados foram expressos em porcentagem.

Para avaliar a quantificacdo total das células produtoras de muco neutro e &cido,
utilizou-se a somatdria total da contagem de muco neutro e acido das imagens utilizadas
para a avaliacdo da anélise de frequéncia citada acima, totalizando 40 imagens/animal,

perfazendo um total de 360 imagens/tratamento.



47

Esta analise foi realizada a partir de imagens capturadas com o auxilio de
Microscopio Optico P1 Olympus CX 31 (Manila, Filipinas) e fotografados com a
camera Olympus SC30 (Berlim, Alemanha), com objetiva de 40X. As analises foram
realizadas utilizando o sistema de analise de imagem computadorizada Image — Pré

Plus, versdo 4.0 (Média Cibertecnics).

Frequéncia das células caliciformes da mucosa intestinal

Para a andlise de frequéncia das células caliciformes da mucosa intestinal, a
coleta foi realizada no Laboratorio de Apoio da UNIOESTE/Campus Toledo/Pr., e
foram coletadas porcdes de aproximadamente quatro centimetros de comprimento do
intestino medio, sendo, primeiramente realizada a medida do comprimento total do
intestino com o auxilio de uma trena de medidas, (abaixo da juncdo do estdmago até o
reto) e posteriormente coletado a por¢cdo média do mesmo. Foram coletadas amostras do
intestino médio de trés peixes por unidade experimental. As amostras foram lavadas
com solucdo salina, fixadas em solucdo de Bouin por 4 horas, desidratadas em série
ascendente de alcool, diafanizadas em xilol, e incluidas em parafina histoldgica, para a
obtencdo de cortes histologicos semisseriados de 7um.

A coloracdo das laminas foi realizada no Laboratorio de Histologia/UEM. Para
a visualizacdo das células caliciformes no epitélio intestinal, foram preparadas duas
laminas por animal, e uma foi corada com Azul de Alcian, pH 2,5 (reagdo de AB pH
2,5, que evidencia glicoconjungados &cidos), e outra lamina foi corada em PAS e contra
corada em hematoxilina (reacdo de PAS, evidencia glicoconjungados neutros); (Romeis
1968). A captura de imagens foi realizada no Laboratério de Captura de Imagens
UNIOESTE/Campus Toledo-PR. em fotomicroscopio Olympus CX 31(Manila,
Filipinas) utilizando a cdmera Olympus SC30 (Berlim, Alemanha), em objetiva de 40X,
as imagens foram analisadas por meio do sistema de imagens computadorizado (Image
Pro Plus — Versdo 5.2- Media Cibernética). A frequéncia das células de muco intestinal
foi realizada por meio da média de 10 imagens/3 cortes (obj.40x)/animal perfazendo um

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

Delineamento experimental e analise estatistica
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O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com seis tratamentos e trés
repeticbes, sendo uma unidade experimental composta por um aquério de fibra de vidro
com capacidade para 250L, contendo 12 peixes. Para a determinacdo da exigéncia de
treonina, os dados de desempenho produtivo e da composicdo centesimal, foram
submetidos a analise de regressdo linear, ao nivel de 5% de probabilidade. Os
pardmetros de morfometria das fibras musculares, varidveis histologicas do muco do
epitélio branquial e da mucosa intestinal e a expressao de genes foram analisados por
meio de variancia ndo paramétrica (Kruskal Wallis), seguido do teste de comparacdes
maltiplas de Dunnett’s, considerando o nivel de 5% de significAncia por meio do
programa computacional Statistic 7.1 (Statsoft 2005). As andlises estatisticas da
expressao dos genes foram efetuadas por meio do programa computacional GraphPad
Software (1998).

Resultados

Desempenho Produtivo

Durante o periodo experimental foram observados valores médios de
274+1,1°C para a temperatura; 5,8+0,7 mg.L™ para oxigénio dissolvido; 7,75+0,3 para
0 pH e 120,12+2,1 puS.cm™ para a condutividade elétrica da 4&gua. O consumo de dietas
com diferentes niveis de treonina ndo influenciou (P>0,05) o desempenho produtivo nos

peixes (Tabela 3).
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Niveis de treonina (g kg™)

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

*NS= N&o significativo.
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Tabela 4: Composicdo proximal (g kg?) das dietas experimentais com niveis
crescentes de treonina para juvenis de tilapia do Nilo

Niveis de treonina (g kg?)

9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95
Composicgédo proximal das dietas (%)
Matéria seca’ 91,38 92,06 91,27 92,47 93,12 92,86
Protefna bruta® 36,33 36,49 36,25 35,99 36,26 34,01
Matéria mineral® 4,19 4,24 4,17 4,72 4,08 3,92
Extrato etéreo 1,74 2,24 0,29 0,05 1,68 2,39
Aminoécidos essenciais® (g kg™)
Arginina 15,42 15,24 17,08 17,33 20,29 17,34
Fenilalanina 11,79 11,13 12,70 12,95 15,00 12,85
Histidina 6,26 5,45 6,76 6,78 7,70 6,42
Isoleucina 9,84 9,42 10,56 10,83 12,41 10,56
Leucina 21,31 20,14 22,69 23,38 25,62 22,75
Lisina 17,30 16,07 18,41 18,84 20,50 18,40
Metionina 511 5,12 5,58 5,56 5,74 5,70
Treonina 9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95
Triptofano 3,50 3,43 3,46 3,56 3,71 3,45
Valina 11,00 10,63 11,90 12,19 13,68 11,90
Aminoécidos néo essenciais® (g kg™)
Acido aspartico 22,78 21,88 2442 2517 2941 24,44
Acido glutamico 103,23 94,59 98,59 95,30 88,40 78,68
Alanina 80,34 71,36 70,55 63,09 52,04 46,49
Cistina 3,23 3,08 3,55 3,63 3,77 3,53
Glicina 13,57 12,87 14,52 14,80 16,02 14,72
Serina 12,12 11,57 12,92 13,28 15,15 13,08
Tirosina 8,94 8,76 9,65 10,14 11,28 9,64

Anélises realizadas pela Ajinomoto Animal Nutrition.

2Valores determinados no laboratério de Controle de Qualidade do GEMA(q da

Universidade Estadual do Oeste do Parana.

Composicao corporal dos peixes

N&o foram observadas diferencas (P>0,05) sobre a composi¢do corporal em

umidade, proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral de juvenis de tilapia do Nilo,

alimentados com niveis de treonina (Tabela 5).
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Tabela 5: Composi¢do corporal de juvenis de tilapia do Nilo, alimentados com niveis crescentes de treonina com base na matéria

mineral.

Niveis de treonina (g kg™)

Variaveis (%) Efeito*
Inicial 9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27.95
Umidade 8020402  72.76+05  7340+1,0  7156:00  7L79%18 7352402  72,1%0,8 NS
Proteina 1245403  17,65¢36  1676+28 1660431  1475+68 1758434  16,41+17 NS
Extrato etéreo 262421 854436 778428  943+86  915+12 785427  9,38+56 NS
Matéria mineral ~ 3,89433 297450 309468 3024204 285452 30249 310438 NS

"NS=ndo significativo pela analise de regresséo de linear e quadratica (%).
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Morfologia e Morfometria das fibras musculares brancas

A morfologia da musculatura branca avaliada foi semelhante entre os peixes de
todos os tratamentos, em que foi observada a presenca de fibras em formato poligonal,
organizadas em fasciculos delimitados pelo perimisio e separadas pelo endomisio. A
musculatura branca apresentou-se em padrdo em mosaico, caracterizado com diferentes
diametros, conforme analise morfométrica. A frequéncia das fibras musculares brancas,
dividida em trés classes, foi influenciada (P< 0,05) pelos niveis dietéticos de treonina
(Tabela 6).
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Tabela 6. Frequéncia de distribuicdo das fibras musculares brancas de tilapias do Nilo (O. niloticus) alimentadas com dietas contendo
niveis crescentes de treonina’.

Niveis de treonina (g kg™)

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

<20 pm 49,37+48,9*  36,55+10,4**° 31,06+7,9°°  28,85+6,8°°°  30,38+8,2°°°  22,00+5,5 0,014

20-50 um 50,62+8,8°  63,22+410,4%%¢  68,81+8,0™"  71,14468*"  69,27+8,1*®  77,12+49** 0,011

>50 pm 0,0+0,0°® 0,22+0,0"® 0,12+0,2°® 0,14+0,2°® 0,33+0,4°8 0,87+0,9° 0,001

p? <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

T etras sobrescritas maitsculas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcdo do nivel de treonina pelo teste
Kruskall-Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.

?Letras sobrescritas minGsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as classes de fibra em funcdo dos niveis de
treonina pelo teste Kruskall-Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.



54

Peixes alimentados com 9,05 e 12,34 g kg’ treonina ndo apresentaram
diferencas na frequéncia de fibras com diametro <20 pm, demonstrando diminuicdo da
frequéncia do processo de hiperplasia a partir do nivel de incluséo de 16,95 g kg™ de
treonina. No entanto, peixes alimentados com 16,95, 21,21, 24,54 e 27,95 g kg™ de
treonina nao apresentaram diferencas significativas na frequéncia de fibras musculares.
A frequéncia de fibras na classe entre 20 e 50 pum foi menor em peixes que receberam a
dieta com 9,05 g kg™ treonina. No entanto, n&o diferiu em peixes que receberam dietas
com 16,95, 21,21, 24,54 e 27,95 g kg™ de treonina. Da mesma forma, néo diferiu em
peixes que receberam as dietas com 9,05 e 12,34 g kg™ treonina. Na classe de fibras
com diametro >50 pum, ndo foram observadas diferencas significativas em peixes
alimentados com 9,05 e 12,34, 16,95, 21,21, 24,54 g kg™ treonina. Por outro lado,
peixes que receberam a dieta com 27,95 g kg™ treonina apresentaram maior frequéncia
de fibras com diametro >50 pum em relacdo aos que consumiram dietas com 9,05, 16,95
e 21,21 g kg'treonina. Dentro de cada nivel de treonina, foi observado elevada
frequéncia de fibras da classe <20um, indicando que o processo de hiperplasia muscular

ainda estava ocorrendo nos peixes.

Expressdo génica da MyoD e Miogenina

N&o houve diferenca (P=0,0775) entre os niveis de mMRNA da MyoD estimados

entre os tratamentos, segundo a analise de Kruskall Wallis e Dunn (Figura 1).
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Expressdo da MyoD

mRNA (unidadesarbitrarias)

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

Figura 1: Niveis de expressdo da MyoD (unidades arbitrarias) no musculo branco
da tildpia do Nilo (O. niloticus) detectados por RT-gPCR.

O consumo de dietas com diferentes niveis de treonina influenciou (P<0,05) os
niveis estimados de mMRNA Miogenina (Figura 2).

Expressdo da Miogenina

|

—

mRNA (unidades arbitrarias)

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

Niveis de treonina (g kg)

Figura 2: Niveis de expressdao da Miogenina (unidades arbitrarias) no musculo
branco da tilapia do Nilo (O. niloticus) detectados por RT-gPCR. Letras distintas
indicam diferenca significativa a nivel de (P>0,05) de significancia.
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Pelos resultados da RT-qPCR os niveis de mRNA da Miogenina foram
semelhantes (P > 0,05) entre peixes que receberam 24,54 e 27,95 g kg™ de treonina. Os
niveis de mMRNA foram maiores (P> 0,05) que aqueles observados em peixes que
receberam a dieta com 9,05 g kg™ treonina. Por outro lado, a expressdo de Miogenina
néo variou (P > 0,05) entre os peixes que receberam dietas com 12,34, 16,95, 21,21 g
kg™de treonina.

Frequéncia e quantificacdo das células mucosas do tecido branquial

A producdo de células secretoras de muco neutro e &cido das branquias foi
influenciada (P<0,05) pelo consumo de dietas com diferentes niveis de treonina (Tabela
7).
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Tabela 7: Frequéncia das células de muco neutro e &cido e quantificacdo das células de muco do epitélio branquial de tilapia do Nilo,
submetidas a dietas com niveis crescentes de treonina’.

Niveis de treonina (g kg™)

Variavel 9,05 12,34 16,95 21,21 24,54 27,95 Cv P
Muco
4cido (%)  68,79+5,41° 63,42+8,11"°  63,26+12,54®  64,25+5,46% 54,59+2,30" 51,33+528° 15,07 0,0003
Muco
neutro (%)  31,21+5,41° 36,58+8,11%°  36,73+12,54% 35,7545 46%° 45,41+2 30° 48,67+528° 23,60 0,0003
Contagem
total 818,00+113,14> 773,50+246,90° 837,00+226,05° 1512,00+431,38* 1250,80+224,81%° 1284,67+351,58°® 36,06 0,0002

ILetras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcdo do nivel de treonina pelo teste Kruskall-
Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.
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Peixes alimentados com 9,05 g kg™ treonina apresentaram maior frequéncia de
células secretoras de muco &cido, quando comparados aos que receberam dietas com
24,54 e 27,95 g kg™ de treonina. Entre as células secretoras de muco neutro, peixes que
foram alimentados com 9,05 g kg* de treonina apresentaram menor frequéncia de
células de muco neutro, em comparacéo aos que receberam dietas com 24,54 e 27,95 ¢
kg™ treonina.

Pela analise da contagem do total de células de muco nas branquias, houve
efeitos dos niveis de treonina sobre a quantidade de células de muco, em que peixes que
receberam dietas com mais de 21,21 g kg™ de treonina apresentaram maior quantidade

de células secretoras de muco (Tabela 8) e (Figura 3: A e B).

Figura 3: Imagem representativa de corte longitudinal da branquia de exemplar
de tilpia do Nilo (O. niloticus) alimentada com dietas contendo niveis crescentes
de treonina. Células produtoras de muco acido (seta branca) e células produtoras de
muco neutro (seta preta) da regido de um filamento branquial. PAS + Alcian Blue, 40X,
régua de 25pm. Imagem A: 9,05 g kg™; Imagem B: 21,21 g kg™ de treonina digestivel.

Frequéncia das células de muco neutro e acido da mucosa intestinal
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A frequéncia das células secretoras de muco neutro e &cido da mucosa
intestinal foi influenciada (P<0,05) pelo consumo de dietas contendo niveis crescentes

de treonina (Tabela 8).
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Tabela 8: Frequéncia das células de muco neutro e 4cido da mucosa intestinal de tildpias do Nilo submetidas a niveis crescentes de

treonina na dieta®.

Niveis de treonina (g kg™)

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

Muco &cido (%) 47,69+7,26™  62,94+1,67*°  47,91+576™  584+13,86%  52,25+532*°  46,01+555° 0,03 19,12
Muco neutro (%)  52,31+7,26®  37,06+1,76° 52,09+5,76®  41,6+13,86™  47,75+532®  5399+555* 0,03 152

'Letras sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcéo do nivel de treonina pelo teste Kruskall-
Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.
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Peixes que consumiram a dieta com 12,34 g kg™ de treonina apresentaram
maior frequéncia de células secretoras de muco &cido. Entre as células secretoras de
MUCO neutro, peixes que consumiram a dieta com 27,95 g kg™ de treonina apresentaram
maior frequéncia de células de muco neutro, mas ndo foi estatisticamente diferente da
frequéncia de células secretoras de muco neutro em peixes que receberam as dietas com
9,05; 16,95 e 24,95 g kg™ de treonina.

Discusséao:

Os parametros de qualidade de agua monitorados durante o periodo
experimental permaneceram dentro dos niveis recomendados para a criacdo de peixes.
As tilapias apresentam crescimento satisfatério quando criadas em &guas com
temperaturas entre 24 e 30°C, considerada o ideal para o conforto térmico de espécies
tropicais (El-Sayed, 2006), teores de oxigénio dissolvido acima de 4 mg.L™, pH basico
(Popma e Lovshin, 1996) e condutividade elétrica entre 20 e 150 pS.cm™ (Zimermann
& Hasper, 2003). Ao final do periodo experimental, ndo foram observadas
anormalidades morfoldgicas nos peixes que foram submetidos as dietas contendo 0s

diferentes niveis de treonina.

No presente trabalho, a suplementacdo de treonina na dieta ndo influenciou o
desempenho produtivo dos peixes. Por outro lado, 0 menor crescimento de juvenis de
Sea Bass (Dicentrarchus labrax), foi relatado por Tibaldi & Tulli (1999), quando
alimentados com dieta deficiente de treonina (7,6 g kg™). Bonfim et al. (2008),
observaram maior desempenho para juvenis de tilapia do Nilo alimentados com 1,1 g
kg™ de treonina. Santiago e Lovell, (1988), ao avaliarem os niveis de treonina para
alevinos de tilapias do Nilo, relataram que o melhor crescimento foi encontrado em
peixes que receberam dieta com 10,50 g kg™ de treonina. Recentemente, Michelato et
al. (2015) determinaram exigéncia de 11,5 g kg™ de treonina para a tilapias do Nilo na

fase de terminagdo, em que consideraram além do ganho de peso, o rendimento de filé.

Estudos para determinar a exigéncia de treonina em dietas para outras espécies
de peixes foram realizados por Zehra e Khan, (2014) para Indian major carp (Catla
catla), de 14,5 g kg, Feng et al. (2013) para Jian carp (Cyprinus carpio), de 16,2 g kg°
! Abidi e Khan (2008) para Indian major carp (Labeo rohita), de 15,1 g kg™ e Ahmed
et al. (2004) para a carpa indiana (Cirrhinus mrigala), de 18,0 g kg™ e Ahmed (2007)
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para Indian catfish (Heteropneustes fossilis), de 12,7 g kg™. As carpas ndo possuem
digestdo estomacal &cida e a digestdo ocorre em pH neutro ou ligeiramente alcalino. O
fornecimento de alguns aminoacidos pode alterar capacidade de tamponamento e
prejudicar a absorcdo do aminodcido fornecido (Ahmedet al., 2004). O menor
aproveitamento de aminoécidos cristalinos pelas carpas pode ser resultado de uma
répida digestdo, resultando em assincronia com a utilizacdo dos aminoacidos ligados a
proteina dos alimentos (Murai et al., 1984). Assim como observado no presente
trabalho, Michelato et al. (2015), Silva et al. (2006) e Bomfim et al. (2008) néo
observaram efeitos dos niveis dietéticos de treonina sobre a composigao corporal.

No presente trabalho, o crescimento muscular dos peixes ocorreu por hiperplasia
e hipertrofia e foi influenciado pelos niveis de inclusdo de treonina nas dietas. Na classe
de fibras com diametros menores que 20 pum, a maior frequéncia foi observada nos
peixes que receberam as dietas com os menores niveis de inclusdo de treonina, quando
comparados aos maiores niveis de suplementacdo de treonina na dieta. Fibras com
diametros menores que 20 um indicam ocorréncia de hiperplasia e maiores que 50 pm
relacionam-se com a hipertrofia (Valente et al., 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001).
Estes resultados estdo de acordo com dados encontrados em literatura para a tilapia do
Nilo (Aguiar et al., 2005), com predominancia no crescimento hiperplasico em peixes
que receberam a dieta com os menores niveis de aminoacidos cristalinos. Peixes
alimentados com dietas com mais de 12,34 g kg™ou treonina apresentaram maior
frequéncia de fibras entre 20 e 50 um, indicando o inicio da hipertrofia das fibras
recém-formadas por hiperplasia (Almeida et al., 2008).

No presente trabalho, independentemente do nivel de treonina consumido, foi
observada frequéncia relativamente baixa de fibras com didametro maior que 50 um,
estando de acordo com Almeida et al., (2008) que avaliarem a frequéncia de fibras
musculares de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). Peixes que consumiram
dieta com 27,95 g kg™ de treonina apresentaram maior hipertrofia das fibras musculares
em relagdo aos que receberam dieta com 9,05 a 21,21 g kg™ de treonina.

Estudos relacionados a exigéncia de treonina associados a avaliacdo das fibras
musculares em peixes sdo inéditos, existindo informagGes somente com mamiferos.
Wang et al. (2007) ao avaliarem a exigéncia de treonina para suinos, concluiram que a
sintese proteica no musculo estriado esquelético foi afetada em resposta ao desequilibrio
dietético fornecido nas dietas. Os autores observaram que o excesso ou deficiéncia de

treonina resultou em reducdo na sintese proteica de tecidos de rapido crescimento em
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suinos jovens. Aguiar et al. (2005) avaliaram o efeito da suplementacéo da lisina sobre
o crescimento do masculo estriado esquelético de larvas de til&pia do Nilo e concluiram
que a sintese das fibras musculares foi maior nos peixes que foram alimentados com
dietas suplementadas com lisina.

O crescimento muscular hipertréfico e hiperplasico das fibras musculares é
determinado pela ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo das células precursoras
miogénicas (MPCs) ou mioblastos (Koumans & Akster, 1995; Johnstonet al., 2011).
Esses eventos celulares sdo regulados pela expressdo dos fatores de regulacdo
miogénica (MRFs), entre os quais estdo, a MyoD e a Miogenina (Watabe, 1999, 2001).
Nos peixes, a expressdo génica da Miogenina tem sido relacionada com a diferenciagéo
das MPCs em fibras musculares maduras durante a hipertrofia (Johansen & Overturf,
2005; Almeida et al., 2008; Leitdo et al., 2011). No presente estudo, peixes que
receberam dietas com 24,54 e 27,95 g kg™ de treonina apresentaram maior expressdo do
gene da Miogenina na musculatura branca, em comparagdo aos peixes que receberam o
menor nivel de treonina na dieta (9,05 g kg™). Esses resultados corroboram com a
resposta morfométrica das fibras, na qual os peixes que receberam os dois maiores
niveis de suplementaco de treonina na dieta (24,54 e 27,95 g kg™) apresentaram maior
frequéncia na classe de fibras com didmetros entre 20 e 50 um em relacdo aos que
receberam o menor nivel (9,05 g kg?). Essa mesma associacio entre a expressdo de
Miogenina e a diferenciacdo de mioblastos durante a hipertrofia foi demonstrada para a
truta arco-iris (Johansen & Overturf, 2005), pacu (Almeida et al., 2008, 2010) e tilapia
do Nilo (Nebo et al., 2013).

Neste trabalho, peixes alimentados com dietas contendo niveis crescentes de
treonina ndo apresentaram diferencas na expressdo da MyoD, responsavel pela
proliferacdo das células satélites. Estes resultados estdo de acordo com a anélise da
frequéncia das fibras musculares avaliada no presente estudo, em que nédo foi observado
efeito dos niveis dietéticos de treonina sobre a frequéncia de fibras muscularas. Apesar
de ndo ter sido verificado alteracGes nas variaveis do desempenho zootécnico, observou-
se que os niveis crescentes de treonina foram capazes de influenciar a atuacdo da
expressao da Miogenina dos peixes submetidos a essas dietas, em que 0s niveis
crescentes de treonina foram responsaveis pela diferenciacdo dos fatores de regulacéo
miogénica nas fibras musculares maduras durante o processo de hipertrofia que se
mostrou significativo durante a avaliagcdo das fibras musculares durante esta fase de

cultivo.
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No presente trabalho, dietas contendo niveis crescentes de treonina
influenciaram a frequéncia de células mucosas do epitélio branquial dos peixes,
ocorrendo reducdo nas células secretoras de muco acido em peixes alimentados com a
dieta com a menor concentracdo de treonina (9,05 g kg™) em relacdo aos peixes que
receberam dieta com o maior nivel de inclusio de treonina (27,95 g kg™). As células de
muco neutro sdo mais densas e estdo relacionadas com a protecédo do tecido branquial
(Reis et al., 2009). Na presente pesquisa, foi observado maior frequéncia aumento na
frequéncia dessas células em peixes que receberam dietas suplementadas com treonina.
Por outro lado, a producdo total de células mucosas do epitélio branquial foi mais
expressiva em peixes que consumiram dietas a partir de 1,21 g kg'1 de treonina.

No presente trabalho, as células de muco neutro e acido do epitélio branquial se
apresentaram predominantemente na forma oval ou em forma de pera e encontraram-se
distribuidas de forma uniforme em todo o epitélio branquial. Esta caracterizacao
morfoldgica se apresentou de forma semelhante ao descrito na carpa capim (Cyprinus
carpio) por Cinar et al. (2008), ao avaliarem diferentes técnicas histoquimicas para a
caracterizacdo de glicoproteinas secretadas no muco neutro (PAS) e acido (AB pH 2,5)
no segundo arco branquial.

As mucosubstancias acidas sdo mais soltveis do que as neutras quando entram
em contato com 0 meio aquatico, pois possuem maior quantidade de cargas elétricas
residuais. Essa baixa viscosidade do muco acido tem a funcao de proteger e lubrificar o
epitélio branquial contra atritos (Reis et al., 2009). No entanto, a quantidade de células
mucosas do epitélio branquial pode ser alterada como uma resposta adaptativa aos
fatores ambientais (Breseghelo et al., 2004), como por exemplo a hipdxia, como
observado na truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e oscar da Amazénia (Astronotus
ocellatus) por Matey et al. (2011). Esses autores relataram que ambas as espécies
apresentaram rapida mudanca na morfologia das branquias causada pela hipoxia,
ocorrendo grande quantidade de secrecdo de células de muco mais denso (mucinas
neutras) durante este estado, e normalizando quando os peixes voltaram para o estado de
ndo hipodxia (normoxia).

Trabalhos relacionados a exigéncias de treonina avaliando a frequéncia de
muco em branquias de peixes ainda séo inéditos. No presente trabalho, os peixes que
consumiram 21,21 g kg™ ou mais de treonina apresentaram aumento na frequéncia de
células secretoras de muco, que estdo relacionadas ao sistema de lubrificagdo e defesa

dos tecidos, bem como a avaliacdo das propor¢cdes de muco neutro e acido. Foi
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observado ainda que a suplementagéo de 27,95 g kg™ de treonina ndo causou prejuizos
sobre o desempenho produtivo e resultou em elevada producgdo de células produtoras de
muco. Assim, é possivel inferir que a exigéncia de treonina para produ¢do de muco esta
acima da exigéncia para desempenho produtivo, considerando-se que Michelato et al.
(2015) determinaram exigéncia de 11.5 g kg™ de treonina para maximo desempenho de
tilpias do Nilo.

No presente trabalho, dietas contendo niveis crescentes de treonina também
influenciaram a frequéncia entre as células muco neutro e &cido da mucosa intestinal
dos peixes. O muco é caracterizado pela textura de gel, formado por glicoproteinas
(mucinas) carregadas negativamente por agucares (&cido siliaco ou sulfossacarideos)
(Perez-Vilar & Hil, 1999). A camada de muco do trato gastrointestinal atua como
barreira de protecdo das enzimas digestivas, abrasdo mecanica proveniente do bolo
alimentar, ao pH do suco gastrico, regulacdo osmotica, alimentacdo, respiracao,
reproducéo, excrecdo e na protecdo e resisténcia contra doencas (Schroers et al., 2009).
Em algumas espécies de peixes, hd predominancia da secre¢do as mucinas acidas
(e.g.Shi drum Umbrina cirrosa; Leknes, 2009) e algumas espécies secretam
predominantemente mucinas neutras (e.g. Common Dentex Dentex dentex; Carrasson et
al., 2006). Segundo Bosi & Sayyaf Dezfuli (2015) a secrecdode células de muco neutro
e acido aumentou significativamente em peixes parasitados por (Pomphorhynchus
laevis).

O aumento na producdo de muco intestinal em dietas suplementadas com
treonina foi demonstrado em suinos (Bertolo et al., 1998; Ball et al., 1999, 2002; Law et
al., 2000), frangos de corte (Ospina-Rojas et al., 2013) e ratos (Fraure et al.,2005). A
treonina aumenta a producdo de muco no intestino porque uma parte significativa da
treonina consumida é utilizada no intestino para a sintese de secrecdes enddgenas,
particularmente mucinas (Law et al., 2007). A elevada retencdo da treonina dietética
pelo intestino resulta em aumento da sintese deste aminoacido pelo intestino, estando
associada a sintese desta proteina (Heys et al., (1992); El Yousfi et al., (2003). As
mucinas intestinais possuem até 30% de treonina em sua composi¢do Neutra & Forstner

(1987) quando comparadas a outras proteinas a nivel intestinal.

Em criagdo comercial, além do desempenho produtivo, € importante considerar
os efeitos dos aminoacidos sobre a saude dos peixes. No presente trabalho, concluiu-se
que ainda que 9,05 g kg™ de treonina atenda a exigéncia para o desempenho produtivo,

dieta com 12,34 g kg™ proporciona maior hipertrofia das fibras musculares sob a



66

influéncia da expressdo da Miogenina e contribui para aumento da frequéncia de células
produtoras de muco no epitélio branquial e no muco neutro e &cido na mucosa intestinal

de tilapias do Nilo.
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Il — Expressdo dos genes MyoD e Miogenina, desempenho produtivo,
morfometria muscular, frequéncia do muco do epitélio branquial e da mucosa
intestinal e avaliacdo hematoldgica de tildpia do Nilo na fase de crescimento-
terminacéo?

RESUMO: O presente trabalho foi delineado com o objetivo de avaliar os efeitos
daincluséio  de  dietas com  niveis  crescentes  detreoninasobre 0
desempenho produtivo, morfometria das fibras do musculo estriado esquelético,
expressdo dos genes (Miogenina e MyoD), frequéncia de células mucosas do epitélio
branquial e da mucosa intestinal e respostas hematologicas de tilapias do Nilo, na fase
de crescimento-terminacdo. Foram utilizados 270 juvenis de tilapias do Nilo com peso
médio inicial de54,5+1,7 g, distribuidos em 18 tanques-rede de 1,3m® cada. O
experimento seguiu um delineamento experimental inteiramente ao acaso com cinco
tratamentos e trés repeticdes, durante 100 dias. Os peixes foram alimentados com dietas
contendo 14,1 MJ kg™ energia bruta e 293.6 g kg 'proteina bruta e niveis crescentes de
treonina (8,6: 10,7; 13,6; 15,6 e 18,1 g kg™). Peixes alimentados com 10,7 g kg™ de
treonina apresentaram maior ganho em peso, taxa de eficiéncia proteica e maior
consumo. Peixes alimentados com 10,7 g kg™ de treonina apresentaram maior expressao
da MyoD que modulou o processo hipertréfico das fibras musculares, aumentando a
frequéncia de fibras com diametro de 20-50 e <50 um. Peixes que receberam dietas
suplementadas com treonina apresentaram aumento na frequéncia das células secretoras
de muco na mucosa intestinal. Peixes alimentados com niveis crescentes de treonina ndo
apresentaram diferencas na composi¢do corporal, frequéncia das células secretoras de
muco no epitélio branquial e pardmetros hematol6gicos. Concluiu-se que o nivel de
treonina de 10,7g kg™ melhora o desempenho e maximiza o crescimento muscular e a
expressao do gene MyoD e a producgéo de células produtoras de muco de tilapias do
Nilo.

Palavras-chave: amino&cido, nutrigenémica, peixe, MRFs.

*Artigo redigido de acordo com as normas de publicagdo da revista Aquaculture Nutrition. Fator de
impacto = 1,395. http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(1SSN)1365-2095/issues.
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I11- Expression of genes MyoD and Myogenin, productive performance, mucus
synthesis in gill, intestinal tissue and hematological evaluation of grow-out Nile
tilapia

ABSTRACT: This study was carried out to evaluate the effects of graded levels of
dietary threonine on growth performance, morphometry of the skeletal muscle, gene
expression (Myogenin and MyoD), frequency of mucus-secreting cells in the gill and
intestinal tissue and hematological responses of grow-out Nile tilapia from. 270
juveniles with average initial weight of 54.5 £+ 1.7g were distributed into 18 floating net
cages of 1.3m?® each. The experiment followed a completely randomized design with
five treatments and three replicates, during 100 days. The fish were fed diets containing
14.1 MJ kg™ gross energy and 293.6 g.kg™ crude protein and graded levels of threonine
(8.6, 10.7, 13.6, 15.6 and 18.1 g.kg™). Fish fed 10.7 g.kg™ showed improved weight
gain, protein efficiency rate and higher feed intake. Fish fed 10.7 g.kg™ of threonine
showed improved expression of MyoD that modulated the hypertrophic process of the
muscle fiber growth by improving frequency of fibers occurrence of with 20-50 and
<50 um in diameter. Fish fed diets supplemented with threonine showed increased
frequency of mucus-secreting cells in the intestinal mucosa. Fish fed with increasing
levels of threonine showed no differences on body composition, frequency of mucus-
secreting cells in the gill epithelium and hematological parameters. It was concluded
that 10.7 g.kg™ of dietary threonine improves growth performance, maximizes muscle
growth and expression of MyoD gene and production of mucus-secreting cells
producing in Nile tilapia.

Key words: essential amino acid, nutrigenomic, fish, MRFs.
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Introducéo:

O balanceamento dietético de amino&cidos influencia o crescimento e saide
dos peixes (NRC, 2011). Em caso de deficiéncia, a sintese proteica e diversos processos
fisiologicos podem ser prejudicados (D"Mello, 2003). A treonina é o terceiro
aminoacido limitante em dietas para peixes com elevados niveis de alimentos de origem
vegetal (Bodin et al, 2008). Ainda que a exigéncia de treonina seja estabelecida para
tilapias do Nilo (Silva et al., 2006; Michelato et al., 2015), ainda ndo ha referéncias
sobre os efeitos sobre a expressdo de genes relacionados ao crescimento muscular.

Os peixes utilizados na aquicultura geralmente apresentam crescimento
muscular indeterminado (Rowlerson & Veggetti, 2001). O crescimento muscular ocorre
por meio da hiperplasia e hipertrofia e a contribuicdo relativa da hiperplasia e da
hipertrofia para o crescimento muscular varia de acordo com a espécie, fase de
crescimento, tipo de musculo (Aguiar et al., 2005; Dal Pai-Silva et al., 2003) e fatores
nutricionais (Michelato et al., 2016). A formacao do tecido muscular estriado envolve a
acao de diversos fatores regulatorios, atuando e regulando o processo de crescimento
muscular por meio da acdo de moléculas de sinalizacdo, que se ligam a seus receptores e
ativando ou reprimindo os fatores de transcri¢do intracelular (Du, 2004). Os eventos da
miogénese sdo iniciados e controlados pela expressdao diferencial de fatores
transcricionais conhecidos como fatores de regulacdo miogénica (MRFs), dos quais
fazem parte a MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4 (Watabe, 2001).

As glandulas mucosas produzem a mucina, ajudando na formacdo de uma
cobertura protetora sobre o revestimento de 6rgaos que se comunicam com o exterior do
corpo. A importancia bioldgica da interface rica do muco entre os peixes e seu ambiente
aquoso abrange funcgdes sobre a protecdo mecanica e imunologica. (Genten et al., 2009).
O muco produzido pelos peixes faz parte do mecanismo de defesa e contém substancias
que inibem o crescimento e desenvolvimento de muitos parasitos, bactérias e fungos
(Moraes & Martins, 2004). A avaliacdo do estado de saude dos peixes por meio das
alteracbes morfologicas e teciduais do epitélio branquial, mucosa intestinal e das
analises hematoldgicas séo consideradas ferramentas importantes para o diagnostico do
estado de saude e desempenho produtivo do animal, podendo elucidar possiveis
alteracOes causadas durante o cultivo. Os aminoacidos podem atuam em outras funcdes

além da sintese proteica, como por exemplo, a treonina, sdo classificados como
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aminoacidos funcionais (Lie et al.,, 2009). No entanto, ainda ndo ha estudos
relacionando a suplementacédo de treonina com a producdo de muco em tilépias.

A tilapia do Nilo (O. niloticus) é a segunda espécie de peixe mais cultivada no
mundo (FAO, 2013). Além do rapido crescimento em criacdo intensiva possui elevada
capacidade de utilizar a energia e nutrientes dos alimentos de origem animal e vegetal,
possibilitando a elaboragéo de dietas de menor custo. Em criacéo intensiva, € importante
adequar a suplementacdo para atender as exigéncias de aminoacidos para as atividades
de manutencdo, producéo, reproducédo e saude dos peixes. No entanto, o confinamento
em altas densidades gera situacdes de estresse que pode comprometer o crescimento a
eficiéncia alimentar e a salude dos peixes por meio de alteragdes morfoldgicas e
teciduais (Cavichiolo, 2009).

A avaliacdo dos efeitos da treonina sobre os mecanismos que controlam o
crescimento dos peixes importante, considerando que o filé é o principal subproduto do
abate de tildpias em muitos paises. Assim, o conhecimento dos efeitos da
suplementacdo dietética de treonina sobre a expressdo dos Fatores de Regulacdo
Miogénica (MRFs), que regulam os mecanismos de hiperplasia e hipertrofia muscular,
como a influéncia da producdo de células secretoras de muco e influéncia sobre as
respostas hematoldgicas, pode ser utilizado como ferramenta para maximizar a
producdo de tilapias. Dessa forma, este estudo teve por objetivo avaliar o desempenho
produtivo, morfometria muscular, expressdo dos genes MyoD e Miogenina, producéo
de células produtoras de muco nas branquias e mucosa intestinal e respostas
hematoldgicas de tilapias do Nilo alimentadas com niveis crescentes de treonina durante

a fase de crescimento-terminacéo.

Material e métodos:

Peixes e manejo

O experimento foi realizado no Instituto de Pesquisa em Aquicultura
Ambiental (INnPAA) no municipio de Toledo- PR, base de estudos da Universidade
Estadual do Oeste do Parand-UNIOESTE, Toledo, Parana.

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

do Oeste do Parand — UNIOESTE, através do Certificado Experimental no uso de
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Animais em Pesquisa-CEUA/N°12/2015, sob o protocolo N°13/13, 16 de agosto de
2015, que se encontra em anexo.

Condicges experimentais

Foram utilizados 270 juvenis de tilapia do Nilo (54,5%1,79), distribuidos em,
constituido por 18 tanques-rede de 1,3 m® cada, alocados em tanque de concreto (18m
comprimento x 11m largura x 2m altura) abastecido com agua corrente (1L/segundo),
proveniente do Rio Sdo Francisco, localizado no Instituto de Pesquisa Ambiental e
Aquicultura (INPAA) Toledo-PR. Semanalmente, foram realizadas coletas de dados de
temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e pH da agua do tanque, as 8 horas da

manha, por meio de um aparelho multiparametro digital portatil, respectivamente.

Dietas e manejo alimentar

Foram elaboradas seis dietas com diferentes niveis de inclusdo de L-treonina
98%, de forma a se obter dietas com 8,6; 10,7; 13,6; 15,6 e 18,1g kg™ de treonina. O
aminoacido L-treonina foi incluido em substituicdo a L-alanina, de forma a manter as
dietas isoproteicas (Tabela 1). As dietas foram elaboradas por meio da técnica de
diluicdo (Abboudi et al., 2007). As dietas foram elaboradas com aproximadamente
293,6 kg proteina bruta e 14,1 MJ/kg™ de energia bruta, de forma a atender as
exigéncias nutricionais de tilapias (Furuya, 2010; NRC, 2011), com excecdo de
treonina. A composicdo proximal e as analises de aminoacidos foram analisadas
anteriormente a montagem do experimento (Tabela 2). Na elaboracdo das dietas, apds
pesagem e homogeneizacdo dos ingredientes, a mistura foi extrusada em extrusora de
rosca simples (Extrusora Ex-Micro®, Ribeirdo Preto SP, Brasil) da Universidade
Estadual do Oeste do Parana-UNIOESTE, Toledo-PR, foram secas em estufa de
ventilacdo forcada a 55°C durante 24 horas. Os peixes foram alimentados quatro
vezes/dia, as 8h, 11h, 14h e 17h, por meio de arragopamento manual e até saciedade

aparente, durante 100 dias.
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Tabela 1. Formulagéo das dietas experimentais com niveis crescentes de treonina
para tilapias do Nilo.

Niveis de treonina (g kg™)

Ingrediente 8,6 10,7 13,6 15,6 18,1
354,00 354,00 354,00 354,00 354,00

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

Farelo de trigo
Quirera de arroz
Gldaten de milho 60%

Farinha carne e 0ssos 45%

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

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

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

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

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

INiveis de garantia por kg do produto - Premix (DSM-Roche®): Vit. A, 24.000 UI; Vit.
D3, 6.000 Ul; Vit. E, 300 mg; Vit. K3, 30 mg; Vit. B1, 40 mg; Vit. B2, 40 mg; Vit. B6,
35 mg; Vit. B12, 80 mg; Ac. félico, 12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vit. C, 600 mg;
Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg; Niacina, 2.500 mg; Ferro, 200 mg; Cobre, 35 mg;
Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.
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Tabela 2: Composicéo das dietas experimentais ( g kg™, base na matéria seca)’

Niveis de treonina (g kg™)

8,6 10,7 13,6 15,6 18,.1
Matéria seca 90,89 91,07 91,25 91,15 91,41
Energia bruta (kcal/kg) 3071,23 3084,37 3078,61 307499 3070,45
Proteina bruta 27,02 26,49 26,70 26,78 26,82
Extrato etéreo 2,08 1,89 2,61 2,29 2,65
Matéria mineral 8,00 8,14 7,84 7,91 7,94
Arginina 12,87 12,83 12,70 13,18 13,15
Fenilalanina 11,50 11,35 11,61 11,83 11,71
Histidina 5,25 4,85 4,67 4,84 5,02
Isoleucina 7,84 7,13 7,84 7,77 7,91
Leucina 24,47 23,50 23,76 24,72 25,00
Lisina 13,84 12,80 13,19 13,83 13,74
Metionina 471 4,61 4,90 4,86 512
Metionina+cistina 7,82 7,60 7,98 8,01 8,28
Treonina 7,78 9,79 12,42 14,22 16,51
Triptofano 2,83 2,82 2,88 2,86 2,83
Valina 10,31 10,03 10,52 10,78 10,76
Acido aspartico 15,82 15,21 15,53 15,80 15,88
Acido glutamico 42,50 42,03 41,51 42,36 42,54
Alanina 35,14 32,98 30,59 30,32 27,82
Cistina 3,12 2,98 3,08 3,15 3,16
Glicina 17,26 17,23 17,34 16,94 16,65
Serina 10,56 10,64 10,76 11,14 11,25
Tirosina 8,97 8,56 8,97 8,77 9,05

Valores analisados
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Desempenho produtivo e composi¢ao corporal

No inicio do experimento, todos os peixes foram pesados em balanca de
precisdo digital (0,01g). Ao final do experimento, apds jejum de 24 horas para
esvaziamento do trato digestorio, todos os peixes de cada unidade experimental foram
anestesiados com benzocaina (100mg/L de agua) (Stoskopg, 1993). Em seguida, foram
tomadas as medidas de peso final (g), ganho em peso (g) = (peso final (g) — peso inicial
(9), converséo alimentar = quantidade de dieta fornecida (g)/ganho em peso (g),
sobrevivéncia (%) = numero de peixes ao final do experimento/nimero de peixes ao
inicio do experimento *100, consumo alimento (g/kg) = dieta consumida/((1/2*(nimero
de peixes final+nimero peixes inicial))); taxa de eficiéncia proteica = ganho em peso
(9)/proteina consumida (g), gordura visceral (%) = peso da gordura visceral (g)/peso
vivo (g)*100, indice hepatossomatico (%) = peso do figado (g)/ peso do peixe (g) *100.
Trés peixes de cada unidade experimental, escolhidos ao acaso, foram eutanasiados por
meio de superdosagem de benzocaina (250mg/L de agua) (Stoskopg, 1993) seguida da
seccdo da medula cervical, e foram coletadas as amostras para as analises de expressao
génica, histologia de tecidos, composi¢do corporal e sanguinea. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Qualidade em Alimentos (LQA) da Universidade Estadual
do Oeste do Parana, Para as andlises de composicdo corporal as amostras foram
submetias as analises de umidade, proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral
(AOAC, 1995).

Andlises laboratoriais

A composicao corporal dos peixes foi analisada segundo AOAC (1995) para
analises de umidade (pré-secagem a 55°C por 72 horas, seguida de secagem a 105 °C
por oito horas), proteinas (método de Kjeldhal/Tecnal, MA-036, Piracicaba, SP, Brasil),
extrato etéreo (extrator de Soxhlet com éter como solvente/Tecnal, TE-044, Piracicaba,
SP, Brasil), e matéria mineral (calcinacdo das amostras a 550°C por 6 horas/Tecnal,
2000B, Belo Horizonte, MG, Brasil). As dietas experimentais pré-secas foram
encaminhadas para o Laboratorio da Ajinomoto Biolatina para a realizacdo de analises
de aminoacidos, por meio da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

(Hitashi L-8800, Téquio, Japdo). O triptofano foi determinado apds hidrdlise acida.
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Analises hematoldgicas e bioquimicas

Para as coletas sanguineas, trés peixes de cada unidade experimental, foram
capturados ao acaso, anestesiados em eugenol (60 mg L™) (Deriggi et al., 2006), e
retirou-se uma aliquota de 2,0mL por puncdo caudal, com auxilio de seringa
heparinizada. Desta aliquota 0,5mL foi destinada as analises hematoldgicas e 1,5mL
destinada as analises bioquimicas. No sangue total foram realizadas as analises de
contagem total de eritrocitos, com utilizacdo de camara de Neubauer, taxa de
hemoglobina, realizada por meio da metodologia descrita por Collier (1944), percentual
de hematdcrito, seguindo a metodologia de Goldenfarb et al. (1971), e os indices
hematimétricos como VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina
corpuscular média) e CHCM (hemoglobina corpuscular média), de acordo com
Wintrobe (1934): VCM (fL) = [(hematdcrito x 10)]/eritrocitos; HCM (pg) =
[(hemoglobina x10)]/eritrécitos e CHCM (g.dL™) = [(hemoglobina x100)]/ hematécrito.
Posteriormente, foram realizadas analises bioquimicas de proteinas totais (g dL™),
triglicerideos (mg dL™), colesterol total (mg dL™), glicose (mg/dL) e albumina (g dL™).
As amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por cinco minutos. Para a realizagdo das
analises utilizaram “kits” especificos (Gold Analisa Diagnéstica®/Belo Horizonte, MG,
Brasil), sendo as leituras processadas em espectrofotdmetro, e procedidas conforme

instrucOes do fabricante.
Andlise morfométrica do masculo branco

A analise morfométrica do musculo branco das tilapias do Nilo foi realizada no
Laboratorio de Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfologicas da
Universidade Estadual de Maringa - UEM. Para essa analise, foram coletadas amostras
de trés peixes de cada tanque, totalizando um n amostral total de nove peixes por
tratamento. Fragmentos da musculatura branca dorsal dos exemplares dos peixes foram
retirados e fixados em formol 10% durante 24 horas. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em concentracGes ascendentes de alcool, diafanizadas em xilol, e incluidas
em parafina histologica, para a obtencdo de cortes histologicos transversais
semisseriados de 6um. Os cortes histoldgicos foram submetidos a coloragao

hematoxilina-eosina para a avaliacdo do padrdo morfologico e morfometria das fibras
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musculares. Os cortes histologicos foram analisados em Microscopio Optico P1
Olympus BX 50 (Manila, Filipinas) acoplado com a cadmera Olympus PMC 35 B
(Berlim, Alemanha), utilizando objetiva de 20X para capturar os campos de observacao.
Utilizando o sistema de analise de imagens Image Pro-Plus versdao 4.5.1(Media
Cybernetics), em campos aleatérios da lamina histoldgica, foi determinado o menor
diametro de 200 fibras musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de
didametros (< 20, 20-50 e > 50 um) para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e
hipertrofia para o crescimento muscular (Almeida et al., 2008, 2010) em cada
tratamento. Os dados foram expressos como frequéncia de fibras em cada classe/numero
total de fibras medidas.

Avaliacdo da expressdo génica da MyoD e Miogenina

Para essas analises, foram coletadas amostras do musculo branco na porgéo
mediana dorsal do corpo, de dois peixes de cada repeticdo, totalizando um n amostral de
seis peixes por tratamento. Os fragmentos da musculatura coletados foram congelados
em nitrogénio liquido, e posteriormente transferidos para freezer a -80°C, até o
processamento em laboratdrio. As analises da expressdo dos genes foram realizadas no
Laboratorio de Biologia do Mdsculo Estriado (LBME) do Departamento de Morfologia,
IBB, UNESP, Botucatu/SP. A expressdo dos genes MyoD e Miogenina foram
realizadas por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apos
transcricdo reversa (RT-qPCR), seguindo as orientacbes do MIQE: Minimum

information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment (Bustin, 2009).

Foram utilizadas as seguintes metodologias:

Extracéo, quantificacdo e analise da integridade do RNA

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

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


https://pt.wikipedia.org/wiki/Baden-W%C3%BCrttemberg
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um tubo de 1,5 mL e incubado durante 5 minutos na temperatura ambiente. Foi
acrescentado 0,2 mL de cloroférmio e, posteriormente, os tubos foram agitados
vigorosamente e incubados por 15 minutos na temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi centrifugado a 12000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa formada apds
a centrifugacéo foi coletada e 0 RNA foi precipitado por meio da incuba¢do com 0,5 mL
de alcool isopropilico, durante 10 minutos na temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi novamente centrifugado a 12000xg por 15 minutos a 4°C, e o pellet de
RNA resultante foi lavado com 1 mL de etanol 75%. O material foi centrifugado a
12000xG por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi removido cuidadosamente. Apds
secagem, o pellet de RNA foi dissolvido em UltraPure™ Distilled Water DNAse,
RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e armazenado a -
80°C. Para a quantificacdo do RNA foi utilizado o espectrofotdmetro NanoVue™ Plus
(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom), que forneceu a
medida de absorbancia a 260 nm (quantidade de RNA). Também foi realizada a medida
de absorbancia a 280 nm, que identifica a quantidade de proteinas e permite a analise da
pureza do RNA extraido, garantida pela obtencdo na razdo de 260/280 nm superior a
1.8. Foram utilizadas somente amostras com razdo igual ou superior a 1.8. A integridade
do RNA total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. A agarose foi
dissolvida em tampdo TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM acido borico, 2 nM EDTA).
Uma aliquota de 1 pL do RNA total foi adicionada a 5 pL da solucdo contendo o
tampéo de corrida OrangeG e o corante GelRed® (Biotium, Hayward, California,
USA). Essa mistura foi aplicada no gel e submetida a corrida eletroforética a 120 V por
cerca de 1 hora e 30 minutos. O gel foi fotografado sob luz ultravioleta e a integridade
do RNA total extraido foi confirmada pela presenca das bandas referentes aos RNAS
ribossomais 28S e 18S.

RT-gPCR

Os niveis de expressao dos genes MyoD e miogenina foram detectados por RT-
gPCR, por meio da plataforma QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Os niveis de expressdo dos
genes alvo foram normalizados pela expressdo do gene de referéncia f-actina, cuja
expressdo foi constante entre todas as amostras. As amostras de cDNA foram

amplificadas utilizando o Fast SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
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Carlsbad, California, USA). Os primers foram sintetizados pela Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, California, apds terem sido desenhados por meio do software
Primer Express 3.0.1.® (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) (Tabela
3). Os primers foram diluidos em UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e suas concentracdes iniciais
ajustadas para 5 pM. Conforme instrugdes do fabricante, foram utilizados 2 pL de
cDNA, 2 pL de Primer Forward, 2 puL de Primer Reverse, 12,5 puL de Fast SYBR®
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e 6,5 uL de
UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, Carlshad,
California, USA), totalizando o volume final de 25 pL de solugdo. As reacbes foram
realizadas em duplicata, nas seguintes condi¢fes: 95°C por 10 minutos, seguido por 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1
minuto. Para cada corrida foi gerado um gréafico de amplificacdo, com o aumento da
fluorescéncia (ARn) ao longo de cada ciclo da RT-q PCR. Para as amostras
amplificadas com o Fast SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, California, USA), foi feita a analise da Curva de Dissociacdo dos fragmentos
ao término de cada reacdo, durante 20 minutos com temperatura da reacdo aumentada
gradualmente de 60 para 95°C. O grafico resultante da Curva de Dissociacao
possibilitou a avaliacdo da especificidade de amplificacdo de cada conjunto de primers,
confirmada pela presenca de um unico pico de fluorescéncia. Apds obtencdo do Ct
médio das duplicatas, foi calculado o valor de ACt (Ctgene alvo — Clgene endageno) € de AACt
(ACtamostra — ACamostra calibradora)- A quantificacdo relativa dos dados de expressao foi

-AACt
2

calculada pela formula (Livak & Schmittgen, 2001), expressa em fold-change.

Tabela 3: Primers utilizados para a amplificacdo da MyoD, Miogenina e -actina
por RT-gPCR.

Gene Forward primer (5’ to 3°) Reverse primer (5’ to 3°)

MyoD CATCCAGCCCCCGCTCCAAC GTCTGACAGGTGGGGCCGTT
Miogenina CTCAACCAGCAGGACACTGA  ATCCTCGCTGCTGTAGCTCT
GCCAACAGGGAGAAGATGAC ACAGGGACAGCACAGCCTGG

p-actina
CCA AT
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Frequéncia das células de muco do epitélio branquial

Com o objetivo de verificar se as dietas com niveis de treonina influenciavam
na frequéncia de muco do epitélio branquial, ao final do periodo experimental, foi
coletado o segundo arco branquial (Srivastava et al., 2012) do lado direito de trés
individuos de cada repetigdo, totalizando um n amostral de nove peixes por tratamento.
As analises foram realizadas no Laboratorio de Controle de Qualidade de Alimentos-
LQA/UNIOESTE/Campus Toledo-PR, e foram fixadas em solucdo de Bouin aquoso
durante 48 horas, e posteriormente desidratadas em série de concentragdes crescentes de
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, para obtencdo de cortes
transversais semisseriados de 5 um de espessura. Para a evidenciacdo das células
mucosas, as amostras foram submetidas a técnica histoquimica de Alcian Blue pH 2,5 +
acido periddico de Schiff (PAS), para a evidenciagdo das células produtoras de muco
neutro e muco acido respectivamente. A coloracdo das laminas foi realizada no
Laboratorio de Histotécnica Animal/lUEM. Para avaliar a frequéncia de células
secretoras de muco neutro e acido, utilizou-se toda a extensdo do filamento branquial,
abrangendo as trés regides: proximal ao rastelo, denominada de regido basal, posigédo
intermediaria e regido apical do filamento, totalizando 40 imagens/animal, perfazendo o
total de 360 imagens/tratamento. Para avaliar a quantificacdo total das células mucosas,
utilizou-se a somatdria de muco neutro e acido das imagens utilizadas para a avaliacdo
da analise de frequéncia citada acima, totalizando 40 imagens/animal, perfazendo o total
de 360 imagens/tratamento. Esta analise foi realizada a partir de imagens capturadas
com o auxilio de Microscopio Optico P1 Olympus CX 31(Manila, Filipinas) e
fotografados com a camera Olympus SC30 (Berlim, Alemanha), com objetiva de 40X.
As andlises foram realizadas utilizando o sistema de analise de imagem

computadorizada Image — Pro Plus, versdo 4.0 (Média Cibertecnics).

Frequéncia das células de caliciformes da mucosa intestinal

Para as analises de frequéncia e quantificacdo das células caliciformes da
mucosa intestinal, a coleta foi realizada no Laboratério de Apoio da
UNIOESTE/Campus Toledo/Pr., em que foram coletadas porcOes de aproximadamente
quatro centimetros de comprimento do intestino médio, e, primeiramente foi realizada a

medida do comprimento total do intestino com o auxilio de trena de medidas, (abaixo da
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juncdo do estbmago até o reto) e posteriormente coletado a por¢do média do mesmo.
Foram coletadas amostras do intestino médio de trés peixes por unidade experimental.
As amostras foram fixadas em placas de isopor, lavadas com solucgéo salina, fixadas em
solucéo de Bouin por 4 horas, desidratadas em série ascendente de alcool, diafanizadas
em xilol, e incluidas em parafina histoldgica, para a obtencdo de cortes histoldgicos
semisseriados de 7pm.

A coloracgéo das laminas foi realizada no Laboratorio de Histologia/lUEM. Para
a visualizacdo das células caliciformes no epitélio intestinal, foram preparadas duas
laminas por animal, e uma foi corada com Azul de Alcian, pH 2,5 (reagdo de AB pH
2,5, que evidencia glicoconjungados &cidos), e outra lamina foi corada em PAS e contra
corada em hematoxilina (reacdo de PAS, evidencia glicoconjungados neutros); (Romeis
1968). A foto-documentacdo (captura de imagens) foi realizada no Laboratorio de no
Laboratdrio de Histologia do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas da Universidade
Estadual de Maring&/UEM, em Microscopio Optico P1 Olympus BX 50(Manila,
Filipinas) acoplado com a camera Olympus PMC 35 B(Berlim, Alemanha), utilizando
objetiva de 40X, utilizando sistema de imagens computadorizado (Image Pro Plus —
Versdo 5.2- Media Cibernética). A frequéncia das células de muco do tecido intestinal
foi realizada por meio da média de 15 imagens/3 cortes (obj.40x)/animal de 3 peixes por
tratamento, perfazendo o total de 405 imagens por tratamento. A quantificacdo do total
das células de muco intestinal foi obtida por meio da somatdria total das células de
muco neutro e &cido dos valores médios de 15 imagens/3 cortes (obj.40x)/animal de 3

peixes por tratamento, totalizando nove peixes por tratamento.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com seis tratamentos e trés
repeticdes, sendo uma unidade experimental composta por aquario de fibra de vidro
com capacidade para 250L, contendo 12 peixes. Para a determinacdo da exigéncia de
treonina, os dados de desempenho produtivo e da composi¢do centesimal, foram
submetidos a analise de regressdo linear, ao nivel de 5% de probabilidade. Os
parametros de morfometria das fibras musculares, variaveis histologicas do muco do
epitélio branquial e da mucosa intestinal e a expressdo de genes foram analisados por
meio de variancia ndo paramétrica (Kruskal Wallis), seguido do teste de comparacGes

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

Resultados

Desempenho produtivo

Durante o periodo experimental foram observados valores médios de
22,5+1,6°C para a temperatura; 4,5+1,7 mg L™ para oxigénio dissolvido; 7,61+0,3 para
0 pH; 24,6+22,6 puS cm™ para a condutividade elétrica da 4gua. O consumo de dietas
com diferentes niveis de treonina influenciou (P < 0,05) o peso final, ganho de peso,
consumo, a conversdo alimentar e a taxa de eficiéncia proteica os peixes alimentados
com niveis crescentes de treonina (Tabela 4). Os peixes alimentados com as dietas
contendo o menor nivel de incluséo de treonina 8,6 g kg™ obtiveram os piores (P <
0,05) resultados de ganho de peso e peso final, em comparacdo aos que receberam
dietas com 10,7; 13,6 e 15,6 g kg™ de treonina. No entanto, peixes alimentados com
18,1 g kg™ treonina ndo apresentaram diferencas (P > 0,05) sobre o ganho de peso em
relacdo aos que receberam as dietas com os demais niveis de treonina. O maior
consumo (P < 0,05) foi observado em peixes alimentados com 15,6 g kg™ de treonina,
quando comparado aos peixes alimentados com 8,6 e 13,6 g kg™ treonina. No entanto,
em peixes que consumiram 10,7 e 18,1 g kg™de treonina, o consumo foi semelhante (P
> 0,05) ao dos peixes que receberam as demais dietas. Os melhores (P < 0,05)
resultados de converséo alimentar e taxa de eficiéncia proteica foram obtidos em peixes
alimentados com 10,7 e 13,6 g kg™, quando comparados aos peixes alimentados com
8,6; 15,6 e 18,1 g kg™ de treonina.

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

(P>0,05) a composicao corporal dos peixes alimentados com as dietas experimentais
conforme (Tabela 5).
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Tabela 4. Desempenho produtivo de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de treonina’.
Niveis de treonina (g kg™)

8.6 10.7 13.6 15.6 18.1 P

Peso inicial(g) 54,36+0,74 55,16+1,26 55,53+0,34 55,22+0,60 55,60+3,01 0,1437
Peso final (g) 280,65+14.35"  313,96+2.27%  303,22+4,78*  302,33+9.26°  29593+247*  0,0062
Ganho em peso (g) 226,29+13.68"  258,80+3.32%  247,69+4,53*  247,10#8,92°  240,33+0,62®°  0,0055
Consumo (g/peixe) 337,04+19,42°  360,56+9,45®  334,83+6,43°  377,65+20,87° 369,07+9,67*  0,0148
Conversdo alimentar (g/g) 1,49+0,02° 1,39+0,04" 1,35+0,01° 1,53+0,03° 1,51+0,01% <0,0001
Taxa de eficiéncia proteica (%)  2,49+0,04 2,71+0,08 2,77+0,02° 2,45+0,05" 2,43+0,07° <0,0001
indice hepatossomatico (%) 3,67+0,60 5,07+£0,17 4,67+0,21 4,68+1,00 4,55+1,11 0,2701
Indice gordura visceral (%) 6,42+1,11 6,85+0,36 5,90+0,31 6,65+0,26 6,47+0,20 0,3725

'0s dados foram submetidos a analise do ANOVA, protocolo GLM, por meio do programa Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).
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Tabela 5. Composicdo corporal de tilapia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de treonina, com base na matéria
mineral.

Niveis de treonina (g kg™)

Amostra inicial 8,6 10,7 13,6 15,6 18,1 ValorP ValorF CV (%)
Umidade 71,99 63,72+0,60 62,33+1,85 64,78+2,12  63,48+2,67 62,73+1,90 0,60 0,70 2,81
Proteina 17,09 17,86+1,09 17,57+1,28 17,4+0,82 16,34+0,72 16,5+1,11 0,33 1,28 6,58
Extrato etéreo 6,22 12,4+1,40  15,15+1,64  15,42+0,53  18,23+7,47 15,5+1,43 0,44 1,00 21,31
Matéria mineral 571 5,37+0,36  6,05+0,77 5,24+1,55 5,19+1,32 4,71+0,67 0,63 0,65 18,07

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

A morfologia da musculatura branca foi semelhante entre todos os
tratamentos, mostrando fibras de formato poligonal separadas pelo endomisio e
organizadas em fasciculos delimitados pelo perimisio. A treonina dietética influenciou
(P<0,05) a frequéncia da morfometria das fibras musculares nas trés classes de
diametros avaliados (Tabela 6). Entre os tratamentos, na classe de fibras com
diametros menores que 20 um, a maior frequéncia das fibras foi observada no menor
nivel de inclusdo da treonina, no tratamento de 8,69 kg', quando comparada aos
demais tratamentos (10,7; 13,6; 15,6 e 18,1 g kg™*), os quais apresentaram frequéncias
semelhantes. Na classe de fibras com diametros entre 20 e 50 pum, o nivel de inclusdo
de 13,6 g kg™ apresentou maior frequéncia se comparado ao nivel de 18,1 g kg™. Nos
animais dos tratamentos 8,6; 10,7 e 15,6 g kg™, as frequéncias foram semelhantes
entre si. A frequéncia de fibras com didmetros maiores que 50 pm foi maior no nivel
de suplementacéo de 18,1 g kg™ de treonina, quando comparada com o nivel de 13,6 g
kg™. Nos demais tratamentos 8,6; 10,7 e 15,6 g kg™, as frequéncias foram semelhantes
entre si. Entre colunas, os niveis 8,6; 10,7; e 15,6 g kg™, apresentaram a mesma
frequéncia em relagdo a distribuicdo das fibras, em que as classes entre 20-50 e >50
um, apresentaram maior frequéncia em relacdo a classe de fibras com diametro <20
um. J4 o nivel de inclusdo de 18,1 g kg™, apresentou maior frequéncia em relacéo a
classe de fibras de 50 pm quando comparado com a classe de 20-50 e a classe com
diametro <20 um, apresentou a menor frequéncia de fibras. A classe de 13,6g kg™
apresentou maior frequéncia na classe de fibras entre 20-50 um quando comparada as
classes de fibras de 50 um, e a classe com didmetro <20 pum, apresentou a menor

frequéncia de fibras com diametros <20 pm.

Expresséo génica da MyoD e Miogenina

Expressdo da MyoD no musculo branco da tilapia do Nilo (O. niloticus) RT-

gPCR. Dados expressos como média representada em unidades arbitrarias (Figura 1).
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Tabela 6: Frequéncia de distribui¢do das fibras musculares em trés classes de diametros (<20um, entre 20 e 50 pm e >50 um) em tilapia
do Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de treonina®.

Classe de diametro Niveis de treonina (g kg™)
(%) 8,6 10,7 13,6 15,6 18,1 P! cV?
<20pm 2,94+1,63"° 0,56+0,67°" 0,75+1,55°° 0,25+0,37°° 0,50+0,70°° <0,01 117,67
20-50pm 54,25+11,514B2 47,56+6,3252 61,56+12,01"*  51,87+8,58"%*  4256+10,94%° 0,008 12,44
>50pm 42,81+11,24"82 51,87+6,29"52 37,69+11,35%°  47,.87+8,66"%*  56,94+11,18"* 0,004 14,17
P? 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

ILetras sobrescritas maitsculas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos em funcdo do nivel de treonina pelo teste
Kruskall-Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.

?Letras sobrescritas minGsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as classes de fibra em funcéo dos niveis de
treonina pelo teste Kruskall-Wallys ao nivel de 5% de probabilidade.

3CV=Coeficiente de variacio (%).
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Expressdo da MyoD
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Figura 1: Niveis de expressao do gene MyoD (unidades arbitrarias) detectados no
musculo branco da tilapia do Nilo (O. niloticus) RT-gPCR. Letras distintas
indicam diferencas pelo teste ANOVA e Tukey em 5%.

Houve diferenca (P<0,05) na expressdo do gene MyoD entre 0s peixes que
receberam as dietas diferentes niveis de inclusdo da treonina na dieta. Peixes
alimentados com 15,6 e 18,19 kg™ apresentaram maior expressdo do gene MyoD no
musculo branco. Por outro lado, peixes alimentados com dietas contendo niveis
crescentes de treonina ndo apresentaram diferencas (P > 0,05) na expressdo da

Miogenina no masculo branco da tilapia do Nilo.
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Expressao da Miogenina
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Figura 2: Niveis do gene Miogenina (unidades arbitrarias) detectados no musculo
branco da tildpia do Nilo (O. niloticus) RT=qPCR.

Frequéncia das células mucosas do epitélio branquial

Os niveis de treonina dietética ndo influenciaram (P>0,05) a frequéncia entre
as células secretoras de muco neutro e &cido e o muco total do epitélio branquial
(Tabela 7).

Frequéncia das células de muco neutro e &cido da mucosa intestinal
A andlise da frequéncia e quantificacdo das células de muco da mucosa

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

crescentes de treonina (Tabela 8).
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Tabela 7: Frequéncia e quantificacdo das células secretoras de muco neutro e acido do epitélio branquial de tilpia do Nilo, alimentadas

com niveis crescentes de treonina na dieta®.

Frequéncia

2
8,6 10,7 13,6 15,6 18,1 cv P F
Mucina &cida (%) 54,95+8,52 54,94+8,51 48,59+16,71 63,99+9,68 59,28+9,54 20,94 0,09 2,1
Mucina neutra (%)  45,05+8,52 45,06+8,51 51,41+16,71 36,01+9,68 40,72+9,54 26,89 0,09 2,1
Muco total 1342,37+213,69 1513,78+430,81 1360,51+266,04 1449,67+271,81  1435,73+295,72 20,29 0,75 0,46

0s dados foram submetidos & analise do ANOVA, protocolo GLM, por meio do programa Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).
CV= Coeficiente de variacdo (%).
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Tabela 8: Frequéncia e quantificacdo das células caliciformes de muco neutro e acido da mucosa intestinal de tilapias do Nilo
alimentadas com niveis crescentes de treonina na dieta’.

Niveis de treonina na dieta (g kg™)

Muco intestinal P F CV?
8,6 10,7 13,6 15,6 18,1

Muco Acido (%) 60,35+7,77a 58,65+4,44a 49,79+6,65b 54,9+8,09ab 56,21+5,62ab 0,009 3,43 12,2

Muco Neutro (%) 39,64+7,77b 41,34+4,44b 50,2+6,65a 45,09+8,09ab 43,78+5,62ab 0,009 3,43 15,44

Muco total 1347+332,59b 1537,8+274,76ab  1515,7+352,76ab  1637,7+366,14ab 1407+328,75ab 0,04 2,44 23,67

ILetras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos segundo o teste ANOVA e Tukey, por meio do
g)rograma Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).
CV=Coeficiente de variacao (%).



95

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre as andlises de frequéncia e
quantificacdo das células caliciformes da mucosa intestinal. Peixes alimentados com
8,6; 10,7; 15,6 e 18,1 g kg™ apresentaram maior frequéncia do muco &cido, porém néo
diferiu dos peixes alimentados com 13,6; 15,6 e 18,1 g kg™ treonina. Para muco neutro,
a maior frequéncia foi observada em peixes alimentados com 13,6; 15,6; e 18,11 g kg™
de treonina, mas ndo diferiu dos peixes que receberam dietas com 8,6 e 10,7 g kg™ de
treonina. Peixes alimentados com 10,7; 13,6; 15,6 e 18,1g kg™ treonina apresentaram
niveis mais elevados de células produtoras de muco. A menor quantidade de células

produtoras de muco foi observada em peixes que consumiram a dieta com 8,6 g kg™.

Parametros hematologicos e bioquimicos

O consumo de dietas com niveis crescentes de treonina ndo influenciou

(P>0,05) os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos peixes (Tabela 9).



Tabela 9. Parametros hematoldgicos e bioquimicos de tilapias alimentadas com niveis crescentes de treonina na dieta.

. Niveis de treonina (g kg™) Valor Valor i
Parametros 86 10.7 136 156 181 P E Efeito

Hematologicos
Eritrocitos (10°.uL™) 2,12+0,10 2,14+0,04 2,12+0,09 2,18+0,14 2,18+0,11 0,95 0,2 NS
Hemoglobina (g.dL™) 8,67+0,40 8,55+0,49 9,48+1,30 8,27+0,08 8,74+0,40 0,44 1,02 NS
Hematocrito (%) 38,58+1,29  39,06+0,23 39,89+3,01 39,28+0,75  38,83%0,76 0,83 0,41 NS
VCM? calculado (fL) 185,6+0,14 182+0,02  188,47+0,20 180,3+0,11 177,67+0,10 0,85 0,38 NS
HCM? (ug) 40,8+3,75 39,8+2,70 44,73+6,66 37,93+2,47 40,8+3,86 0,39 1,14 NS
CHCM*(g.dL™) 22,75+0,35  21,83+1,42 23,97+4,97 21,03£0,65 22,43+1,10 0,78 0,48 NS
Bioquimicos
Glicose (mg.dL™) 68,86+12,87 57,04+10,49 59,84+9,70 58,24+9,02  50,78+5,73 0,34 1,25 NS
Albumina (g/dL) 1,17+0,02 1,25+0,17 1,24+0,04 1,3+0,04 1,22+0,03 0,53 0,85 NS
Proteina total (g.dL™) 4,49+0,12 4,71+0,14 4,66+0,32 4,64+0,36 4,46+0,21 0,58 0,77 NS

Colesterol total (mg.dL™)  158,69+49,73 174,37+43,28 167,91+43,10  155,58+6,86 150,85+27,46 0,96 0,18 NS
Triglicerideos (mg.dL™)  764,35+306,24 778,4+140,39 696,53+324,88 537,97+180,93 639,82+65,23 0,66 0,65 NS

'0s dados foram submetidos a anélise de regressdo a 5% de probabilidade por meio do programa Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).
VCM 2= volume corpuscular médio; HCM®= hemoglobina corpuscular média; CHCM®*= concentragdo de hemoglobina corpuscular média;
*NS= néo significativo (P>0,05).
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Discussao:

Ao final do periodo experimental, ndo foram observadas anormalidades
morfoldgicas nos peixes que foram submetidos as dietas contendo os diferentes niveis
de treonina, os peixes tiveram indice de sobrevivéncia acima de 98%. Os parametros de
qualidade de 4gua monitorados durante o periodo experimental atenderam as condicdes
para o bem-estar e conforto térmico de peixes tropicais. As tildpias apresentam
crescimento satisfatério quando criadas em aguas com temperaturas entre 24 e 30 °C
(El-Sayed 2006). No presente estudo, os teores de oxigénio dissolvido permaneceram
acima de 3 mg L™, sendo adequados para manter o crescimento 6timo da tilapia (Coche,
1982). Da mesma forma, os valores pH permaneceram proximo ao neutro e a
condutividade elétrica entre 20 e 150 uS cm™, adequados para a criacdo de tildpias
(Popma e Lovshin 1995; Sibauba-Tavares, 1995; Kubitza, 2000).

A eficiéncia de utilizacdo de aminoacidos depende do balanceamento de
aminoéacidos e do nivel energético da dieta (Ahmed et al., 2004). O fornecimento de
dietas com niveis adequados de aminoacidos essenciais nas dietas aumenta a deposicao
proteica e consequentemente, o crescimento dos peixes e a utilizacdo da proteina
dietética. A deficiéncia de um Unico aminoacido causa reducdo no ganho em peso, piora

na conversao alimentar e reduz a sintese proteica (Wilson & Halver, 1986).

A inclusdo de niveis adequados de treonina é um pré-requisito para a
formulacdo de dietas nutricionais adequadas para o cultivo de peixes. Observa-se grande
variacdo na exigéncia de treonina, que podem estar relacionadas a espécie, a idade, ao
tipo de dieta fornecida e composicdo nutricional da dieta (Silva et al., 2006). Além
disso, ha influéncia dos fatores ambientais, condi¢Ges laboratoriais (Delong et al.,
1962), duragdo do experimento (Abboudi et al., 2007) e aos diferentes critérios e testes
estatisticos utilizados na interpretacdo dos dados (Rodehutscord et al., 1997). As
respostas nutricionais geralmente ocorrem apos periodo de 30 dias de experimento
(Brett & Zala, 1975; Kaushik, 1980), sendo importante para adaptacdo do metabolismo
para a nova dieta da fornecida, refletindo em mudancas nas condi¢cbes de mantenca e
producdo (Beck & Gropp, 1995). No presente estudo, o experimento durou 100 dias,
sendo adequado para avaliacdo nutricional dos efeitos do aminoacido avaliado.



98

No presente trabalho, foram observados efeitos dos niveis de treonina dietética
sobre o desempenho produtivo da tildpia do Nilo, corroborando com o0s resultados
relatados por Silva et al. (2006) e Michelato et al. (2015), ao avaliarem niveis
crescentes de treonina para a tilapia do Nilo durante a fase de juvenil a terminacao, em
que encontraram valores ideais de inclusdo de 13,5 e 11,50 g kg* treonina. Helland &
Helland (2011) e Helland et al. (2013), ao avaliarem niveis de treonina para o Salmao
do Atlantico (Salmo salar) durante a fase juvenil, observaram maximo desempenho
produtivo em peixes alimentados com 13,1 e 13,3 g kg™ treonina, respectivamente. O
Salmdo do Atlantico é uma espécie ectotérmica, vivendo em aguas frias (Elliot, 1991).
Comparados com animais homeotérmicos, essa espécie apresenta reduzida sintese
proteica e “turnover” (Houlihan et al., 1995) e possui baixa exigéncia de aminoacidos

para mantenca em relacdo aos animais homeotermos (Rollin et al., 2006).

No presente trabalho, dietas com excesso de treonina ndo resultaram em maior
mortalidade ou reducdo no ganho de peso dos peixes. O menor crescimento de peixes
alimentados com dietas com excesso de treonina resulta em elevado gasto energético
durante a desaminacdo e excrecdo da treoninga ingerida em excesso (Walton, 1985).
Harper et al (1970) e Murthy & Varghese, (1996), reportaram que a despropor¢ao entre
0s aminoacidos afeta a digestdo e a absorcdo dos mesmos. No entanto, Helland &
Helland (2011), reportaram que 0 ganho em peso e a taxa de eficiéncia proteica, ndo
foram afetados em peixes alimentados com excesso de treonina. No presente trabalho,

No presente estudo, a composicdo corporal dos peixes ndo foi influenciada
pelos niveis de treonina das dietas, similar aos resultados por Silva et al. (2006) e
Bomfim et al. (2008) e Michelato et al. (2015), quando avaliaram niveis de treonina
para a tilapia do Nilo. Por outro lado, Ahmed et al. (2004), Ahmed, (2007) e Abidi e
Khan (2008) relataram aumento na deposicdo de proteina corporal em peixes
alimentados com mais de 12,5 g kg™ de treonina na dieta. Segundo Ahmed, (2007) este
resultado pode ser explicado pela maior eficiéncia de utilizacdo dos aminoacidos
dietéticos, resultando em maior sintese proteica. Segundo Tibaldi & Tulli (1999), a
retencdo de nitrogénio parece ser o melhor pardmetro para a determinacdo das
exigéncias de aminoacidos para peixes, considerando-se que o ganho em peso nédo é
resultado somente do acréscimo corporal de proteina, mas também envolve a deposicao

de gordura e outros componentes.
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No presente estudo, a morfologia da musculatura branca com fibras de formato
poligonal separadas pelo endomisio e organizadas em fasciculos delimitados pelo
perimisio foi semelhante ao descrito em tilapias por Dal Pai-Silva et al. ( 2003) e pacu
(Almeidaet al., 2008). Entre as dietas avaliadas, a analise morfométrica das fibras
musculares mostrou que o crescimento muscular ocorreu por acdo da hiperplasia e
inicio da hipertrofia e hipertrofia em maior frequéncia, durante o periodo do
experimento (Tabela 6). Segundo Valente et al. (1999) e Rowlerson & Veggetti, (2001),
as classes de fibras diferem de acordo com a fase de crescimento do animal, em que
fibras com didmetros menores que 20 um indicam ocorréncia de hiperplasia, enquanto
diametros entre 20 e 50 um e maiores que 50 um relacionam-se com a hipertrofia.

Os diferentes niveis de treonina nas dietas influenciaram a frequéncia de fibras
nas trés classes de fibras avaliadas durante a fase de terminacédo das tilapias. Na classe
de fibras com diametro menor que 20 pm, a maior frequéncia, foi observada nos peixes
que receberam o menor nivel de treonina na dieta (8,6 g kg™*), quando comparados aos
demais peixes que receberam as dietas entre (10,7 a 18,1 g kg™). Dessa forma, nos
peixes que receberam o menor nivel de treonina na dieta, a hiperplasia na musculatura
foi mais intensa em relagdo aos demais tratamentos avaliados, resultado que também foi
observado por Aguiar et al, (2005), ao avaliarem inclusdo de aminoacidos na forma
cristalina em dietas para a tilapia do Nilo.

No presente estudo, os peixes que receberam as dietas contendo 13,6 g kg™ de
treonina apresentaram maior frequéncia fibras com diametro entre 20 e 50 yum, quando
comparado aos que foram alimentados com 18,1 g kg™ treonina, que indicou o inicio da
hipertrofia das fibras recém-formadas por hiperplasia (Almeida et al., 2008). A
frequéncia de fibras com diametros >50 um foi maior nos peixes que receberam a dieta
com 18,1 g kg’ treonina, comparado aos peixes alimentados com 13,6 g kg™ de
treonina, sugerindo que o menor nivel de treonina (8,6 g kg™) foi suficiente para
promover o inicio da hipertrofia, observado pela maior frequéncia de fibras com 20 a
50um e maiores que 50um de didametro. Segundo Rowlerson & Veggetti, (2001) peixes
a elevada frequéncia de fibras com didmetro maior 50 pm indica a ocorréncia de um
mecanismo de crescimento caracteristico, com a presenca de fibras musculares
diferenciadas.

Dentro de cada tratamento, independentemente do nivel de treonina, as maiores
frequéncias de fibras nas classes entre 20 e 50 um e maiores que 50 um indicaram que a

hipertrofia foi o principal mecanismo que contribuiu para o crescimento muscular de
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tildpias do Nilo na fase crescimento-terminacéo. Esses resultados sdo semelhantes ao
descrito para o pacu avaliado durante esta fase de crescimento (Almeida et al., 2008).
De acordo com Zimmerman & Lowery (1999), o recrutamento de novas fibras
musculares durante o crescimento muscular cessa quando o animal atinge 44% do seu
peso final. Segundo esses mesmos autores, apds esse periodo, o crescimento muscular
ocorre predominantemente por hipertrofia.

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

No presente trabalho, niveis de treonina avaliados entre 15,6 e 18,1g kg™
relacionaram-se com a maior expressdo de MyoD na musculatura dos peixes. A maior
expressao de MyoD nos peixes que receberam as dietas contendo os maiores niveis de
treonina pode estar relacionada com a maior proliferacdo de mioblastos que
contribuiram, predominantemente, com a hipertrofia das fibras musculares, conforme
demonstrado pela maior frequéncia de fibras nas classes de didametros entre 20 e 50 pum
e maiores que 50 um. No presente estudo, a maior expressao do MyoD pode estar
relacionada com a proliferacdo de mioblastos, durante a hiperplasia, e, em maior
intensidade, para a hipertrofia, conforme demonstrado pela anélise morfométrica.
Concordando com os resultados obtidos no presente trabalho, alguns estudos mostraram
que os mioblastos em proliferacdo podem contribuir com o processo de hipertréfico ou
hiperplasico das fibras musculares sob controle da expressdo da MyoD (Almeida et al.,
2008, 2010; Nebo et al., 2013).

Na literatura, sdo escassos 0s estudos envolvendo a influéncia da suplementacéo
de aminoécidos na dieta sobre os mecanismos de crescimento muscular. O crescimento
hipertrofico ocorre pela incorporagdo de nucleos de mioblastos, que sofreram
proliferacdo, a uma fibra preexistente (Rowlerson & Veggetti, 2001; Johnston, 2011). A
proliferagdo dos mioblastos disponibiliza esses nucleos para a hiperplasia e hipertrofia
das fibras musculares sob controle da expressdo da MyoD (Almeida et al., 2008, 2010;
Nebo et al., 2013).

No presente estudo, a expressdo génica da Miogenina dos peixes nao foi afetada

pelos diferentes niveis de treonina utilizados nas dietas. No entanto, os niveis de
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Miogenina detectados foram suficientes para promover a diferenciacdo dos mioblastos
durante a hipertrofia das fibras musculares em todos os tratamentos, conforme
demonstrado na analise morfométrica. Essa mesma associacdo entre a expressao de
Miogenina e a diferenciacdo de mioblastos durante a hipertrofia foi demonstrada em
varias espécies de peixes, como truta arco-iris (Johansen & Overturf, 2005), pacu
(Almeida et al., 2008, 2010) e tilapia do Nilo (Nebo et al, 2013).

No presente estudo, foram observadas diferencas na contribuicdo dos
mecanismos de crescimento muscular por hiperplasia e hipertrofia e na expressao
génica do MRF MyoD em peixes que receberam dieta com 10,7 g kg™ ou mais de
treonina. O aumento nos niveis de treonina promoveu diminui¢do na contribuicdo da
hiperplasia em relacdo ao menor nivel de suplementacdo avaliado. A expressdo de
Miogenina, embora ndo tenha sido influenciada pelas diferentes dietas, relacionou-se
com a diferenciacdo dos mioblastos durante a hipertrofia, que foi o mecanismo de
crescimento predominante em todos os tratamentos.

As respostas teciduais das branquias, por meio de estudos relacionados a
histopatologias, sdo valiosas ferramentas para avaliar o estado de salde de peixes
submetidos ao estresse ou como forma de avaliar o estado nutricional do mesmo
(Cavichiolo et al., 2000). No presente trabalho, a frequéncia de producdo de células
secretoras de muco neutro e acido e a quantitativa da producéo total de células mucosas
nos filamentos branquiais de tilapias do Nilo ndo foram influenciados pelos niveis
crescentes de treonina nas dietas. As branquias estdo entre as estruturas mais sensiveis
do corpo dos teledsteos e sua localizagdo em contato com o meio externo as torna
susceptivel a fatores que podem causar danos a sua estrutura ou integridade, por meio
de materiais sollveis que estdo em contato com a agua (Roberts, 2012). Um dos
mecanismos de protecdo deste epitélio branquial é a secrecdo da camada de
glicoproteinas e glicolipideos (Burkhard-Holm, 1997). Tal mecanismo é verificado pelo
aumento do numero de células mucosas do epitélio branquial (Saboia-Morais et al.,
2006).

Ojha e Hughes (1988) e Munshi e Singh (1968) relataram que as células de
muco sdo responsaveis por manter o epitélio livre dos sedimentos provenientes da agua
durante o processo de oxigenacdo, podendo comprometer a respiracdo dos peixes,
porém a proliferacdo e hipersecrecdo das células mucosas nas branquias frente a

situacOes de estresse podem ser compreendidas como mecanismo de defesa, em fungéo
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da resposta defensiva cronica, podendo comprometer a funcdo branquial dependendo da
severidade do processo (Mallatt, 1985).

As células produtoras de muco sdo pequenas, recobrindo o epitélio dos arcos e
a superficie interior dos rastros branquiais e possuem forma de taca ou arredondadas e
sdo observadas em intervalos irregulares. Em contraste, no epitélio sobre a superficie
exterior dos rastros branquiais, as células mucosas, em geral, sdo grandes, e possuem
forma de saco. Os nucleos sdo arredondados e se apresentam em posicdo basal. A
presenca de células de muco na superficie do epitélio branquial é uma caracteristica
comum de peixes, e possui funcdo de protecdo do tecido e pode ser considerada uma
caracteristica de adaptacdo, sua densidade pode variar em diferentes regibes das
branquias (Srivastava et al., 2012).

Reis et al. (2009) ao avaliarem as alteracdes do epitélio branquial e das lamelas
de tildpias (O. niloticus) em cultivo intensivo, observaram que houve aumento
expressivo do nimero de células produtoras de mucinas neutras nos animais do grupo
T3 em relacdo ao T2 e T1(grupo controle), contudo ndo houve diferenca no nimero
destas células nos animais do T4 (menor nivel de oxigénio dissolvido na agua).
Segundo Myers et al. (2008), mucinas &cidas sdo mais sollveis do que as neutras
quando entram em contato com 0 meio aquético, visto que possuem maior quantidade
de cargas elétricas residuais.

Estudos relacionados com a suplementacao de treonina avaliando a frequéncia
de muco no epitélio branquial de peixes sdo inéditos, porém h& estudos avaliando a
suplementacdo de treonina a nivel histolégico para outras espécies de animais como
suinos (Primotet al., 2008), ratos (Fraure et al., 2005) e aves (Ospina-Rojas et al., 2013)
que confirmam que a treonina é responsavel pelo incremento da producdo de muco na
mucosa intestinal dos mesmos. 1sso ocorre porque a fragdo de treonina que é absorvida
pelo ileo é requerida para a producdo de secrecGes digestivas, entre as quais esta o
muco. As mucinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular e particularmente ricas em
treonina (Le Bellego, 2002).

Os resultados deste trabalho demonstram que a média da frequéncia de
secrecdo de mucinas neutras (43,6%), quanto acidas (56,3%), bem como a avaliacdo da
quantidade total média de muco secretado pelo tecido branquial (1419,8
células/tratamento), obtiveram proporcdes de sintese de muco semelhantes em todos 0s

tratamentos, esses resultados indicam que a inclusdo da treonina na forma cristalina ndo
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alterou a sintese de muco no tecido, ndo comprometendo o estado fisiolégico das
branquias.

No presente trabalho, dietas contendo niveis crescentes de treonina
influenciaram a frequéncia de sintese entre as células muco neutro e acido no tecido
intestinal dos peixes. Segundo Shiraishi et al. (2009), avaliaram dindmica de secre¢ao
de mucinas secretadas pela acdo de parasitos e concluiram que o muco neutro se
apresentou mais denso que o muco acido. O muco neutro possui maior capacidade de
protecdo e lubrificacdo quando as células mucosas sdo expostas a agentes abrasivos,
irritantes e tdxicos. A camada de muco é a primeira linha de defesa contra inflamacg6es
do epitélio gastrointestinal, fornecendo protecdo contra patdgenos, enzimas e
substancias quimicas que podem afetar o epitélio intestinal (Johansson et al., 2013).

Neste estudo, dietas contendo niveis crescentes de treonina influenciaram a
quantidade de células de muco do tecido intestinal. Peixes que consumiram a dieta com
mais de 10,7 g kg™ de treonina apresentaram aumento na secre¢do das células mucosas.
Segundo Pelaseyed et al. (2012), a maior parte da treonina ingerida é absorvida pelo
ileo e é inteiramente enviada para a corrente sanguinea. A treonina absorvida €
necessaria para a producdo de secrecdes digestivas, entre as quais estd o muco. A
camada de gel de muco secretado pelas células caliciformes espalhadas ao longo das
vilosidades intestinais atua na protecdo da mucosa intestinal da acdo das enzimas
digestivas e também contra danos fisicos causados pelo alimento que estd sendo
digerido, bem como limita 0 nimero de bactérias que possam causar danos ao epitélio.
Segundo Bansemer et al. (2015), ao investigarem os efeitos de niveis crescentes de duas
dietas a base de farelo de soja para Yellowtail Kingfish (Seriola lalandi), concluiram
gue o aumento da inclusdo do farelo de soja diminuiu a quantidade de células secretoras
de muco no intestino.

No presente trabalho, os parametros hematologicos dos peixes ndo foram
influenciados pelos niveis de inclusdo de treonina das dietas. A avaliacdo desses
parametros permite inferir sobre a resposta das espécies frente aos desafios de cultivo,
contribuindo também para esclarecer determinadas situacdes relacionadas a dieta
fornecida, efetivando-se como importante ferramenta para avaliacdo das condigdes
sanitarias e dos parametros de defesa organica, fornecendo subsidios para estabelecer
prognostico dos peixes em condicdes relacionadas a possivel patologia (Tavares-Dias e
Moraes, 2004).
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A hemoglobina é responsavel pelo transporte oxigénio e gas carbbnico através
das células chamadas de eritrécitos, e sua reducdo pode significar menor capacidade de
transporte de gases no interior do corpo (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Ranzani-Paiva,
2007). As alteracbes do hematdcrito estdo frequentemente relacionadas a resposta do
organismo frente aos processos anemiantes (Satake et al., 2009). Os valores médios dos
pardmetros sanguineos encontrados neste estudo, para a contagem de eritrocitos
2,15+0,03 10°uL!, hemoglobina 8,70+0,42 g/dL e hematdcrito 38,92+0,67 %
encontram-se proximos aos valores relatados por Fernandes Junior et al, (2010), Araujo
et al. (2011) e Hisano et al. (2006) ambos avaliando a tilapia do Nilo.

Zehra & Khan, (2014) relataram que os valores da contagem de eritrocitos
(2,91x10°mm™), hemoglobina (9,05 g dL™) e hematdcrito (28,38 %) obtidos para Indian
Major Carp (Catla catla), quando submetidas aos niveis crescentes de treonina na dieta,
influenciaram (P<0,05) os parametros sanguineos citados acima, e concluiram que 0s
valores mais altos foram encontrados nos peixes submetidos a dietas com niveis de
treonina acima de 14,8 g kg™*. Esses valores encontrados podem estar relacionados com
a suplementacdo ideal de proteina na dieta, em que se obteve melhor sintese proteica, e
melhores niveis de desempenho zootécnico.

O Volume Corpuscular Médio (VCM), expressa 0 volume médio dos
eritrocitos. A variacdo média do VCM obtida foi de 181,58+4,87 fL. Através dos
valores da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) foi obtido o peso médio da
hemoglobina contida no interior dos eritrocitos. A variacdo média do HCM mostrou-se
entre 40,28+2,57 ug e a Concentracdo Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM),
determinou o peso da hemoglobina em 100 mL de sangue (Ranzani-Paiva & Souza-
Silva, 2004). A variagdo média do CHCM mostrou-se entre 22,27+1,03 g.dL™. As
variacdes desses parametros hematimétricos, ndo apresentaram diferencas significativas
entre os tratamentos. Esses resultados encontraram-se proximos aos apresentados por
peixes da mesma espécie, por Hisano et al. (2003), Araujo et al. (2011), e Bittencourt et
al. (2003).

No presente estudo, os parametros bioguimicos dos peixes ndo foram
influenciados pelos niveis de treonina nas dietas. As proteinas plasmaticas sao
produzidas primeiramente pelo figado e pelo sistema imune. Algumas concentracGes de
proteinas plasmaticas variam acentuadamente durante determinadas doencas e podem
ser usadas como forma de auxilio ao diagndstico. As proteinas plasmaticas mais

comumente ensaiadas sdo albumina, fibrinogénio e globulinas (Colville, 2005). As
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proteinas plasmaticas apresentaram neste estudo concentracdo media de 4,65+0,16
g.dL'. Signor et al. (2010) encontraram valores proximos ao deste estudo para a
proteina plasmatica quando avaliaram dietas suplementadas com levedura e zinco, bem
como Hisano et al. (2006) quando avaliou a levedura integra, ambos o0s autores
avaliando a tilapia do Nilo.

As albuminas, que sdo sintetizadas no figado e muito abundantes no plasma
sanguineo, desempenham papel fundamental na manutencdo da pressdo osmética do
sangue. A deficiéncia em albuminas causa edema generalizado (Junqueira & Carneiro,
2011). As albuminas apresentaram concentracdo média de 1,25+0,05 g.dL™. Higuchi et
al. (2011), relataram valores acima deste trabalho de 3,87 g.dL™, quando avaliaram
niveis proteicos e energéticos em dietas para Rhamdia quelen. Dallagnol et al. (2014),
também relataram valores acima ao encontrado neste trabalho de 2,54 g.dL™, para
Piaractus mesopotamicus.

O colesterol e os triglicerideos sdo transportados ao plasma atraves das
lipoproteinas, atuando também no metabolismo lipidico (Metcalf et al., 1999). Os
triglicerideos apresentaram concentragdo média de 652,75+115,77 mg.dL™. Araujo et
al. (2011) relataram valores médios de 287,16 mg.dL™ para triglicerideos avaliando
dietas contendo 6leos vegetais para a tilapia do Nilo. Borges et al. (2004) apresentam
como valores normais entre 138 a 546 mg.dL™* para Rhamdia quelen.

O colesterol ¢ uma substancia complexa que apresenta muitas funcGes no
organismo, porém quando ocorrem problemas em seu metabolismo, a concentracdo
sanguinea pode elevar esses valores (Ludke & Lopes 1999). O valor médio observado
neste estudo 159,17+10,22 mg/dL™* encontrou-se dentro dos valores médios reportados
por Manuel et al. (2007) entre 88 e 228mg/dL™ para tilapias hibridas (Oreochromis
aureus x Oreochromis nilotica). Hubrec et al. (2000) encontraram valores variando
entre 110 a 318mg/dL™ para tilapias hibridas (Oreochromis nil6tica x O. Mossambicus
x O. Aureus).

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

glicose observados no atual estudo variaram entre 57,85+6,43 mg.dL™, e estdo dentro
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do preconizado como referéncia 39 a 96 mg.dL™ para tilapias criadas em sistemas
intensivos, descrito por Hrubec et al. (2000). Estes resultados encontram-se proximos
aos valores apresentados por Tavares-Dias & Moraes (2003), para a Tilapia rendalli,
que foi 42,00£17,20 mg/dL.

No atual estudo, a suplementacdo minima 8,6 g kg™ de treonina na dieta dos
peixes, foi suficiente para atender a manutencdo de todos os pardmetros hematoldgicos,
durante esta fase de cultivo, entretanto os demais niveis de incluséo de treonina na dieta
também ndo prejudicaram a satde dos peixes submetidos a estas dietas suplementadas
com o aminoacido sintético.

No presente trabalho, de forma geral, observou-se que dieta com 10,7g kg™de
treonina para tilapias do Nilo na fase de crescimento-terminacdo, atende a exigéncia de
desempenho, melhora a expressdao da MyoD, que atua na proliferacdo dos mioblastos
responsaveis pelo processo de hipertrofia muscular, assim como maximiza a frequéncia

de muco secretado no intestino
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Consideracoes finais:

Muitos aminoécidos essenciais e ndo essenciais participam na sinalizagdo celular,
expressdo de genes e na regulacdo metabdlica, e, entre eles esta treonina. A treonina é
um aminoacido potencialmente limitante em dietas para tilapias elaboradas com base

em proteina do farelo de soja.

No presente trabalho, de forma geral, conclui-se que a suplementacdo de treonina
na forma cristalina, garantiu os melhores resultados entre as varidveis avaliadas do
desempenho produtivo durante a fase adulta, resultou em aumento do processo de

hipertrofia das fibras musculares sob a influéncia da expressao da MyoD e Miogenina.

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

adulta.

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

salde de tilapias.



