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RESUMO

Dois experimentos foram realizados para determinar a exigéncia de isoleucina
(Experimento 1) e avaliar os efeitos da interacdo de aminoacidos de cadeia ramificada
(Experimento 11) em dietas para tilapias do Nilo. Experimento I: A presente pesquisa
teve como objetivo determinar a exigéncia de isoleucina para alevinos de tilapias do
Nilo com base no desempenho produtivo, retencdo de aminoacidos e expressao dos
genes relacionados ao crescimento muscular Myod, miognenina e mTOR. Os Peixes (n
= 280, peso corporal inicial de 2,46 + 0,10 g) foram distribuidos em 24 aquérios e
alimentados com seis dietas peletizadas isoproteicas (264,4 g kg™ de proteina bruta) e
isoenergéticas (3072,77 kcal kg energia digestivel), contendo 8,5; 11,0; 13,8; 17,0;
20,5 e 23,4 g kg™ de isoleucina, durante oito semanas. N&o foi observado efeito dos
niveis de isoleucina sobre o indice hepatossomatico e sobrevivéncia dos peixes. Peixes
alimentados com 13,8 g kg™ de isoleucina apresentaram maior peso corporal final,
ganho de peso e melhor conversdo alimentar comparados aos peixes alimentados com
as demais dietas. A retencdo de proteina foi melhor em peixes alimentados com 13,8 g
kg™ de isoleucina em relagdo aos peixes alimentados com 8,5 g de isoleucina kg™. Com
excecdo da alanina, treonina e serina, dietas com diferentes niveis de isoleucina
influenciaram a retencdo de aminoacidos. Peixes alimentados com 8,5 g kg’ de
isoleucina apresentaram menor retencdo de histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, &cido aspartico, &cido glutdmico e glicina em relacdo aos peixes que
receberam a dieta com 13,8 g kg™ de isoleucina. Peixes alimentados com 13,8 g kg™ de
isoleucina apresentaram maior expressao do gene MyoG, mas ndo foi observado efeito
da isoleucina sobre a MyoD. Com base na analise de regressao pelo modelo Broken-line
dos dados de ganho de peso em relacdo aos niveis de isoleucina dietética foi
determinada exigéncia de 13,46 g kg’ de isoleucina. Experimento II: Os efeitos de
dietas contendo excedentes de isoleucina, leucina e valina de forma isolada ou
combinada foram avaliados em dieta de alevinos de tilapia do Nilo sobre 0 desempenho
produtivo, composicao corporal e retencdo de aminoacidos. Os peixes (n = 320, peso

inicial médio de 1,70 + 0,88 g) foram distribuidos em um delineamento inteiramente ao
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acaso com cinco tratamento e quatro repeticbes. Foi elaborada dieta basal contendo
281,36 g kg™ de proteina bruta e 4490,85 kcal kg™ de energia bruta (Controle). A partir
da dieta basal foram elaboradas quatro dietas com excesso (dobro da exigéncia
dietética) de isoleucina (+lle), leucina (+Leu), valina (+Val) ou lle, Leu e Val
(+BCAA). Foi observado maior peso final e ganho de peso em peixes alimentados com
as dietas controle e +BCAA em comparagdo com os peixes alimentados com as demais
dietas. Foi observada menor retencdo de proteina em peixes alimentados com as dietas
+lle, +Leu, +Val e +BCAA em relacdo ao observado com peixes alimentados com a
dieta controle. Apesar de ndo observar diferencas no ganho de peso dos peixes
alimentados com a dieta controle e +BCAA, ocorreu maior deposi¢cdo de gordura
corporal nos peixes alimentados com a dieta +BCAA, indicando a oxidacdo de
aminoéacidos para produzir energia ao invés da sintese de proteina. Nao foi observado
antagonismo entre 0os aminodcidos aromaticos, sendo que 0s excessos de isoleucina,
leucina e valina afetaram negativamente apenas a retencdo do prdprio aminoacido
suplementado em excesso. Peixes alimentados com a dieta controle excretaram menos
nitrogénio em relacdo aos que consumiram as demais dietas. Concluiu-se que ndo
ocorre antagonismo entre 0os aminoacidos aromaticos em dietas para alevinos de tilapia
do Nilo alimentados com dietas com excesso de aminodcidos aromaticos, sendo
importante considerar o balanceamento de aminoécidos aromaticos para melhorar a
utilizacdo dos aminoacidos dietéticos e otimizar o desempenho produtivo e a

sustentabilidade da criacédo de tilapias.

Palavra-chave: aquicultura, crescimento muscular, retencdo de aminoacidos,

nutrigendmica, peixe
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ABSTRACT

Two experiments were carried out to determine the dietary isoleucine requirement
(Experiment 1) and evaluate the effects of branched-chain amino acids (BCAA) for Nile
tilapia fingerlings. Experiment I: The objective of this study was to determine the
dietary isoleucine requirement for Nile tilapia fingerlings based on growth performance,
amino acids retention and expression of muscle-growth related Myod and Myogenin
and mTOR genes. Fish (n = 280, initial body weight of 2.46 g+ 0.10 g) were distributed
into 24 aquariums and fed with six isoproteic diets (264.4 g kg™ crude protein) and
isoenergetic (3072.77 kcal kg ! digestible energy), containing 8.5, 11.0, 13.8, 17.0, 20.5
and 23.4 g kg-* of isoleucine, for eight weeks. No effects of dietary isoleucine levels on
initial weight, hepatosomatic index and survival rate were observed. Fish fed 13.8 g kg™
of isoleucine showed higher body weight, weight gain and improved feed conversion
ratio compared to fish fed with other diets. Protein retention was higher in fish fed 13.8
g kg™ isoleucine than the one fed 8.5 g kg™ isoleucine. With the exception of alanine,
threonine and serine, diets containing graded levels of isoleucine influenced the amino
acids retention. Fish fed 8.5 g kg™ of isoleucine showed lower retention of histidine,
isoleucine, leucine, lysine, methionine, aspartic acid, glutamic acid and glycine
compared to those fed diet containing 13.8 g kg™ of isoleucine. Fish fed 13.8 g kg™ of
isoleucine showed higher expression of MyoG gene, but no dietary isoleucine effect
was observed on MyoD. Based on regression analysis by the Broken-line model of
weight gain in relation to dietary isoleucine levels, a requirement of 13.46 g kg™ of
isoleucine was determined. Experiment II: The effects of diets containing isolated or
combined surplus of isoleucine, leucine and valine were evaluated in Nile tilapia
fingerlings on growth performance, body composition and amino acids retention. Fish
(n = 320, with average initial weight of 1.70 £ 0.88 g) were allotted in an entirely
randomized design composed by five treatments and four replicates. A basal diet
containing 281.36 g kg ™ of crude protein and isoenergetic diets (4490.85 kcal. kg™ of
gross energy) was elaborated (Control), and four more diets with excess (two-fold the
dietary requirement) of isoleucine (+lle), leucine (+Leu), valine (+Val) and isoleucine,
leucine and valine (+BCAA) were elaborated. There was higher final weight and weight
gain in fish fed control and +BCCA diets compared to those fed other diets. Lower
protein retention in fed +lle, +Leu, +Val and +BCAA compared to observed in fish fed

control diet was observed. Despite of no significative differences on weight gain in fish
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fed control and +BCAA diet, higher body lipid was observed in fish fed +BCAA that
indicated amino acids oxidation to produce energy rather than protein synthesis. No
antagonism was observed between the aromatic amino acids, and the excess of
isoleucine, leucine and valine adversely affect the retention of excess amino acid
supplemented itself. Fish fed with control diet excreted less nitrogen than those who
consumed the other diets. It was concluded that there is no antagonism between
aromatic amino acids in diets for Nile tilapia fingerlings fed with excess of them, and it
is important to consider the balancing of aromatic amino acids to improve the use of
dietary amino acids and to optimize the productive performance and sustainability of

tilapia farming.

Key words: aquaculture, muscle development, amino acids retention, nutrigenomics,
fish



. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura vem se destacando ndo somente pela extensdo de laminas d’agua,
mas pelo aperfeigoamento das técnicas empregadas em um sistema de criagdo, desde o
manejo reprodutivo, sanitario e alimentar. No qual 50% a 70% dos custos totais de
producdo estdo relacionados com a alimentacdo e nutricdo dos organismos aquaticos.
Dentre os principais paises produtores de pescado estd a China, com 2.318.046
toneladas em 2016, j& o Brasil é 0 13° com 225.000 toneladas (FAO, 2017).

Em 2013 a aquicultura brasileira alcancou a producdo total de 476.522,00
toneladas, sendo que na piscicultura a producdo foi de 392.493,00 toneladas,
representando 82% da producdo nacional, com destaque para as regides Nordeste
(29%), Sul (23%), Centro-oeste (22%), Norte (15%) e Sudeste (11%). E estimado que
em 2030 a aquicultura serd responsavel por mais de 60% da producdo mundial de
pescado (MPA, 2015; FAO, 2017; IBGE, 2016).

Os peixes mais utilizados na aquicultura nacional séo a tilapia (43%), tambaqui
(23%) e o tambacu e tambatinga (15%), sendo que a tilapia contribui com 35% na
producdo aquicola, e representou 83% na piscicultura. O crescimento da producdo de
tilapias, no Brasil, é continuo desde 1994, com taxa média anual de 70,4% (SEBRAE,
2015). Esse crescimento ocorre pela adaptacdo da tilapia as diferentes condigdes
climaticas, manejo e sistemas de criacdo. Uma das caracteristicas dessa espécie é a boa
conversédo alimentar, por consumir dieta comercial desde a fase larval (Meurer et al.,
2008) e utilizar eficientemente os carboidratos como fonte de energia (Tengjaroenkul et
al., 2000). Sua carne tem caracteristicas que favorecem o seu comércio, com sabor e
textura firme (FAO, 2017).

Frente a este cenario, para garantir tais caracteristicas nos peixes, é importante o
estudo da nutricdo e alimentacdo das espécies aquicolas, em especial da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), que é uma das espécies mais pesquisadas. Varios sdo 0s
alimentos disponiveis na dieta dos peixes, contudo é preciso conhecer o seu valor
nutricional, ter boas condicdes de alojamento do alimento, saber a idade e o tamanho do

peixe e o0 estado fisioldgico, pois esses fatores influenciam na exigéncia nutricional



(Boscolo et al., 2011). Conhecer o nivel adequado de energia e nutrientes é importante
para 0 sucesso na criacdo de peixes. Além disso, 0s aminoécidos essenciais,
provenientes da proteina, devem estar disponiveis em quantidades e proporcoes
adequadas para atender as exigéncias nutricionais dos animais (Pezzato et al., 2004).

Determinar as exigéncias de aminodcidos é importante para o desempenho e
salde dos peixes. Nos Ultimos anos, além do ganho de peso e conversdo alimentar, o
rendimento de filé e a qualidade da carne tém sido considerados nas pesquisas
realizadas para determinar as exigéncias de aminoacidos em peixes (Furuya, 2013).
Com a disponibilidade de amino&cidos industriais, ha possibilidade de suplementagéo
para atender as exigéncias quantitativas e evitar antagonismos entre aminoacidos.

Uma ferramenta eficaz nos estudos de exigéncia nutricional de peixes € a
expressao de genes. Tal fato tem sido evidenciado em estudos com genes relacionados
ao crescimento muscular, enzimas metabolicas e digestivas (Honorato et al., 2011; Zhao
et al., 2012). Esses genes podem explicar como o crescimento muscular e a sintese
proteica estdo ocorrendo, quando uma dieta é fornecida para atender a exigéncia de uma
espécie em estudo. No entanto, ainda faltam pesquisas sobre as exigéncias de isoleucina
e sua relacdo com os aminoécidos de cadeia ramificada em ragdes para tilapias. Dessa
forma a pesquisa teve como objetivo estimar a exigéncia de isoleucina e a interacéo
entre os aminoacidos aromaticos, por meio da avaliacdo de desempenho e expressao de

genes em tilapias do Nilo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo pertence a familia Cichlidae e subfamilia Pseudocrenilabrinae,
sendo originaria da Africa, introduzida na América do Sul e sul da América do Norte.
Entre as espécies de tilapia temos, a Tilapia rendalli, Tilapia zilli, Oreochromis
mossambicus, Oreochromis niloticus e Oreochromis urolepis hornorum (Stickney,
1997; Beveredge e Mcandrew, 2000; Ribeiro, 2001; Wagner et al., 2004). No Brasil, ela
se concentra no sul e sudeste, tendo origem da Costa do Marfim em 1971, e criada na
Bacia do Rio Amazonas até o Rio Grande do Sul (Fulber et al., 2009).

A tilapia do Nilo foi a espécie escolhida para ser utilizada em um programa de
melhoramento genético, em 1988, na Malasia, por pesquisadores do World Fish Center
(Fulber et al., 2009). A aplicacdo da genética e dos programas de melhoramento
genético tem alavancado a producéo, por selecionar espécies modificadas e adaptadas a
diferentes condi¢bes ambientais e de criacdo, surgindo dessa forma a linhagem GIFT
(Genetically Improved Farmed Tilapia), que marcou a histéria do melhoramento
genético em peixes tropicais (Gupta e Acosta, 2004). Com o objetivo de explorar outras
regides e condi¢des adversas, a linhagem GIFT foi introduzida no Brasil em 2005, com
0 intuito de avaliar o seu desempenho em outras condi¢des de criacdo e manejo. Foram
recebidos 600 individuos pelo Centro de Pesquisa em Aquicultura da Universidade
Estadual de Maringa, UEM/Codapar em parceria com a World Fish Center, com apoio
da Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca — SEAP, que logo depois se tornaria o
Ministério da pesca e Aquicultura— MPA (MPA, 2015).

As caracteristicas dessa espécie foram fundamentais para alavancar a
piscicultura, como adaptacdo climatica, potencial de criacdo em regides tropicais e
subtropicais, rusticidade, rapido crescimento, boa conversdo alimentar, precocidade
reprodutiva, obtengdo rapida de larvas e tolerancia as doencas (El-Sayed, 1998; Gupta e
Acosta, 2004). Outra caracteristica € a qualidade da carne como a textura e sabor, além
de possuir microespinhas que facilitam a filetagem (Schmidt, 1988). Isso permitiu

aprimorar novas tecnicas de criacdo, na qual a producéo passou de criacdo tradicional



em viveiros escavados para criagdo intensiva em tanques-redes, melhorando os
parametros de desenvolvimento (Furuya, 2013).

Outra caracteristica dessa espécie é seu habito alimentar onivoro e a facilidade
de utilizar eficientemente os carboidratos como fonte de energia (Tengjaroenkul et al.,
2000), reduzindo os custos com alimentacdo pela possibilidade de utilizagédo de
ingredientes de origem vegetal. Como a proteina é o ingrediente mais oneroso nas dietas
para peixes, 0 uso de ingrediente de origem vegetal é necessario para reduzir os custos
da dieta. Porém é preciso verificar o perfil de aminoacidos, palatabilidade, os macros e
micronutrientes, valor bioldgico assim como os fatores antinutricionais, permitindo ter
uma dieta de baixo custo, sem prejudicar o crescimento e a sintese proteica.

Assim, a tilapia do Nilo tem potencial para alavancar a producdo brasileira,
associada ao bom manejo e o fornecimento de uma dieta balanceada € possivel ter bons

indices zootécnicos, agregando mais valor ao produto final.

2.2 Proteina

Dentre 0s nutrientes essenciais para 0S peixes, a proteina € uma das
macromoléculas mais importantes para o seu crescimento (Santos et al., 2010), sendo
constituida por uma ou mais cadeias polipeptidicas, com estruturas tridimensionais
distintas (Wu, 2013). Os produtos metabdlicos de excre¢do da proteina sdo poluentes do
meio aquatico e o desenvolvimento de dietas balanceadas de alta digestibilidade
possibilita uma alimentacdo adequada e, consequentemente, menor concentracdo de
poluentes ao ambiente (Almeida et al., 2011; Portz e Furuya, 2013).

A proteina é um dos principais constituintes do tecido dos peixes, representando
65 a 75% da matéria seca corporal, com fungdo de estruturacdo (musculo, queratina e
colageno), regulacdo do metabolismo (enzimas e horménios), transporte (hemoglobina)
e defesa do corpo dos peixes (anticorpos). A proteina passa por processos de digestéao,
para se obter os aminoacidos, estes séo absorvidos pela membrana apical do enterécito,
e levados pela corrente sanguinea para os Orgaos dos peixes (Grosell et al., 2011;
Baldisseroto, 2013; Portz e Furuya, 2013). Apos absorcao, as proteinas séo sintetizadas
e degradadas na célula pelo turnover proteico intracelular, que vai determinar o
equilibrio de proteina nos tecidos. Outras funcGes da proteina sdo, renovacao celular,
sintese de proteinas imunologicas, gliconeogénese, cicatrizacdo de feridas, reparagédo
tecidual, adaptacdo as alteragdes nutricionais e patologicas e respostas imunitarias (Wu,
2009).



Os aminoacidos originados da hidrolise da proteina estdo envolvidos com a
disponibilidade de proteina na dieta, que vdo garantir os dez aminoacidos essenciais
para 0s peixes, assim como para outros animais. O adequado fornecimento de um
aminoacido deve atender as exigéncias de manutencdo, reproducdo e producdo, sendo
que a deficiéncia e o excesso causam efeitos negativos sobre o desempenho produtivo e
salde dos peixes (Furuya et al., 2005).

A principal fonte de proteina na dieta dos peixes € a farinha de peixe, no entanto,
diferentes estudos foram realizados para substituir a farinha de peixe por ingredientes de
origem vegetal, que possam suprir a necessidade de proteina ou até mesmo
suplementados com aminodcidos cristalinos, para garantir a exigéncia de aminoécidos e
0 crescimento dos peixes e ajudar a reduzir os custos com alimentacdo (Fontainhas-
Fernandes et al., 1999; Gaber, 2006; Hernandez et al., 2010).

2.3 Aminoacidos

Os aminoécidos (AA) sdo substancias organicas que contém um grupo amino e
um grupo acido, se o grupo amino é ligado ao carbono a, entdo o AA é chamado de a-
AA, do mesmo modo se o grupo amino é ligado ao B-, y-, 6-, e-carbono (Figura 1). Em
1806 foi descoberta a asparagina pelos quimicos franceses Vauquelin e Robiquet. No
entanto, em 1820 a glicina foi o primeiro AA a ser isolado da proteina por hidrolise com
acido sulfurico pelo quimico francés Braconnot. Mais tarde, em 1925, a treonina foi
descoberta e foi inserida na lista de 20 Aas, requeridos para a biossintese da proteina
(Wu, 2013).

a-aminoacido B-aminoacido v- aminoacido

Figura 1: Conformacéo dos aminoacidos a, ¢ y. Adaptado de Wu (2013).

Os aminoacidos sdo classificados em essenciais e ndo essenciais (Tabela 1),
sendo que os AA essenciais ndo podem ser sintetizados novamente, devendo estar
presentes na dieta, enquanto os aminoacidos ndo essenciais podem ser sintetizados

novamente (Li et al., 2009).



Tabela 1: Aminoacidos essenciais e ndo essenciais para peixes

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

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

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

A digestdo e absorcdo dos aminoacidos dietéticos dependem de diversos fatores
relacionados com a dieta, qualidade da agua, idade e espécie do peixe. Os AA sdo
absorvidos na membrana apical do enterécito, a principal célula da mucosa intestinal.
Essa absorcdo pode ocorrer por transporte passivo e transporte ativo, enquanto 0s
grandes peptideos e proteinas intactas podem ser absorvidas pelos enterdcitos via
pinocitose (NRC, 2011).

A absorcdo ativa ocorre conjuntamente com a absorcdo de sédio (Na®, por
transportadores ndo dependentes de Na’, o qual depende de um gradiente de
concentracio ativo e favoravel a entrada de Na' na célula, a bomba de Na*/K". Desta
forma os AAs livres e 0s pequenos peptideos se ligam a esse transportador que acaba
por carregar ambos para dentro da célula. O transporte dos pequenos peptideos para
dentro da célula é mais rapido que os AAs livres, isso pode reduzir o catabolismo dos
peptideos e melhorar o balanco dos aminoacidos para a circulagdo (Wu, 2013). Alguns
AAs sdo absorvidos por mecanismos dependente de H*, no qual o cotransporte de
Na’/H* favorece a entrada dos AAs. Caso dois AAs sejam absorvidos pelo mesmo
transportador, a presenca de grande quantidade de um dos aminoacidos inibe a absor¢éo
do outro. Esse fato € minimizado, pois pode ocorrer a absor¢ao de alguns aminoacidos
por mais de um tipo de transportador. No interior dos enterdcitos outros aminoacidos
passam para 0s capilares sanguineos por difusdo facilitada, chegando até o figado
(Rotta, 2003; Baldisserotto, 2013).



No figado, ocorre a degradacdo dos AAs que se inicia com a remocdo dos
grupos a-amino, por reacdes enzimaticas, realizadas pelas enzimas aminotransferases ou
transaminases, e 0 grupo a-amino € transferido para o carbono o do a-cetoglutarato,
liberando o0 a-cetoacido, um analogo do aminoacido. As reagdes de transaminacdo so
funcionam gracas ao grupo prostético, o piridoxal-fosfato (PLP), um carregador
intermediério de grupos amino. Essa reagdo tem como objetivo coletar grupos aminos
de diferentes aminodacidos, na forma de L-glutamato (Nelson e Cox, 2014).

O glutamato passa por desaminacdo oxidativa na mitocondria pela L-glutamato-
desidrogenase. A amonia gerada nesse processo se combina com o glutamato
produzindo glutamina, pela acdo da glutamina-sintetase, para ser transportada até o
figado ou aos rins e entdo excretada na forma de amdnia pelos peixes (Nelson e Cox,
2014). Além da glutamato desidrogenase, a alanina aminotransferase e a aspartato
aminotransferase sao fundamentais nas etapas de transaminagéo (Engelking, 2015).

Uma dieta que atende a exigéncia de todos os AA € necesséria para permitir o
adequado crescimento dos peixes. Além do crescimento, os AAs possuem diversas
funces (Figura 2).
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Figura 2: Fungédo dos aminoacidos no crescimento, reproducao, qualidade do pescado e
salde dos peixes. Adaptado de Li et al. (2009).

A exigéncia para a maioria dos aminoacidos essenciais é disponivel para um
numero limitado de espécies, e dentro de uma faixa de criacdo muito explorada (Wilson,
2002; Tibaldi e Kaushik, 2005; Furuya, 2010; NRC, 2011). Visto que o ganho de
proteina nos tecidos esta associado com esses AA, para ocorrer 0 acréscimo da proteina

e manter o pool de proteina do animal em equilibrio, é preciso gerar novos estudos em



busca da exigéncia de AA, para otimizar o uso da proteina na dieta, direcionada para as
diversas fases da vida do peixe (NRC, 2011). Deficiéncia ou excesso de AA na dieta
acarreta em baixa ingestao alimentar, perdas econémicas e poluicdo da agua, podendo
ocasionar o antagonismo dos aminoacidos de cadeia ramificada (isoleucina, leucina e
valina) assim como os demais aminoacidos (Kaushik e Seiliez, 2010). Isso pode
comprometer a absor¢do intestinal de AA e transporte por células extraintestinais,
distdrbio do metabolismo dos aminoacidos e homeostase, reducdo das moléculas de
sinalizacdo e producdo excessiva de substancias toxicas (Wu, 2013).

O antagonismo, acdo oposta e adversa dos AA, também estd ligado ao
desbalanceamento dos nutrientes na dieta, levando a deficiéncia dos mesmos. Ocorre
entre AAs relacionados quimicamente ou estruturalmente (isoleucina-leucina-valina,
entre outros) e pode ser evitado pela adicdo de um AA similar quimicamente ou
estruturalmente (Kaushik e Seiliez, 2010; Wu, 2013).

O excesso de leucina pode ocasionar efeitos antagbnicos com os aminoécidos de
cadeia ramificada, podendo ser aliviado pela adi¢do de isoleucina e valina, evitando os
efeitos adversos sobre o desempenho e o metabolismo dos aminoacidos (‘Yamamoto et
al., 2004), devido aos niveis de o-cetoisocaproato da leucina regular o aumento da
atividade da desidrogenase de cadeia ramificada e diminuir as concentragoes
plasmaticas do a-ceto-p-metilvalerato e a-cetoisovalerato da isoleucina e valina,
respectivamente resultando em maior catabolismo dos aminoacidos de cadeia
ramificada e menor sintese proteica (Shinnick e Harper, 1977; Murakami et al., 2005).
Esse efeito pode variar em razdo da espécie, fatores fisiologicos e ambientais e estagio
de desenvolvimento.

Portanto, o desenvolvimento de estratégias efetivas, como a formulacdo de
dietas praticas e a suplementacdo dietética de AA leva ao equilibrio dos nutrientes,
evitando respostas indesejaveis (Wu, 2013). Como €é o caso da isoleucina, leucina e
valina, que precisam estar em equilibrio, para evitar que uma destes AAs prejudiquem a
absorcdo do outro, e assim garantir o desenvolvimento dos peixes, sendo este AAs 0

foco da pesquisa.

2.3.1 Isoleucina

A isoleucina € um aminoacido essencial (Figura 3), contribuindo para um
adequado crescimento, funcionamento fisiologico, entre outras fun¢bes nos peixes. Uma

de suas principais func@es € a sintese de glutamina e alanina, biossintese e secrecdo de



insulina e o balanco entre os aminoacidos de cadeia ramificada, constituidos pela
isoleucina, leucina e valina (Kimball e Jefferson, 2006; Wu, 2009), que reduz o estresse
oxidativo (Katayma e Mine, 2007; Chen et al., 2009), melhora a retencdo de

aminoéacidos e o crescimento dos peixes (Fernstrom, 2005; Ahmed e Khan, 2006).
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Figura 3: Estrutura quimica da isoleucina (Nelson e Cox, 2014).

Originada da dieta e do meio intracelular, a isoleucina passa por processos de
degradacédo que visam a separacdo do grupo a-amino do esqueleto de carbono e desvia-
0 para as vias do metabolismo do grupo amino. O catabolismo se inicia com a
transaminacdo, pela aminostransferase de aminoacido de cadeia ramificada, transferindo
0 grupo a-amino para o carbono o do a-cetoglutarato e liberando o o-cetoacido de
cadeia ramificada, a-ceto-p-metilvalerado (Nelson e Cox, 2014; Cole, 2015), que ir4
sofrer descarboxilacdo oxidativa pela desidrogenase de cetoacidos de cadeia ramificada,
para formar 3-metilbutiril-Coa (Wu, 2013).

A isoleucina é um aminoacido cetogénico e glicogénico e sua via catabolica
converge para originar acetil-CoA ou succinil-CoA, e podem entrar no ciclo do &cido
citrico para produzir corpos ceténicos. A outra parte do carbono é usada para produgéo
de glicose, o que contribui para atender a exigéncia de energia pelos peixes (Nelson e
Cox, 2014), uma vez que o desbalanceamento deste aminoacido ou qualquer outro pode
limitar a sintese proteica, bem como a retencdo dos demais aminoacidos (Wu, 2009;
NRC, 2011).

A suplementacdo de aminoacidos na dieta tem como objetivo atender as
exigéncias nutricionais e reduzir a quantidade de amonia no meio aquatico. Em alguns
alimentos como a farinha de carne e 0ssos, a isoleucina se apresenta como AA limitante
(Wang et al., 1997), necessitando suplementar para melhorar 0 ganho de peso,

conversdo alimentar e eficiéncia de utilizacao da proteina da dieta (Li et al., 2009).
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A suplementacdo de isoleucina melhora o crescimento dos peixes, como
observado para a tilapia mossambique (Oreochromis mossambicus) (Jauncey et al.,
1983), carpa rohu (Labeo rohita) (Murthy e Varghese 1996; Khan e Abidi 2007), a catla
(Catla catla) e blunt snout bream (Megalobrama amblycephala) (Zehra e Khan, 2013;
Ren et al., 2017). Sua exigéncia para peixes varia de 6 a 18 g kg™ (NRC, 2011) e pode
ser apresentada como porcentagem da dieta, porcentagem da proteina ou g/kg da dieta
(Santiago e Lovell, 1988).

A isoleucina regula vias de sinalizacdo de genes especificos envolvidos na
sintese proteica muscular (Ren et al., 2017). Em virtude da grande variacao das espécies
e ingredientes utilizados, é importante determinar a exigéncia de isoleucina para

maximizar o desempenho produtivo considerando a espécie e a fase de crescimento.

2.3.2 Valina

A valina é um aminodcido alifatico e apresenta um grupo R (Figura 4), que pode
variar de apolar e hidrofobico ao polar e hidrofilico, assim sua cadeia se agrupa no
interior da proteina, estabilizando a estrutura proteica por meio de liga¢6es hidrofobicas.
Se assemelha com a isoleucina e leucina, com relacdo a estrutura e fungéo, encontradas
no interior das proteinas e incorporada as enzimas, em que sdo catalisadas (Wilson,
2002; Nelson e Cox, 2014).

(|300
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Figura 4: Estrutura quimica da valina (Nelson e Cox, 2014).

A valina melhora as caracteristicas fisicas e o sabor da carne, atua como
antioxidante, da suporte para as celulas do sistema imune, atua na renovacdo dos
tecidos, manutencdo do balanco de nitrogénio, sendo que sua deficiéncia pode
prejudicar todo o funcionamento do metabolismo (Calder, 2006; Rahimnejad e Lee,
2013; Luo et al., 2017; Xiao et al., 2017).

A rota metabolica da valina segue por uma transaminacdo, na qual a
aminostransferase de aminoacido de cadeia ramificada converte 0 a-cetodcido de cadeia

ramificada em a-cetoisovalerato (Nelson e Cox, 2014; Cole, 2015). Este ird sofrer
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descarboxilacdo oxidativa pela desitrogenase de cetodcidos de cadeia ramificada, para
formar isobutiril-CoA (Wu, 2013). O isobutiril-CoA é oxidado para formar os quatro
carbonos restantes em propionil-CoA e, posteriormente, no intermediario succinil-CoA
no ciclo do acido citrico, originado do metilmalonil-CoA. Posteriormente sofre
epimerizacdo e subsequente conversdo em succinil-CoA, pela metilmalonil-CoA-
mutase, dependente da coenzima B;, (Rogero e Tirapegui, 2008), vitamina Bg, tiamina,
riboflavina, niacina, acido pantoténico, lipoato, biotina e vitamina B, (Letto et al.,
1986).

A degradacgdo da valina ndo ocorre no figado, como nos demais aminoacidos, e
sim nos tecidos muscular, adiposo, renal e cerebral. Nestes tecidos existe uma
aminotransferase ausente no figado, que atua sobre este aminoacido para produzir a-
cetodcido. A desidrogenase do a-cetodcido catalisa a descarboxilacdo oxidativa do a-
cetoacido, liberando o grupo carboxila como CO; e produzindo o derivado acil-CoA.
Ainda no musculo, dois produtos sdo liberados para a circulacdo, o 2-oxoisovalerato e 0
3-hidroxiisobutirato, sendo que este ultimo pode conservar o potencial gliconeogénico
da valina (Letto et al., 1986; Nelson e Cox, 2014).

A exigéncia de valina varia entre 7 a 16 g kg™ (Nose, 1979; Wilson et al., 1980;
Hughes et al., 1983; Santiago e Lovell, 1988; Rodehutscord et al., 1997; Abidi e Khan,
2004; Ahmed e Khan, 2006) e descrita como porcentagem da proteina dietética a
exigéncia corresponde para 2,8% (Santiago e Lovell, 1988).

Uma dieta com niveis ideais de valina e os demais aminoacidos essenciais
garantem aos peixes boa capacidade para se desenvolverem. No entanto, quando os
niveis estdo abaixo do exigido o crescimento é prejudicado por limitar o sistema imune
dos peixes, ficando vulneraveis a diferentes doencas no meio aquatico (Feng et al.,
2015).

S&0 poucas as pesquisas sobre a exigéncia de valina para tilapias. No entanto,
devido ao melhoramento genético e mudancgas no sistema de criacdo ha necessidade de

novos estudos para determinar a exigéncia nutricional do referido aminoacido.
2.3.3 Leucina

A leucina possui um grupo R apolar e alifatico (Figura 5), encontrado no interior
das proteinas, com massa constante para que ocorram as ligacdes peptidicas exigidas em

uma sequéncia de aminoéacidos (Nelson e Cox, 2014). E um aminoécido funcional,
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assim como a arginina, cisteina, glutamina, prolina e triptofano, pela agdo como na

utilizacdo dos nutrientes, reducdo da adiposidade e melhoria na satude (Wu, 2009).
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Figura 5: Estrutura quimica da leucina (Nelson e Cox, 2014)

Além disso, a leucina contribui para a manutencdo do balango de nitrogénio,
metabolismo energético, concentracdo de glicose no sangue, crescimento hormonal,
concentracdo de hemoglobina, tem funcdo importante no crescimento (Norton e
Layman, 2006; Deng et al., 2014), sendo um importante estimulador da sintese de
proteina muscular e do mecanismo alvo de rapacina (mTOR) no masculo esquelético
(Figura 6).
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Figura 6: Mecanismos de deteccdo de aminoécidos na musculatura esquelética (Moro
etal., 2016).

A rota metabolica da leucina passa por processos que requerem nitrogénio para a
sintese de aminoéacidos e nucleotideos. O seu catabolismo pode resultar em producdo de
corpos cetbnicos no figado, onde a acetoacetil-CoA ou Acetil-CoA é convertido em
acetoacetato e, posteriormente, em acetona e p-hidroxibutirato (Nelson e Cox, 2014).

O catabolismo da leucina ocorre pela sua transaminacdo, com a isoenzima
aminotransferase de aminodcido de cadeia ramificada. Formando 4&cido a-
cetoisocapoico, e subsequente descaboxiliagdo oxidativa pela desidrogenase de
cetoacidos de cadeia ramificada, para formar o isovaleri-CoA. O grupo amino é
temporariamente transferido para a isoenzima, aminotransferase de cadeia ramificada,
que converte o piridoxal fosfato em piridoxamina fosfato, que doa o grupo amino ao a-
cetoglutarado, para formar o glutamato (Cole, 2015). O glutamato formado funciona
como doador de grupos amino para vias biossintéticas ou para vias de excrecdo, que
levam a eliminacdo de produtos de excre¢do nitrogenada (Nelson e Cox, 2014).

Para que a leucina seja aproveitada pelo peixe, € preciso que sua exigéncia esteja
adequada na dieta e em equilibrio com os demais aminoacidos. A exigéncia de leucina
varia de 8,0 a 19,0 g kg™* (Chance et al., 1964; Nose, 1979; Wilson et al., 1980; Hughes
et al., 1983; Santiago e Lovell, 1988; Rodehutscord et al., 1997; Ahmed e Khan, 2006,
Abidi e Khan, 2007), sendo melhor expressada em porcentagem da proteina,
representando 3,4% para tilapias do Nilo (NRC, 2011).

A exigéncia de leucina é importante na dieta para a tildpia do Nilo,
principalmente na resisténcia anabdlica, estimulando a sintese proteica muscular por
mais tempo em associacdo com 0s demais aminoacidos essenciais (Moro et al., 2016).
Também realiza a regulacdo da expressdo dos genes nos processos que envolvem a
transferéncia de informacéo codificada em um gene no seu produto (Wu, 2009).

Recentemente a exigéncia de leucina foi estabelecida em 12,5 g kg™ para a
tilapia do Nilo (Gan et al., 2016). No entanto, os autores ndo avaliaram parametros
relacionados ao metabolismo ou crescimento muscular dos peixes, como a atividade de
enzimas metabdlicas e/ou expressdo de genes relacionados ao crescimento muscular. A
influéncia da leucina sobre a expressédo da mTOR em peixes foi recentemente
demonstrada (Ren et al., 2015), comprovando a expressao de genes como ferramenta

nutricional em estudos envolvendo aminoacidos em peixes.
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2.4 Expressao génica

A expressdo de genes se tornou ferramenta de grande importancia em diversas
areas, principalmente na nutricdo animal. Seus estudos iniciaram com pesquisas
envolvendo a reagdo em cadeia de polimerase tradicional, que utilizava o gel de agarose
(Paparini et al., 2007), porém nao tdo preciso quanto a reacdo em cadeia de polimerase
em tempo real (RT-PCR), um método para quantificar a expressdo dos genes,
permitindo melhor interpretacdo dos fenémenos nutricionais (Livak e Schmittgen, 2001;
Bustin et al., 2009).

A quantificacdo absoluta determina o nimero de cdpias da transcricdo de
interesse, que por vezes pode relacionar o sinal da PCR com uma curva padrao,
enquanto a quantificacdo relativa muda a expressdo de um gene alvo em relacdo a
algum grupo de referéncia (Livak e Schmittgen, 2001). Isso permite estudar genes
especificos relacionados ao controle de diversos mecanismos, como a sintese proteica,
crescimento muscular, controle hormonal, atividade das enzimas, entre outros (Wu et
al., 2011).

O gene entdo é definido como uma por¢do do cromossomo que modifica um
fendtipo e pode alterar o DNA. O qual codifica a sequéncia priméaria de um polipeptidio
ou do RNA, com funcgbes cataliticas, estruturais ou regulatorias, podendo alterar certa
caracteristica de um ser vivo, quando submetido a diferentes situacdes. Os genes podem
ser expressos de diferentes maneiras para gerar varios produtos génicos a partir de um
unico segmento de DNA (Nelson e Cox, 2014).

Os fatores nutricionais relacionados com a suplementacdo dietética podem levar
a alteracdo na formacdo muscular, sintese proteica, ativacdo das enzimas, crescimento,
imunidade, entre outros. Atualmente, a nutrigendmica € definida como a interacdo entre
os alimentos ou nutrientes dieteticos e o0 genoma de um individuo e o efeito sobre o seu
fenotipo (Barnett e Ferguson, 2017).

A suplementagdo pode influenciar a expressdo genes relacionados ao
crescimento muscular (Leitdo et al., 2011), a MyoD e a miogenina que fazem parte dos
fatores de regulacdo miogénica (MRFs), junto com a Myf5 e MRF4, podem controlar o
desenvolvimento das células musculares (células satélites) (Vélez et al., 2017), e se
ligam a sequéncias no DNA conhecidas como E-box (5° -CANNTG- 3”), encontrados
na maioria dos genes do musculo de onde ativa a transcricdo dos genes (Lassar et al.,
1989; Rescan, 2001).
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As células satélites sdo ativadas e os MRFs priméarios (MyoD e Myf5) atuam em
sua proliferacdo e consequente desenvolvimento muscular, enquanto os fatores
secundarios (miogenina e MRF4) sdo envolvidos com o inicio e manutencdo da
diferenciacdo muscular e processo de fusao par tornar as miofibras e miotubos maduros
(Figura 7)
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Figura 7: Modelo esquematico da miogénese do peixe (Vélez et al., 2016).

A sua influéncia é comprovada em trabalhos de Alami-Durante et al. (2010a), na
qual o uso de fontes proteicas de origem vegetal resultou em mudancas na expressédo da
MyoD. O contrério ocorreu quando Alami-Durante et al. (2010b), utilizaram um mix de
plantas como fonte proteica em substituicdo a farinha de peixe, e ndo observaram
mudancas na expressdo da MyoD e miogenina. Assim, pela possibilidade de
antagonismo entre os aminoacidos ramificados, & importante determinar para as
exigéncias considerando as relagdes entre 0s mesmos, objetivando melhor utilizacdo da
proteina dietética, que pode ser avaliada por meio do crescimento, retencdo de
aminoéacidos e expressdo de genes relacionados ao crescimento muscular.

Outro gene que exige destaque é o mecanismo alvo de rapamicina (mTOR), que
é coordenado pelos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs). Os IGFs
ativam a via da proteina quinase B (PI3K/AKT) para facilitar a entrada de aminoacidos
e glicose na célula, e ira fornecer substratos e energia para a sintese proteica e
proliferacdo das células via mTOR. Este, ativa a proteina de ligacdo (4E-BP1) e a
proteina ribossomal quinase (S6K1), e a proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK) respectivamente (Figura 8) (Vélez et al., 2017), também € responsavel por

regular o inicio da tradugdo, um limitante para sintese proteica (Thoreen et al., 2012).
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Figura 8: Esquema representativo da via do IGFs para controlar a entrada de alimento,

sintese proteica e proliferacdo das células musculares (Vélez et al., 2017).

A mTOR se divide em dois complexos: O mTOR1, sensivel & rapamicina, tem
atividade quinase, desempenhando um papel importante na sintese proteica por
melhorar o inicio da translacdo e alongamento e regular o subconjunto de mRNA,
atuando no crescimento celular (Moro et al., 2016; Thoreen et al., 2012). O mTOR?2,
insensivel a rapamicina, as células do ciclo sdo importantes para organizacdo do
citoesqueleto de actina e promovem a sobrevivéncia celular (Zinzalla et al., 2011).
Alguns fatores como mitdgenos diversos, fatores ambientais e nutrientes estimulam a
ativacdo desses complexos (Jiang et al., 2013), como é o caso da suplementacdo com
aminoacidos ou hormonios (IGF-I), que aumentaram significativamente a expressdo da
mTOR (Veélez et al., 2014). Usando a isoleucina dietética Zhao et al. (2012), também

comprovaram o seu efeito sobre 0 aumento na expressdo do TOR.
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OBJETIVOS

Geral

Determinar a exigéncia de isoleucina e avaliar as relacdes entre aminoacidos
aromaticos em dietas para alevinos de tilapias do Nilo.

Especificos

e Avaliar o crescimento corporal, conversdo alimentar, retencdo proteica e
composicao corporal de alevinos de tilapias do Nilo, alimentados com
dietas contendo niveis crescentes de isoleucina e diferentes relagdes entre
amino4cidos aromaticos;

e Avaliar a retencdo corporal de aminoacidos de alevinos tilapias do Nilo,
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de isoleucina e
diferentes relagGes entre aminoacidos aromaticos;

e Determinar a expressdo génica dos MRFs, MyoD e mTOR de alevinos
tilapias do Nilo, alimentados com dietas contendo niveis crescentes de

isoleucina.
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Il - Exigéncia de isoleucina para alevinos de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) com base no desempenho produtivo, retencdo corporal de aminoéacidos e
expressao de genes MyoD, MyoD e mTOR*

*De acordo com normas de publicacdo da Aquaculture, ISSN 0044-8486, Fator de impacto =
2,570

RESUMO: O objetivo deste estudo foi de avaliar a exigéncia de isoleucina em dietas
para alevinos de tilapias do Nilo com base no desempenho produtivo, retencdo corporal
de aminoacidos e expressao dos genes MyoD, MyoG e mTOR. Duzentos e oitenta e
oito alevinos de tilapia do Nilo (2,46 g) foram distribuidos em 24 aquéarios e
alimentados com seis dietas peletizadas isoproteicas (279,3 g kg™ de proteina bruta) e
isoenergéticas (3072,77 kcal .kg™), contendo 8,5; 11,0; 13,8; 17,0; 20,5 e 23,4 g kg™ de
isoleucina, durante oito semanas. Foram avaliados os parametros de desempenho
produtivo, composi¢do corporal, composicdo e retencdo de aminoacidos e expressao
génica da MyoD, MyoG e mTOR no musculo branco. Nao foi observada diferenca em
peso inicial, indice hepatossomatico e sobrevivéncia entre todos os tratamentos. Peixes
alimentados com 13,8 g kg™ de isoleucina apresentaram maior peso corporal final,
ganho de peso e melhor conversdo alimentar comparados aos peixes alimentados com
as demais dietas. A retencdo de proteina foi melhor em peixes alimentados com 13,8 g
de isoleucina kg™ do que os peixes alimentados com 8,5 g de isoleucina kg™. Com
excecdo da alanina, treonina e serina, a utilizacdo de dietas com diferentes niveis de
isoleucina influenciou a retencdo de aminoacidos. Peixes alimentados com 8,5 g/kg de
isoleucina apresentaram menor retencdo de histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, &cido aspartico, acido glutdmico e glicina em relacdo aos peixes que
receberam a dieta com 13,8 g kg™ de isoleucina. Peixes alimentados com 8,5 e 11,0 g
kg™ de isoleucina apresentaram diferenca significativa para a expressao do gene MyoG,
mas ndo diferiram para a MyoD e os niveis do mMRNA da mTOR diferiu para peixes
alimentados com 17,2 g kg™ isoleucina. Com base na analise de regressio pelo modelo
Broken-line dos dados de ganho de peso a exigéncia foi de 13,46 g kg™ de isoleucina.

Palavras-chave: aquicultura, crescimento muscular, retencdo de aminoacidos,
nutrigendmica, peixe
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Il — Dietary isoleucine requirement of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
fingerlings based on growth performance, body amino acids retention and gene
expression of MyoD, MyoG and mTOR*

ABSTRACT: The objective of this study was to determine the dietary isoleucine
requirement for Nile tilapia fingerlings based on growth performance, body amino acids
retention and gene expression of MyoD, MyoG and mTOR. Two hundred and eighty-
eight Nile tilapia juveniles (2.46 g) were distributed into 24 aquariums and fed with six
isoproteic diets (264.4 g kg™ crude protein) and isoenergetic (3072.77 kcal kg %),
containing 8.5, 11.0, 13.8, 17.0, 20.5 and 23.4 g kg-* of isoleucine, for eight weeks.
Data of growth performance, body composition, amino acid composition and retention
and gene expression of MyoD, MyoG and mTOR in white muscle were evaluated. No
difference was observed in initial weight, hepatosomatic index and survival rate among
all treatments. Fish fed 13.8 g kg™* of isoleucine showed higher body weight, weight
gain and improved feed conversion ratio compared to fish fed other diets. Protein
retention was higher in fish fed 13.8 g kg™ isoleucine than fish fed 8.5 g kg™ isoleucine.
With the exception of alanine, threonine and serine, the use of diets containing graded
levels of isoleucine influenced the amino acids retention. Fish fed 8.5 g kg™ of
isoleucine showed lower retention of histidine, isoleucine, leucine, lysine, methionine,
aspartic acid, glutamic acid and glycine comparaed to the fish fed diet containing 13.8 g
kg™ of isoleucine. Fish foods with 8.5 and 11.0 g kg™ of isoleucine showed significant
difference for MyoG gene expression but did not differ for MyoD and mTOR mRNA
levels differed for fish fed 17.2 g kg™ isoleucine. Based on the regression analysis by
the Broken-line model of the weight gain data the requirement was of 13.46 g kg™ of

isoleucine.

Key words: aquaculture, muscle development, amino acids retention, nutrigenomics,
fish
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Introducéo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) apresenta elevado potencial na
piscicultura pela elevada taxa de crescimento, boa conversao alimentar e carne de boa
qualidade. Nos Ultimos anos, o conceito de nutri¢cdo de precisdo tem sido aplicado para
essa espécie, objetivando atender as exigéncias nutricionais nas diferentes fases de
criacdo, considerando o desempenho produtivo, sustentabilidade ambiental e a resposta
econémica (Furuya, 2013).

A proteina é um dos nutrientes mais onerosos em dietas para peixes,
considerando seu elevado contedo em comparacdo com dietas de aves e suinos. O
valor da proteina é dado pelo contetdo e proporcdes de aminoacidos. Os aminoacidos
devem estar presentes em quantidades adequadas para atender suas exigéncias,
principalmente em estudos que envolvem os aminoacidos ramificados isoleucina,
leucina e valina, objetivando evitar antagonismos entre os mesmos (NRC, 2011).

A isoleucina se destaca pela importancia na sintese proteica e no metabolismo
energético do musculo. Atua na sintese de glutamina e alanina, fontes primarias de
energia para os enterdcitos e células imune, na biossintese e secrecdo de insulina
(Kimball e Jefferson, 2006; Pohlenz et al., 2012). Além disso, tem papel importante na
expressao de genes relacionados com o crescimento muscular e sintese proteica (Moro
etal., 2016; Vélez et al., 2017).

O crescimento muscular é mediado pelas células satélites responsaveis pelos
mecanismos de hiperplasia e hipertrofia. Na hiperplasia, ocorre a fusdo entre as células
satélites ativadas, levando a formacdo de novas fibras musculares, enguanto na
hipertrofia as células satélites se fundem com fibras musculares existentes, aumentando
0 numero de miofibrilas e consequente aumento na area da fibra muscular (Johnston
1999; Koumans e Akster 1995).

A nutrigendmica surgiu como uma ferramenta que tem sido cada vez mais
utilizada na nutricdo de peixes (NRC, 2011). Estudos recentes tém validado essa
ferramenta em pesquisas envolvendo aminoacidos em peixes (Alami-Durante et al.,
2010; Zhao et al., 2013; Velez et al., 2014; Feng et al., 2017). No qual a isoleucina
apresenta importante funcédo na sintese proteica muscular (Wu, 2013).

Sendo assim, alguns genes como a MyoD e a miogenina (MyoG), que fazem
parte dos fatores de regulacdo miogénica (MRFs), junto com a Myf5 e MRF4, podem

controlar o desenvolvimento das células musculares (Vélez et al. 2017), por induzir a
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diferenciacdo dos mioblastos em midcitos, que se fundem para originar os miotubos
(Silva e Carvalho, 2007). A MyoD é responsavel, por direcionar as células
mesodérmicas para a linhagem muscular e a miogenina esta envolvida com a iniciagéo e
manutencdo da diferenciacdo muscular (Johnston, 2006). O mTOR é responsavel pela
sintese proteica e a sobrevivéncia celular (Moro et al., 2016; Zinzalla et al., 2011).

O mTOR1, desempenhando um papel importante na sintese proteica por
melhorar o inicio da translacdo e regular o subconjunto de mRNA, atuando no
crescimento celular (Moro et al., 2016; Thoreen et al., 2012). O mTOR2, promove a
sobrevivéncia celular, esse gene é influenciado por diversos fatores ambientais e
nutricionais como a suplementacdo com amino&cidos (Zinzalla et al., 2011).

Deste modo, a exigéncia de isoleucina tenha sido determinada para algumas
espécies como a carpa da India, Labeo rohita (Khan e Abidi, 2007), jian carp, Cyprinus
carpio (Zhao et al., 2012), catla, Catla catla (Zehra e Khan, 2013) e blunt snout bream,
Megalobrama amblycephala (Ren et al., 2015), porém ainda h& poucas informacdes
sobre as exigéncias destes aminoacidos para tilapias. Ndo existe um consenso sobre a
exigéncia de isoleucina para tilapias do Nilo, variando de 7,8 (Neu et al., 2017) a 8,7 g
kg™ (Santiago e Lovell, 1988), valores que estdo abaixo dos encontrados em dietas
comerciais para alevinos e juvenis de tilapias utilizadas no Brasil.

Com o crescente avanco na avaliacdo de linhagens de tilapias com maior
potencial de crescimento, além das inovacGes nas areas de manejo e nutri¢do de peixes,
ha necessidade da constante atualizacdo das exigéncias nutricionais considerando ndo
somente o crescimento e a conversao alimentar, mas também os fatores que modulam o
crescimento muscular. Assim, a presente pesquisa foi delineada para determinar a
exigéncia de isoleucina para alevinos de tilapia do Nilo com base no desempenho
produtivo, retencdo corporal de aminodcidos e expressdo de genes relacionados ao

crescimento muscular.

Material e métodos

Local de realizacéo e instalagdes experimentais

A presente pesquisa foi aprovada no Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protcolo 6350/2017).
O experimento foi realizado na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG),

PR, Brasil no periodo de abril a maio de 2016, durante oito semanas. Foram utilizados
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288 tildpias do Nilo da variedade SUPREME, com peso corporal inicial médio de 2,46
+ 0,10 g, masculinizados durante a fase larval, provenientes da piscicultura Aquabel,
Rolandia — PR. Os peixes foram distribuidos em 24 aquarios com volume unitario de 70
L (35,5 x 57,0 x 35,0 cm de altura, comprimento e largura, respectivamente), em um
delineamento inteiramente ao acaso com seis tratamentos e quatro repeticdes.

Os aquarios foram mantidos em sistema de recirculagdo com biofiltro, filtro UV
e dois aquarios de decantacdo de 150 L cada. Em cada aquério, foi mantida aeragédo
através de pedra porosa e mangueira acoplada a um soprador de 0,5 CV, de forma a
manter o teor de oxigénio entre 6,0 a 6,5 mg/L. A temperatura foi controlada por
aquecedor acoplado a um termostato, para manter a temperatura em 27 + 1 °C.
Semanalmente, foram monitorados os parametros de oxigénio dissolvido (5,6) e
temperatura 27,8 °C, pelo oximetro digital portatil, pH (6,6), por meio de pH-metro de
bancada digital e amoénia total 0,06 mg/L, nitrito 0,01 mg/L e nitrato 0,2 mg/L através
do colorimetro. A retirada das fezes foi realizada por sifonagem, realizada a cada trés

dias.

Dietas e manejo alimentar

Foram elaboradas seis dietas com niveis crescentes de suplementacdo de L-
isoleucina, com aproximadamente 279,3 g kg™ de proteina bruta e 3072,77 kcal kg™ de
energia digestivel, em que foram obtidas dietas com valores analisados de 8,5; 11,0;
13,8; 17,2; 20,5 e 23,4 g kg™ de isoleucina (Tabela 1). Os valores de energia digestivel e
fosforo disponivel foram estimados por meio de valores descritos por Furuya et al.
(2001), Pezzato et al. (2002) e Guimaraes et al. (2008ab), em estudos realizados com
tildpia do Nilo. Os valores de aminoacidos essenciais e ndo essenciais das dietas foram
confirmados por meio de analises laboratoriais (Tabela 2).

As dietas foram moidas em moinho de martelo em peneira com granulometria
de 0,5 mm de didmetro, granuladas em moinho de carne com adi¢do de 30% de agua
(55 °C) e secas em estufa de ventilagdo forcada a 55 °C durante 24 horas. Ap6s, foram
desintegradas em moinho martelo, selecionando-se os granulos com didametro > 0,5 e <
0,8 mm para peixes até 3 g de peso corporal, diametro > 0,8 e < 1,0 mm para peixes de
3,1 a 10 g de peso corporal ¢ granulos com diametro > 1,0 e < 2,0 mm para peixes de
10,1 a 40,0 g de peso corporal. Para tal, seis peixes de cada caixa foram pesados

semanalmente para correcao do tamanho dos granulos a serem fornecidos.
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Tabela 1 Formulacdo e composicdo quimica das dietas experimentais para alevinos de
tilapia do Nilo (g kg™ diet)

Niveis de isoleucina dietética (g kg %)

Ingredientes lle 1 lle 2 lle 3 lle 4 lle Ile 6
8,5 11,0 13,8 17,2 20,5 23,4
Amido’ 25,40 25,40 25,40 25,40 25,40 25,40
Farinha de trigo2 616,60 616,60 616,60 616,60 616,60 616,60
Farinha de sangue2 79,40 79,40 79,40 79,40 79,40 79,40
Farinha de peixe1 99,30 99,30 99,30 99,30 99,30 99,30
Oleo de soja 49,60 49,60 49,60 49,60 49,60 49,60
L-alanina 16,40 13,10 9,80 6,60 3,30 0,00
L-acido glutdmico 19,90 19,90 19,90 19,90 19,90 19,90
Celulose 19,90 19,90 19,90 19,90 19,90 19,90
Fosfato bicalcico 19,90 19,90 19,90 19,90 19,90 19,90
Bicarbonato de sédio 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
DL-metionina 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
L-arginina 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
L-treonina 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
L-triptopano 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
L-lisina 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
L-histidina 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10
L-isoleucina 0,00 3,30 6,60 9,80 13,10 16,40
Cloreto de colina 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Premix mineral e 5,90 5,90 5,90 5,90 5,90 5,90
vitaminico
Sal 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Antioxidante® 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antifl]ngico6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Carboximetilcelulose 19,80 19,80 19,80 19,80 19,80 19,80
Composig&o quimica determinada (g kg™ dry matter)

Matéria seca 904.,4 906,1 906,8 907,4 908,5 908,7
Proteina bruta 273,8 272,8 279,3 276,1 274,2 284,1
Lipidio bruto 71,5 70,3 73,7 71,9 73,6 70,9
Fibra bruta 18,6 18,6 18,6 18,6 18,6 18,6
Caélcio 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5
Fésforo disponivel’ 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5

!De acordo com Guimaraes et al. (2008a), como g kg™ da matéria seca: milho (16,9 MJ kg energia bruta;
72,1 proteina bruta; 42,4 lipidios totais; 20.0 fibra bruta; 12,0 cinza), arroz (15,5 MJ kg™ energia bruta;
82,1 proteina bruta; 82,6 lipidios totais; 7,50 fibra bruta; 7,80 cinza),

? De acordo com Guimaraes et al, (2008b), como g kg™ da matéria seca: farinha de soja (19,3 MJ kg™
energia bruta; 512,1proteina bruta; 14,8 lipidios totais; 71,2 fibra bruta; 74,4 cinza), Subprodutos da
avicultura (20,4 MJ kg™ energia bruta; 627,9 proteina bruta; 171,8 lipidios totais; 183,2 cinza) e farinha
do gliten de milho (20,6 MJ kg™ energia bruta; 700,7 proteina bruta; 94,8 lipidio bruto; 8,3 fibra bruta;
17.0 cinza).

*Mistura vitaminica e mineral: composicdo por kg: vit. A - 1.200.000 IU, vit. D5 - 200.000 1U, vit. E -
12.000 mg, vit. K3 - 2.400 mg, vit. B; - 4.800 mg, vit. B, - 4.800 mg, vit. Bg - 4.000 mg, vit. By, - 4.800
mg, acido folico - 1.200 mg,Pantotenato de célcio- 12.000 mg, vit. C - 48.000 mg, biotina - 48 mg,
colina — 65.000 mg, niacina - 24.000 mg, Fe - 10.000 mg, Cu - 600 mg, Mg - 4.000 mg, Zn - 6.000 mg,
I-20mg, Co-2mge Se-20 mg.

*Vitamina C: Rovimix Stay-C 35 (DSM, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil).

*Banox®: Alltech Agroindustrial Ltda, Sdo Paulo Brasil.

®Mold Zap Aquatica® Composicdo: dipropionato de amodnio, &cido acético, acido sérbico e &cido
benzoico (Alltech Agroindustrial Ltda, Brasil).

"De acordo com Furuya et al. (2001b), Pezzato et al. (2002) e Guimaraes et al. (2008ab).
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Tabela 2 Composicéo de aminoacido das dietas experimentais para alevinos de tilapia

do Nillo (g kg™ dry diet)

Niveis de isoleucina dietética (g kg ™)

llel lle 2 lle3 lle 4 lle lle 6
8,5 11,0 13,8 17,2 20,5 234
Aminoécidos essenciais
Arginina 17,30 17,54 17,67 17,20 17,01 14,73
Histidina 8,67 8,73 8,62 8,28 8,88 8,62
Isoleucina 8,48 10,99 13,79 17,22 20,49 23,36
Leucina 1751 1752 17,59 17,58 17,59 17,47
Lisina 17,24 17,11 17,14 17,46 17,86 17,43
Metionina 7,29 7,37 7,39 7,49 7,27 7,28
Fenilalanina 12,01 1192 12,23 12,34 12,46 12,16
Treonina 10,96 10,62 10,88 10,27 10,61 10,87
Triptopano 3,79 3,70 3,86 3,70 3,66 3,56
Valina 12,41 12,09 11,99 12,78 12,37 12,67
Aminoécidos ndo essenciais

Alanina 21,49 21,61 20,79 19,46 13,93 13,15
Acido aspartico 16,87 15,57 16,45 17,38 16,05 15,71
Cisteina 3,39 3,11 3,16 3,47 3,50 3,06
Acido glutamico 61,61 61,55 60,72 63,32 61,28 61,28
Glicina 13,76 13,73 13,59 13,18 13,50 13,25
Serina 10,03 9,29 9,88 10,47 9,89 9,60
Tirosina 7,23 6,99 7,03 7,25 7,29 7,28

Apos secagem, as dietas foram armazenadas em refrigerador (5 °C). Os peixes

foram alimentados quatro vezes ao dia, em intervalos de trés horas, das 8h as 18h. O

arracoamento foi manual e o fornecimento até saciedade aparente. Ao inicio do

experimento, todos os peixes de cada aquario foram pesados em lotes em balanca de

preciséo (0,01 g).

Coleta de amostra e analise laboratorial

No inicio do experimento, 120 peixes permaneceram em jejum de 24 horas e

foram coletados para determinacdo da composicdo corporal inicial. Ao final do

experimento, de cada aquario e apos jejum de 24 horas, todos os peixes foram pesados
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em balanca digital de precisdo (0,01g), sendo que oito peixes por unidade experimental
foram coletados para composi¢cdo corporal. Os peixes foram abatidos por secgéo
medular e imersos em gelo.

As amostras para a composicao corporal foram moidas em multiprocessador de
alimentos, até obter uma amostra homogénea. Posteriormente, foram secas em estufa de
ventilagdo forgada a 55 °C por 48 horas e moidas em moinho bola. As andlises de
umidade foram determinadas pela secagem em estufa a 105 °C durante 24 horas; o
extrato etéreo foi determinado pelo extrator Soxhlet com éter como solvente; a cinza foi
determinada em mufla a 550 °C por 24 horas, a composi¢do corporal dos peixes e da
dieta foram realizadas no laboratdrio aquicultura - UEPG, seguindo metodologia citada
por AOAC (1995). As analises de proteina bruta e aminoacidos das racdes e dos peixes
foram realizadas pelo Laboratério da Ajinomoto do Brasil, IndUstria e Comércio de

Alimentos, em Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), modelo Shimadzu.

Variaveis de desempenho

Os dados de desempenho produtivo foram calculados de acordo com as

equacdes a seguir:

e Ganho de peso (g): peso final (g) — peso inicial (g)

e Converséo alimentar: consumo de alimento (g) / ganho de peso (g)

e Retencdo de proteina (%): ganho em proteina (g) / proteina consumida
(9) x 100

e Indice hepatossomatico (%): peso do figado (g) /peso corporal (g) x 100

e Sobrevivéncia: nimero de peixes final / nimero de peixes inicial x 100
Expresséo génica

Fragmentos da musculatura branca dorsal de oito peixes por tratamento (dois
peixes de cada repeticdo), foram congelados em nitrogénio liquido e o RNA total foi

extraido com TRIzol™

(Invitrogen Life Technologies), seguindo-se o protocolo do
fabricante. As amostras congeladas foram trituradas com o homogeneizador de tecidos
IKA® T-25 Digital Ultra-Turrax® (IKA, Staufen, Baden-Wiirttemberg, 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 cloroformio e, posteriormente, os tubos foram agitados
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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 centrifugacao, foi coletada e 0 RNA foi precipitado por meio da incubagdo com 0,5
mL de alcool isopropilico, durante 10 minutos em 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
12000 x g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi removido cuidadosamente. Apos
secagem, o pellet de RNA foi dissolvido em UltraPureTM Distilled Water DNAse,
RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA) e armazenado a -80
°C. A quantificagdo do RNA, em ng/uL, foi determinada por leitura em
espectrofotobmetro a 260 nm, 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 razdo igual ou superior a 1.8. O RNA total foi tratado com a
enzima DNase, conforme as instrucdes do protocolo DNase | - Amplification Grade
(Invitrogen Life Technologies) e submetido a transcricdo reversa, utilizando o High
Capacity cDNA archive kit (Applied Biosystems Life Technologies), seguindo-se as
instrucdes do fabricante.

Os niveis de expressdo dos genes alvo MyoD, miogenina, foram detectados por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apds transcricdo reversa
(RT-gPCR) através do sistema Rotor Gene-Q (Qiagen). Os resultados de expresséo,
obtidos para esses genes, foram normalizados pelos valores obtidos para o gene de
referéncia DNA ribosomal 18S. As amostras de cDNA foram amplificadas utilizando o
Fast SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA).
As reacOes de RT-gPCR foram realizadas utilizando o Rotor-Gene SYBR Green PCR
Kit (Qiagen), seguindo-se as instru¢des do fabricante. Um conjunto de primers senso e
antissenso, para cada gene analisado, foi construido através do software Primer Express
3.0 (Applied Biosystems Life Technologies), a partir das sequéncias de RNAm descritas
para a tilapia e publicadas no GenBank (numeros de acesso: MyoD - FJ686692,
Miogenina - FJ810421, mTOR - XM005466120.3 e 18S — JF698683) (Tabela 3).
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Tabela 3: Primers usados para andlise de qRT — PCR na musculatura de tilapias do Nilo

Nome do gene Sequéncia de primer (5°- 3")
Forward: CCACCTGTCAGACAACCAGA
MyaD Reverse: ACTGCGTTCGCTCTTCAGAC
Miogenina Forward: CTCAACCAGCAGGACACTGA
Reverse: ATCCTCGCTGCTGTAGCTCT
Forward: TGTGCCGACACAAGTAGAGC
mTOR Reverse: TGTGGCTTGAGGACACATTC
18S DNA Forward: GGACACGGAAAGGATTGACAG
ribossomal Reverse: GTTCGTTATCGGAATTAACCAGAC

Todos os conjuntos de primers foram sintetizados pela Invitrogen Life
Technologies. As reacOes para cada gene foram realizadas em duplicatas e a
amplificacdo especifica de cada gene foi confirmada pela andlise da curva de
dissociacdo dos fragmentos amplificados. O grafico resultante da curva de dissociacédo
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 — Ctgene end6geno) e
de AACt (ACt amostra — AC amostra calibradora). A quantificacdo relativa dos dados de
expressao foi calculada pela formula 22" (Livak e Schmittgen, 2001) para normalizar

os dados, expressa em fold-change.
Analise estatistica

Os valores observados de cada variavel resposta foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Em caso de diferencas, foram comparados por meio do teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A determinacdo da exigéncia de isoleucina foi
realizada por meio da anélise de regressdo Broken-Line. Os dados expressdo de genes
foram analisados por meio de Kruskal-Wallis, seguidos de teste de Dunn (P < 0,05). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS (Statistical Analysis
System, versao 9.1). As andlises estatisticas da expressdo dos genes foram efetuadas por

meio do programa computacional GraphPad Software (1998).
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Resultados

Desempenho produtivo

O periodo experimental foi conduzido sem eventos inesperados, sendo
observados baixa mortalidade. Nenhum sinal externo de patologia foi observado,
mesmo nos peixes alimentados com a dieta com o nivel menor de isoleucina (8,5 g de
isoleucina kg™).

Peixes alimentados com niveis crescentes de isoleucina apresentaram diferencas
(P < 0,05) no peso final, ganho de peso, consumo de racdo, conversdo alimentar e
retencdo de proteina. Por outro lado, ndo foi observado efeito (P > 0,05) dos niveis de
isoleucina dietética sobre o peso inicial, indice hepatossoméatico e sobrevivéncia dos

peixes (Tabela 4).



Tabela 4: Desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de isoleucina *.
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Dietary isoleucine levels (g kg ™)

llel lle 2 lle 3 lle 4 lle5 lle 6 P
8,5 11,0 138 17,2 20,5 23,4
Peso corporal inicial (g) 2,4+0,01 2,5+0,02 25+0,03 25+0,02 2,4 +0,02 2,5+0,02 0.817
49,0 +
Peso corporal final (g) 38,6 +0,23° 40,8+0,22° 0,42° 45,7+0,16" 448+0,30° 445+0.22° <0.001
46,5 +
Ganho de peso (g) 36,1+0,23° 383+0,21° 0,43 432 +0,17° 424+030° 42,0+0,24° 0.002
53,3 +
Consumo alimentar (g) 449 +0,48" 448+0,82" 0,24° 50,3 + 0,52 50,4 +0,45® 51,6+0,66° 0.001
1,15 +
Convers&o alimentar 1,24+0,01° 1,17 +0,02* 0,01° 1,16 +0,02® 1,19+0,01* 1,23+0,01* 0.0129
40,5 +
Retencdo de proteina (%) 35,7+0,49" 382+0,53" 0,36 39,2 +0,25® 39,1+0,59%® 36,9+0,18"° 0.050
indice hepatossomatico (%) 34+009 35+0,13 32+004 31+005 31+003 29+0,10 0.313
Sobrevivéncia (%) 95,8+0,98 979+085 97,9+0,85 979+085 97,9+0,85 917+340 0.834

Valores expressos como médias (+ EPM) de quatro repeticdes (n = 4) e valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferencas

significativas pelo teste de Tukey’s (P<0.05).
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Peixes alimentados com 13,8 g kg™ de isoleucina apresentaram maior peso
corporal final (P < 0.001) e ganho de peso (P = 0,002) comparados aos peixes
alimentados com as outras dietas. Ndo foi observada diferenca em peso inicial (P =
0.817), indice hepatossomatico (P = 0.313) e sobrevivéncia (P = 0.834) entre todos 0s
tratamentos. A conversédo alimentar diferiu significativamente (P = 0.0129) em peixes
alimentados com 13,8 g kg™ de isoleucina comparado com o0s peixes alimentados com
8,5 g kg™ de isoleucina. Em adicdo, a retencdo de proteina diferiu significativamente (P
= 0.050) em peixes alimentados com 13,8 g kg™ de isoleucina do que os peixes
alimentados com 8,5 g kg™ de isoleucina.

Pela andlise de regressdo Broken-line dos dados de ganho de peso, 0s peixes
aumentaram de peso até a dieta com 13,46 g kg™ de isoleucina (Figura 1), representado
pela equagdo y = 43,098 — 1,347 (13,46 — x), R? = 0,6907. A regrao Broken-linei foi que
interpretou melhor os resultados de ganho de peso, visto que ao usar a regressdo
quadrética o coeficiente de variacdo (R2?) foi muito mais baixo que o encontrado. Esse
R2 baixo foi devido a discrepéancia entre os valores obtidos, que dificultaram se obter

valores maiores de R2.
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Figura 1 Relagdo Broken-line entre 0 ganho de peso de juvenis de tilapia do
Nilo alimentadas com niveis crescentes de isoleucina.
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Composicao corporal

Né&o foram observadas diferencas (P > 0,05) dos niveis crescentes de isoleucina
nas dietas sobre a composicdo corporal em umidade, proteina bruta, extrato etéreo e
cinzas dos peixes (Tabela 5). Ndo foi observado efeito (P > 0,05) dos niveis de

isoleucina sobre a composic¢do corporal em aminoacidos (Tabela 6).
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Tabela 5: Composicéo aproximada corporal (g 100 g *) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas com niveis crescentes
de isoleucina dietética’

Niveis de isoleucina dietética (g 100 g )

llel lle 2 lle 3 lle 4 lle 5 lle 6

8,5 11,0 13,8 17,2 20,5 23,4 P
Umidade 715+003 71,4+015 714+0,12 71,7+008 71,3+0,12 716+0,07 0.791
Proteina bruta 134+0,14 134+0,04 140+0,12 13,7+0,11 14,00+0,16 13,7+0,14 0.582
Lipidios totais 881+0,08 8,72+0,13 886+ 0,16 8,41+0,03 8,63+0,17 8,66+ 0,04 0.907
Cinzas 341+0,04 326+0,03 3,14+0,04 340+004 334+0,01 347007 0.324

Valores médios da composicéo corporal inicial (g 100 g ): 73,67 de umidade, 12,32 de proteina bruta, 5.9 de lipidios totais e 3,35

de cinzas.

Valores expressos como médias (+ EPM) de quatro repeticées (n = 4) e valores com letras diferentes na mesma linha indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey’s (P > 0.05).



Tabela 6: Composicéo de aminoéacidos corporais (g 100 g ) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com niveis
crescentes de isoleucina dietética’.

Niveis de isoleucina dietética (g 100 g )

llel lle 2 lle 3 lle 4 lle5 lle 6 P
8,5 11,0 13,8 17,2 20,5 23,4

Aminoacidos essenciais

Arginina 582+0,12 560+£020 542+0,15 552+0,05 579+0,06 590+0,28 0.948
Histidina 2,15+0,05 198+0,06 204+006 205+003 220+0,02 209+0,03 0.741
Isoleucina 4,07+0,06 3,74+011 385+0,09 381+0,05 4,03+0,03 395+0,04 0.709
Leucina 6,83+0,12 6,24+0,20 6,36+0,16 6,43+0,08 6,70+0,05 651+0,09 0.777
Lisina 719+0,17 6,44+023 6,58+0,20 656+0,04 698+0,06 651+0,09 0.642
Metionina 244+005 2,19+006 231+008 229+0,03 241+0,03 220+0,03 0.635
Fnilalanina 365+0,09 367+009 3,73+010 359+0,04 390003 3,77+0,07 0.887
Treonina 4,13+0,07 3,74+0,13 3,78+0,11 381+0,04 397+0,04 389+004 0.731
Triptofano 0,88+0,01 0,86+0,02 0,87+0,004 086+002 084+001 091+0,02 0.850
Valina 482+0,11 446+014 440+015 435+0,06 4,63+005 468+006 0.756
Aminoacidos ndo essenciais

Alanina 6,48+0,12 596+0,20 6,07+0,19 5,79+0,07 6,20+0,08 6,22+0,07 0.737
Acido aspartico 8,77+0,16 790+0,28 8,18+0,23 8,05+0,10 841+0,07 8,09+0,10 0.742
Cisteina 0,81+0,03 0,71+0,02 0,67+0,02 0,70+0,01 0,70+0,01 0,70%0,01 0.274
Acido glutamico 12,83+0,22 11,43+0,41 1191+0,31 11,85+0,17 12,33+0,08 11,77 +0,14 0.665
Glicina 7,72+005 732+025 7,25+0,18 6,95+0,09 7,32+0,04 7,22+0,07 0.734
Serina 386+0,08 355+0,12 360+0,11 356+0,03 366+004 355+0,04 0.848
Tirosina 3,02+0,04 3,03+0,09 286+008 284+0,03 308+005 311+0,05 0.689

Valores foram expressos como médias (= EPM) de quatro repeticoes (n

4).
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Retenc¢éo corporal dos aminoacidos

Os valores medios da retencdo corporal de aminoacidos em tilapias do Nilo séo
apresentados na Tabela 7. Ndo foram observadas diferenca (P > 0,05) sobre a retengédo
corporal de treonina, alanina e serina. Ocorreu maior retencéo corporal de arginina (P =
0.018) em peixes alimentados com 11,0 g kg™ de isoleucina comparados aos peixes
alimentados com 23,4 g kg™ de isoleucina. A retencéo corporal de triptofano foi menor
(P < 0.01) em peixes alimentados com a dieta 6, com 23,4 g kg™ de isoleucina.
Contudo, a retencdo corporal de histidina, acido aspartico e cisteina corporal foi menor
(P < 0.05) em peixes alimentados com 8,5 e 23,4 g kg™ de isoleucina em relagéo aos
peixes alimentados com as dietas dos demais tratamentos. A retencdo de isoleucina,
metionina, acido glutamico e glicina corporal foi maior (P < 0.05) em peixes
alimentados com 13,8 g kg™ de isoleucina em relagdo aos peixes que consumiram as
dietas com os demais niveis de isoleucina. Foi observado menor retencdo corporal de
leucina (P < 0.01) em peixes alimentados com 8,5, 20,5 e 23,4 g kg™ de isoleucina em
relagdo aos peixes alimentados com 11,0 e 13,8 g kg™ de isoleucina, enquanto a
retencdo de fenilalanina foi menor (P < 0.01) em peixes alimentados com 8,5, 17,2 e
234 g kg' de isoleucina em comparacdo ao observado nos peixes dos demais
tratamentos. A retencédo de lisina corporal foi menor (P < 0.01) em peixes alimentados
com 8,5 g kg™ de isoleucina e maior nos demais tratamentos. O contrario ocorreu com a
retencdo corporal de valina, que foi maior (P = 0.002) para os peixes alimentados com
13,8 g kg™ de isoleucina e menor para os peixes alimentados com 23,4 g kg™ de
isoleucina. A retencéo de tirosina corporal foi menor (P = 0.004) em peixes alimentados
com 23,4 g kg’ de isoleucina em relacdo ao observado nos peixes dos demais

tratamentos.



Tabela 7: Retencéo corporal de aminoacidos (g 100 g %) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de isoleucina
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Niveis de isoleucina dietética (g 100 g )

lle 1 e 2 lle 3 lle 4 lle 5 lle 6 P
8,5 11,0 13,8 17,2 20,5 23,4
Aminoacidos essenciais
Arginina 37,3+0,50® 438+1,17° 41,5 +0,94* 41,1 +0,46™ 40,7 +0,57% 34,2 +0,48" 0.018
Histidina 22,4 +0,21° 32,0 £0,27%® 34,1 +0,37% 33,4 +0,96% 33,1 +0,40% 27,4 + 0,69° <0.001
Isoleucina 26,5 + 0,76° 31,3+0,26° 38,3 +0,70° 29,7 +0,33° 31,3+0,29° 26,6 +0,77° <0.001
Leucina 35,8 + 0,40% 47,7 + 0,40° 47,7 +0,51° 44.4 + 0,46%® 38,9+ 0,61 32,6 + 0,59° <0.001
Lisina 43,4 +0,33° 56,0 + 0,53% 56,5 + 0,57° 52,4 +0,28° 54,5 +0,71% 39,2 +0,76° <0.001
Metionina 29,4 +0,32° 37,7+0,58° 43,5+ 0,61° 37,2+0,36° 39,1 +0,47% 33,9 + 0,46° <0.001
Fenilalanina 35,4 +1,04° 40,9 + 0,51% 45,5 + 0,38% 38,0 +£0,30° 41,1 +0,33%® 35,2 +0,61° <0.001
Treonina 41,9+0,91 40,9 + 1,85 42,9 +1,02 42,1 +0,30 43,8 +0,61 33,2+0,57 0.076
Triptofano 49,6 + 0,09° 57,5 + 0,207 55,6 + 0,557 53,3 + 1,057 52,1 + 1,44° 35,9 +0,76° <0.001
Valina 42,8 +0,66° 47,6 + 1,00® 53,7 + 0,68% 445+ 0,57° 47,2 +0,65® 40,4 +0,97° 0.002
Aminoacidos ndo essenciais
Alanina 40,0 + 0,80 39,7+1,78 44,5+ 0,38 38,9+0,38 41,6 +0,58 37,1+0,58 0.296
Acido aspartico 53,6 + 0,64° 66,9 + 0,522 66,4 + 0,56° 61,1 + 0,542 63,7 +£0,79° 35,7 + 0,55° <0.001
Cisteina 25,4 + 0,66° 31,2 +0,57° 35,7 + 0,607 36,1 +0,27° 36,4 +0,58° 23,3 +0,30° <0.001
Acido glutamico 24,7 +0,10° 25,7 +0,15° 35,1 + 0,52° 26,8 +0,42" 26,8 +0,28" 24,1 + 0,50 <0.001
Glicina 47,4 +0,12¢ 54,0 + 0,50° 68,4 + 0,322 63,7 +0,70% 59,5 + 0,42° 452 + 0,36° <0.001
Serina 49,4 + 1,98 44,0 1,95 48,7 + 0,36 445+ 0,28 45,8+ 0,97 37,0+0,82 0.117
Tirosina 39,9 + 0,95 44,0 + 0,49% 44,4 + 0,49% 39,5+ 0,28% 41,9 + 0,59% 35,3+ 0,61° 0.004

Valores médias sobrescritos na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey’s (P > 0.05). *Valores foram expressos como médias

(

EPM)

de

quatro

repeticoes

(n

4).
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Expresséo génica da musculatura branca

A expressdo do mRNA da MyoD néo foi influenciada (P > 0.05) pelos niveis de
isoleucina. Diferentemente, a expressio do mRNA da miogenina e da mTOR na
musculatura branca dos peixes foi influenciada (P = 0.05) com os niveis de isoleucina

dietética (Figura 2).
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Figura 2. Expressdo dos genes MyoD, MyoG (miogenina) e mTOR da musculatura

branca de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de isoleucina.

Letras diferentes entre as colunas diferem entre si. (NS= néo significativo).

Valores foram expressos como médias (£ EPM) de quatro repeticdes (n = 4).
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Os niveis de expressdo do MRNA da miogenina em peixes alimentados com 8,5
e 11,0 g kg™ de isoleucina foram maiores (P < 0.05) comparado ao observado em peixes
alimentados com 20,5 g kg™ de isoleucina. Por outro lado, os niveis do mRNa da mTOR
foram maiores para peixes alimentados com a dieta 4 com 17,2 g kg™ isoleucina (P <

0.05) comparado com os peixes alimentados com 20,5 g kg™ de isoleucina.

Discussao

Os peixes ndo apresentaram sinais de patologias, o que refletiu na melhor
utilizacdo da dieta. O mesmo foi observado em juvenis de Catla catla (Zehra e Khan,
2013) e juvenis de Megalobrama amblycephala (Ren et al., 2017), alimentados com
11,8 e 13,8 g kg™ de isoleucina, respectivamente. Foi demonstrado que a isoleucina é
um aminodcido potencialmente limitante para tildpias. A taxa de ganho de peso foi
similar ao obtido em criacdo comercial nas condicGes brasileiras em tanques-rede
(Schulter e Vieira Filho, 2017). Foi utilizada elevada densidade de peixes na presente
pesquisa, equivalente a 200 peixes/m®, para simular condicdes de criacdo comercial de
tilapias.

A exigéncia para tilapias foi de 13,46 g kg™ de isoleucina por meio da regresséo
Broken-Line, com base na resposta do ganho de peso. Esse valor € superior ao
determinado anteriormente por Santiago e Lovell (1988) para alevinos de tilapia do Nilo
(8,70 g kg™), que também usaram 28 % de proteina em dietas purificadas, para
assegurar a maxima utilizacdo dos aminoacidos limitantes. Esse maior valor na
exigéncia de isoleucina é devido as mudancas no manejo empregado, genética dos
peixes e a técnica empregada na formulacdo das dietas, usando o conceito da nutricdo
de preciséo.

Tal valor aproximou-se dos obtidos por outros autores como Ahmed e Khan
(2006) para juvenis de Cirrhinus mrigala (12,6 g kg™*), Zhao et al. (2012) para juvenis
de Cyprinus carpio (12,9 g kg™), Zehra e Khan (2013) para juvenis de Catla catla (11,3
g kg), sendo inferior ao descrito por Khan e Abidi (2007) para juvenis de Labeo rohita
(15,2 a 15,9 g kg™), Shang et al. (2009) para juvenis de cenopharyngodon idellus (14,6
g kg™), e préximo ao valor descrito por Ren et al. (2017) para juvenis de Megalobrama
amblycephala (13,8 g kg™).

No presente trabalho, o melhor peso final e ganho de peso foi obtido pelos
peixes que consumiram dieta com 13,46 g kg™ de isoleucina, proporcionando uma

relacdo leucina:isoleucina de ~1,30, sugerindo ser a melhor relacdo para evitar



45

antagonismo entre esses aminoacidos. Essa relacdo entre leucina:isoleucina é superior a
obtida com alevinos de tilapia do Nilo por Santiago e Lovell (1988), de 1,09. Sendo
assim, dietas deficientes em um determinado aminoacido ocasiona reducao da ingestdo
alimentar, como € o caso da isoleucina, causando desaminacdo de outros aminoacidos
no figado, menor peso final e ganho de peso e dificulta a realizacdo da sintese proteica
(Wu, 2013; Yaghoubi et al., 2017).

A isoleucina é um aminodacido limitante e participa na sintese proteica, producgéo
de energia e pode ocorrer antagonismo com 0s aminoacidos de cadeia ramificada, a
isoleucina, leucina e valina (NRC, 2011; Wu, 2013), que juntamente com o0s demais
aminoacidos, sdo responsaveis pelo desenvolvimento do tecido muscular dos peixes
(Khan e Abidi, 2007). Em caso de antagonismo, ocorre menor desenvolvimento do
tecido muscular, atribuido ao efeito antagonista com a leucina, limitando o uso da
isoleucina e valina (Feng et al., 2017).

Os aminodcidos de cadeia ramificada devem estar em equilibrio para evitar
antagonismo, que pode comprometer o transporte pelas células e disfuncdo de
moléculas de sinalizacdo (NRC, 2011; Wu, 2009). O antagonismo ocorre entre
aminoacidos relacionados quimicamente ou estruturalmente, como € o caso da leucina-
isoleucina-valina, sendo corrigido pela adicdo de um aminoacido semelhante
qguimicamente ou estruturalmente (Wu, 2013), evitando o efeito negativo causado pelo
desbalanceamento de aminoacidos e que prejudica o desempenho dos peixes.

No presente estudo, 0 maior consumo e conversao alimentar em peixes que
receberam a dieta contendo 13,8 g kg™ de isoleucina provavelmente ocorreu em funco
do melhor balanceamento de aminodcidos na dieta. N&o foi observado efeito da
utilizacdo de dietas com niveis crescentes de isoleucina sobre o indice hepatossomatico
dos peixes. Por outro lado, diferiu dos resultados de Zerha e Khan (2013) e Zhao et al.
(2012), que encontraram diferencas para os niveis de 0,5 e 9,5 g kg™ de isoleucina em
Catla catla e Cyprinus carpio, respectivamente alimentados com diferentes niveis de
isoleucina, essa diferenga pode ser atribuida ao acimulo excessivo de gordura no figado
(Zerha e Khan, 2013).

O fornecimento de dietas balanceadas em amino&cidos € indispensavel para a
salde dos peixes, como para a regulacdo das suas funcdes fisiologicas, garantindo a
digestdo e absorcdo das dietas fornecidas, que influenciam no desempenho dos mesmos
e menor excre¢do de produtos nitrogenados, sendo assim melhor aproveitamento das

dietas (Oliva-Teles, 2012). Peixes alimentados com dietas deficientes em aminoacidos
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apresentaram disfuncdes fisiologicas e metabolicas, e refletiu na piora do desempenho
(Yaghoubi et al., 2017).

Os niveis de isoleucina dietética influenciaram a retencdo de proteina, sendo
mais elevada em peixes alimentados com 13,8 g kg* de isoleucina em relagdo aos
demais tratamentos, indicando melhor balanceamento quantitativo e ou proporgéo de
aminoacidos na dieta. A piora na retencdo de proteina, em peixe alimentado com
deficiéncia ou excesso de isoleucina também foi observada em blunt snout bream,
Megalobrama amblycephala (Ren et al., 2017).

A composicdo corporal dos peixes ndo foi influenciada pelos niveis de
isoleucina nas dietas. No entanto, Ahmed e Khan (2006), Khan e Abidi (2007) e Ren et
al. (2017) verificaram diferencas sobre a composicéo corporal em juvenis de Cirrhinus
mrigala, Labeo rohita e Megalobrama amblycephala, respectivamente, alimentados
com isoleucina dietética. As dietas foram elaboradas para atender as exigéncias
nutricionais de energia e nutrientes, mantendo a relacdo energia:proteina e o
balanceamento dos aminoacidos (com exce¢do da isoleucina). No entanto, mesmo em
dietas com excesso de isoleucina, ndo foi observada maior deposicdo de gordura
corporal. Fendmeno esperado em funcdo da desaminacdo dos aminoéacidos para a
sintese de lipidios (Ren et al., 2017). As dietas formuladas foram adequadas para
encontrar a exigéncia de aminoacidos, por isso 0s niveis de isoleucina ndo apresentaram
diferenca na composicéo corporal.

Né&o foi encontrado diferenca em relacdo a composi¢do corporal de aminoacidos
essenciais e ndo essenciais e da proteina, uma vez que ocorre pequena variagao
quantitativa na composicdo corporal de aminoacidos dos peixes, independentemente da
espécie ou idade dos mesmos (NRC, 2011). Neste estudo, dietas com niveis crescentes
de isoleucina na dieta afetaram significativamente a retencdo corporal de aminoécidos
essenciais e nao essenciais, com excec¢ao da treonina, alanina e serina. O mesmo foi
observado em tilapias alimentadas com niveis crescentes de lisina dietética (Michelato
etal., 2016a).

Avaliando a inclusdo de niveis crescente de treonina na alimentacdo de tilapias,
Michelato et al. (2016b) também encontraram efeito sobre a retencdo corporal de
arginina, histidina, treonina, valina, serina e tirosina. 1sso é ocasionado pela deficiéncia
ou excesso de aminodcidos, que causa alteracdo nos processos de transaminagdo ou

deaminacdo, tendo um gasto energético maior e assim prejudica a utilizacdo e retencdo
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dos aminoacidos (NRC, 2011). No entanto, ainda faltam estudos a respeito do efeito da
isoleucina dietética sobre a retengdo corporal de aminoacidos.

Os peixes responderam as dietas com niveis crescentes de isoleucina em relacao
a expressao dos MRNA da miogenina. Entre os fatores de regulacdo miogénica (MRF),
a MyoD se caracteriza pela proliferacdo das células satélites, ligada ao fenémeno de
hiperplasia, formacdo de novas fibras musculares (Rescan, 2001; Watabe, 2001),
enguanto a miogenina é responsavel por determinar a diferenciacédo das células satélites,
ou seja, coordena o aumento das fibras musculares, processo chamado de hipertrofia
(Watabe, 2001).

A expressdo da MyoD néo variou entre os tratamentos. A hiperplasia ocorre
predominantemente nos estagios poés-embrionario, em alevinos e juvenis de tilapia
(Aguiar et al., 2008), mas pode ocorrer ao longo de toda a vida (Johnston, 2006; Leitdo
etal., 2011; Valente et al., 2013), sendo modulada pela MyoD. Assim, como a avaliagcdo
da expresséo de genes foi realizada em peixes com peso corporal de 38,6 a 49,0 g, era
esperado menor efeito dos niveis de isoleucina dietética sobre a expressdo da MyoD,
uma vez que o crescimento dos peixes ocorria predominantemente por hiperplasia.
Enquanto a expressdo da MyoG foi modificada pelos niveis crescentes de isoleucina,
ocasionando o maior ganho de peso dos peixes, representado pelo processo de
hipertrofia, que € mediado pela MyoG.

Diversos fatores influenciam os MRFs, mas destaca-se a nutricdo (Alami-
Durante et al., 2010; Johnston, 2006; Leitdo et al., 2011; Mcqueen et al., 2007),
podendo modificar a taxa de miogénese, a via de expressdo dos genes, sintese e
degradacdo de proteina e a regulacdo da via de sinalizacdo da proliferacdo e
diferenciacdo das células progenitoras miogénicas (Johnston, 2006). A determinacdo da
exigéncia de aminoacidos é importante para modular a expressao dos genes envolvidos
no crescimento muscular (Valente et al., 2013).

A isoleucina tém papel importante nos mecanismos de crescimento muscular
(Rescan, 2001), porém ndo existem pesquisas relacionando a expressdo dos genes
MyoD e miogenina em peixes alimentados com diferentes niveis desse aminoacido. Em
trabalhos realizados com histidina dietética para tilapias, Michelato et al. (2017)
observaram aumento significativo na expressdo da MyoD e miogenina. Similarmente,
Alami-Durante et al. (2010) ao utilizarem diferentes fontes proteicas na alimentacdo de
truta arco-iris, observaram que a expressdo da MyoD diferiu na musculatura branca,

enguanto a miogenina nao diferiu.
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As dietas com niveis crescentes de isoleucina dietética influenciaram a
expressdéo do mRNa da mTOR (alvo de rapamicina). A mTOR desempenha papel
importante em regular a via de sinalizacdo da sintese proteica, responsaveis em
controlar a massa muscular, translacdo do mRNA, regula o crescimento celular e
proliferagdo e o metabolismo celular, por meio dos ingredientes e nutrientes presentes
na dieta, principalmente a proteina e seus constituintes, os aminoacidos (Valente et al.,
2013; Zhao et al., 2012; Zhou et al., 2016).

A isoleucina mostrou efeito em regular as moléculas da via de sinalizacdo da
mTOR (Feng et al., 2017; Ren et al., 2015), melhorando o crescimento muscular e o
desenvolvimento dos peixes (Zhao et al., 2012), podendo ser influenciado por outros
fatores como a glutamina e a insulina, que sdo sintetizados pela isoleucina e tem efeito
sobre a via da mTOR (Wu, 2009). E visto que a isoleucina, leucina e valina, 0s
amino&cidos de cadeia ramificada, tambem tém influéncia sobre a expressdo do gene
mTOR, em que a leucina é encontrada em maximizar a taxa de sintese da proteina
muscular (Kawanago et al., 2015; Moro et al., 2016), mais estudos sdo necessarios em
enfatizar o efeito da isoleucina sobre a via da mTOR.

A expressdo dos genes MyoD, miogenina e mTOR sdo importantes para estudos
com nutricdo de organismos aquéaticos relacionados ao crescimento muscular dos
peixes. A continua determinacdo das exigéncias de aminoacidos é necessaria para
atualizar as tabelas de nutricdo, considerando que a atual criacdo de tilapias tem como
base a aplicacdo do conceito de nutricdo de precisdo. Considerando que a isoleucina é
um aminoacido potencialmente limitante em dietas para tilapias do Nilo, sua exigéncia
foi superior ao estimado anteriormente para a tilapia do Nilo, sendo mais condizente
com os atuais valores aplicados em dietas comerciais. 1sso se deve também aos avancos
no melhoramento genético, melhoras no sistema de criagdo e a formulacdo de dietas
praticas, onde a tilapia se tornou mais exigente para atingir o rapido crescimento.

Concluiu-se que a exigéncia de isoleucina para 0 maximo ganho de peso de
juvenis de tilapia do Nilo foi determinado em 13,46 g kg™, que possibilita melhor

crescimento, retencdo de aminoacidos e maior expressao de genes.
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I11 — Efeito da interacdo dos aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) sobre o
desempenho e retencdo de aminoacidos de alevinos de tilapia do Nilo*

*De acordo com normas de publicacdo da Aquaculture, ISSN 0044-8486, Fator de impacto =
2,570

RESUMO:

Os efeitos de dietas contendo excedentes de isoleucina, leucina e valina de forma
isolada ou combinada foram estudados em um ensaio de crescimento com alevinos de
tildpia do Nilo com base no desempenho produtivo, composicdo corporal e retencédo de
aminoacidos. Os peixes (n = 320, peso inicial médio de 1,70 + 0,88 g) foram
distribuidos em cinco grupos. Uma dieta basal contendo 281,36 g kg™ de proteina bruta
e 4490,85 kcal kg™ de energia bruta foi elaborada (Controle), e mais quatro dietas com
excesso de isoleucina (+lle), leucina (+Leu), valina (+Val) e lle, Leu e Val (+BCAA)
foram elaboradas. Peixes alimentados com a dieta controle e +BCAA apresentaram
maior peso final e ganho de peso em comparacdo com os peixes alimentados com as
demais dietas. Peixes alimentados com as dietas +lle, +Leu, + Val e +BCAA
apresentaram reducdo na retencdo de proteina em compara¢do com o0s observados em
peixes alimentados com dieta controle. Apesar da semelhanca no ganho de peso em
peixes alimentados com a dieta controle e +BCAA, foi observado maior deposicdo de
gordura corporal nos peixes alimentados com a dieta +BCAA, indicando a oxidacao de
aminoéacidos para produzir energia ao invés da sintese de proteina. Nao foi observado
antagonismo entre 0s aminoacidos aromaticos, sendo que o excesso de isoleucina,
leucina e valina afetou negativamente apenas a retencdo do proprio aminoacido
suplementado em excesso. Foi observada menor excrecdo de nitrogénio em peixes que
consumiram a dieta controle em relagdo aos peixes que consumiram as demais dietas.
Concluiu-se que ndo ocorre antagonismo entre os aminoacidos aromaticos em dietas
para alevinos de tildpia do Nilo alimentados e que e importante considerar o
balanceamento de aminoécidos aromaéticos para otimizar a utilizagdo de aminoacidos
dietéticos para sintese proteica e consequentemente melhorias no crescimento e
eficiéncia alimentar de peixes.

Palavras-chaves: expressao de genes, nutricdo, peixe, sintese proteica
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The effects of branched amino acids interactions on growth performance and

amino acids retention of Nile tilapia fingerlings

ABSTRACT:

The effects of diets containing excess of isolated or combined isoleucine, leucine and
valine were studied in growth assays with Nile tilapia fingerlings based on growth
performance, body composition and amino acids retention. Fish (n = 320, with an
average initial weight of 1.70 £ 0.88 g) were allotted to one of the five dietary groups. A
basal diet containing 281.36 g kg ™ of crude protein) and isoenergetic diets (4490.85
kcal. kg™ of gross energy) was elaborated (Control), and four more diets with excess of
isoleucine (+lle), leucine (+Leu), valine (+Val) and isoleucine, leucine and valine
(+BCAA) were elaborated. Fish fed control and +BCCA diets showed higher final
weight and weight gain compared to those fed with other diets. Fish fed +lle, +Leu,
+Val and +BCAA showed reduced protein retention compared to observed in fish fed
control diet. Despite of comparable weight gain of fish fed control and +BCAA diet,
higher body lipid was observed in fish fed +BCAA, indicating amino acids oxidation to
produce energy rather than protein synthesis. No antagonism was observed between the
aromatic amino acids, and the excess of isoleucine, leucine and valine adversely affect
the retention of excess amino acid supplemented itself. Fish fed with control diet
excreted less nitrogen than those who consumed the other diets. It was concluded that
there is no antagonism between aromatic amino acids in diets fed Nile tilapia fingerlings
and that it is important to consider the balancing of aromatic amino acids to optimize
the use of dietary amino acids for protein synthesis and consequently improvements in

fish feed growth and efficiency.

Key words: gene expression, nutrition, fish, protein synthesis
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Introducéo

A proteina € um nutriente importante em dietas para peixes e o0 balanceamento
dietético de aminoacidos influencia o crescimento e a saude dos mesmos. Entre o0s
aminodcidos, ap6s a lisina, metionina, treonina e histidina, destacaram-se 0s
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA), isoleucina, leucina e valina, que sao
metabolizados principalmente no musculo esquelético e compartilham as mesmas
enzimas nos processos de transaminacdo e descarboxilacdo oxidativa para gerar seus
respectivos cetoacidos (Cole, 2015), importantes para a realizacdo da sintese proteica
muscular (Wu, 2013).

O antagonismo entre BCAA pode ocorrer principalmente pelo excesso de
leucina, na qual seu cetoacido, o a-cetoisocaproato, regula o aumento da atividade da
desidrogenase de cadeia ramificada e diminui as concentragdes do a-ceto-f-
metilvalerato ¢ a-cetoisovalerato da isoleucina e valina, respectivamente, resultando em
maior catabolismo dos mesmos e menor sintese proteica (Shinnick e Harper, 1977,
Murakami et al., 2005), levando a mudancas em suas concentracdes plasmaticas e
tecidual (Zhen et al., 2015). Tal efeito, pode ser evitado com a suplementacdo de
isoleucina e valina, para manter o equilibrio na dieta.

A constatacdo do antagonismo foi verificada em ratos (Harper et al., 1954)
posteriormente foi demonstrado em frangos e suinos (Smith e Austic, 1978; Wiltafsky e
Roth, 2008). Em peixes existe evidéncias para poucas espécies (Hughes et al., 1984;
Robinson et al., 1984; Choo et al., 1991; Yamamoto et al., 2004; Ahmed e Khan, 2006)
e 0s quais os resultados sdo inconsistentes, necessitando mais estudos com outras
espeécies, como a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

A suplementacgéo de leucina ativa o gene alvo da rapamicina (mTOR) (Jiang et
al., 2015; Manifava et al., 2016) e a isoleucina melhora o crescimento dos peixes e a
capacidade digestiva e absortiva de nutrientes (Zhao et al., 2012), sendo que a valina
melhora as caracteristicas fisicas e o sabor da carne e possui atividade antioxidante (Luo
et al., 2017), responsaveis também, pela sintese proteica e crescimento muscular (Wu,
2013; Vélez et al., 2017).

A tilapia do Nilo é umas das espécies mais estudadas globalmente. Pois
apresenta boa adaptacdo climética, rusticidade, répido crescimento, boa conversdo
alimentar, precocidade reprodutiva, boa obtencéo de larvas e tolerancia a doencas (El-

Sayed, 1998; Gupta e Acosta, 2004). No entanto, ainda faltam estudos sobre o
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antagonismo entre BCAA para essa espécie, para possibilitar a formulacdo de dietas
balanceadas em amino&cidos. O presente estudo foi elaborado com o objetivo de avaliar
dietas com diferentes niveis de BCAA para avaliar interrelagdes e/ou antagonismos
sobre o0 desempenho produtivo, composicdo corporal e perfil dos aminoacidos, retencédo

de aminoacidos e morfometria intestinal em alevinos de tilapias do Nilo.
Material e métodos

Local de realizacdo e instalagdes experimentais

A presente pesquisa foi aprovada no Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (ProtOcolo 6350/2017).

O experimento foi realizado na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG),
PR, Brasil no periodo de outubro a novembro de 2016, durante oito semanas. Foram
utilizados 320 tilapias do Nilo, da variedade SUPREME (Aquabel, Roléndia, PR,
Brasil), com peso corporal inicial médio de 1,70 + 0,88 g, masculinizados durante a fase
larval. Os peixes foram distribuidos em 20 aquarios com volume unitério de 70 L (35,5
x 57,0 x 35,0 cm de altura, comprimento e largura, respectivamente), em delineamento
inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e quatro repeticdes.

Os aquarios foram mantidos em sistema de recirculacdo com biofiltro, filtro UV
e dois aquarios de decantacdo de 150 L cada. Em cada aquario foi mantida aeragdo por
meio de pedra porosa e mangueira acoplada a um soprador de 0,5 CV, de forma a
manter o teor de oxigénio entre 6,0 a 6,5 mg/L. A temperatura foi controlada por meio
de aquecedor acoplado a um termostato, para manter a temperatura em 27 + 1 °C.
Semanalmente, foram monitorados os parametros de oxigénio dissolvido (5,8) e
temperatura 28,2 °C por meio de oximetro digital portatil, pH (6,1) por meio de pH-
metro de bancada digital e amonia total 0,08 mg/L, nitrito 0,05 mg/L e nitrato 0,4 mg/L
por meio de colorimetro. A retirada das fezes foi realizada por meio de sifonagem,

realizada a cada trés dias.

Dietas e manejo alimentar

Foi elaborada uma dieta basal (Controle), com 281,36 g kg™ de proteina bruta e
4490,85 kcal kg™ energia bruta, atendendo as exigéncias de aminoacidos para tilapias
(NRC, 2011). A partir da dieta basal foram elaboradas trés dietas: (+lle), com elevado
nivel de isoleucina; (+Leu), com elevado nivel de leucina e (+Val), com elevado nivel

de valina. As dietas +lle, +Leu e +Val foram suplementadas com isoleucina, leucina e
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valina de forma a conterem o dobro dos respectivos valores contidos na dieta controle
(Tabela 1).

Os valores de energia bruta e fosforo total das dietas foram estimados por meio
de valores descritos por Furuya et al. (2001), Pezzato et al. (2002) e Guimardes et al.
(2008a, b), em estudos realizados com tilapia do Nilo. Os valores de aminoacidos
essenciais e ndo essenciais das dietas foram confirmados por meio de analises
laboratoriais (Tabela 2).

As dietas foram moidas em moinho martelo em peneira com furos de 0,5 mm de
didmetro, granuladas em moinho de carne com adicdo de 30% de agua (55 °C) e secas
em estufa de ventilagdo forcada a 55 °C durante 24 horas. Apos, foram desintegradas em
moinho bola, selecionando-se os granulos com diametro > 0,5 e¢ < 0,8 mm para peixes
até 3 g de peso corporal, didmetro > 0,8 e < 1,0 mm para peixes de 3,1 a 10 g de peso
corporal e granulos com diametro > 1,0 e < 2,0 mm para peixes de 10,1 a 40,0 g de peso
corporal. Para tal, seis peixes de cada caixa foram pesados semanalmente para corregdo

do tamanho dos granulos a serem fornecidos.
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Tabela 1: Formulagdo e composicdo quimica das dietas experimentais (g kg™ dieta)
para tilapias do Nilo.

Dietas (g kg ™)

Ingrediente Controle +lle +Leu +Val +BCAA
Quirera de arroz' 643,42 643,42 643,42 643,42 643,42
Farinha de peixe' 210,00 210,00 210,00 210,00 210,00
Oleo de peixe 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
a-celulose 26,00 20,00 20,00 20,00 20,00
L -acido aspartico 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
DL-metionina 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
L-lisina 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
L-treonina 490 490 490 490 4,90
L-triptopano 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90
L-histidina 4,90 4,90 4,90 4,90 4,90
L-&cido glutdmico 50,00 43,48 42,80 44,10 18,38
L-isoleucina 5,48 18,00 5,48 5,48 18,00
L-leucina - - 13,20 - 13,20
L-valina 3,00 3,00 3,00 14,90 14,90
Premix * 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Antioxidante® 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antifangico® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Carboximetilcelulose 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Bicarbonato de sédio 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Composicao quimica analisada (g kg™ dry matter)

Matéria seca 949,5 943,8 945,1 945,3 946,8
Energia bruta, kcal/kg 4490,85 4501,95 4531,59 4556,99 4490,52
Proteina bruta 281,36 280,25 281,59 281,25 282,39
Lipidio bruto 57,44 57,22 56,13 55,95 54,03
Fibra bruta 31,06 30,50 30,28 30,73 29,95
Cinzas 70,13 68,25 68,21 69,06 68,18
Calcio 12,75 12,68 12,63 12,63 12,60
Fosforo total’ 8,12 8,11 8,07 8,01 8,01

'De acordo com Guimaraes et al. (2008a), como g kg™ da matéria seca: milho (16,9 MJ kg energia bruta;
72,1 de proteina bruta; 42,4 de lipidios totais; 20,0 de fibra bruta; 12,0 de cinzas), arroz (15,5 MJ kg™
de energia bruta; 82,1 de proteina bruta; 82,6 de lipidios totais; 7,50 de fibra bruta; 7,80 de cinzas),

% De acordo com Guimaraes et al. (2008b), como g kg™ da matéria seca: farinha de soja (19,3 MJ kg™
energia bruta; 512,1 proteina bruta; 14,8 lipidios totais; 71,2 fibra bruta; 74,4 cinza), Subprodutos da
avicultura (20,4 MJ kg™ energia bruta; 627,9 proteina bruta; 171,8 lipidios totais; 183,2 cinza) e farinha
do gliten de milho (20,6 MJ kg™ energia bruta; 700,7 proteina bruta; 94,8 lipidio bruto; 8,3 fibra bruta;
17,0 cinza),

*Mistura vitaminica e mineral: composicao por kg: vit, A - 1,200,000 IU, vit, D3 - 200,000 U, vit, E -
12,000 mg, vit, K3 - 2,400 mg, vit, B; - 4,800 mg, vit, B, - 4,800 mg, vit, Bg - 4,000 mg, vit, By, - 4,800
mg, acido fdlico - 1,200 mg, Pantotenato de calcio- 12,000 mg, vit, C - 48,000 mg, biotina - 48 mg,
colina — 65,000 mg, niacina - 24,000 mg, Fe - 10,000 mg, Cu - 600 mg, Mg - 4,000 mg, Zn - 6,000 mg,
I-20mg, Co-2mge Se-20mg,

*Vitamina C: Rovimix Stay-C 35 (DSM, S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil),

*Banox®: Alltech Agroindustrial Ltda, Sdo Paulo Brasil,

®Mold Zap Aquatica® Composicdo: dipropionato de amoénio, 4cido acético, &cido sérbico e &cido
benzoico (Alltech Agroindustrial Ltda, Brasil),

"De acordo com Furuya et al. (2001b), Pezzato et al. (2002) e Guimaraes et al. (2008ab),
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Tabela 2: Composicéo de aminoécido das dietas experimentais (g kg™ dry dieta) para
tildpias do Nilo.

Dietas (g kg™)

Aminoacido Controle +1le +Leu +Val +BCAA

Aminoacidos essenciais

Arginina 11,32 11,37 11,47 11,83 12,52
Histidina 8,58 8,32 8,34 8,31 8,93
Lisina 16,09 16,52 16,83 16,61 16,72
Metionina 7,24 7,25 7,67 7,92 7,57
Fenilalanina 6,93 6,45 6,32 6,86 6,66
Treonina 11,35 11,30 11,30 11,69 11,38
Triptopano 2,98 2,98 2,95 3,16 3,04
Isoleucina 15,56 31,04 15,54 15,52 31,07
Leucina 15,22 15,24 29,31 15,26 29,38
Valina 13,66 13,60 13,64 26,91 26,98

Aminoacidos ndo essenciais

Alanina 14,10 13,00 12,44 12,76 12,55
Acido aspartico 22,40 28,41 27,36 28,87 29,10
Cisteina 1,62 1,68 2,55 1,77 1,82
Acido glutamico 21,82 23,12 22,63 23,56 23,35
Glicina 16,02 17,29 17,30 18,83 17,14
Serina 7,05 7,33 7,21 7,61 7,71
Tirosina 5,17 5,20 4,90 5,90 6,12

Apds secagem, as dietas foram armazenadas em refrigerador (5 °C). Os peixes
foram alimentados seis veze ao dia, em intervalos de trés horas, das 8h as 18h, O
arragcoamento foi manual e o fornecimento foi com base em 4% do peso vivo. Ao inicio
do experimento, todos os peixes de cada aquério foram pesados em lotes em balanca de

preciséo (0,01 g),
Coleta de amostra e analise laboratorial

No inicio do experimento, 120 peixes permaneceram em jejum de 24 horas e
foram coletados para determinacdo da composicdo corporal inicial. Ao final do
experimento, de cada aquario e apos jejum de 24 horas, todos os peixes foram pesados

em balanca digital de preciséo (0,01g), sendo que oito peixes por unidade experimental
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foram coletados para composigédo corporal. Os peixes foram eutanasiados por meio de
superdosagem de benzocaina (100 mg/L).

As amostras para a composicdo corporal foram moidas em multiprocessador de
alimentos, até obter uma amostra homogénea. Posteriormente, foram secas em estufa de
ventilagdo forgada a 55 °C por 48 horas e moidas em moinho bola. As anélises de
umidade foram determinadas pela secagem em estufa a 105 °C durante 24 h; o extrato
etéreo foi determinado pelo extrator Soxhlet com éter como solvente; a cinza foi
determinada em mufla a 550 °C por 24 horas, a composi¢do corporal dos peixes e da
dieta foram realizadas no Laboratério de Aquicultura da UEPG, seguindo-se
metodologia citada por AOAC (1995), As analises de proteina bruta e aminoacidos das
racdes e dos peixes foram realizadas pelo Laboratério da Ajinomoto do Brasil, Industria
e Comércio de Alimentos, em Cromatdgrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC),

modelo Shimadzu.
Calculos

Os dados de desempenho produtivo foram calculados de acordo com as

equacdes a seguir:

e Ganho de peso (g): peso final (g) — peso inicial (g)

e Converséo alimentar: consumo de alimento (g) / ganho de peso (g)

e Retencdo de proteina (%): ganho em proteina (g) / proteina consumida
(g) x 100

e Gordura visceral (%): peso da gordura visceral (g) / peso corporal (g) x
100

e Indice hepatossomatico (%): peso do figado (g) /peso corporal (g) x 100

e Sobrevivéncia: nimero de peixes final / numero de peixes inicial x 100

e Excrecdo de nitrogénio (g/kg de ganho de peso): conversdo alimentar x
nitrogénio da dieta (%) —[(conversdo alimentar x nitrogénio da dieta (%))

x eficiéncia de retencdo do nitrogénio da dieta (%)]
Anélise estatistica

Os valores observados de cada variavel resposta foram submetidos a anélise de

variancia (ANOVA). Em caso de diferencas, foram comparados por meio do teste de
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Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.1).
Resultados

Desempenho produtivo

Foi observado maior peso final (P < 0.001) e ganho de peso (P < 0,001) (Figura
1) em peixes que receberam a dieta controle e +BCAA em relacdo aos peixes que
receberam as demais dietas. Peixes que receberam a dieta controle e +BCAA
consumiram mais (P < 0,001) em relacdo aos peixes que consumiram a dieta +lle. Por
outro lado, ndo foi observada diferenca no consumo pelos peixes que receberam as
dietas controle, +Leu, +Val e +BCAA. A pior conversdo alimentar (P < 0,001) foi
observada em peixes que consumiram a dieta +Leu em relacdo aos peixes que
consumiram as demais dietas. Por outro lado, ndo foram observadas diferengas entre a
conversdo alimentar para os peixes que consumiram as demais dietas. As menores
retencdes de proteina (P < 0,001) foram observadas em peixes que consumiram as
dietas +Leu e +BCAA (Figura 2). Foi observada maior deposicdo de gordura visceral (P
< 0,001) em peixes que consumiram as dietas +lle e +BCAA em relagdo ao observado
nos peixes que consumiram as demais dietas. Por outro lado, ndo foi observada
diferenca na deposicdo de gordura visceral em peixes que consumiram as dietas
controle e +Val. Nao foi observado efeito dos tratamentos (P > 0,05) sobre o peso

inicial, indice hepatossomatico e sobrevivéncia (Tabela 3).
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Dietas

Variaveis Controle +lle +Leu +Val +BCAA P
Peso corporal inicial (g) 1,76 £ 0,01 1,81 +0,01 1,77 £ 0,01 1,82 £ 0,02 1,82 £ 0,02 0,642
Peso corporal final (g) 18,06 +0,01*  1590+0,12°° 1514+0,16° 16,47 +0,09° 18,02 + 0,05 <0.001
Ganho de peso (g) 16,28 +0,02*  14,08+0,12°° 13,38+0,17°  14,65+0,09° 16,21 + 0,05 <0.001
Consumo alimentar (g) 22,87 +0,04° 20,14+0,22° 2137+031* 2141+0,26® 2342+0,18 <0,001
Conversao alimentar 1,40 £ 0,00 1,43 £0,00° 1,60 % 0,01 1,46 +0,01° 1,44 +0,01° <0,001
Retencdo de proteina (%) 31,74+0,03* 2950 +0,04° 26,26+0,18° 28,68+0,21°  27,25+0,13° <0,001
indice hepatossomatico (%) 2,96 + 0,11 3,93+0,13 3,05+ 0,112 3,51+0,16 4,10 0,05 0,786
Gordura visceral (%) 2,34 +0,01° 3,80+0,02*  3,31+0,09° 2,68+0,03  3,67+0,08" <0,001
Sobrevivéncia (%) 9382+1,347 90,73+0,83  90,73+0,83  89,11+0,72  89,11+0,72 0,800

Valores expressos como médias (+ EPM) de quatro repeticdes (n = 4) e valores letras diferentes na mesma linha indicam diferencas

significativas

teste

de

Tukey’s

0,05).
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Figura 1: Ganho de peso em alevinos de tilapias do Nilo alimentadas com as dietas
experimentais.

Controle = dieta atendendo as exigéncias de aminoacidos sulfurados, (+)lle = dieta com excesso de
leucina, (+)Leu, dieta com excesso de leucina, (+)Val, dieta com excesso de vaina e (+)BCAA, dieta com
excesso de isoleucina, leucina e valina.

Valores sdo médias (+ EPM) de quatro repeticGes e valores com letras diferentes indicam diferengas

significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2: Retencdo de proteina em alevinos tilapias do Nilo alimentadas com as dietas
experimentais.

Controle = dieta atendendo as exigéncias de aminoacidos sulfurados, (+)lle = dieta com excesso de
leucina, (+)Leu, dieta com excesso de leucina, (+)Val, dieta com excesso de vaina e (+)BCAA, dieta com
excesso de isoleucina, leucina e valina.

Valores sdo médias (+ EPM) de quatro repeticGes e valores com letras diferentes indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05)
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Composicao corporal

Né&o foi observado efeito (P > 0,05) dos tratamentos sobre a umidade, proteina
bruta e cinzas corporal. Por outro lado, peixes que consumiram a dieta +BCAA
apresentaram maior conteudo de gordura corporal (P = 0,049) em relagédo aos peixes da
dieta controle. Por outro lado, ndo foram observadas diferengas no teor de gordura
corporal em peixes que receberam as dietas +lle, +Leu e +Val (Tabela 4). A
composicao corporal de aminoécidos ndo foi influenciada (P > 0,05) pelos tratamentos

avaliados (Tabela 5).
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Tabela 4: Composicdo aproximada corporal (g 100 g*) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas com diferentes perfis de

aminoacidos aromaticos .

Dietas experimentais (g 100 g )

Item Controle +lle +Leu +Val +BCAA P
Umidade 72,37 +0,03 72,05 + 0,07 72,10 + 0,04 72,24+ 0,05 71,65 + 0,16 0,167
Protefna bruta 12,34 +0,11 12,16 +0,21 11,81 +0,14 11,64 + 0,07 13,02 +0,44 0,413
Lipidios totais 7,63 +0,02° 7,81 +0,04% 7,78 +0,02*  7,74+0,02%® 8,01 +0,06° 0,049
Cinzas 3,69 +0,02 3,70 £0,02 3,74 + 0,02 3,55 + 0,04 3,77 + 0,03 0,147

Valores médios da composicéo corporal inicial (g 100 g °): 81,54 de umidade, 6,70 de proteina bruta, 1,18 de lipidios totais e 1,481 de cinzas,

Valores expressos como médias (+ EPM) de quatro repeticdes (n = 4) e valores com letras diferentes na mesma linha indicam diferencas

significativas pelo teste de Tukey’s (P > 0,05).
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Retenc¢éo corporal dos aminoacidos

Na Tabela 6, sdo apresentados os valores médios da retencdo corporal de
aminoacidos em peixes alimentados com dietas contendo diferentes perfis de
aminoacidos aromaticos. Ndo foram observadas diferenca (P > 0,05) sobre a retencéo
corporal de arginina, histidina, metionina, fenilalanina, alanina, cisteina, &cido
glutdmico, glicina, serina e tirosina. Foi observada maior retencdo (P < 0,001) de
isoleucina (P < 0,001), leucina, triptofano, valina e acido aspartico em peixes que
receberam a dieta controle em relacdo aos que receberam a dieta +BCAA. No entanto,
peixes que receberam dieta +1le apresentaram menor retencé@o corporal de isoleucina (P
< 0,001), enquanto peixes que receberam a dieta +Leu, apresentaram menor retencéo de
leucina (P < 0,001), sendo que 0s peixes que receberam a dieta +Val apresentaram
menor retencdo de valina (P<0,001), em relacdo aos peixes da dieta controle. Dietas
com niveis elevados de isoleucina, leucina e valina resultaram em menor utilizacdo do
referido aminoéacido, ndo reduzindo a utilizacdo dos demais aminoacidos aromaticos,
indicando ndo haver antagonismo entre os aminoacidos aromaticos. Da mesma forma, a
suplementacdo em excesso combinada dos aminodcidos aromaticos ndo resultou em

melhoria na utilizacdo dos mesmos (Figura 3).
Excregéo de nitrogénio

A maior excrecdo de nitrogénio (P < 0,001) foi observada em peixes
alimentados com a dieta +Leu, enquanto a menor excrecdo de nitrogénio foi obtida em
peixes que consumiram a dieta controle. No entanto, ndo foi observado diferencas na
excrecdo de nitrogénio em peixes alimentados com a dietas +lle, +Val e +BCAA
(Figura 4).
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Dietas experimentais (g 100 g )

Controle +lle +Leu +Val +BCAA P
Aminoacidos essenciais
Arginina 2,44 + 0,08 2,51+0,04 2,39 £ 0,03 2,31+0,01 2,36 £ 0,07 0,789
Histidina 0,74 £0,02 0,78 £0,01 0,80 + 0,03 0,72 +0,02 0,75+ 0,02 0,781
Isoleucina 1,54 £ 0,06 1,67 £0,02 1,65 +0,03 1,65+0,01 1,55+ 0,03 0,281
Leucina 2,56 + 0,05 2,78 £0,02 2,78 £ 0,05 2,73+0,02 2,63 +0,03 0,178
Lisina 2,40 £ 0,06 2,55+ 0,03 2,54 +£0,03 2,561 +0,04 2,37 £ 0,04 0,459
Metionina 0,85 + 0,02 0,82 £ 0,02 0,92 £0,03 0,85+0,01 0,83 +0,01 0,664
Fenilalanina 1,52 +0,02 1,67 +0,03 1,51+0,05 1,48 £ 0,02 1,55+ 0,05 0,477
Treonina 1,48 £ 0,03 1,66 + 0,02 1,65+ 0,02 1,64 + 0,02 1,58 + 0,03 0,058
Triptofano 0,36 £ 0,00 0,34 £ 0,00 0,35+ 0,00 0,32 £0,00 0,36 £ 0,00 0,335
Valina 1,81 +0,04 1,89+ 0,01 1,84 + 0,03 1,85+ 0,02 1,76 £ 0,02 0,638
Aminoacidos nao essenciais
Alanina 2,34 £ 0,05 2,55+0,01 2,47 + 0,05 2,49 + 0,03 2,40 £ 0,02 0,282
Acido aspartico 2,99 + 0,05 3,40 £ 0,03 3,43 +£0,04 3,42 £0,04 3,32 £ 0,06 0,226
Cisteina 0,26 + 0,01 0,23+0,01 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 0,27 £ 0,00 0,756
Acido glutamico 4,73 +0,09 4,96 + 0,10 4,94 + 0,05 4,91 + 0,06 4,98+0,12 0,689
Glicina 3,26 £ 0,09 3,40 £ 0,02 3,30 £ 0,07 3,29 £ 0,02 3,34 £ 0,06 0,822
Serina 1,49 £0,05 1,59 £0,03 1,59 £ 0,01 1,53 £0,02 1,48 £ 0,05 0,768
Tirosina 1,28 +£0,03 1,19 £ 0,06 1,14 + 0,06 1,11+ 0,06 1,08 + 0,04 0,788
Valores foram expressos como médias (x EPM) de quatro repeticoes (n = 4).



Tabela 6: Retencéo corporal de aminoacidos (g 100 g %) de juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com diferentes perfis de aminoacidos
aromaticos

Item

Dietas experimentais (g 100 g ™)

Controle +lle +Leu +Val +BCAA P
Aminoacidos essenciais
Arginina 93,47 + 3,98 94,45 + 1,99 79,94 + 0,66 84,18 + 1,46 73,08 + 2,50 0,006
Histidina 58,80 * 2,33 62,60 + 0,53 57,46 + 1,84 52,04 + 1,89 46,45 + 1,44 0,071
Isoleucina 78,56 + 2,65° 35,94 +0,52° 67,22 +1,27° 69,41 + 1,35 26,74 + 0,56" <0,001
Leucina 36,98 + 1,24° 38,16 + 0,17° 26,27 +0,39° 37,71+ 0,64° 23,25 + 0,34 <0,001
Lisina 91,33 + 3,65 95,39 + 0,58° 85,18 + 0,86% 91,57 + 0,60° 73,33 + 1,50° 0,015
Metionina 80,11+ 1,90 75,08 + 2,62 71,95 + 2,86 69,95 + 1,74 60,60 + 0,91 0,105
Fenilalanina 95,20 + 2,86 103,88 + 2,16 82,15 + 3,08 88,70 + 2,38 79,04 + 2,87 0,066
Treonina 75,33 +1,94%® 84,35 + 0,99° 74,49 + 0,54% 81,17 + 0,52° 66,31+ 1,12 0,002
Triptofano 79,76 +123*  7430+1,07"  68,63+0,89% 62,64 + 1,75 64,80 + 1,28" 0,004
Valina 89,99 + 2,97 92,31 + 0,90° 80,14 + 1,34° 49,59 +1,32° 42,73 +0,54° <0,001
Aminoacidos ndo essenciais
Alanina 78,64 + 2,66 84,55 + 0,52 73,06 + 1,30 80,80 + 1,72 65,64 + 0,51 0,014
Acido aspértico 89,95 * 2,15° 80,41+ 0,74®  7557+0,75" 77,94 +0,56® 63,58 + 1,41° <0,001
Cisteina 67,96 + 1,71 56,92 + 2,31 58,89 + 3,85 64,61 + 3,11 56,22 + 0,60 0,547
Acido glutamico 83,69 + 2,89 86,19 + 1,97 76,67 + 0,81 83,27 + 0,44 72,10+ 1,83 0,137
Glicina 88,51 + 3,37 90,69 + 0,90 78,26 + 1,33 85,70 + 1,37 73,75+ 1,42 0,061
Serina 54,33 + 2,63 56,93 + 1,40 50,80 + 0,24 53,17 + 0,73 43,47 + 1,83 0,139
Tirosina 57,16 + 2,06 50,61 + 3,30 42,73 + 2,49 45,85+ 321 37,92 + 1,49 0,223

Valores médias sobrescritos na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey’s (P > 0,05), “Valores foram expressos como
médias (£ EPM) de quatro repeticoes (n = 4).
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Figura 3: Retengdo corporal de isoleucina (A), leucina (B) e valina (C) em alevinos
tildpias do Nilo alimentadas com as dietas experimentais.

Controle = dieta atendendo as exigéncias de aminoacidos sulfurados, (+)lle, dieta com excesso de leucina,
(+)Leu, dieta com excesso de leucina, (+)Val, dieta com excesso de vaina e (+)BCAA, dieta com excesso
de isoleucina, leucina e valina.

Valores sdo médias (+ EPM) de quatro repeticGes e valores com letras diferentes indicam diferengas
significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).



70

(2]
o
)

N
o
1

N
o
1

a
C | I Ib l
Controle (+)lle (+)Leu (+)Vval (+)BCAA
Dietas

o

Excrecdo de nitrogénio (g/kg GP)

Figura 4 Nitrogénio excretado por quilograma de ganho de peso em alevinos tilapias do

Nilo alimentadas com as dietas experimentais.

Controle = dieta atendendo as exigéncias de aminoacidos sulfurados, (+)lle, dieta com excesso de leucina,
(+)Leu, dieta com excesso de leucina, (+)Val, dieta com excesso de vaina e (+)BCAA, dieta com excesso
de isoleucina, leucina e valina.

Valores sdo médias (+ EPM) de quatro repeticdes e valores com letras diferentes indicam diferengas
significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Discussao

No presente estudo, peixes alimentados com a dieta suplementada com todos 0s
aminoacidos aromaticos (+BCAA) apresentaram peso final semelhante aos peixes da
dieta controle. Resultado semelhante foi observado por Kawanago et al. (2015), que
relataram maior peso final de yellowtail, Seriola quinqueradiata, alimentado com dieta
suplementada com aminoacidos aromaticos. No entanto, concordando com resultado
obtido no presente trabalho, os autores ndo encontraram antagonismos entre 0s
aminoacidos aromaticos.

O desbhalango dos aminoacidos prejudica 0 crescimento e a sintese proteica
muscular (Wu, 2009). Validando a hipotese, o crescimento reduzido e piora na
conversdo alimentar ocorrem em animais alimentados com dietas desbalanceadas em
aminoéacido devido ao gasto extra de energia direcionado para a desaminacgéo e excre¢do
dos aminoacidos (Ahmed e Khan, 2006). Assim, como observado no presente estudo, o
maior ganho de peso dos peixes que receberam a dieta com excesso de todos o0s
aminoacidos aromaticos resultou em piora na retencdo de proteina, maior deposicéo de

gordura corporal e piora na retencdo de alguns aminoacidos essenciais e nao essenciais.
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Assim, é possivel afirmar que os efeitos negativos do excesso de isoleucina,
leucina e valina ndo resultaram em antagonismo entre os aminoacidos, mas pelo excesso
destes aminoacidos, uma vez que a suplementacdo individual acima da exigéncia de
cada aminoéacido influenciou negativamente somente a retencdo do préprio aminoéacido,
ndo resultando em efeito negativo sobre a retencdo dos demais aminoacidos aromaticos.

Além disso, no presente estudo, o excesso de leucina foi mais pronunciado sobre
a reducdo no ganho de peso e na retencdo de proteina em relacdo aos peixes que
receberam as dietas com excesso de isoleucina e valina. Fato semelhante foi observado
em outras pesquisas com carpa da maior India, Cirrhinus mrigala (Ahmed e Khan,
2006) e linguado japonés, Paralichthys olivaceus (Han et al., 2014). Da mesma forma, o
excesso de leucina se sobressaiu em relacdo a isoleucina e valina, causando o
desbalanceamento na dieta (Feng et al., 2017; Yamamoto et al., 2004; Yaghoubi et al.,
2017), fato que pode ser aliviado pela suplementacéo dos trés BCAA para realizar o
potencial da leucina em aumentar o crescimento muscular (Wu, 2013). No entanto, no
presente estudo, apesar de ter restaurado o ganho de peso dos peixes, a multipla
suplementacdo de aminoacidos aromaticos ndo resultou em melhoria na eficiéncia de
utilizacdo da proteina, indicando que o0 excesso ndo contribuiu para a sintese proteica,
mas para a producéo de energia que foi depositada na forma de gordura corporal.

Os aminoacidos aromaticos sdo encontrados em elevadas propor¢6es no masculo
esquelético de tilapias (Michelato et al., 2016). Assim, atuam tanto como elemento
estrutural quanto como deposito de nitrogénio, mantendo sua homeostase (Cole, 2015) e
junto com os demais aminoacidos realizam o turnover de proteinas intracelulares que
determinam o balan¢o de proteina nos tecidos (Wu, 2013).

Na presente pesquisa, as dietas com niveis elevados de aminoacidos aromaticos
influenciaram negativamente a retencdo de proteina, em relagdo ao observado em peixes
alimentados com a dieta controle. Tal fendmeno ja foi descrito em peixes, prejudicando
a retencdo de proteina (Castillo e Gatlin 1lI, 2017) e o crescimento dos peixes
(YYamamoto et al., 2004).

N&o foi observada diferenca para o indice hepatossomatico, enquanto a gordura
visceral diferiu em alevinos de tilapias do Nilo alimentados com dietas com diferentes
perfis de +BCAA. O mesmo resultado foi observado no linguado japonés, Paralichthys
olivaceus alimentado com diferentes niveis de leucina e valina (Han et al., 2014).
Destaca-se que a gordura visceral ndo foi bom indicador do excesso de aminoécidos,

uma vez que foi detectada menor retengdo da proteina dietética e maior deposicao de
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gordura corporal em peixes que receberam a dieta +BCAA, sendo esperada maior
deposicédo de gordura visceral.

As dietas com diferentes perfis de aminoacidos aromaticos nao influenciaram a
sobrevivéncia dos peixes. O mesmo foi encontrado em outros trabalhos com
aminoacidos aromaticos, em que a sobrevivéncia ndo foi influenciada (Ahmed e Khan,
2006; Castillo e Gatlin 111, 2017). Foi observado maior consumo em peixes que
receberam a dieta +BCAA. Ao contrario do observado no presente estudo, em caso de
excessos de aminoacidos aromaticos, casos de intoxicacdo, antagonismos e
desequilibrios foram relatados, resultando em menor consumo, comprometendo a taxa
de crescimento e debilitando a imunidade dos peixes (Oliva-Teles, 2012; Wu, 2013).

No presente trabalho, com excecdo dos lipidios, a composi¢do corporal dos
peixes nao foi influenciada pelas dietas com diferentes perfis de aminoacidos
aromaticos. O mesmo foi observado em yellow tail alimentados com diferentes niveis
de aminoécidos arométicos, que ndo apresentaram diferenca significativa na
composicdo corporal. Foi descrito que o conteudo de gordura corporal aumentou em
peixes que consumiram dietas com excesso de aminoacidos aromaticos (Kawanago et
al., 2015), indicando menor utilizacdo dos aminoacidos para a sintese proteica e
utilizacdo dos esqueletos de carbono dos mesmos para a sintese de gordura corporal
(Wang et al., 2017).

A retencdo corporal de aminoacidos essenciais e ndo essenciais diferiu entre 0s
peixes que consumiram as dietas testadas no presente estudo. E visto que o excesso de
aminoacidos aromaticos influenciou negativamente a retencdo de aminoacidos,
refletindo na menor retencdo de proteina corporal e piora no crescimento (Xiao et al.,
2017). A menor retencdo de aminoacidos em peixes que receberam a dieta +BCAA
indicou que os efeitos negativos ndo ocorreram pelo antagonismo entre 0S mesmos, mas
pelo excesso de aminoacidos. Tal fato foi evidenciado quando mantendo a relacdo de
aminoacidos na dieta +BCAA, ndo ocorreu melhoria na retencéo da proteina, ou mesmo
dos préprios aminoacidos aromaticos. Assim, é importante o balanceamento de
aminoacidos para adequada utilizacdo dos mesmos na dieta ndo somente para melhoria
no desempenho produtivo, mas para maximizar a retencdo de nitrogénio e reduzir a
fragdo nitrogenada excretada pelos peixes. Com a intensificacdo na criacdo de tilapias,
torna-se importante dietas que contribuam para uma criacdo sustentavel,
particularmente pela menor reducdo de nitrogénio, um dos compostos mais poluentes

em excesso no meio aquatico. O excesso de nitrogénio, além da piora na qualidade da
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agua, pode contribuir para o desenvolvimento excessivo de organismos plancténicos
que contribuem para a ocorréncia de “off-flavor” no pescado, resultando em prejuizos
econbmicos. Assim, conclui-se que ndo ocorre antagonismo entre aminoacidos
aromaticos em dietas para alevinos de tilapias do Nilo contendo o dobro das exigéncias.
Além disso, o excesso de leucina mostrou efeito mais negativo sobre a retencdo dos
aminoacidos em relacdo ao excesso dos demais aminoécidos aromaticos. A utilizacao
de dietas balanceadas em aminoacidos € importante para reduzir a excre¢do de

nitrogénio e aumentar a sustentabilidade da criacao de tilapias.
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IV - CONSIDERACOES FINAIS

A formulacdo de dietas tem papel importante no balanceamento dos nutrientes,
necessarios para o desenvolvimento da tilapia do Nilo em sistema comercial de criacdo,
Destaque para 0s aminoacidos, que compdem a proteina de diversos ingredientes
alimentares, tanto de origem animal ou vegetal, sendo responsaveis pela sintese proteica
e 0 crescimento dos peixes, A isoleucina se apresenta como um aminoacido
potencialmente limitante em alguns ingredientes de origem vegetal, que deve ser
suplementado em sua forma cristalina.

No presente trabalho, a isoleucina influenciou o crescimento e a retengéo
corporal de amino&cidos de tilapias do Nilo. Além disso, influenciou a expressao dos
genes MyoD e miogenina, ligados aos processos de hipertrofia e hiperplasia das fibras
muscular e do crescimento dos peixes.

A isoleucina influéncia o sistema celular dos peixes, por atuarem, no turnover
proteico, no masculo esquelético, no mecanismo hormonal e no sistema imune, devendo
ser inclusa na dieta em toda a fase de desenvolvimento dos peixes.

Né&o foi observado mecanismo de antagonismo entre 0s aminoacidos aromaticos,
sendo observado somente interrelacBes entre os mesmos. Além disso, entre 0s
aminoacidos aromaticos, o excesso de leucina se mostrou mais negativo sobre a
retencdo da proteina.

O balanceamento de aminoacidos aromaticos influencia a utilizacdo da proteina
dietética, sendo que o adequado fornecimento é importante para maximizar a retencéo e
consequentemente reduzir a excre¢do de nitrogénio para 0 meio aquatico, contribuindo
para a criacdo de tilapia de com melhor resposta econdmica e de forma mais

sustentavel.



