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O sonho

Sonhe com aquilo que vocé quer ser,
porque vocé possut apenas uma vida
e nela so se tem uma chance

de fazer aquilo que quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanga suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tem as melhores cotsas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades
que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem

a importancia das pessoas que passaram por sua vida

Clarice Lispector
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Desempenho e resposta hematologica de tilapias do Nilo alimentadas com dietas contendo
niveis crescentes de triptofano

RESUMO

O triptofano € um aminodcido essencial exigido em pequenas quantidades, quando
comparados aos valores de metionina, lisina, treonina e arginina. No entanto, possui funcdes
importantes no organismo animal. O obejtivo deste trabalho foi avaliar o efeito do triptofano
em dietas para juvenis e alevinos de tilapia do Nilo, por meio do desempenho produtivo,
composicdo corporal, retencdo de aminoacidos, perfil hematoldgico e bioguimico e,
posteriormente avaliacdo do efeito do estimulo pelo calor sobre os parametros hematoldgicos
e bioquimicos (experimento 2). Os peixes foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeti¢cdes nos dois estudos. Para o
experimento 1 foram utilizadas 240 tilapias com peso médio de 38,20 + 0,09 g, distribuidas
em caixas de fibras de vidro com capacidade de 250 litros, sendo cada unidade composta por
12 peixes. Foram elaboradas cinco dietas com 243 g kg™ de proteina digestivel e 3142 de kcal
kg™ de energia digestivel com niveis crescentes de triptofano (2,11; 2,65; 3,19; 3,74 e 4,21 g
kg™). Para o experimento dois foram utilizados 600 alevinos de tilapia do Nilo com peso e
comprimento médios de 3,39+0,02 g e 5,07+£0,01 cm, respectivamente, distribuidos em 20
caixas de fibra de vidro com capacidade de 250 litros, sendo cada unidade composta por 30
peixes. Foram elaboradas cinco dietas com aproximadamente 271,3 g kg” de proteina
digestivel e 3181 de kcal kg™ de energia digestivel com niveis crescentes de triptofano (2,33;
2,69; 3,17; 3,50 e 3,87 g kg™). Apés 85 dias, foram realizadas as analises de desempenho
produtivo, hematoldgicas e bioquimicas. Posteriormente, 10 peixes de cada unidade
experimental foram transferidos para o laboratério onde permaneceram a uma temperatura de
35°C por sete dias. Ap6s uma semana foram efetuadas as mesmas analises hematoldgicas e
bioquimicas realizadas anteriormente ao desafio térmico. Os parametros hematoldgicos
avaliados foram a contagem total de eritrocitos (Eri), taxa de hemoglobina (Hb), percentual de
hematocrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HM),
contagem total de leucocitos (Leu), contagem total de trombocitos (Trom), percentual de
linfdcitos (Linf), neutrofilos (Neut) e mondcitos (Mono), proteinas plasmaticas totais (PPT),

glicose plasmatica (Glic) e cortisol (Cort). Para o experimento 1, pode-se concluir que o nivel



2,11 g kg™ de triptofano, correspondente a relacéo triptofano: lisina de 0,15:1, atende as
exigéncias dietéticas para a 0 desempenho e satde de alevinos de tilapia do Nilo. Contudo, a
melhor uniformidade foi obtida para os peixes que receberam as dietas contendo 2,65 a 4,28 ¢
kg * de triptofano. No experimento dois, pode-se concluir que o nivel 2,33 g kg * da dieta
correspondente a relacdo triptofano: lisina de 0,157: 1 foi o suficiente para atender as
exigéncias dietéticas de higidez da tilapia do Nilo. O estimulo pelo calor ndo alterou o estado
de salde dos peixes.

Palavras-chave: Aquicultura. Hematologia. Tilapia. Triptofano.



Performance and haematological response of tilapia fed diets with increasing levels of
tryptophan

ABSTRACT

Tryptophan is an essential amino acid required in small amounts compared to the amounts of
methionine, lysine, threonine and arginine. However, it has important functions in the animal
body. The aim of this study was to evaluate the effect of tryptophan in the diet of Nile tilapia
juvenile and, through the productive performance, body composition, amino acids retention,
biochemical and haematological profile and subsequently evaluate the effect of the heat
stimulus on the hematological and biochemical parameters (experiment 2). In both
experiments, fish were distributed in a completely randomized design with five treatments and
four replications. For the first experiment, were used 240 tilapias with an average weight of
38.20 = 0.09 g, distributed in glass fibers boxes with a capacity of 250 liters, each unit was
consisted of 12 fish. Four diets were prepared with approximately 243 g kg™ of digestible
protein and 3142 kcal kg-1 of digestible energy with increasing levels of tryptophan (2.11,
2.65, 3.19, 3.74 and 4.21 g kg™*). For the second experiment, were used 600 Nile tilapia with
average weight and length of 3.39 + 0.02 g and 5.07 £ 0.01 cm, respectively, distributed in 20
glass fiber boxes with a capacity of 250 liters, being each unit consisted by30 fish. Four diets
were prepared with approximately 271.3 g kg™of digestible protein and 3181 kcal kg™ of
digestible energy with increasing levels of tryptophan (2.11, 2.65, 3.19, 3.74 and 4, 21 g kg-
1). After 85 days, there were analyzed the productive performance, hematological and
biochemical parameters. Upon completion of these tests, for the third stage, 10 fish from each
treatment were transferred to the laboratory where they were kept at a temperature of 35°C
for seven days. After a week the same hematological and biochemical analyzes realized
before the thermal challenge were performed. Hematological parameters were evaluated for
erythrocyte count (Eri), hemoglobin (Hb), percentage of hematocrit (Ht), mean corpuscular
volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (HM), total leukocyte count (Leu), total
thrombocytes count (Trom), percentage of lymphocytes (Linf), neutrophils (Neut) and
monocytes (Mono), total plasma protein (TPP), plasma glucose (Gluc) and cortisol (Cort).
For experiment 1, the tryptophan level of 2.11 g kg™, corresponding to tryptophan: lysine

ratio of 0.15:1, meets the dietary requirements for the health and productive performance of



Nile tilapia. However, the best uniformity was obtained for fish fed with diets containing 2.65
to 428 g kgt of tryptophan. In experiment 2, the tryptophan level of 2.33 g kg,
corresponding to tryptophan: lysine ratio of 0.157:1 was enough to meet the dietary
requirements of the species healthiness. The heat stimulus did not changed the state of fish
health.

Keywords: Aquaculture. Hematology. Nutrition. Tryptophan.
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1 INTRODUCAO GERAL

A aquicultura € uma das atividades que mais cresce no mundo e no Brasil segue a mesma
tendéncia. Em 2010 a produgdo aquicola nacional foi de 479.399 toneladas, representando um
incremento de 15,3% em relacdo a producdo de 2009. Comparando a producdo atual com o
montante produzido em 2008 que foi de 363.366 t, fica evidente o crescimento do setor no pais,
com um aumento de 31,2% na producdo durante o triénio 2008 — 2010. A maior parcela da
producdo aquicola é oriunda da aquicultura continental, na qual se sobressai a piscicultura
continental que representou 82,3% da producéo total nacional (MPA, 2012).

Dentre as espécies mais cultivadas, a tilapia do Nilo merece destaque, pois é 0 peixe mais
cultivado no Brasil e no mundo fica atrés apenas das carpas (FAO, 2012), sendo que a producao
nacional foi de 155.450,8 toneladas em 2010 (MPA, 2012). Esse incremento produtivo é
resultante de uma série de fatores, dentre eles o rapido crescimento, rusticidade ao manejo e
devido as caracteristicas organolépticas de sua carne. Embora a tilapia seja a espécie com maior
pacote informativo no Brasil, o aumento da produtividade requer conhecimentos sobre suas
exigéncias nutricionais e sobre seu estado de higidez.

Um dos setores que leva ao melhor entendimento da salde animal é a avaliagdo
hematologica. No entanto, apesar da variedade de fatores que podem interferir nos valores
hematoldgicos dos animais, sdo escassas as informacg6es disponiveis na literatura, principalmente
relacionadas com fatores antinutricionais, sendo necessarios estudos inerentes ao tema, de forma a
esclarecer a influéncia que estes compostos exercem no perfil hematoldgico. O monitoramento do
estado de salde dos peixes € imprescindivel para 0 manejo sanitario da producéo, seja de grande
ou pequeno porte (Satake et al., 2009).

No campo da nutricdo, a proteina é considerada o nutriente mais caro na dieta dos peixes,
sendo essencial ao metabolismo dos animais, uma vez que 0s peixes ndo apresentam uma
exigéncia de proteina, mas sim de uma propor¢do adequada de aminoacidos essenciais e nao
essenciais que sdo utilizados para formagdo das proteinas musculares e corporais. Dentre 0s
aminoacidos, o triptofano é considerado um aminoacido essencial, sendo necessaria sua
suplementacdo na dieta. Trata-se de um aminoacido exigido em pequenas quantidades quando
comparado com a lisina, metionina e treonina. Suas fung¢fes sdo cruciais ao organismo, pois é
utilizado na sintese proteica e também como um precursor da serotonina, um importante
neuromediador associado ao humor, inibicdo a agresséo, resposta ao estresse, e a regulacdo do

apetite e do sono (Rossi & Tirapegui, 2004). Diante disso, muitos autores tem utilizado a



17

suplementacdo de tiptofano nas dietas para controlar a agressividade (Winberg et al., 2001,
Lepage et al., 2005; Hoglund et al., 2005), a diminui¢do do canibalismo e obtencédo de lotes mais
homogéneos (Hseu et al., 2003), reacdo ao estresse (Schjolden et al., 2006) e consequentemente,
promover étimo desempenho zootécnico aos animais.

Diante disso, durante a criacdo de peixes, se faz necessario o fornecimento de uma racao
adequada, tendo em vista o conhecimento da exigéncia por aminoécidos, para assim, se obter um

desempenho satisfatorio e uma producao viavel sem afetar o estado de higidez dos peixes.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o triptofano em dietas para alevinos e juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

1.2.2 Objetivos especificos

- Determinar a exigéncia de triptofano para alevinos e juvenis de tilapia do Nilo;

- Avaliar a composicdo centesimal e o desempenho produtivo;

- Determinar as respostas hematoldgicas e bioquimicas da tilapia do Nilo alimentada com dietas
contendo diferentes niveis de triptofano;

- Verificar o efeito dos niveis de triptofano sobre os pardmetros hematoldgicos e bioquimicos
antes e ap0s o estimulo pelo calor.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espécie estudada

As tilapias sdo originarias da Africa, constituem a ordem dos Perciformes, familia
Ciclidae, divididas em varias centenas de espécies (Lowe-Mcconnel, 1975). As pesquisas
realizadas para criacdo destas espécies iniciaram no Congo Belga (atual Zaire), no comego do
século XIX, sua criacdo foi intensificada no Quénia e sua expansdo para outras partes do mundo
ocorreu a partir da Malasia (Campo, 2008). Foi introduzida no Brasil em 1971, através do
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) nos agudes do Nordeste, espalhando—se

para todo o resto do Brasil (Proenca & Bittencourt, 1994; Castagnolli, 1996).
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A tildpia do Nilo é de grande importancia para piscicultura mundial e sua producéo cresce
acentuadamente. Sendo a segunda espécie mais cultivada no mundo, ficando somente atras das
carpas (FAO, 2012). E uma espécie tropical cuja temperatura ideal para o desenvolvimento varia
entre 25 e 30°C, tendo seu crescimento afetado abaixo de 15°C e ndo resistindo a temperaturas
proximas de 9°C (Ono & Kubitza, 2003; Cyrino & Conte, 2006). Na tilapicultura os machos
crescem cerca de 30% a mais que as fémeas, pois estas utilizam grande parte das suas reservas
energéticas no processo de vitelogénese (Marengoni et al., 2010), ndo se alimentando durante o
periodo de incubacdo dos ovos na boca (Beardmore et al., 2001).

E criada em diversos sistemas desde a criagio extensiva em tanques escavados que recebe
dejetos animais, em cultivos intensivos, “raceways” e tanques — rede (Boscolo et al., 2001). A
producdo da piscicultura atingiu cerca de 60% de crescimento apenas entre 2007 e 20009.
Isoladamente a producdo de tiladpias aumentou 105% em apenas sete anos (2003-2009), (MPA,
2010), sendo que em 2010, teve uma producéo de 155.450,8 toneladas (MPA, 2012). Isso porque
a tildpia destaca-se como uma das espécies mais importantes devido a sua alta taxa de
crescimento, adaptabilidade em diversas condicGes de criacdo, além de apresentar uma boa

aceitacdo pelo consumidor (Kubitza, 2000).

3 AMINOACIDOS PARA PEIXES

As proteinas sdo 0s principais constituintes organicos dos tecidos dos peixes,
representando de 65 a 75% do total em relacdo ao peso seco (Wilson, 2002). Sdo compostos
organicos formados por cadeias de aminoacidos que as vezes podem estar associados a minerais
como zinco, o cobre, ferro e enxofre. As propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas das proteinas
sdo determinadas pela sequéncia dos aminoacidos.

Os peixes consomem proteinas para obtencdo de aminoacidos. A proteina é digerida ou
hidrolisada e libera aminoéacidos livres, que sdo absorvidas pelo trato intestinal e distribuidos pelo
sangue para os Orgaos e tecidos. Estes aminoacidos séo utilizados pelos diversos tecidos para a
sintese de novas proteinas. A ingestao regular de proteina ou aminoacidos é necessaria porque 0s
aminoéacidos sdo utilizados continuamente pelo organismo, ou para construir novas proteinas,
como durante o crescimento e reproducdo, ou para substituir proteinas existentes na fase de
manutencdo. Muitos aminoacidos podem ser sintetizados pelo organismo em quantidades
suficientes a partir de outros compostos nitrogenados e por isso sdo considerados ndo essenciais.

Outros aminoacidos ndo podem ser sintetizados ou sdo em quantidades insuficientes, sendo
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considerados amino&cidos essenciais, devendo ser suplementados na dieta, como: arginina,
histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina (Wilson, 2002).

Uma grande quantidade de aminodcidos ingeridos é deaminada e seus esqueletos
carbénicos sdo usados como fonte de energia. Dentre 0os compostos nitrogenados formados a partir
de amino&cidos destacam-se: purinas (glicina ou glutamina), poliaminas e componentes metilicos
(arginina e metionina), catecolaminas (fenilalanina), hormdnios da tireoide (tirosina), carnitina
(lisina), creatina (arginina ou glicina), histamina (histidina), taurina (cistina) e serotonina
(triptofano).

Em peixes a deficiéncia em aminoécidos essenciais causa reducdo na utilizacdo da proteina
e como consequéncia retarda o crescimento, reduz o ganho de peso e a eficiéncia alimentar, além
disso, diminui a resisténcia dos peixes as doencas, pelo comprometimento dos mecanismos de
resposta imunologica (Steffens, 1989; Wilson, 2002). Por outro lado, se muita proteina é fornecida
na dieta, apenas uma parte é usada para sintetizar novas proteinas, sendo o restante convertido em

energia.

4 TRIPTOFANO

O L-triptofano (Figura 1) € um aminoéacido essencial, pois ndo pode ser produzido no
organismo, tendo que ser obtido através da dieta, sendo recomendados 100 mg kg ™ de massa
corporal por dia para humanos (Marklova et al., 2000). E também o aminoéacido em menor
concentracdo nas proteinas dietéticas: 1% nas proteinas de origem animal e 1,4% nas proteinas de
origem vegetal (Rossi & Tirapegui, 2004). O triptofano possui um anel indolico ligado ao grupo
metileno. A porcdo aromatica serve como um marcador ultravioleta para a detec¢do deste
aminoacido tanto de forma separada, ou incorporado em proteinas e enzimas, através de

espectrofotometria ultravioleta.
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Figura 1: Formula estrutural do
triptofano.
Fonte: Chemistry, 2012.

O triptofano além de ser o precursor da serotonina (5-HT) apresenta outras fun¢ées como:
contribuicdo no crescimento normal e sintese protéica, influéncia no sono, comportamento, fadiga,
ingestdo alimentar, precursor da vitamina B3 (niacina) e ¢ um dos aminoacidos que estimula a
secrecdo de insulina e o horménio do crescimento (Rossi & Tirapegui, 2004). O excesso de
triptofano dietético, que ndo é utilizado para a sintese de proteinas, age como um suplemento
terapéutico (Goihl, 2006). Podemos destacar a sintese da serotonina (5-HT) que € realizada por
duas enzimas a triptofano-hidroxilase (TPH) que promove a hidroxilagdo do triptofano em 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) e a descarboxilase de aminoacidos (L) aromaticos que converte o0 5-
HTP em serotonina, sendo que a TPH é especifica para esta reacdo e controla a taxa de biossintese
desse neurotransmissor. Ap6s ser produzida, a serotonina € mantida em vesiculas dentro da
terminacdo neuronal até ser liberada, quando o neurdnio é ativado (Jorgensen, 2007), exercendo
seus efeitos por meio da ativacao de receptores serotoninérgicos.

A serotonina esté relacionada a uma grande variedade de func¢Bes orgénicas, controlando
desde atividades periféricas, como a motilidade gastrointestinal e a pressdo sanguinea, até funcdes
centrais, como 0s comportamentos de sono e vigilia, percepcdo da dor, apetite e comportamentos
emocionais e agressivos (Jacobs & Fornal et al., 1991). A serotonina é considerada o principal
neurotransmissor envolvido no comportamento agressivo desde invertebrados até mamiferos
(Edwards & Kravitz, 1997; Miczek et al., 2004). Apesar de seu mecanismo de a¢do ndo ter sido
completamente elucidado, a funcdo da serotonina parece ser conservada dentro do sub-filo
vertebrata, desempenhando um papel inibitério na agressdo desde peixes (Winberg et al., 2001,
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Hseu et al., 2003; Perreault et al., 2003; Lepage et al., 2005; Lynn et al., 2007) até seres humanos
(Berman et al., 1997; Coccaro et al., 1997).

O triptofano é precursor de 5-HT (serotonina), que por sua vez é precursor de melatonina.
Se a atividade das enzimas aril-alkil-amina-N-acetil-transferase (AANAT) e hidroxi-indol-O-
metil-transferase (HIOMT), responséaveis pela conversdo da 5-HT em melatonina, forem
suficientemente altas, os niveis elevados de Triptofano dietario poderiam resultar em niveis
elevados de melatonina. A melatonina é considerada um sincronizador dos ritmos diarios do ciclo
claro/escuro na maioria dos vertebrados (Cassone, 1998; Falcon, 1999), incluindo peixes (Ekstrom
& Meissl, 1997), em mamiferos a melatonina mostrou efeitos inibidores da secrecdo de
glicocorticéide (Xu et al., 1995; Rao et al., 2001).

Nos mamiferos a maior parte do triptofano plasmatico cerca de 80 a 90% é transportada
ligada a albumina, sendo apenas uma pequena parte livre (Fernstrom & Wurtman, 1971). Ao
contrario dos mamiferos, nos peixes aproximadamente 92% do triptofano circulam na forma livre
(Rozas et al., 1990). Assim, a absorcdo do triptofano pelo cérebro é mais dependente do plasma
em peixes do que em mamiferos. O triptofano é transportado da corrente sanguinea para o
encéfalo através de um carreador estereoespecifico e saturavel, comum a tirosina e possivelmente
a outros amino&cidos neutros semelhante ao que acontece em mamiferos (Fernstrom & Wurtman,
1971; Fernstrom, 1983; Aldegunde et al., 1998). Na barreira hemato-encefalica o triptofano livre
compete com outros cinco aminoacidos neutros (leucina, isoleucina, valina, fenilalanina e tirosina)
para seu transporte e sintese da serotonina 5-HT cerebral. Entre 0os aminoacidos competidores, o
gue possui a menor concentracao plasmatica é o triptofano (50 mM), sendo estimado que a razédo
entre triptofano e aminoacidos neutros é de 1:100 (Rossi & Tirapegui, 2004). Para aumento da
sintese da serotonina 5-HT cerebral, é necessario um favorecimento da captacdo cerebral de
triptofano livre, em detrimento dos seus competidores aminoacidos neutros. Os processos
fisiolégicos que provocam aumento desta razéo sdo os que favoreceriam a sintese da serotonina 5-
HT (Rossi & Tirapegui, 2005). Como varios aminoécidos neutros sdo precursores de
neurotransmissores, a competicdo na barreira hemato-encefalica pode ter uma funcéo na regulagéo
da sintese destes (Wurtman et al., 1981).

Nos peixes, além do triptofano estar envolvido na incorporacdo das proteinas corporais,
também esta relacionado com importantes funcBes bioldgicas, sendo a maioria delas as vias
metabolicas envolvidas no catabolismo. Como ja comentado, este aminoacido é um precursor da
serotonina, um importante neuromediador associado ao humor, inibi¢do a agressdo, a resposta ao

estresse, e a regulacdo apetite (Russo et al., 2003). Nesse sentido, muitos estudos vém sendo feitos
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com a complementacédo do triptofano na dieta dos peixes, de forma a melhorar o desempenho dos

animais, reduzir o estresse, e como consequéncia manter a homeostase dos peixes.

4.1 Exigéncia de triptofano para peixes

Estudos realizados com por Murthy & Varghese (1997) observaram que a dieta contendo
11,3 g kg™ de triptofano da proteina, proporcionou uma melhor eficiéncia alimentar, taxa de
crescimento especifico e maxima sobrevivéncia para Labeo rohita. Para o catfish africano (Clarias
gariepinus) Fagbenro & Nwanna (1999) determinaram 11 g kg™ de triptofano da proteina para um
melhor desempenho. Trabalhando com juvenis Lates calcarifer Coloso et al. (2004) demonstraram
que os niveis de triptofano ndo afetaram a sobrevivéncia e determinaram 4,1 g kg™ de triptofano
da proteina para melhor resposta para o crescimento e eficiéncia alimentar. Kim et al. (1987)
determinaram 5,7 a 7,1 g kg™ de triptofano da proteina para truta arco—iris, demonstrando que
estes niveis melhoraram a conversdo alimentar e a retengdo de nitrogénio. Ogino (1980)
determinou 6,0 g kg ™ do triptofano da proteina para carpa, para obtencdo de um melhor
desempenho. Santiago & Lovell (1988), forneceram racdes purificadas e relataram que 10 g Kg™
de triptofano da proteina foi suficiente para 0 maximo ganho de peso para a tilapia do Nilo. A
NRC (2011) relata valores de exigéncia de triptofano entre 0,5 a 1% da proteina para diversas

espécies (tabela 1).

Tabela 1 Valores de exigéncias de triptofano para peixes.

Peixe Exigéncia® Com base em Referéncias

Bagre do canal 0,5 Estudos de crescimento Wilson et al. (1988)
Salméo Chinook 0,5 Estudos de crescimento Halver (1965)
Salméo Chum 0,7 Estudos de crescimento Arykama et al. (1965)
Clarias hibrido 0,6 Proteina ideal Unprasert (1994)
Salméo coho 0,5 Estudos de crescimento Halver (1965)
Carpa comum 0,8 Estudos de crescimento Nose (1979)
Tilapia do Nilo 1,0 Estudos de crescimento Santiago & Lovell (1988)
Truta arco — iris 0,5 Estudos de crescimento Walton et al. (1984)

# Valores expressos na porcentagem da proteina
Fonte: NRC, 2011.

Hseu et al. (2003) estudando larvas de Epinephelus coioides, afirmam que dietas contendo
11 g kg'de triptofano da proteina proporcionam uma maior homogeneidade dos animais,

diminuindo o canibalismo. Gaylord et al. (2005) testaram niveis de (10 a 14 g kg™) de triptofano
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na dieta de striped bass hibridos (Morone chrysops x M. saxatilis) estimando niveis de (6 a 7 g kg’
1) de triptofano da proteina como ideais para melhorar o ganho de peso e sobrevivéncia. Esses
autores observaram que os peixes alimentados com a dieta basal obtiveram uma sobrevivéncia de
40% enquanto que os alimentados com as dietas contendo triptofano apresentaram sobrevivéncia
em torno de 100%. Em estudos com alevinos de Labeo rohita Abidi & Khan (2010) estimaram
niveis de 9,0 a 9,5 g kg™ de triptofano da proteina para melhor crescimento e utilizagdo eficiente
dos alimentos. Coloso et al. (1992) trabalhando com juvenis de Chanos chanos analisaram a
exigéncia de triptofano para essa espécie em torno de 6,0 g kg™ da proteina para um melhor
desempenho. Esses autores relataram que dietas deficientes em triptofano causaram reducgéo no

crescimento e prejudicaram a conversao alimentar.

4.2 Estresse em peixes

Por ser extremamente dindmico, o ambiente aquatico esta sujeito a diversas mudancas
rapidas ou extremas como na concentra¢do de oxigénio dissolvido, salinidade e pH. Os animais
que habitam esse ambiente enfrentam essas e outras alteragdes que possam vir a causar estresse e
diminuir a habilidade na manutencdo da homeostase. Dessa forma, temos agentes estressores de
natureza quimica, como por exemplo, alteracdo da concentracdo de oxigénio dissolvido,
concentracdo elevada de aménia e nitrito que sdo decorrentes da degradacdo da matéria organica
(Costa et al., 2004), presenca de poluentes organicos e inorganicos (Jorgensen et al., 2002) e, além
disso, os de natureza fisica como: a alta densidade populacional, manuseio, confinamento, captura
e transporte (Urbinati et al., 2004). Na piscicultura os agentes estressores tem sido causadores de
perdas de lucros, pois afetam o metabolismo e consequentemente o crescimento dos animais.

Existem inimeras maneiras de se definir o estresse, basicamente pode ser definido como
um estimulo que promove alteracGes na homeostase, envolvendo o Sistema Nervoso Auténomo
(Cannon, 1935). Segundo Mormede et al. (2007) o termo geral estresse é usado para descrever o
desencadeamento de mecanismos de adaptacdo frente a fatores ambientais e a resposta a esses
desafios. A definicdo de estresse gera muitas controversias, pois 0 que € estressante para uma
pessoa ou animal nem sempre € estressante para outros membros da mesma espécie (Qverli et al.,
2007). De acordo com Carmichael et al. (1984) Moyle & Cech, (1998) 0 estresse pode ser
definido como uma série de respostas denominadas da Sindrome da Adaptacdo Geral (SAG),

dividida em trés etapas: primaria, secundaria e terciaria.
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A resposta neuroenddcrina, ou primaria é caracterizada quando um estimulo do sistema
nervoso simpatico atinge as células cromafins, no rim cefalico, por fibras oriundas do sistema
nervoso simpatico, liberando as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) que tem por funcao
aumentar os batimentos do opérculo, estimular o fluxo de sangue pelas branquias e aumentar a
capacidade de transporte de oxigénio no sangue. Outro componente da resposta primaria € a
liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que é liberado pela hipdfise e conduzido
pela circulacdo até as células do tecido interrenal. Esse hormonio provoca a liberagdo do cortisol
que possui acdo mantenedora do estado supressor dos efeitos negativos. O cortisol também € um
componente essencial na regulagcdo osmotica em peixes (Wendelaar Bonga, 1997).

A resposta secundaria inclui mudancas fisioldgicas devido a liberagdo dos horménios
como aumento da pressdo sanguinea, maior oxigenacdo e mobilizacdo das reservas de energia.
Nesta fase observa-se hiperglicemia que é causada pelo aumento das catecolaminas e mantida
pelos altos valores de cortisol originados pela glicogendlise no figado (Mommsen et al., 1999). A
hiperglicemia tem o papel de proporcionar energia para os peixes na fuga ou enfrentamento de
situacOes que podem ser consideradas adversas (Bonga, 1997).

Em decorréncia dos fatores citados, a resposta terciaria envolve todo o organismo animal,
inclui a reducdo do crescimento, reproducdo (Weil et al., 2001), reduz a resisténcia dos peixes a
doencas devido a diminui¢do do namero de leucdécitos circulantes, ocorrendo como consequéncia
lifocitopenia que é caracterizada pela reducdo do numero de linfocitos e a neutrofilia que é
causada pelo aumento dos neutrofilos circulantes (Mazeuaud et al., 1977).

Devido ao fato do estresse causar muitos prejuizos aos produtores e também para o bem-
estar dos peixes, alternativas devem ser buscadas para a reducdo desse quadro. Uma forma para
minimizar o estresse pode ser o aumento da producdo de serotonina por meio da suplementagéo
dietaria com triptofano, precursor da serotonina. Estudos que utilizam alteracdes nos niveis de
triptofano na alimentacdo podem fornecer informacdes das modificagdes nos niveis de serotonina

enddgena (Young & Leyton, 2002).

4.2.1 Suplementacéo de triptofano em dietas para atenuagdo do estresse

Em diferentes espécies de animais tem sido demonstrado que o triptofano tem a capacidade
de reduzir o comportamento agressivo (Lepage et al., 2005) e a resposta ao estresse (Adeola &
Ball, 1992). Goihl (2006) observou que o triptofano também pode diminuir a conduta agressiva, e
Adrien (2002) analisou que, em pacientes depressivos, hd uma diminuicdo da concentracdo
plasmaética de triptofano, e uma reducdo da atividade serotoninérgica no cérebro. Adeola & Ball,

(1992) avaliando o efeito do triptofano em suinos estressados relataram que suinos submetidos ao
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estresse durante ao abate apresentaram concentracdo de serotonina 28% a menos quando
comparados com suinos que estavam com baixo grau de estresse. Koopmans et al. (2006)
observaram que suinos, cuja dieta foi suplementada com 0,5% de triptofano, apresentaram
aumento da atividade serotoninérgica hipotalamica, com consequéncias benéficas no trato
gastrintestinal e diminuicdo do estresse. Em suinos, o efeito da resposta do triptofano sobre o
estresse tem sido observado em casos de deficiéncia ou apds a administragdo de grandes doses
deste aminoacido (Koopmans et al., 2005; Guzik et al., 2006).

Reducédo na bicagem com adicdo de niveis crescentes de triptofano na dieta foi observado
para galos em jejum (Shea Mench &Thomas 1990). Segundo Laycock &Ball (1990) houve
reducdo no comportamento de histeria em matrizes de aves oito dias ap06s ingerirem racao
suplementada 5 g kg ™ de triptofano. Van Hierden et al. (2002), observaram que aves com niveis
elevados de serotonina no cérebro apresentaram menor propensdao a bicagem e foram mais
eficientes no acesso e utilizacdo de comedouros e bebedouros. Shea et al. (1991), relataram que o
triptofano teve efeitos mais significativos sobre a agressdo em frangos dominantes do que nos
frangos subordinados, sugerindo que o triptofano pode ser convertido em 5 HT (serotonina) e por
sua vez pode suprimir o comportamento agressivo dos animais dominantes. A diminuicdo da
agressdo por dominantes permitiu aos subordinados obter maior acesso a alimentagéo.

O estresse induzido por bicadas foi também avaliado por Van Hierden et al. (2004) em
frangas da linhagem White Leghorn alimentadas com dietas com e sem triptofano antes da retirada
de sangue. Os resultados comprovaram que a dieta com triptofano promoveu aumento
significativo dos niveis de corticosterona nas aves com baixa incidéncia de bicadas. Além disso, as
aves com alta incidéncia de bicadas ficaram mais ativas com o fornecimento do triptofano.

Estudos realizados com codornas japonesas demonstraram que 0s niveis de triptofano
testados ndo afetaram o desempenho e os parametros fisiologicos utilizados na avaliacdo do
estresse como relacdo heteréfilo/linfdcitos e concentracdo plasmaética de corticosterona (Rizzo et
al., 2008). Esses autores relataram que os resultados obtidos ndo diferiram significativamente entre
as aves que receberam a dieta controle e aquela com niveis reduzidos de triptofano. Segundo
Gross & Siegel (1983), a concentracdo de corticosterona no plasma é utilizada como parametro
para medir o estresse em frangos.

Em experimento realizado por Ohtani et al. (1989) com galinhas poedeiras no periodo de
25 e 42 semanas, nao foram observadas diferencas significativas entre os efeitos dos niveis de
triptofano, todavia, neste mesmo experimento, as poedeiras que receberam os maiores niveis de
triptofano apresentaram aumento na producdo de ovos no periodo de 53 a 82 semanas de idade.

Peganova et al. (2003) e Antar et al. (2004) trabalhando com galinhas poedeiras, ndo encontraram
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efeito significativo dos niveis de triptofano para massa de ovos. Entretanto, Russell & Harms
(1999) também trabalhando com galinhas poedeiras, observou que o aumento dos niveis de
triptofano nas dietas elevou a massa de ovos.

Laranja Jr et al. (2010) avaliaram o efeito da suplementacdo do triptofano na dieta do
caranguejo Scylla serrata, e observaram que a suplementacdo com 0,5-1% de triptofano aumentou
significativamente a circulacdo de serotonina e suprimiu significativamente o comportamento
agonistico (comportamento de luta), aumentando assim a sobrevivéncia. Contudo, 0s niveis mais
elevados de triptofano na dieta podem afetar o crescimento do caranguejo, estes autores
observaram que a suplementacdo de triptofano resultou em um aumento significativo da
concentracdo da serotonina na hemolinfa, que foi claramente observado apds a luta, sugerindo que
a serotonina desempenha um papel importante na supressdo do comportamento agonistico do
caranguejo durante os encontros agressivos. Esses autores determinaram 7,2 g kg ™ de triptofano
da proteina para o caranguejo Scylla serrata. Estudos relacionados com outros crustaceos como
com o Peneaus monodon Millamena et al. (1999) determinaram 5,0 g kg™ de triptofano da
proteina, enquanto Akiyama et al. (1991) recomendam 8,0 g kg™ de triptofano da proteina para o
camarao.

Uma série de estudos tem demonstrado que a suplementacdo alimentar com triptofano
eleva a atividade serotoninérgica cerebral em peixes. Tejpal et al. (2009), em estudo avaliando a
suplementacédo de triptofano sobre o estresse da alta densidade em alevinos de Cirrhinus mrigala,
observaram que a suplementacdo dietética com triptofano reduz o estresse nesta espécie. Nesse
experimento, a adicdo de triptofano na alimentacdo dos peixes em alta densidade melhorou os
parametros de crescimento, diminuiu as concentrac6es de cortisol no sangue, bem como a glicose
(o que indica que o triptofano contribuiu para atenuar o estresse).

O fornecimento de dietas suplementadas com triptofano para truta arco-iris reduziu o
namero de ataques entre 0s peixes, mostrando a existéncia de uma relacdo entre este aminoacido e
a reducdo da agressividade (Lepage et al., 2005). A inibicdo do comportamento agressivo dos
peixes pode estar relacionada com a reducdo da reatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-
interrenal, indicada pelos niveis poOs- estresse mais baixos do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) e cortisol (Winberg et al., 2001; Lepage et al., 2002; Lepage et al., 2003). Estudos
preliminares realizados com larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) também indicaram um efeito
do triptofano na reducdo do canibalismo e aumento da sobrevivéncia da espécie durante a fase
inicial de vida (Hoshiba, 2007), de acordo com esse autor o enriquecimento da ragdo com
triptofano pode ser uma alternativa viavel para a criagdo de matrinxa, aumentando a sobrevivéncia

das larvas, diminuindo o canibalismo e gerando maior produtividade.
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Hoglund et al. (2005) em dois experimentos com juvenis de bacalhau do Atlantico (Gadus
morhua), demonstraram que em um estudo comportamental, os peixes alimentados com dietas
contendo 28g kg  de triptofano por trés dias apresentaram um diminuico significativa nos atos
agressivos, 0 numero médio de agressbes também foi significativamente menor em relacdo ao
grupo controle que ndo receberam dietas suplementadas com triptofano. No segundo estudo, esses
mesmos autores avaliaram o efeito da suplementac&o do triptofano (28 g kg™*) sobre a atividade da
serotonina (5 HT) cerebral e observaram que os peixes alimentados com triptofano apresentaram
valores mais elevados de serotonina em relacdo ao grupo controle. Em conclusdo, estes estudos
demonstraram que os juvenis de bacalhau do Atlantico sdo altamente agressivos e que a
suplementacdo de triptofano na alimentacdo afeta os sistemas centrais da serotonina (5 HT) e
reduz o comportamento agressivo.

De acordo com Hseu et al. (2003) juvenis de garoupa alimentadas com dietas
suplementadas com triptofano apresentaram maior homogeneidade entre os lotes e menor
canibalismo. No entanto, estes autores também observaram que os peixes alimentados com dietas
suplementadas com triptofano apresentaram menores taxas de crescimento, sugerindo que isso
poderia estar relacionado com um aumento na atividade serotoninérgica cerebral, e uma
diminuicdo da agresséo e apetite.

Winberg et al. (2001) relataram que a suplementacdo dietética com triptofano na
alimentacdo de truta arco—iris por sete dias resultou na inibicdo do comportamento agressivo,
enguanto que em trés dias de alimentacdo com triptofano néo foi observado nenhum efeito sobre o
comportamento agressivo. Estes mesmos autores sugerem que a ingestao elevada de triptofano em
peixes, resulta no aumento da liberacdo da 5 HT (serotonina) sindptica. Os mecanismos pelos
quais a serotonina exerce inibicdo no comportamento agressivo ainda ndo sdo completamente
compreendidos. A auséncia de efeito do tratamento com triptofano por um curto prazo (trés dias)
sugere que outros mecanismos, além do aumento da producdo de serotonina, possam estar
envolvidos. A ativacdo da atividade serotoninérgica cerebral a longo e curto prazo parece ter
efeitos distintos no comportamento agressivo, sendo que somente a ativacdo a longo prazo tem
efeito inibitério (Winberg et al., 2001).

Segundo Lepage et al. (2003) truta arco—iris alimentadas com dietas suplementadas com
triptofano por sete dias apresentaram uma diminuicdo nos niveis de cortisol plasmatico, porém, os
peixes alimentados com dietas suplementadas com triptofano por trés dias ndo apresentaram efeito
sobre o cortisol plasmético, apesar de o cortisol ter sido ligeiramente mais elevado em comparacao
com os peixes alimentados com a ragdo controle. Relataram ainda, que apos 28 dias a ingestdo

elevada de triptofano ndo apresentou efeito sobre o cortisol plasmatico.
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De acordo com Lepage et al. (2002), a suplementacdo da racdo de truta arco-iris (O.
mykiss) com triptofano, por sete dias, impediu 0 aumento dos niveis de cortisol induzidos por um
agente estressor. Sendo assim, a influéncia da serotonina sobre o eixo HPI parece ser contexto
dependente, apresentando diferentes efeitos dependendo das condi¢Bes dos animais. Em outro
estudo com a mesma espécie, a suplementagdo da ragdo com triptofano promoveu diminuicdo do
nimero de ataques entre os peixes, corroborando a participacdo do triptofano na reducdo da
agressividade dos peixes (Lepage et al., 2005), estes autores testaram a hipotese de que elevadas
concentracdes de triptofano dietario elevam as concentracdes plasmaticas de melatonina e que
esse aumento é causado por producdo e secrecdo aumentadas do hormonio pelo trato
gastrointestinal. A alimentacdo dos peixes com dieta suplementada com triptofano elevou os
niveis de melatonina durante o dia e reduziu os niveis de cortisol pds-estresse, sugerindo a
existéncia de um mecanismo para a melatonina na mediacédo dos efeitos de niveis aumentados de
triptofano sobre a dindmica do cortisol pds-estresse e no comportamento agressivo da truta.

Trabalhando com juvenis de matrinxd Wolkers (2010) observou que a suplementacéo
alimentar com triptofano promoveu modificacdes comportamentais seletivas em juvenis de
matrinxa confrontados com intrusos intraespecificos, alterando a estratégia comportamental
agressiva da espécie. Os matrinxds alimentados com triptofano por sete dias apresentam
diminuicdo de comportamentos de agressao direta, aumento de comportamentos relacionados a
ameaca e da laténcia para os ataques contra o intruso. Além disso, o efeito do triptofano sobre o
comportamento dos peixes é restrito as fases iniciais da luta. Essas alteraces comportamentais
causadas pelo tratamento com triptofano estdo relacionadas a acdo inibitoria da serotonina na
agressao e a diminuicdo na motivacdo para a briga, em funcdo da diminuicdo da ativacdo

dopaminérgica durante a luta.

5 HEMATOLOGIA DE PEIXES TELEOSTEOS

5.1 Sangue

As primeiras observacbes das células vermelhas do sangue foram feitas por Jan
Swammerdam em 1658 (Hajdu, 2003). O tamanho e a forma das células vermelhas foram
descritas por Antoni Van Leeuwenhoek em 1965, observando curiosamente eritrocitos do sangue
de peixes. Esse mesmo autor descreveu a cor avermelhada das células, ele afirmava que a cor era

evidente quando algumas células se agregavam, podendo concluir que a cor do sangue derivava
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das células do qual era composto (Harris, 2000). Assim, um dos primeiros registros morfologicos
de células incluindo a primeira observacdo de nucleo foi realizado em sangue de peixe (Ranzani —
Paiva & Lizama, 2004). Como representavam menos de 1% das células do sangue, neste primeiro
momento os leucécitos ndo foram observados. A primeira descricdo dessas células se deu
simultaneamente 1843 por dois pesquisadores que observaram que doencas alteravam o ndmero e
a morfologia dessas células (Hajdu, 2003). Nessa mesma época foi observado que no pus existiam
leucocitos.

O sangue é definido como um tecido de matriz extracelular fluida denominada plasma e
elementos celulares livres, que transita pelo organismo através do sistema circulatério. Também é
responsavel pela manutencdo da homeostase, por ser o principal meio de transporte de substancias
pelo organismo como: oxigénio, gas carbonico, nutrientes, metabdlitos, horménios e outros
mediadores bioquimicos, residuos metabolicos a serem eliminados, dentre outros. Além disso, o
sangue € um dos principais responsaveis pela defesa do organismo, devido ao transporte de células
de defesa, anticorpos e outros componentes que podem atuar de forma direta ou indireta neste
processo (Jain et al., 2000; Junqueira & Carneiro, 1999).

Com o surgimento do microscopio foi possivel observar e estudar as células do sangue.
Esse estudo das células sanguineas é conhecido como hematologia, que é uma ferramenta
fundamental para diagnosticos de doengas infecciosas, leucemias e estresse (Garcia - Navarro &
Pachally, 2005). De acordo com Paes et al. (2000), o hemograma é um exame complementar que
fornece ao profissional da area de producdo animal informacgdes sobre o estado de salde dos
animais. Assim, diversos pesquisadores das mais variadas regiées do mundo, tém se preocupado
em estabelecer valores referenciais para a contagem total de eritrdcitos e outros constituintes
sanguineos. Portanto sua aplicacdo em pesquisa animal € bem aceita e considerada como

procedimento de rotina em métodos de diagndsticos (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004).

5.2 Formacéo das células sanguineas

Como os peixes sdo desprovidos de medula dssea, e linfonodos, o tecido linféide e
miledide estdo geralmente associados ao mesmo 6rgdo. Nos peixes teledsteos, o 6rgdo
responsavel pela hematopoiese, é a porcdo cefalica do rim, que além de produzir anticorpos,
promove a interagcdo imunoendocrina, que tem importancia para ambos os sistemas (Weyts et al.,
1999). A hematopoiese pode ser realizada no estroma esplénico e nos espagos periportais
hepéticos, na submucosa intestinal, e no timo (Matushima & Mariano, 1996). Em Ocorhynchus

mykiss 0 principal 6rgdo responsavel pela hematopoise € o rim cefalico (Forero, 1995). No
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Carassius auratus (Cyprinidae, Cypriformes), o principal sitio de formacédo de eritrocitos € o rim
cefélico (Houston et al., 1996).

Nos altimos anos, inumeras teorias foram propostas sobre a origem e o desenvolvimento
das celulas sanguineas nos 6rgdos hematopoiéticos. Duthie (1939) apud Tavares-Dias (2004)
propds que uma célula pluripotente denominada grande hemoblasto linfoide originaria os
granuldcitos por transformacdo direta. Apos divisdo mitética formaria os pequenos hemoblastos
linféides, os quais originariam os eritrocitos, trombacitos e linfdcitos.

Posteriormente, Catton (1951) apud Tavares-Dias (2004) introduziu a teoria difilética para
formacdo das células do sangue, ele considerou que o grande hemoblasto linféide, derivado da
transformacdo de células reticulares, seria o precursor dos granulécitos enquanto os pequenos
hemoblastos linféides originados de células endoteliais seriam 0s precursores dos eritrocitos,

linfocitos e trombdcitos.

5.3 Eritrocitos

Nos mamiferos os eritrocitos sdo anucleados, biconcavos e com formato de disco esférico.
Nos peixes, repteis, aves e anfibios os eritrocitos apresentam ndcleo e geralmente séo ovais. Sendo
as células mais numerosas no sangue. O nudcleo central acompanha o formato da célula,
apresentando cromatina compacta sem nucléolos.

Os eritrocitos contém o pigmento respiratorio, a hemoglobina, que tem por funcdo
transportar o oxigénio e parte do gas carb6nico no sangue. Qualquer deficiéncia nos eritrocitos
pode ser traduzida por uma falta de oxigénio nos tecidos. A forma do eritrdcito e sua extrema
plasticidade favorecem sua circulacdo nos capilares e, assim, qualquer modificacdo na forma
acarretara perturbacdo circulatéria e favorecerd sua destruicdo (Ranzani—Paiva; Takemoto;
Lizama, 2004).

5.4 Hemoglobina

A hemoglobina € uma proteina conjugada composta por quatro grupamentos proteicos, a
globina, e por um grupamento heme, cujo principal composto quimico é o ferro (Garcia-Navarro
& Pachaly, 1994). Nos peixes ela costuma ocorrer sob formas mdaltiplas. Varias hipdteses tém sido

lancadas para explicar tal fendmeno. A principal dela € que cada fracdo hemoglobinica teria
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propriedades funcionais especificas e a regulacdo da sua sintese poderia conferir ao animal maior
chance de sobrevivéncia em ambientes variaveis. Diversas espécies da bacia amaz6nica, entre elas
o0 tamoata (Hoplosternum littorale), o jaraqui - de - escama - grossa (Semaprochilodus insignis) e
0 tambaqui (Colossoma macropomum), foram estudadas sob esse aspecto, comprovando-se que

cada fracdo hemoglobinica pode possuir propriedades funcionais distintas (Baldisseroto, 2002).
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6 SISTEMA IMUNE DOS PEIXES

Os principais componentes do sistema imune dos peixes sdo as células brancas do sangue,
os leucacitos, produzidos, principalmente, no rim cefalico, timo e bago (Hrubec et al.,, 2000; Tort
et al., 2003). O sistema imune é dividido em duas partes que se complementam: o sistema imune
inato (ndo especifico) e o adquirido (especifico) (Roitt et al., 1998). O sistema imune inato é
considerado como a primeira linha de defesa, incluindo barreiras fisicas (pele e muco) e
componentes celulares e moleculares (macrofagos, células killer e fatores solveis de imunidade,
como lisozima, proteinas do sistema complemento, peptideos antimicrobianos, entre outros). Ja o
sistema especifico € composto por macrofagos e, especialmente, as células dendriticas agem como

“células apresentadoras de antigenos”, apresentando antigenos aos linfocitos T.

6.1 Imunidade inata (ndo especifica)

Apesar de essenciais para evitar as infeccdes, as barreiras fisicas ndo conseguem ser
completamente eficientes sozinhas. Com persisténcia e tempo um microrganismo eventualmente
conseguird eliminar as barreiras fisicas. Contudo, os animais nem sempre estdo doentes,
provavelmente porque a maioria das tentativas de infeccbes microbianas sédo bloqueadas antes
mesmo que possa resultar em doenca. Essa é a funcdo do sistema imune inato. Essa segunda
barreira de defesa consiste em mecanismos celulares e quimicos de resposta rapida. Os peixes ndo
possuem medula dssea e linfonodos, sendo o timo, rim cefélico, baco e tecidos associados com o
intestino, seus tecidos linféides. A primeira linha de defesa do corpo é a imunidade inata, natural
ou n&o especifica. E definida como um conjunto de mecanismos que protege o organismo contra
infeccdes, sem uma prévia exposicdo ao agente causador (Bols et al., 2001). Os leucdécitos incluem
parte da resposta inata, que ap6s quimiotaxia e diapedese até o foco lesado, possuem a capacidade
de reconhecer os patdgenos, fagocita-los e degrada-los. A fagocitose inicia com o englobamento
do patdgeno por meio dos pseudopodos, internalizagdo com formacdo de fagossoma,

fagolisossoma com inicio de eventos microbicidas e degradacdo (Roitt et al., 1998).

6.1.1 Imunidade adquirida (especifica)

As funcOes da resposta imune especifica é o reconhecimento do agente invasor como corpo
estranho por células do sistema imune, culminando com a formagdo de anticorpos e memoria

imunoldgica. A imunidade especifica refere-se a protecdo que existe num organismo hospedeiro
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quando este sofreu prévia exposicdo a determinados agentes, sendo que pode ser mediada por
anticorpos (imunidade humoral) ou por células (Secombes, 1996).

Apesar da distin¢do na classificacdo desses dois sistemas de defesa, deve-se entender que
sempre que um agente patogénico ataca o organismo, este se defende mediante a interacdo da
maioria dos elementos que comp8em o sistema imune, onde varios fatores de cada sistema podem

agir separadamente ou em combinacgéo (Fernandez et al., 2002).

7 LEUCOCITOS

Em meados de 1800 as fundamentacdes de hematologia foram estabelecidas (Hajdu,
2003). Mas somente em 1879, Paul Ehrlich desenvolveu corantes para diferenciar células em
tecidos e os aplicou em extensdes sanguineas, iniciando a classificacdo dos diferentes tipos de
leucdcitos (Mitchell, 2009). Os leucdcitos sdo definidos como corpusculos incolores e sua
principal funcdo é a defesa do organismo contra a acdo de bactérias ou corpos estranhos que
penetram nos tecidos (Junqueira & Carneiro, 2004).

Os linfocitos, mondcitos, neutrofilos, basofilos e eosindfilos, sdo os leucocitos observados

na circulagéo de peixes (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

7.1 Linfocitos

Os linfécitos sdo as células mais numerosas na circulacdo sanguinea em diversas espécies
de teledsteos, incluindo a tilapia do Nilo. Sdo células predominantemente arredondadas, o nucleo
ocupa quase toda a célula e o citoplasma apresenta projecfes que conferem um contorno irregular
e coloracdo basofilica (Tavares-Dias & Moraes, 2004). Os linfdcitos estdo implicados na resposta
imunitéaria adquirida e podem dividir-se em dois grupos funcionais, os linfocitos T responsaveis
pela imunidade celular, e os linfécitos B responsaveis pela producédo de imunoglobulinas e outros
mediadores celulares (Samour & Pendl, 2009; Pendl, 2011).

7.2 Neutroéfilos

Nos peixes teledsteos os neutrofilos sdo células arredondadas, o citoplasma possui
granulac6es acidofilas muito finas. O nucleo apresenta forma de bastonete, pode ser segmentado e,
em geral, excéntrico, sendo a cromatina nuclear pouco compacta e sem nucléolo visivel. Possui

grande quantidade de granulos com dimens@es reduzidas, com ou sem estrutura cristaloide interna.
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O nucleo é oval, eventualmente forma lobos incompletos (Tavares-Dias & Moraes, 2004). Séo as
primeiras células envolvidas nos estagios iniciais de inflamacao nos peixes (Manning, 1994).

7.3 Monocitos

Os monacitos séo considerados células grandes (Ranzani-Paiva et al. 2003). O nucleo pode
ser oval ou arredondado, as vezes edentado ou em forma de U ou rim. Sdo células parcialmente
diferenciadas, apresentam moderada propriedade fagocitica. Sob condic¢Ges apropriadas, saem do
sistema vascular e completam sua maturacdo, tornando-se macréfagos maduros, nos tecidos
(Morrow & Pulsford, 1980). Sdo tambem responsaveis pela interacdo antigenos-imunoglobolina

especifica, e pela apresentacdo de antigenos aos linfécitos (Campbell, 2006).

7.4 Eosinodfilos

Os eosinofilos sdo células arredondadas, com tamanho variado, que geralmente muda de
acordo com a quantidade e o tamanho dos granulos no citoplasma, apresentam granulacdes
especificas no citoplasma que sdo esféricas de contorno nitido de cor laranja - avermelhado ou
avermelhado. Muitas vezes estdo ausentes no sangue periférico dos peixes teledsteos, sendo mais
abundante no tecido hematopoiético, submucosa intestinal, liquido peritoneal, mesentério e

branquias (Ranzani-Paiva, 1995).
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7.5Basofilos

Os basofilos sdo raramente encontrados na corrente sanguinea de peixes. A funcéo dos
basofilos nos peixes ainda ndo estd definida, parece estar relacionada com processos alérgicos, pois
apresentam histamina em seus granulos. Ainda ndo se tem conhecimento da funcdo do baséfilo nos

peixes ( Ranzani-Paiva, 1995).

7.6 Celula granulocitica especial (CGE)

As células granulociticas especiais (CGE) sdo células grandes com contorno regular bem
definido e ndcleo pequeno, de formato excéntrico, arredondado ou ligeiramente alongado. O
citoplasma, abundante, é rico em granulagdes claras, transparentes e grosseiras, que se espalham
homogeneamente (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004). Essas células sdo encontradas apenas em

extensdes sanguineas de peixes e suas funcdes ainda nao estdo bem definidas.

8 TROMBOCITOS

Os trombdcitos sdo células equivalentes as plaquetas em mamiferos, porém sdo
estruturalmente distintos. S&o células predominantemente elipticas, com ndcleo fusiforme e
hipercorado (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004). A funcdo e a ocorréncia de trombdcitos ainda
ndo estdo bem definidas, acredita-se que a funcionalidade desta célula em peixes, pode estar
envolvida no processo de coagulacdo do sangue e também ligada a processos inflamatorios
(Martins et al. 2006).
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CAPITULO |

Desempenho e resposta hematoldgica de juvenis de tilapias do Nilo
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de triptofano

Resumo: O triptofano é um aminoécido essencial exigido em pequenas quantidades na dieta, no
entanto apresenta funcGes importantes ao organismo. O presente trabalho teve por objetivo avaliar
0 desempenho e a resposta hematoldgica de juvenis de tilapias do Nilo alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de triptofano. Foram utilizadas 240 tilapias com peso médio de 38,20 +
0,09 g, distribuidas em caixas circulares de 250 litros, sendo cada unidade composta por 12
peixes. O delineamento foi inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e quatro repeticdes.
Foram elaboradas cinco dietas com 243 g kg™ de proteina digestivel e 3142 de kcal kg™ de energia
digestivel com niveis crescentes de triptofano (2,11; 2,65; 3,19; 3,74 e 4,21 g kg™). Apds esse
periodo foi avaliado o desempenho produtivo dos animais através do peso final, comprimento
final, sobrevivéncia, ganho de peso, converséo alimentar, taxa de eficiéncia proteica, taxa de
retencdo proteica, uniformidade, indice hepatossomatico e gordura visceral. Para composi¢do
corporal dos peixes foram avaliadas a umidade, extrato etéreo, proteina bruta e matéria mineral.
Para composi¢cdo dos aminodacidos foi avaliado a composicdo corporal (g 16g N) e a retencdo de
aminoacidos. Os parametros hematoldgicos avaliados foram a contagem total de eritrocitos (Eri),
taxa de hemoglobina, percentual de hematdcrito, volume corpuscular meédio, hemoglobina
corpuscular média, contagem total de leucdcitos, contagem total de trombdcitos, percentual de
linfocitos, neutréfilos e mondcitos, e proteinas plasmaticas totais. A uniformidade foi
significativamente influenciada pelos niveis de triptofano na dieta, assim como a retencdo de
nitrogénio para fenilalanina, leucina, glicina e serina. Para os pardmetros hematologicos foram
observadas diferencas significativas para contagem total de eritrocitos e volume corpuscular
médio. Pode-se concluir que o nivel 2,11 g kg™ de triptofano, correspondente a relagdo triptofano:
lisina de 0,15:1, atende as exigéncias dietéticas para a o desempenho e saude de juvenis de tilapia
do Nilo. Contudo, a melhor uniformidade foi obtida para os peixes que receberam as dietas
contendo 2,65 a 4,28 g kg ™ de triptofano.

Palavras chave: Aquicultura, aminoacidos, higidez, hematologia, nutri¢éo.
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Performance and haematological response of juvenile Nile tilapia fed diets with increasing
levels of tryptophan

Abstract: Tryptophan is an essential amino acid required in the diet in small amounts, however
has important functions in the organism.The aim of this study was to determine the tryptophan
requirement in the diets of Nile tilapia juveniles through productive performance, corporal
composition and hematologic profile. Were used 240 tilapias with average weight of 38.20 + 0.09
g, distributed in 250 liters circular boxes, being each unit composed by 12 fish. The design was
completely randomly with five treatments and four replications. Was elaborated five diet
containing 242.85g kg™ of digestible protein, 3141.00 of the digestible energy and four diets where
the tryptophan was included in increasing levels: 0.05; 1.0; 1.5 e 2.0 g kg™ in substitution of
glutamic acid. After this period we evaluated the productive performance of the animals through
the final weight, length, survival, weight gain, feed conversion, protein efficiency ratio, protein
retention rate, uniformity, hepatosomatic index and visceral fat. For body composition of fish
were evaluated moisture, ether extract, crude protein and ash. For the amino acid composition
was evaluated body composition (g 16g N) and retention of amino acids. Hematologic parameters
were evaluated for erythrocyte count, hemoglobin, percentage of hematocrit, mean corpuscular
volume, mean corpuscular hemoglobin, total leukocyte count total count of thrombocytes,
percentage of lymphocytes, neutrophils and monocytes, and total plasma protein. The uniformity
was significantly influenced by the level of tryptophan in the diet, like nitrogen retention to
phenylalanine, leucine, glycine and serine. For hematological parameters were significant
differences in erythrocyte count and mean corpuscular volume. It can be concluded that the level
2.11 g kg™ of tryptophan, corresponding to tryptophan: lysine ratio of 0.15:1, meets the dietary
requirements for the health and performance of Nile tilapia juvenile. However, the best uniformity
was obtained for fish fed diets containing 2.65 to 4.28 g kg * of tryptophan.

Keywords: Aquaculture, amino acid, hematology, nutrition.

Introducdo

O territorio brasileiro apresenta recursos hidricos abundantes e uma rica diversidade de
especies de peixes, com excelente potencial para o desenvolvimento da aquicultura. Os peixes
teledsteos séo representados por uma enorme variedade de espécies e € crescente o interesse da

pesquisa com aquelas que apresentam alto potencial para a piscicultura, como as tilapias, que
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continuam sendo o segundo grupo de peixes mais cultivado no mundo, ficando somente atras das
carpas (FAO 2012). No Brasil, a tilapia é a espécie mais cultivada, com producdo de 155.450,8
toneladas em 2010 (MPA 2012). Isso porque, além de apresentar caracteristicas zootécnicas
interessantes como rusticidade, crescimento rapido e facilidade de adaptacao (Beyruth et al. 2004),
tem carne de 6tima qualidade, branca e com textura firme, com boa aceitagdo no mercado
consumidor (Souza 2002).

Na piscicultura intensiva a alimentacdo é responsavel pela maior parte dos custos sendo a
proteina o nutriente mais oneroso e usado em maior quantidade na dieta de peixes, ela é essencial
ao metabolismo animal, pois dela sdo extraidos os aminodcidos para formacdo das proteinas
musculares e manuten¢do do organismo (Piedras et al. 2006). Os peixes, como outros animais, ndo
apresentam exigéncia verdadeira de proteina, mas sim de uma mistura equilibrada de aminoacidos
essenciais e nao essenciais que devem estar presentes em proporc6es adequadas e que podem ser
obtidas pela combinacdo de ingredientes ou pela suplementacdo com aminoéacidos industriais.
Deficiéncias ou excessos de aminoacidos acarretam problemas para o organismo do animal e para
0 ambiente aquatico (Wilson 2002).

As pesquisas cientificas vém agregando conhecimento em diferentes areas com o intuito de
auxiliar o entendimento sobre nutricdo e salde. A area de hematologia tem contribuido no
entendimento da nutricdo com a finalidade de promover novas estratégias para minimizar os
efeitos do estresse e aumentar a resisténcia imune dos peixes, permitindo que 0S mesmos
mantenham a homeostase, necessario nas diferentes e inevitaveis situacdes adversas em que sao
expostos nos atuais sistemas intensivos de producao.

Nesse sentido muitos estudos vém sendo realizados avaliando o efeito do triptofano, sobre
a reducdo de estresse e consequentemente a manutencdo da homeostase nos peixes. O triptofano é
um aminoacido essencial exigido em pequenas quantidades quando comparados aos valores de
metionina, lisina, treonina e arginina (NRC 2011), entretanto, possui func¢bes importantes ao
organismo animal atuando como precursor da serotonina, um neurotransmissor importante no
funcionamento do organismo, e praticamente nenhuma funcdo fisiologica e comportamental esta
livre do seu efeito direto ou indireto (Alee et al. 2008). Diante disso, muitos autores tem utilizado
a suplementacdo de tiptofano nas dietas para controlar a agressividade (Winberg et al. 2001;
Lepage et al. 2005;. Hoglund et al. 2005), a diminui¢do do canibalismo e obtencéo de lotes mais
homogéneos (Hseu et al. 2003), reacdo ao estresse (Schjolden et al. 2006) e consequentemente,
promover étimo desempenho zootécnico aos animais.

Devido ao crescimento na aquicultura, pesquisas sobre as exigéncias das espécies de

peixes cultivadas tem grande importancia na busca por avancos tecnoldgicos que sirvam de base
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para o crescimento e fortalecimento da aquicultura, uma vez que mudancas nesse setor de
producdo podem agregar melhorias no desempenho e salde dos peixes. O presente trabalho teve
por objetivo avaliar o desempenho e a resposta hematologica de juvenis de tilapias do Nilo

alimentados com dietas contendo niveis crescentes de triptofano.

Material e métodos

Procedimentos experimentais

Foram elaboradas cinco dietas com 243 g kg™ de proteina digestivel e 3142 de kcal kg™ de
energia digestivel com niveis crescentes de triptofano (2,11; 2,65; 3,19; 3,74 e 4,21 g kg™)
conforme Tabela 2. Os ingredientes selecionados foram moidos individualmente em moedor tipo
martelo com peneira de malha 0,5 mm. Posteriormente as ragdes foram extrusadas para terem
didametros de aproximadamente 3,0 mm. O arracoamento foi realizado quatro vezes ao dia (8h,
11h, 14h e 17h00) até a saciedade aparente dos peixes. A composicdo dos aminoacidos essenciais
e ndo essenciais encontram-se na Tabela 3. As andlises foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC: High-Performance Liquid Chromatography) no Laboratério da
Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos Ltda. — Animal Nutrition, Sdo Paulo,

Brasil.
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Tabela 2 Composicio das dietas com niveis crescentes de triptofano (g kg ™).

Dietas
Ingredientes 2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Milho, gréo 507,50 507,50 507,50 507,50 507,50
Soja, farelo 45% 260,0 260,0 260,0 260,0 260,0
Visceras, farinha de aves 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Trigo, farelo 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Milho, gluten 60% 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Fosfato bicalcico 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Oleo de soja 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Suplem. min. vitaminico* 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
L- &cido glutamico 28,0 27,50 27,00 26,50 26,00
L-alanina 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
L- lisina 6,20 6,20 6,20 6,20 6,20
L- treonina 4,60 4,60 4,60 4,60 4,60
DL — metionina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
L-triptofano 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Sal comum 3,10 3,10 3,10 3,10 3,10
Antifungico 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Vitamina C 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
Cloreto de colina 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

"Niveis de garantia por kg do produto - Premix (DSM-Roche®): Vit. A, 24.000 UI; Vit. D3, 6.000 UI; Vit.
E, 300 mg; Vit. K3, 30 mg; Vit. B1, 40 mg; Vit. B2, 40 mg; Vit. B6, 35 mg; Vit. B12, 80 mg; Ac. fdlico,
12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg; Niacina, 8730 mg;
Ferro, 200 mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.
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Tabela 3 Composicio de aminoacidos das dietas experimentais (g kg™ de matéria seca)”.

Dietas

2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Matéria seca’ 921,4 927,6 929,1 939,3 915,0
Energia digestivel (kcal kg™)* 314198 314198  3141,98 3141,98 3141,98
Proteina digestivel * 242,85 242,85 242,85 242,85 242,85
Gordura® 36,57 36,57 36,57 36,57 36,57
Fibra bruta 32,34 32,34 32,34 32,34 32,34
Calcio 83,57 83,57 83,57 83,57 83,57
Fésforo disponivel® 62,95 62,95 62,95 62,95 62,95
Aminoéacido essencial®
Arginina 10,6 9,82 9,61 10,39 10,74
Histidina 4,68 4,31 4,17 4,35 4,56
Fenilalanina 9,53 8,78 8,34 8,95 9,50
Isoleucina 6,63 6,11 6,00 6,69 7,41
Leucina 18,31 16,87 16,00 17,26 18,42
Lisina 13,75 12,67 9,95 11,05 10,04
Metionina + cistina 9,31 8,58 7,96 8,34 9,50
Treonina 12,69 11,69 13,49 13,89 14,33
Triptofano 2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Valina 7,97 7,34 7,26 7,96 8,59
Aminodcido ndo essencial’®
Alanina 35,48 32,96 30,00 31,35 34,09
Acido aspartico 15,68 14,45 13,86 14,78 16,48
Acido glutamico 67,08 61,81 57,14 59,81 63,79
Cistina 2,22 2,05 1,86 2,07 2,94
Glicina 9,59 8,84 7,99 8,80 8,73
Tirosina 6,52 6,01 6,13 6,57 7,11
Serina 9,93 9,15 8,37 9,02 9,70

Valores médios de analises realizadas em duplicata

“Valores determinados no Laboratério da Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos, Ltda.,
Sé&o Paulo, Brasil

¥ Com base em valores descritos por Furuya et al. (2010) e Rostagno et al. (2011).

O experimento foi conduzido no periodo de fevereiro a margo de 2012 no Laboratério de
Aquicultura do Grupo de Estudos em Manejo na Aquicultura — GEMAg, da Universidade
Estadual do Oeste do Parand, Unioeste, Campus Toledo, Parana por um periodo de 45 dias. Foram
utilizadas 240 tilapias com peso medio de 38,20 £ 0,09 g, distribuidas em caixas circulares de 250
litros, sendo cada unidade composta por 12 peixes. A aeracéo do sistema foi mantida por meio de
soprador (5,97 + 0, 28 mg L™ ) e a temperatura controlada com a utilizacdo de termostato digital
(28,22 + 0,88 °C). Os parametros fisicos e quimicos, como: oxigénio dissolvido (mg L™),
condutividade elétrica (uS cm™) e pH foram monitorados semanalmente com o aparelho YSI
Professional Plus Multiparameter Water Quality Meter. Ao final do experimento, 0s peixes foram

mantidos em jejum por 24h, para esvaziamento do trato gastrointestinal; posteriormente, para
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coleta de sangue, foram anestesiados com benzocaina (100 mg L™ de 4gua) em seguida foram
submetidos & eutanasia com benzocaina (250 mg L™), para realizacio dos pardmetros zootécnicos
e centesimais seguindo protocolo de (Gomes et al. 2001).

Para o desempenho produtivo, foram avaliados os parametros de ganho de peso (g) [(peso
final) — (peso inicial)]; conversdo alimentar [(consumo de racéo)/(ganho de peso)]; sobrevivéncia
(%) [(ndmero de animais final + ndmero de animais inicial) x 100]; indice hepatossomatico [(peso
do figado/peso final) x 100]; taxa de eficiéncia proteica [ ganho de peso/(consumo de racdo x %
da proteina da dieta) x 100]; uniformidade = [(quantidade de peixes com peso corporal dentro da
média + desvio padrdo/nimero total de peixes) x 100]; e Retencdo de aminoacidos:100 x [(peso
final x contetdo de aminodcido) ) - (peso inicial x conteudo de aminoacido)]/aminoacido

consumido.

Andlises laboratoriais

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

Foram feitas extensdes sanguineas em laminas de vidro com extremidades foscas, secas ao
ar e coradas pelo método de (Rosenfeld 1947). A leitura foi realizada em microscépio éptico com
aumento de 100x, utilizando 6leo de imerséo. A contagem total de leucdcitos e trombdcitos foram
realizadas pelo método indireto (Martins et al. 2004): Leucécitos totais (UL) = [(nGmero de
leucdcitos contados na extensdo x numero de eritrécitos em camara de Neubauer)/2000]; e
Trombdcitos totais (uL) = [(nGmero de trombdcitos contados na extensdo x ndmero de eritrocitos
em camara de Neubauer)/ 2000].

A contagem do diferencial de leucdcitos consistiu em determinar a proporcéo existente
entre as distintas variedades de leucdcitos: neutrofilos, eosinofilos, basofilos, linfdcitos e
monacitos. Em microscopio de luz comum, com objetiva de imersdo 100 vezes foram contados

100 leucdcitos. A contagem foi feita no corpo da extensdo, percorrendo-se todo o material,
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movimentando-se a lamina em “zig-zag”. O namero de cada elemento foi expresso em
porcentagem.

O plasma foi obtido pela centrifugacdo do sangue total, a 3000 RPM por 10 minutos. No
plasma foram determinados os niveis de proteinas plasmaticas totais pela metodologia enzimatica
- colorimétrica (kit Analisa ©).

As anélises centesimais de matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral
foram realizadas no Laboratério de Qualidade de Alimento do Grupo de Estudos e Manejo na
Aquicultura — Gemag/Unioeste, Toledo, Parana. As analises foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita pela AOAC (2000).

Andlises estatisticas

Foi utilizado um modelo inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As diferencas entre as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando o pacote
estatistico SPSS (10.0) para Windows. Os dados discrepantes foram identificados (P < 0,05) pelo
teste de Dixon (Sachs 1968) e eliminado para calculos posteriores. Os dados também foram

analisados por meio de regressao broken-line (Y=a + bX) de acordo com Zeiton et al. (1967).

Resultados

Durante o periodo experimental a temperatura da dgua, o pH, condutividade elétrica, e o
oxigénio dissolvido apresentaram valores médios de 28,22 + 0,88 °C; 7,84 + 0, 02; 102,89 + 0,12
uS ecm™; 597 + 0, 28 mg L respectivamente. Estes valores estdo dentro dos limites
recomendados por Boyd (1990), para peixes de aguas tropicais. O ganho de peso, conversdo
alimentar, taxa de eficiéncia protéica, gordura visceral, indice hepatossomatico, uniformidade e
sobrevivéncia estdo apresentados na Tabela 4. Foi observada diferenga significativa para a
uniformidade pelo teste de Tukey, sendo que as dietas suplementadas com triptofano apresentaram
uma maior uniformidade entre os lotes em relacdo a dieta controle. Porém, ndo foram observadas

diferengas significativas para os outros parametros analisados.
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Tabela 4 Desempenho de juvenis de tilapias do Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de
triptofano*.

Dietas
2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Ganho de peso (9) 76,99+6,72  72,26x2,17 82,72+7,72  71,55%£9,35  83,29+7,05
CA 1,07+0,07 1,06+0,21 0,88+0,14 1,08+0,10 0,89+0,19
TEP 2,54+0,18 2,53+0,08 3,23+0,48 2,78+0,71 3,16+0,65

Sobrevivéncia (%) 97,92+4,16 100,00 92,67+8,33  93,75x7,97  93,75%7,97
Gordura visceral (%)  3,26+0,41 2,80+0,57 4,37+1,26 2,64+0,59 4,31+0,93
IHS 1,79+0,19 1,70+0,48 2,28+0,18 1,28+0,21 1,92+0,55
Uniformidade (%) 62,50+8,34b 66,67+0,00a 70,55+4,19a 64,25+3,17a 66,67+2,60a
CA=Conversao alimentar; TEP=taxa de eficiéncia proteica; IHS= indice hepatossomatico.

Valores sdo medias * desvio padrdo de quatro repeti¢fes. Valores com letras diferentes na mesma linha
sdo significativamente diferentes (P > 0.05).

Os valores médios de composicdo corporal como: umidade, proteina bruta, extrato etéreo e
matéria mineral dos peixes alimentados com dietas contendo niveis crescentes de triptofano estdo
representados na Tabela 5. O aumento nos niveis de triptofano ndo interferiu significativamente
(P>0,05) sobre a composicdo corporal dos peixes. Pode-se observar que todos os valores estdo
proximos entre os tratamentos.

Tabela 5 Composicgdo corporal (9.100-1 g) dos peixes alimentados com dietas contendo niveis crescentes
de triptofano™*.

Dietas
2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Umidade 70,71+1,53 69,60+0,96 69,54+1,83 69,29+0,90 69,16+1,34

Proteina bruta 13,97+0,83 15,05+1,07 14,38+1,61 14,64+0,66  14,62+1,69

Extrato-etéreo 10,95%0,52 11,43+1,07 11,85%0,69 11,18+0,35  11,35%0,18

Matéria mineral ~ 4,04+0,11 4,63+0,51 4,84+0,71 4,33+0,17 4,6910,21
"Os valores sd0 médias + desvio padr&o de duas repeticdes.

Os efeitos dos diferentes niveis de triptofano sobre a composicéo corporal de amioacidos
dos peixes estdo apresentados na Tabela 6, ndo foram observadas diferencas significativas P>0,05

sobre a composicao.
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Tabela 6 Composicao proximal corporal de aminoacidos essenciais e ndo essenciais (g/ 16g N) de juvenis

de tildpias alimentadas com dietas com niveis crescentes de triptofano.

Dietas
2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Aminoacido essencial
Arginina 5,18+0,92 5,12+0,39 5,70+0,39 5,17+0,31 5,31+0,50
Histidina 1,78+0,23 1,68+0,17 1,77+0,10 1,65+0,09 1,73+0,16
Fenilalanina 3,30+0,43 3,27+0,27 3.34+0,16 3,12+0,16  3,23%+0,28
Isoleucina 3,19+0,38 3,11+0,20 3,24+0,18 3,01+0,23  3,07+0,16
Leucina 5,79+0,73 5,71+0,40 5,89+0,31 5,52+0,38 5,71+0,41
Lisina 5,49+0,94 5,28+0,58 5,90+0,46 5,06£0,37 5,55+0,86
Metionina 1,56+0,35 2,00+0,09 2,02+0,08 1,84+0,12 1,99+0,16
Metionina+cistina 2,49+0,45 2,44+0,10 2,55+0,09 2,34+0,15 2,53+0,20
Treonina 3,60+0,50 3,54+0,24 3,78+0,21 3,43+0,20 3,58+0,33
Triptofano 0,71+0,06 0,64+0,50 0,89+0,06 0,77+0,07 0,82+0,08
Valina 3,69+0,43 3,63+0,26 3,89+0,23 3,568+0,22 3,63+0,24
Aminoéacido ndo essencial
Alanina 6,15+0,96 6,05+0,35 6,30+0,44 5,81+0,44 6,13+0,57
Acido aspartico 7,33+1,02 7,25+0,42 7,96+0,43 6,93+0,39  7,33+0,60
Acido glutamico 11,87+1,60 11,65+0,75 12,09+0,63 11,09+0,85 11,65+0,97
Cistina 0,53+0,11 0,44+0,08 0,53+0,09 0,50+0,06  0,55+0,05
Glicina 8,34+1,51 8,55+0,56 9,21+0,65 8,34+0,73  8,86+1,17
Tirosina 2,51+0,33 2,43+0,24 2,53+0,18 2,30+0,13 2,39+0,22
Serina 3,41+0,54 3,39+0,20 3,58+0,24 3,24+0,18  3,49+0,34

"Os valores sd0 médias + desvio padrdo de duas repeticdes.

Para retencdo de aminodacidos, foram observadas diferencas significativas (P<0,05) para
fenilalanina, leucina, glicina e serina, pelo teste de Tukey (Tabela 7). Para a fenilalanina e serina
0s peixes que receberam a dieta com 4,28 g kg ™ de triptofano da matéria seca obtiveram maior
retencdo de aminoacidos em relacdo aos peixes que receberam a dieta com 2,11 g kg * de
triptofano da matéria seca. Contudo, ndo foi observado diferencas das tilapias alimentadas com as
dietas contendo 2,65, 3,19 e 3,74 g kg ™! de triptofano da matéria seca. Para retencdo de leucina, os
peixes que consumiram a dieta contendo 4,28 g kg * de triptofano da matéria seca, obtiveram
maior retencdo de amino&cidos do que os peixes alimentados com as dietas contendo 2,11, 3,19 e
3,74 g kg * de triptofano da matéria seca. Porém nao diferiu dos peixes alimentados com a dieta
contendo 2,65 g kg ™ de triptofano da matéria seca. Para retencéo de glicina as tilapias que foram
alimentadas com as dietas contendo 4,28 e 3,19 g kg * de triptofano da matéria seca obtiveram
maior retencdo de glicina do que os peixes alimentados com as dietas contendo 2,11 e 3,74 g kg *
de triptofano da matéria seca, porém, ndo foi observada diferenga dos peixes alimentados com as

dietas contendo 2,65 g kg * de triptofano da matéria seca.
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Tabela 7 Retencéo corporal de aminoacidos essenciais e ndo essenciais de juvenis de tilapias alimentadas

com dietas com niveis crescentes de triptofano*.

Dietas
2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Aminodcido essencial
Arginina 35,39+5,06  41,91+1,23 56,18+11,03 61,57+16,79  45,94+10,18
Histidina 32,35+2,47 19,73+10,43 44,59+8,52 26,28+9,93 45,91+14,61
Fenilalanina 27,94+1,73a 31,33+1,63ab  43,34+8,04ab  38,08+6,48ab 44,34+10,71b
Isoleucina 35,63+1,64  37,43%7,16 66,16+4,97 33,91+9,35 42,06+15,15
Leucina 25,83+1,30a 44,73+13,79ab  39,86%7,22a 25,78+6,97a  65,65+15,82b
Lisina 41,60+6,23  41,75+9,68 63,77+10,69 35,58+14,22 54,25+5,25
Metionina 23,46+354  81,16%5,76 42,90+16,53 35,76+22,33 32,2346,73
Metionina + cistina 22,23+334  22,77+0,91 33,87+11,78 21,3746,95 28,29+5,96
Treonina 22,25+1,98  24,21+1,68 39,45+7,72 20,84+6,25 40,87+19,48
Triptofano 26,61+4,88 44,1245 44 45,83+7,13 20,64+8,54 21,99+3,16
Valina 34,82+1,92  42,88+3,11 58,91+10,49 36,02+10,42  43,95+10,10
Aminoacido ndo essencial
Alanina 14,89+1,63  15,59+0,48 22,97+3,84 30,16+17,06 18,70+3,24
Acido aspartico 37,59+3,04  42,08+1,05 59,28+10,42 61,57+8,57 45,94+8,96
Acido glutamico 18,72+1,49  15,99+1,15 23,14+4,23 15,05+4,04 19,22+3,56
Cistina 18,39+5,14  14,09+5,67 28,17+9,19 17,54+7,78 18,16+3,54
Glicina 71,46+11,23a 83,69+5,98abc 129,79+20,60c  78,63+19,49ab 129,44+37,08c
Tirosina 32,11+3,08 42,04+11,40 45,32+7,36 36,95+13,38  44,39+12,44
Serina 29,22+3,39a 32,01+1,34ab  47,83+7,76ab  52,86+24,62ab 59,81+11,28b

" Valores sio médias + desvio padrdo de quatro repeticfes. Valores com letras diferentes na mesma linha séo
significativamente diferentes (P< 0,05) pelo teste de Tukey.

Os dados da contagem total de eritrdcitos, percentual de hematdcrito, taxa de hemoglobina,
volume corpuscular média, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média estdo apresentados na Tabela 7. Foram observadas diferencas significativas

para contagem total de eritrdcitos e para o volume corpuscular médio.
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Tabela 8 Valores médios de contagem total de eritrocitos (Erit), hematocrito (Hct), taxa de
hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e

concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Dietas
2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Erit x10°uL™ 1,94+0,15b 2,04+0,16ab 1,92+0,18b 2,2610,34a 1,99+0,20b
Hct % 38,83+3,56 37,35+4,13 37,89+2,61 35,67+2,60 35,75+3,54
Hb g dL? 9,11+1,38 8,84+1,36 8,62+1,05 8,81+1,09 9,15+1,26
VCM pL'1 200,80+22,55a 185,46+21,88ab 199,24+25,76a 161,87+29,15b 181,43+22,59ab
HCM % 47,38+8,21 43,48+7,42 45,27+7,85 40,16+9,21 46,21+6,94

CHCMgdL"  23,61+3,21 23,76%5,06 22,72+2,14 24,76+2,83 25,63+3,55

"Os valores séo médias + desvio padréo de duas repeticées.

Os valores médios de trombacitos totais, percentual de linfocitos, percentual de neutréfilos,
percentual de mondcitos e proteinas plasmaticas totais de peixes alimentados com dietas contendo
niveis crescentes de triptofano, ndo sofreram diferencas significativas P>0,05 e estdo

representados na Tabela 9. Com excecdo da contagem total de leucdcitos P<0,05.

Tabela 9 Valores médios de leucdcitos totais (Leuc tot), trombdcitos totais (tromb tot), porcentagem de
linfécitos (Linf), porcentagem de neutrofilos (Neutr), porcentagem de mondcitos (Mono) e proteinas

plasmaticas totais (PPT).

Dietas
2,11 2,65 3,19 3,74 4,28
Leuc pL™ 20297+4143a 2128545599a  37620+18155b 24102+11208ab 24180+8915ab
Tromb uL'l 37393+24057 28996112706 49986+18420 41814+14673 48943+22608
Linf % 79,75+11,60 8,84+1,36 8,62+1,05 8,81+1,09 9,15+1,26
Neutr % 12,12+10,76 18,3745,31 11,67+7,36 9,87+3,72 16,3748,33
Mono % 7,6245,75 12,87+3,75 10,17+7,70 9,25+6,01 6,87+2,79
PPT g dL? 2,96+0,39 3,07+0,49 3,30+0,54 3,20+0,47 2,98+0,39

"Os valores s&o médias + desvio padréo de duas repeticdes.

Discussao

A maioria dos estudos realizados é voltada a avaliagdo do efeito do triptofano sobre a
reducdo do estresse dos individuos, devido ao fato desse aminoacido ser um precursor da
serotonina, um neurotransmissor indoleamina que esta ligado a varios padrées comportamentais.
Nesse sentido, Hseu et al. (2003) em trabalhos com Epinephelus coioides, afirmam que dietas
contendo 11 g kgde triptofano da proteina proporcionam uma maior homogeneidade dos
animais, diminuindo o canibalismo. Tejpal et al. (2009), em estudo avaliando a suplementagéo de

triptofano sobre o estresse da alta densidade em alevinos de Cirrhinus mrigala, observaram que a
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suplementacdo dietética em um nivel minimo de 7,7 g kg™ de triptofano da proteina reduz o
estresse nesta espécie. Hoglund et al. (2005) em dois estudos com juvenis de bacalhau do
Atlantico (Gadus morhua), demonstraram que em um estudo comportamental 0s peixes
alimentados com dietas contendo 28g kg ™ de triptofano por trés dias apresentaram um diminuicao
significativa nos atos agressivos, o0 nimero médio de agressdes também foi significativamente
menor em relacdo ao grupo controle que néo receberam dietas suplementadas com triptofano. No
segundo estudo, esses mesmos autores avaliaram o efeito da suplementagéo do triptofano 28 g kg™
sobre a atividade da serotonina (5 HT) cerebral e observaram que os peixes alimentados com
triptofano apresentaram valores mais elevados de serotonina em relagdo ao grupo controle. Em
concluséo estes estudos demonstraram que os juvenis de bacalhau do Atlantico séo altamente
agressivos e que a suplementacdo de triptofano na alimentacdo afeta os sistemas centrais da
serotonina (5 HT) e reduz o comportamento agressivo.

Analisando os resultados do desempenho produtivo, dos peixes do presente trabalho, pode-
se observar que para 0 ganho de peso, conversdao alimentar, taxa de eficiéncia proteica, indice
hepatossomatico, gordura visceral e sobrevivéncia ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos (P>0,05), porém os niveis de suplementacao de triptofano em relacdo a dieta
basal proporcionaram uma maior uniformidade (P<0,05) entre os peixes. O triptofano é um
precursor da serotonina, um importante neuromediador associado ao humor, inibicdo a agressdo, a
resposta ao estresse e a regulagdo do apetite (Rossi & Tirapegui 2004). Ainda que ndo tenha sido
observado efeito do triptofano sobre desempenho produtivo e sobrevivéncia, indicando que a dieta
ndo suplementada com triptofano atendeu as exigéncias para o crescimento, conversao alimentar e
sobrevivéncia, contudo este nivel ndo foi o suficiente para uma adequada uniformidade do lote,
que foi obtida no presente trabalho com os peixes que receberam as dietas contendo 2,65 a 4,28 g
kg * de triptofano. A uniformidade no lote é um fator importante na criacéo de peixes, pois facilita
a alimentacdo, captura, comercializacao e processamento do pescado (Saoud et al. 2008).

Para o catfish africano (Clarias gariepinus) Fagbenro & Nwanna (1999) determinaram (11
g kg™ de triptofano da proteina para um melhor desempenho. Trabalhando com juvenis Lates
calcarifer Coloso et al. (2004) demonstraram que 0s niveis de triptofano ndo afetaram a
sobrevivéncia e determinaram 4,1 g kg™ de triptofano da proteina para melhor resposta para o
crescimento e eficiéncia alimentar.

Gaylord et al. (2005) testaram niveis de (10 a 14 g kg™) de triptofano na dieta de striped
bass hibridos (Morone chrysops x M. saxatilis) estimando niveis de (6 a 7 g Kg™) de triptofano da
proteina como ideais para melhorar o ganho de peso e sobrevivéncia. Em estudos com alevinos de
Labeo rohita Abidi & Khan (2010) determinaram niveis de 9,0 a 9,5 g kg™ de triptofano da
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proteina para melhor crescimento e utilizacdo eficiente dos alimentos. Por outro lado, Saaevedra et
al. (2009), observaram que a suplementacgéo de triptofano para larvas de Diplodus sargus, reduziu
0 ganho de peso e ndo preveniu o aparecimento de deformidades 6sseas. Em salmonideos foi
observada escoliose em dietas com deficiéncia de triptofano (Akima et al. 1986). De acordo com
Gaylord et al.(2005), a utilizacdo da proteina é drasticamente comprometida se o triptofano nédo
estiver suficientemente disponivel em conjunto com outros aminoacidos essenciais na dieta para
manter as funcdes fisioldgicas normais.

A exigéncia de triptofano descrita pelo NRC (2011) para tilapia do Nilo foi baseado no
experimento realizado por Santiago & Lovell (1988), que forneceram racgbes purificadas e
relataram que 10 g kg™ de triptofano da proteina foi suficiente para 0 maximo ganho de peso dos
peixes. No presente experimento, com 0 uso de racdes praticas, a tilapia do Nilo apresentou um
desempenho satisfatorio com nivel ligeiramente inferior, 8,8 g kg™ de triptofano da proteina. De
acordo com (Griffin et al. 1992), as racOes purificadas tem reconhecidamente menor
aceitabilidade pelos peixes, por serem menos palataveis que as ragcdes praticas, 0 que ocasiona
menores ganhos de peso e eficiéncia alimentar, fato que pode ter influenciado a exigéncia do
aminoacido avaliado.

No presente estudo os niveis de triptofano suplementados nas dietas ndo provocaram
alteracOes sobre os parametros de umidade, proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral nos
peixes. Assim como ndo influenciaram a composi¢do corporal dos aminodcidos (g/16 g N).
Contudo, foram observadas diferencas para retencdo de aminoécidos para fenilalanina, leucina,
glicina e serina.

Os resultados da contagem total de eritrdcitos encontradas neste estudo estdo dentro da
faixa considerada normal para a espécie, estes valores sdo proximos aos obtidos por Aradjo et al.
(2011), que trabalharam com dietas contendo 6leos vegetais para tilapia do Nilo, onde obtiveram
médias de 1,95 a 2,27 x 10° pL™* de sangue, e ainda por (Jerdnimo et al. 2011) avaliando a
influéncia sazonal sobre os parametros hematoldgicos de tilapia do Nilo, relataram 1,30 a 2,54 x
10° puL™* de eritrécitos no sangue. Quanto & taxa de hemoglobina, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, estando os resultados descritos neste estudo préximos aos
obtidos por Hubrec et al. (2000), que apresentaram médias de 7,0 a 9,8 g dL™ ao avaliarem
intervalos de referencia para tilapias e por Tavares—Dias & Faustino (1998) que observaram
resultados de 5,4 a 12,7 g dL™*. De acordo com Feldman (2000) a concentracéo de hemoglobina
em peixes € mais baixa quando comparada com mamiferos, apresentando uma variagdo 5 a 10 g
dL™.
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No presente trabalho, todos os valores encontrados entre os tratamentos séo considerados
normais para as especies em estado de higidez (Tavares-Dias & Moraes, 2004). Comparando o
percentual de hematdcrito da presente pesquisa com os verificados na literatura com a mesma
espécie, constata-se que sdo concordantes com os valores encontrados por Feldman (2000) que
avaliou as amplitudes de variacdo dos pardmetros sanguineos de tilapia do Nilo e relatou médias
de 27% a 47%, sendo estes valores considerados normais para a espécie. Possivelmente, 0s
resultados de normalidade das variaveis hematoldgicas dos peixes utilizados no presente trabalho
ocorreram pelo fato do triptofano ndo atuar diretamente na producdo de células sanguineas,
indicando que todas as ra¢Bes encontravam-se adequadamente balanceadas em aminoacidos para o
atendimento das exigéncias da espécie considerando-se 0 estagio de desenvolvimento.

Valores de 9760 e 154700 de leucécitos pL™ de sangue sdo considerados normais para a
espécie (Allen 1993; Allen 1994; Feldman et al. 2000). Foram observadas diferencas
significativas na contagem total de leucécitos, porém esses valores estdo dentro dos limites
considerados normais para a tilapia, sendo que as diferencas significativas foram ocasionadas por
variacdes fisioldgicas normais nos peixes ou por fatores ainda ndo estudados e ndo pela
suplementacdo de triptofano nas racGes. Os peixes também ndo apresentaram quadro de
leucocitose, que é 0 aumento na contagem total de leucocitos excedente ao limite superior tolerada
pela espécie, ou leucopenia, que é a diminuicdo da producdo de células brancas. Geralmente é
observado quadro de leucopenia acompanhada de linfocitopenia e leucocitose quando ocorre
efeito de estresse em peixes (Pickford et al. 1971), como relatado por Barton & Iwana (1991),
Falcon et al. (2008) e Signor (2007). Assim, pode-se inferir que 0s peixes permaneceram em
condicBes experimentais e manejo apropriado e que todas as dietas forneceram niveis de triptofano
que atenderam as exigéncias em termos de desempenho e salde da espécie.

Os tipos celulares de leucocitos circulantes mais abundantes encontrados neste trabalho
foram os linfécitos, sendo essas células as mais numerosas na circulacdo sanguinea em diversas
espécies de teledsteos (Ranzini-Paiva & Silva-Souza 2004), incluindo a tilapia. Estes resultados
corroboram com os encontrados por Ugwem et al. (2011), avaliando respostas hematoldgicas de
tildpias depois da aclimatagdo em cativeiro. E ainda por Falcon et al. (2008) avaliando o
leucograma de til&pias arragoadas com dietas suplementadas com niveis de vitamina c e lipidios,
antes de serem submetidas ao estresse por baixa temperatura. A imunidade inata, que corresponde
a primeira linha de defesa, € composta por neutréfilos e macrofagos (Tizard 2002).Quando ocorre
invasdo por patdgenos nos organismo dos animais, as células que aparecem em maior
porcentagem sdo o0s neutrofilos, pois estes atuam no combate das infeccbes, portanto a

caracterizacdo e a identificacdo deste pardmetro séo importantes na avaliacdo das alteracdes do
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estado fisioldgico dos peixes (Ranzani-Paiva et al. 2004). Deste modo, pode-se inferir novamente,
que os peixes permaneceram sadios e que a adi¢do de triptofano na dieta, ndo causou alteragdes no
diferencial de leucdcitos, ainda, o percentual de linfocitos mais elevado entre todos os tratamentos,
refletiu um estado de higidez entre os animais.

Para a contagem total de trombdcitos, 0 numero médio de trombdcitos em teledsteos de
4gua doce pode variar de 2.000 a 68.400 pL™ de sangue (Tavares-Dias & Moraes 2004).
Resultados semelhantes ao deste trabalho foram reportados por esses mesmos autores, cujos
valores encontrados foram 21366,10 a 48902,50 uL™ de trombécitos. Hubrec et al. (2000)
relataram valores de 25100 a 85200 pL™* de trombécitos para tilapias.

A proteina plasmatica total € um parametro sanguineo que reflete o estado nutricional,
balanco hormonal, hidrico e higidez do animal (Feldman 2000). As proteinas plasmaticas sdo
compostas por albuminas, globulinas e fibrinogénio, as quais por meio de diminuicdo de sua
concentracdo podem indicar alteracdo hepética ou que a racdo ndo é balanceada. Portanto, ela
pode ser utilizada para avaliar a condi¢cdo de saude dos peixes. A concentracdo de proteinas
plasmaticas totais neste estudo variou de 2,96 a 3,30 g dL ', esses valores s&o considerados
normais para tilapias saudaveis, de acordo com Chen et al. (2003) e Mauel et al. (2007) as médias
de proteinas plasmaticas totais, variam de 3,0 a 7,7 g dL *. Portanto, no presente trabalho, pode-se
sugerir que as dietas com diferentes niveis de triptofano ndo causaram alteragcdes sobre a resposta
hematoldgica e bioquimica dos peixes.

No presente trabalho, observou-se que o nivel 2,11 g kg™ de triptofano da dieta,
correspondente a relacdo triptofano: lisina de 0,15:1, atende as exigéncias dietéticas para o
desempenho e saude de juvenis de tilapia do Nilo. Contudo, a melhor uniformidade foi obtida para

0s peixes que receberam as dietas contendo 2,65 a 4,28 g kg ™ de triptofano.
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CAPITULO II

Triptofano em dietas para tilapia do Nilo: desempenho produtivo e
respostas hematologicas e bioquimicas antes e apés o estimulo pelo
calor

Resumo: Dentre os aminodcidos o triptofano é essencial e deve ser fornecido na dieta, uma vez
que sua sintese ndo pode ser realizada pelo animal. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito dos niveis de triptofano sobre o desempenho produtivo e parametros hematoldgicos antes e
apoés o estimulo pelo calor. Foram utilizados 600 alevinos de tilapia do Nilo 3,39+0,02 g e
5,07+0,01cm, respectivamente, distribuidos em 20 caixas de fibra de vidro com capacidade de 250
litros, sendo cada unidade composta por 30 peixes. O delineamento foi inteiramente ao acaso com
cinco tratamentos e quatro repeticdes. Foram elaboradas cinco dietas com 271,3 g kg™ de proteina
digestivel e 3181 de kcal kg™ de energia digestivel com niveis crescentes de triptofano (2,33; 2,69;
3,17; 3,50 e 3,87 g kg™). Ap6s o periodo de 85 dias foram efetuadas as analises de desempenho
produtivo, hematologicas e bioguimicas. Ao término destas analises e para verificar o estimulo
causado pelo aumento da temperatura, os peixes foram transferidos de aquarios, sendo distribuidos
10 peixes por unidade experimental, permanecendo a uma temperatura de 35°C por sete dias.
Apos esse periodo foram feitas as mesmas anélises hematoldgicas e bioquimicas antes do desafio.
N&o foram observadas diferencas significativas para os parametros do desempenho produtivo. A
retencdo de aminoacidos foi significativa para histidina e para o triptofano. O estimulo pelo calor
provocou aumento significativo para o volume corpuscular médio, assim como teve influéncia
sobre a glicose e o cortisol plasmatico. Pode-se concluir que o nivel 2,33 g kg * da dieta
correspondente a relacdo triptofano: lisina de 0,157: 1 foi o suficiente para atender as exigéncias
dietéticas e de higidez da espécie. O estimulo pelo calor ndo alterou o estado de satde dos peixes.

Palavras chave: Hematologia, nutrig&o, tilapia do Nilo, triptofano.

Tryptophan in the diets of Nile tilapia: productive performance and hematological and
biochemical responses before and after heat stimulation
Abstract: Among the amino acids tryptophan is essential and must be provided in the diet, since
its synthesis can not be carried by the animal. This study aimed to evaluate the effect of

tryptophan levels on productive performance and blood parameters before and after heat
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stimulation. Were used 600 Nile tilapia with mean average weight and length of 3.39 £ 0.02 g and
5.07 £ 0.01 cm, respectively, distributed in 20 glass fiber boxes with a capacity of 250 liters, with
each unit consisted by 30 fish. The design was completely randomized with five treatments and
four replications. Four diets were prepared with approximately 271.3 g kg™* of digestible protein
and 3181 kcal kg™ of digestible energy with increasing levels of tryptophan (2.11, 2.65, 3.19, 3.74
and 4, 21 g kg-1). After the period of 85 days the productive performance, hematological and
biochemical analyzes were performed.. At the end of these analyzes fish were transferred to the
laboratory, and 10 fish per experimental unit were distributed, remaining at a temperature of
35°C for seven days. After this period were made the same hematological and biochemical
analyses performed before challenge. No significant differences were observed for productive
performance. The amino acids retention was significant for histidine and tryptophan. The heat
stimulus caused a significant increase in the mean corpuscular volume, and had influence on
glucose and plasma cortisol. It can be concluded that the level of 2.33 g kg -1 diet corresponding
to tryptophan: lysine ratio of 0.157: 1 was enough to meet the dietary requirements of the species
and healthiness. The heat stimulus did not alter the state of fish health.

Keywords: Hematology, Nile tilapia, nutrition, tryptophan.

Introducdo

A tilapia do Nilo é de grande importancia para piscicultura mundial e sua producdo cresce
acentuadamente, sendo a segunda espécie mais cultivada do mundo, ficando somente atras das
carpas (FAO 2012). Destaca-se na piscicultura brasileira, dentre outros fatores, pela
disponibilidade de alevinos, dominio das técnicas reprodutivas, bem como alta prolificidade, além
disso, apresenta facil adaptacdo aos distintos ambientes de criacdo, pelos indices zootécnicos e
pela aceitacdo de sua carne no mercado consumidor (Beyruth et al. 2004).

Apesar de varias pesquisas ja terem sido desenvolvidas com essa espécie, as suas
exigéncias nutricionais ainda ndo foram totalmente esclarecidas. A nutricdo tem como objetivo
determinar as exigéncias nas diferentes fases de desenvolvimento dos peixes. Nutriente, como a
proteina é essencial ao desenvolvimento dos animais, sendo que os aminoacidos devem estar em
proporcdes adequadas de forma a atender as necessidades nutricionais dos peixes, visando melhor

desempenho e manutencédo do estado sanitario.
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Dentre os amino&cidos o triptofano é essencial e deve ser fornecido na dieta, uma vez que
sua sintese ndo pode ser realizada pelo animal. Além do triptofano participar da sintese proteica,
desempenha importante papel sobre as funcgdes bioldgicas. Também atua como um precursor da
serotonina (5 — hidroxitriptamina, 5HT), um neurotransmissor indoleamina que esta ligada a
varios padrdes de comportamento, incluindo a agressividade (Winberg & Nilsson 1993), estresse
(Schjolden et al. 2006), alimentacdo (Ortega et al. 2005), e dominancia social (Lepage et al.2005).
A suplementacdo de triptofano para controlar a agressao ja foi observada em algumas espécies de
peixes como a truta arco-iris (Winberg et al. 2001), garoupa (Epinephelus marginatus), (Hseu et
al. 2003) e bacalhau do Atlantico (Gadus Morhus), (Hoglund et al. 2005).

Atualmente uma ferramenta que esta sendo muito empregada na piscicultura é a
hematologia, que tem como func¢éo avaliar o estado de higidez dos animais. O sangue é um tecido
liqguido movel, do tipo conjuntivo, que esta em equilibrio com praticamente todos os outros
tecidos, constituindo-se uma das grandes forcas homeostéticas do organismo. Distribui calor,
transporta gases respiratorios, nutrientes e produtos de excrecdo, além de atuar na defesa do
organismo (Ranzani-Paiva & Silva—Souza 2004).

Os parametros hematoldgicos em muitas espécies de peixes sdo regulados pelas condicdes
ambientais, consequentemente o impacto de fatores como temperatura, nivel de oxigénio
dissolvido, potencial de hidrogénio e estresse, podem alterar o perfil das variaveis hematoldgicas
dos peixes. Cabe ressaltar que peixes cultivados sdo mais afetados pela flutuacdo da temperatura
do que peixes na natureza, isso ocorre em parte pela impossibilidade de se movimentarem por
longas distancias e assim se afastarem da temperatura adversa (Watts et al. 2002).

Sabendo da importancia da hematologia como ferramenta para avaliar o estado de saude
dos peixes e da necessidade de mais conhecimentos sobre as exigéncias nutricionais da tilapia,
este trabalho teve como finalidade avaliar o efeito dos niveis de triptofano sobre o desempenho

produtivo e parametros hematoldgicos antes e ap6s o estimulo pelo calor.

Material e métodos

Procedimentos experimentais

O estudo foi realizado na Universidade Estadual do Oeste do Parana, no laboratorio de
aquicultura do GEMAqQ (Grupo de Estudos e Manejo na Aquicultura) Campus de Toledo.O

experimento foi dividido em trés fases:
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Fase |

Foram utilizados 600 alevinos de tilapia do Nilo com peso e comprimento médio inicial de
3,39+0,02 g e 5,07+0,01cm, respectivamente, distribuidos em 20 caixas de fibra de vidro com
capacidade de 250 litros, sendo cada unidade composta por 30 peixes. ApOs 45 dias 0s peixes
foram retirados das caixas, medidos e pesados individualmente para avaliacdo do desempenho

produtivo e 15 peixes foram devolvidos para cada unidade experimental com a mesma biomassa.

Fase 11

Para a segunda fase, o experimento foi conduzido por mais 40 dias, 0s peixes apresentaram
peso e comprimento médio inicial de 24,26+1,96 g e 14,78 +0,26 cm, respectivamente. No final
do periodo experimental (85 dias) os peixes foram retirados das caixas, medidos e pesados, para
avaliacdo do desempenho produtivo e coleta de sangue. Desses 15 peixes, 10 foram devolvidos

para as mesmas unidades experimentais e foram submetidos ao desafio térmico.

Fase I11: estimulo pelo calor

Apobs o término do desempenho produtivo e da coleta de sangue dos peixes da segunda
fase, os animais utilizados nesta etapa foram mantidos na mesma estrutura experimental. Para a
realizacdo desse desafio foi mantido o mesmo delineamento do desempenho produtivo, com cinco
tratamentos e quatro repeticdes sendo que 200 peixes foram devolvidos as estruturas, perfazendo
10 peixes por unidade experimental.

Posteriormente a transferéncia dos peixes realizou-se a elevacdo da temperatura de 27°C
para 35 °C (com elevacédo de 1°C por dia), tendo os peixes permanecidos nessas condi¢des por
sete dias. Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, porém nao foi mensurado o
alimento consumido. Apds esse periodo, foram avaliados 0os mesmo parametros hematolégicos e

bioquimicos da fase 1.
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Confeccdo das dietas

Foram elaboradas cinco dietas com 273,1 g kg™ de proteina digestivel e 3181 de kcal kg™ de
energia digestivel com niveis crescentes de triptofano (2,33; 2,69; 3,17; 3,50 e 3,87 g kg™)
conforme Tabela 10. Os ingredientes selecionados foram moidos individualmente em moedor tipo
martelo com peneira de malha 0,5 mm. Posteriormente as racdes foram extrusadas para terem
diametros de aproximadamente 3,0 mm. O arracoamento foi realizado quatro vezes ao dia (8h,
11h, 14h e 17h00) até a saciedade aparente dos peixes. A composi¢do dos aminoécidos essenciais
e ndo essenciais encontram-se na Tabela 11. As analises foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC: High-Performance Liquid Chromatography) no Laboratorio da

Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos Ltda. — Animal Nutrition, Sdo Paulo,

Brasil.
Tabela 10 Composico das dietas com niveis crescentes de triptofano (g kg ™).

Dietas
Ingredientes 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87
Milho, gréo 440,30 440,30 440,30 440,30 440,30
Soja, farelo 45% 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0
Visceras, farinha de aves 60,0 60,0 60,0 60,0 60,0
Trigo, farelo 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Milho, gluten 60% 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Fosfato bicalcico 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Oleo de soja 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Suplem. min. Vitaminico™ 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
L- &cido glutamico 28,0 27,50 27,00 26,50 26,00
L-alanina 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
L- lisina 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6
L- treonina 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4
DL — metionina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
L-triptofano 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Sal comum 3,10 3,10 3,10 3,10 3,10
Antifangico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Vitamina C 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
Cloreto de colina 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

"Niveis de garantia por kg do produto - Premix (DSM-Roche®): Vit. A, 24.000 Ul; Vit. D3, 6.000 UI; Vit.
E, 300 mg; Vit. K3, 30 mg; Vit. B1, 40 mg; Vit. B2, 40 mg; Vit. B6, 35 mg; Vit. B12, 80 mg; Ac. folico,
12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg; Niacina, 8730; Ferro,
200 mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; lodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.
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Tabela 11 Composicio de aminoacidos das dietas experimentais (g kg-1 de matéria seca)'.

Dietas
Ingredientes (g kg-*) 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87
Matéria seca” 938,8 946,3 940,5 938,3 946,0
Energia digestivel (kcal kg')® 3181 3181 3181 3181 3181
Proteina digestivel * 271,3 271,3 271,3 271,3 271,3
Gordura® 48,90 48,90 48,90 48,90 48,90
Fibra bruta 31,10 31,10 31,10 31,10 31,10
Calcio 1,7 8,7 8,7 8,7 8,7
Fésforo disponivel® 5,8 5,8 58 58 5,8
Aminoacido essencial®
Arginina 15,25 15,21 15,95 15,69 14,77
Histidina 6,32 6,32 6,43 6,6 5,85
Fenilalanina 12,94 12,8 12,75 12,85 11,59
Isoleucina 10,41 10,22 9,71 9,87 9,31
Leucina 21,79 21,55 17,95 18,31 20,31
Lisina 14,82 14,22 17,1 17,24 15,94
Metionina 6,29 6,69 6,75 6,66 59
Metionina + cistina 9,73 10,21 9,98 9,97 8,94
Treonina 13,26 13,17 13,38 13,54 12,42
Triptofano 2,51 2,99 3,39 3,68 4,09
Valina 11,3 11,13 11,53 11,7 10,52
Aminodcido ndo essencial®
Alanina 36,51 36,93 38,43 39,63 36,16
Acido aspartico 22,6 22,66 22,96 22,96 21,21
Acido glutamico 67,82 67,95 71,1 72,29 65,49
Cistina 3,46 3,52 3,23 3,31 3,04
Glicina 11,35 11,2 11,2 11,56 10,22
Tirosina 9,8 9,74 9,3 941 8,3
Serina 12,11 11,87 11,99 12,27 11,15

Valores médios de analises realizadas em duplicata

®Valores determinados no Laboratério da Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos, Ltda.,
Sé&o Paulo, Brasil.

¥ Com base em valores descritos por Furuya et al. (2010) e Rostagno et al. (2011).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro
repeticBes. A aeracdo do sistema foi mantida por meio de um soprador (5,49 + 0,41 mg L) ea
temperatura controlada com a utilizagdo de termostato digital (26,11 + 1,32°C) mantendo-se
dentro da faixa de conforto para espécie, sendo aferida as 8h00 e 17h00.Fez-se avaliacdo semanal
do oxigénio dissolvido (mg L™?), condutividade elétrica (uS cm™) e pH utilizando-se a sonda YSI
Professional Plus Multiparameter Water Quality Meter. Ao final do experimento, os peixes foram
mantidos em jejum por 24h, para esvaziamento do trato gastrointestinal; posteriormente, para
coleta de sangue, foram anestesiados com benzocaina (100 mg L™ de 4gua) em seguida foram
submetidos & eutanasia com benzocaina (250 mg L), para realizacio dos pardmetros zootécnicos

e centesimais seguindo protocolo de (Gomes et al. 2001).
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Para o desempenho produtivo, foram avaliados os parametros de ganho de peso (g) [(peso
final) — (peso inicial)]; conversdo alimentar [(consumo de ra¢do)/(ganho de peso)]; sobrevivéncia
(%) [(numero de animais final + numero de animais inicial) x 100]; indice hepatossomatico [(peso
do figado/peso final) x 100]; uniformidade = [(quantidade de peixes com peso corporal dentro da
média £ desvio padrdo/nimero total de peixes) x 100] ; taxa de eficiéncia protéica [ ganho de
peso/(consumo de racdo x % da proteina da dieta) x 100]; taxa de retencdo proteica [ 100 x
proteina corporal final — proteina corporal inicial)/ consumo em proteina]; uniformidade Retencgéo
de aminoéacidos:100 x [(peso final x conteddo de aminoacido) ) - (peso inicial x conteddo de

aminoacido)]/aminoéacido consumido.

Andlises laboratoriais

Para avaliacdo dos pardmetros hematol6gicos e bioquimicos foram utilizados 12 peixes por
tratamento, antes e ap6s o estimulo pelo calor. Foi coletado 1 mL de sangue de cada peixe por
puncdo da veia caudal, com auxilio de duas seringas, sendo uma delas heparinizada. Com o
sangue coletado com a seringa heparinizada, foi realizada a analise do hemograma dos peixes. A
contagem total de eritrdcitos foi realizada em camara de Neubauer, a taxa de hemoglobina foi
determinada pelo método da cianometahemoglobina, utilizando-se o Kit comercial Analisa
Diagnostica®, para determinacdo colorimétrica, segundo (Collier 1944). A porcentagem de
hematdcrito foi determinada pelo método do microhematdcrito, de acordo com a metodologia
proposta por (Goldenfarb et al. 1971). Posteriormente a estas analises foram calculados os indices
hematimétricos: Volume corpuscular médio [VCM (fL) = (hematocrito x 10)/eritrdcitos]; e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média [CHCM (gdL™) = (hemoglobina x100)}/
hematdcrito, segundo (Wintrobe 1934).

Para contagem de leucdcitos e trombdcitos totais e diferenciacdo das células de defesa,
foram feitas extensdes sanguineas e coradas pelo método de (Rosenfeld 1947). A leitura foi
realizada em microscépio utilizando-se aumento de 100x. A contagem total de leucdcitos e
trombocitos foram realizadas pelo método indireto (Martins et al. 2004): Leucdcitos totais (UL) =
[(ndmero de leucdcitos contados na extensdo X% namero de eritrocitos em camara de
Neubauer)/2000]; e Trombdcitos totais (uL) = [(nimero de trombdcitos contados na extensdo x
namero de eritrocitos em camara de Neubauer]/ 2000]. Para o diferencial foram contadas 100

células, estabelecendo-se o percentual de cada componente celular de interesse.
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O sangue coletado com a segunda seringa foi transferido para um tubo identificado e em
seguida centrifugado a 3000 RPM por 10 minutos. Apos a centrifugacdo o soro foi armazenado
em freezer (-20C) para determinacdo da glicose plasmatica pela metodologia enzimatica
colorimétrica (kit Analisa®) e cortisol plasmético determinado pelo teste de ELISA através do kit
ElAgen™ CORTISOL-test (BioChem ImmunoSystems).

As analises centesimais da carcaca como umidade, proteina bruta, extrato etéreo e matéria
mineral, foram realizadas no Laboratorio de Qualidade de Alimento do Grupo de Estudos e
Manejo na Aquicultura — Gemag/Unioeste, Toledo, Parana. As andlises foram realizadas de

acordo com a metodologia descrita pela (AOAC 2000).

Andlises estatisticas

Foi utilizado um modelo inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (P<0,05). As diferencas entre as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia para
comparagdo entre médias. Para avaliacdo dos dados do desafio térmico foi utilizado andlise de
variancia (ANOVA) fatorial (5 x 2), seguidas do teste de Tukey (p<0,05) para as fases de desafio
térmico e regressao polinomial para os niveis de triptofano avaliados. Para realizacdo destas

analises utilizou-se o programa estatistico SAS 9.1.13 (SAS, 2004).
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Resultados

Os parametros da qualidade de agua monitoradas antes do estimulo pelo calor mostraram-
se dentro do considerado adequado para manutencdo da condi¢do de salde dos peixes, segundo
(Boyd, 1990), com valores médios de temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade
26,11+1,32 ; 5,49+0,41; 7,83+0,029; 110,04+16,66 respectivamente. Os valores médios de ganho
de peso, conversdo alimentar aparent, taxa de eficiéncia proteica , taxa de retencdo proteica,
sobrevivéncia, indice hepatossomatico, gordura visceral e uniformidade da primeira e segunda
fase dos peixes alimentados com niveis crescentes de triptofano estdo apresentados na Tabela 12.
Né&o houve efeito (P<0,05) dos tratamentos nos parametros do desempenho avaliados.

Tabela 12 Desempenho produtivo de alevinos de tilapia alimentados com niveis crescentes de triptofano*.

Dietas
Fase | 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87

GP (9) 14,88+0,59 15,774#1,65 16,69+1,08 15,99+0,90 15,44+1,58
CF (cm) 9,37+0,21  9,54+0,26 9,73x0,10  9,52+0,09 9,43+0,13
CAA 0,79+0,04 0,79+0,04 0,75+0,04  0,83%0,04 0,73+0,10
TEP (%) 2,52+0,05 2,55+0,13 2,69+0,16  2,48+0,10 2,59+0,13
SO (%) 96,67+4,17 98,33+1,92  95,00+4,30 96,67+2,72 98,33+1,92
Uni (%) 66,51+5,89 58,38+11,71 69,58+6,82 73,16+5,93 70,00+8,87
Fase Il

GP (9) 43,90+4,36  49,32+4,53 46,51+376 46,55+4,77 46,85+2,82
CF 14,60+0,24  14,92+0,17 14,80+0,16  14,81+0,35 14,78+0,31
CA 0,81+0,04 0,79+0,07 0,78+0,02 0,86+0,10  0,80%0,04
TEP 4,24+0,24 4,40+0,40 4,44+0,16 4,06+0,44  4,32+0,24
TRP 38,74+4,19 55,87+13,56 51,50+6,45 43,81+6,84 47,73+6,84
SO (%) 98,3343,33  98,33+3,33 98,33+3,33  98,33+3,33 96,67+3,84
IHS (%) 2,61+0,24 2,29+0,61 2,46+0,46 2,24+0,54  2,44+0,51
GV(%) 1,54+0,38 1,56+0,19 1,75+0,31 1,46+0,21  1,64+0,49

GP=ganho de peso; CF=comprimento final; CAA=conversdo alimentar aparente;TEP=taxa de eficiéncia

proteica; TRP=taxaderetencaoproteica;SO=sobrevivéncia;Uni=uniforimidade;IHS=indice

hepatossomatico; GV=gordura visceral
*Dados expressos em média + desvio padrdo.

A composicdo centesimal da carcaga dos peixes que consumiram as diferentes dietas esta

apresentada na Tabela 13. N&o houve diferenca estatistica para umidade, proteina bruta, extrato

etéreo e matéria mineral.
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Tabela 13 Composicdo corporal (g.100™ g) dos peixes alimentados com dietas contendo niveis crescentes
de triptofano™.

Dietas (triptofano digestivel g kg ™ de matéria seca)

2,33 2,69 3,17 3,50 3,87
Umidade 70,93+2,45 69,08+0,35 68,76+0,37 70,46+2,67  69,69+0,45
Proteina bruta 13,58+1,34 16,79+1,67 16,10+2,02 15,03+0,61  15,30+1,62
Extrato etéreo 11,53+1,24 11,90+1,01 12,45+1,26 11,06+£2,13  10,23+2,45
Matéria mineral 3,37+0,47 3,81+0,30 3,62+0,17 3,41+0,29 3,62+0,24

*Dados expressos em média + desvio padréo.

Na Tabela 14 estdo apresentados os valores da composi¢do corporal dos aminoacidos em
peixes inteiros, ndo foram observadas diferencas significativas P>0,05 sobre estes parametros.

Tabela 14 Composicdo proximal corporal de aminoacidos essenciais e ndo essenciais (g/ 16g N) de juvenis
de tilapias alimentadas com dietas com niveis crescentes de triptofano*.

Dietas
Aminoacidos 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87
Aminoéacido essencial
Arginina 5,38+0,53 4,93+0,53 5,38+0,79  4,89+0,43 5,41+0,52
Histidina 1,95+0,16 1,82+0,17 1,95+0,23 1,84+0,08 2,00+0,17
Fenilanina 3,44+0,28 3,17+0,29 3,39+0,43 3,14+0,25  3,45+0,28
Isoleucina 3,45+0,28 3,20+0,31 3,37+0,42 3,23+0,20  3.49+0,34
Leucina 5,96+0,44 5,61+0,58 5,84+0,67 5,62+0,35 5,98+0,64
Lisina 7,00+0,74 6,69+0,28 6,96+0,54  6,48+0,66 6,86+0,65
Metionina 1,99+0,18 1,91+0,21 2,08+0,40 1,92+0,11  2,04+0,31
Metionina+cistina 2,53+0,27 2,46+0,28 2,70+0,54 2,47+0,14  2,65+0,37
Treonina 3,64+0,34 3,36+0,38 3,568+0,41 3,38+0,23  3,63+0,44
Triptofano 0,80+0,05 0,82+0,10 0,80+0,10  0,83+0,08 0,83+0,11
Valina 3,99+0,31 3,69+0,40 3,91+0,49 3,73%0,24  4,00+0,42
Aminoacido ndo essencial

Alanina 5,84+0,53 5,39+0,67 5,70+0,66 5,59+0,23  5,89+0,68
Acido aspartico 7,54+0,63  7,03x0,73  7,43+0,94  7,17+0,37  7,59+0,91
Acido glutamico 11,44+1,02 10,67+1,37 11,12+1,34 11,13+0,46 11,47+1,40
Cistina 0,58+0,05 0,54+0,07 0,61+0,14  0,54+0,03  0,60+0,06
Glicina 7,68+0,85 7,10+0,94 7,68+0,97 7,38+0,33  7,85+0,88
Tirosina 2,69+0,18 2,44+0,18 2,66+0,36 2,41+0,24  2,70+0,13
Serina 3,45+0,34 3,19+0,33 3,42+0,44  3,19+0,24  3,48%0,39

"Os valores s&0 médias * desvio padréo de quatro repeticoes.

Para retencdo de aminodcidos, foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para
histidina e triptofano, pelo teste de Tukey (Tabela 15). Para a histidina os peixes que receberam a
dieta com 3,87 g kg * de triptofano da matéria seca apresentaram menor retencdo de histidina. A
maior retencdo foi obtida para as dietas contendo 2,19 e 3,17 g kg ™ de triptofano da matéria seca.

Contudo, ndo diferiu da dieta contendo 2,33 g kg ™ de triptofano da matéria seca. Para o
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triptofano, foi observado que & medida que este aminodcido foi acrescentado na ragdo a retencdo
diminuiu (P>0,05).

Tabela 15 Retencdo corporal de aminoécidos essenciais e ndo essenciais de juvenis de tilapias alimentadas
com dietas com niveis crescentes de triptofano’,

Dietas
Aminoacidos 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87
Aminoéacido essencial
Arginina 31,91+1,67 35,63+2,53 35,73+1,85 28,95+5,14 36,16+1,06
Histidina® 27,68+1,46ab 31,60+2,87a 32,06+1,49a 25,73+3,61b 17,10+0,38¢
Fenilanina 23,79+1,55 27,05+2,13 27,97+1,33 22,48+4,10 29,20+0,68
Isoleucina 29,58+1,58 34,06+2,82 36,44+1,81 30,15+5,32 36,56+0,48
Leucina 24,48+1,35 28,61+1,65 34,25+1,68 28,25+4,85 28,77%0,69
Lisina 42,31+3,78 51,70+6,33 43,06+2,84 34,33+3,66 42,13+1,46
Metionina 28,55+1,06 31,45+1,49 32,69+2,76 26,93+4,56 41,59+21,00
Metionina+cistina 24,00+1,10 26,43+1,27 32,69+2,76 23,00+3,79 29,15+1,80
Treonina 25,00+1,16 28,21+2,65 28,60+1,52 23,40+3,92 28,94+1,35
Triptofano ° 28,82+3,02b 30,05+2,33b 24,89+3,97ab 20,81+3,90a 20,01+2,19a
Valina 31,52+1,76 36,03+3,01 35,66+1,47 29,31+4,99 37,04+0,83
Aminoéacido ndo essencial
Alanina 14,32+0,71 16,03+1,26  15,62+0,67 32,82+4,82 16,10+0,52
Acido aspartico 29,92+1,23 33,89+2,88 34,14+122 28,81+452 35,02+1,38
Acido glutamico 15,07+0,48 17,09+1,68 16,44+0,62 14,18+2,21 17,09+0,69
Cistina 15,21+0,95 16,91+1,15 19,89+2,35 15,11+2,26 19,48+0,96
Glicina 60,52+4,22 69,01+6,61 72,19+3,71 58,67+7,55 75,12+2,58
Tirosina 24,93+1,75 27,74+2,46 30,42+0,95 23,96+4,97 32,39+2,22
Serina 25,91+1,34 29,71+2,61 30,50+1,86 24,33+4,06 30,94+1,41

"Valores sdo médias + desvio padrio de quatro repeticdes. Valores com letras diferentes na mesma linha
sdo significativamente diferentes (P> 0,05).

’Efeito quadratico: y = -911, 306x*+ 128,197x+ 27,688; R*= 0,87

3Efeito linear: y = - 53,727x + 30,293; R*= 0,62

Retengdo de aminoacidos = [(peso final x conteddo do Aa final) — (peso inicial x conteudo do amino&cido
inicial)/ (consumo de Aa)

Na Tabela 16 estdo apresentados os dados da contagem total de eritrocitos (Erit), taxa de
hemoglobina (Hb), percentual de hematocrito (Htc), volume corpuscular médio (VCM), e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), na fase anterior (Fase Il) e posterior
(Fase I11) ao estimulo pela alta temperatura. O eritrograma dos peixes na fase anterior ao estimulo
pelo calor ndo foi afetado pelos niveis de triptofano. Apo6s o estimulo pela alta temperatura pode-
se observar que os animais apresentaram elevacdo do volume corpuscular médio independente da
suplementacdo de triptofano e foi significativamente maior apés o estimulo. Comparando 0s
periodos, foi observado que para série vermelha o desafio térmico afetou (P<0,05) apenas o

volume corpuscular médio.
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A Tabela 17 apresenta o numero de leucdcitos e trombdcitos totais, e a diferenciagdo de
leucdcitos, incluindo o percentual de linfdcitos, neutréfilos e mondcitos. Estes pardmetros ndo se
alteraram (P>0,05) em funcéo dos niveis crescentes de triptofano na ragdo nem antes e nem apos o
desafio térmico.

Na Tabela 18 estdo apresentadas as médias de glicose plasmaética e cortisol. Para glicose
plasmética foi observada interacdo entre os niveis de triptofano suplementados na dieta e a
temperatura. Separadamente, antes do desafio térmico, através da analise de regressdo foi
observado efeito quadratico dos niveis de triptofano sobre a glicose, da mesma forma que foi
observado diferengas entre as fases (antes e ap6s o estimulo pelo calor). Para o cortisol, foi
observada interacdo entre os niveis de triptofano suplementados na dieta e a temperatura. Através
da analise de regressdo foi observado efeito quadratico para o cortisol antes e apds o estimulo pelo

calor.
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Tabela 16 Valores médios de contagem total de eritrocitos (Erit), taxa de hemoglobina (Hb), hematocrito (Hct), volume corpuscular médio (VCM), e concentragdo de

hemoglobina corpuscular média (HCM), antes e ap6s o estimulo pelo calor.

Dietas
Fases’ 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87 Fases Trip  Trip*Fases
Antes  2,14+0,21 2,0240,13 2,02%0,16 2,25+0,23 2,07%0,31
Erix 10°uL? Ap6s  1,84+0,14 1,80+0,14 1,830,13 1,89+0,18 1,8740,16 ns M ns
Antes  9,42+1,10 10,24+1,36 9,31+1,31 10,33+0,96 0,12+1,23
Hb g dL™ Ap6s  9,85+1,15 10,44+0,96 10,14+1,78 10,14+1,46 10,68+1,11 ns M ns
Antes  40,17+0,83 41,83+1,36 39,50+1,31 40,75+1,42 40,08+1,08 . o
Htc (%) Apbs  40,58+1,24 40,8320,96 41,50+1,78 40,33+1,23 40,83+1,33
Antes 189512010 20945:16,02a  198,11:14,00a 184,9t30,10a  1960:21.04a . o
VCM (1) Apbs  2230+2178b  229,33+2507b  22538+17,35b  200,85+67,12b 223,49+27,72h '
Antes  24,04+2,38 24,79+3,44 23,81+3,31 25,62+2,12 23,44+2,54 . -
CHCM (%)  Apés  24,22+3,00 25,60+2,45 24,75+4,37 27,55+3,79 26,03+3,05

"Dados expressos em média + desvio padrdo. ns= ndo significativo. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

*Fases: antes e apos estimulo pelo calor.
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Tabela 17 Valores médios de leucdcitos totais (Leuc tot), trombdcitos totais (tromb tot), porcentagem de linfocitos (Linf), porcentagem de neutrdfilos (Neutr), e
porcentagem de mondcitos (Mono) de tilépias antes e apds o estimulo pelo calor.

Dietas
Fases 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87 Fases Trip Trip x fases

Leuc Tot Antes 2522554314 26335,6+3484,9 30550+7049,6 33179,6+1133,1 28225+8743,6

ULl Apés 27394457053 20397+9079,6 20254+6742,9 24614,1+5843,5 21541+4148,28 s hs ns
Tromb tot Antes 26412+144229  28468,8+11394,6 2150793963 30416,7+15624,3  26148,75+3898,41

uLl  Apés  164505705,3 19764,2+6549,6  22946,6+5891,9 26864,1+12760  22901,50+4260,10 ns ns
Linf Antes  86,20+,63 88,75+4,68 84,80+2,48 84,83+2,04 87,75+2,42 s o
% Apbs  90,40+1,94 91,24+2 41 90+1,73 90,50+3,83 90,17+2,64

Neutr  Antes  10,20+3,27 8,0+4,20 12+3,93 9,83+2,04 9,20+2,64 s o
% Apés 9,20+2,16 8,43+2,99 10+1,73 9,50+2,83 0,33+2,42

Mono  Antes 3,61,34 3,7+1,97 3,0£2,04 5,3+1,86 5,041,73 s -
% Apés 1,0+0,44 1,5+0,70 0,0£0,0 0,0£0,0 3,041,22

Dados expressos em média + desvio padrdo. ns= ndo significativo.
Fases: antes e ap0s estimulo pelo calor.
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Dietas
Fases 2,33 2,69 3,17 3,50 3,87 Fases  Trip Trip*Fases
Glicose mgdL™ Antes’  64,93#9,97b  52,53+7,11b  75,51+14,66a 66,47+14,10a 107,37+23,58a <00l <00l <001
Ap0s 90,31+16,71a 91,86+14,16a  92,73+8,14a  77,65+14,00a 88,98+15,00a ’ ’ ’
f -1 2
Cortisol mg dL™  Antes 7,72+£2,50a 7,26x£2,41a 4,80£0,55a 3,58+1,23b 5,80£2,22a 50,05 >0.05 <0,05

Apos® 4,30+1,05b 5,20+1,42a 6,80+2,62a 6,30+1,75a 5,64+2,58a

Dados expressos em média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas por letras diferentes diferem entre si pela ANOVA.
1 Efeito Quadratico:y= 343,96264 — 208,18572x + 37,77209x*; R’= 81,88

2 Efeito Quadratico:y= 41,20736 — 21,47143x + 3,14810x% R* = 76, 66

3 Efeito Quadratico:y=-20,93717+ 16,6516x — 2,52644x% R?*= 92,34

Fases: antes e ap6s estimulo pelo calor.
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Discussao

Os pardmetros do desempenho produtivo ndo foram influenciados pelos niveis
crescentes de triptofano industrial suplementados na ragéo (P>0,05). Observou-se que a dieta
basal contendo 8,6 g kg ™ de triptofano da proteina ja atendeu as exigéncias dietéticas da
espéecie. Resultado semelhante foi relatado por Santiago & Lovell (1988) utilizando dietas
purificadas, que continham caseina, gelatina, proteina e aminoacidos sintéticos, estes autores
determinaram 10 g kg ™! de triptofano da proteina, para um maximo ganho de peso para tilpia
do Nilo. Segundo (Griffin et al. 1992) as racGes purificadas sdo menos palataveis que as ragdes
praticas, tendo menor aceitabilidade pelos peixes, desta forma proporcionam reducédo no ganho
de peso e eficiéncia alimentar, fato este que pode ter influenciado a exigéncia do aminoacido
analisado.

Abidi & Khan (2010) avaliando alevinos de Labeo rohita, determinaram niveis de 9,0 a
9,5 g kg ™ de triptofano da proteina para melhor crescimento e utilizagdo eficiente dos
alimentos. Enquanto que Fagbenro & Nwanna (1999) determinaram 11 g kg™ de triptofano da
proteina para um bom desempenho, para o catfish africano (Clarias gariepinus).

Gaylord et al. (2005) testaram niveis de 10 a 14 g kg™ de triptofano na dieta de striped
bass hibridos (Morone chrysops x M. saxatilis) estimando niveis de 6 a 7 g Kg™ de triptofano
da proteina como ideais para melhor o ganho de peso e sobrevivéncia. Esses autores
observaram que os peixes alimentados com a dieta basal obtiveram uma sobrevivéncia de 40%
enguanto que os alimentados com as dietas contendo triptofano apresentaram sobrevivéncia em
torno de 100%. No presente estudo ndo foi observado o efeito do triptofano sobre a
sobrevivéncia dos peixes sendo que a dieta basal contendo 8,6 g kg™ de triptofano da proteina
foi o suficiente para um desempenho satisfatorio.

Resultados semelhantes ao do presente estudo para sobrevivéncia, foram observados por
Coloso et al. (2004) que trabalharam com Asian sea bass (Lates calcarifer) e observaram que
0s niveis de triptofano ndo afetaram a sobrevivéncia, porém foi observado um ligeira reducéo
na eficiéncia de crescimento e na alimentacdo em dietas deficientes de triptofano, estes autores
determinaram 7,88 g kg™ de triptofano da proteina para melhor resposta para o crescimento e
eficiéncia alimentar.

A exigéncia de triptofano para varias espécies de peixes tem sido relatada pela NRC
(2011), com uma variacéo de 5 a 10g kg™ de triptofano da proteina. Estando o valor encontrado
no presente estudo dentro da faixa relatada. As diferengas entre a exigéncia de triptofano
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descrita dentre os peixes, esta relacionada a idade da espécie, as variagdes dos parametros
ambientais, bem como o héabito alimentar (Pezzato et al. 2004).

Néo foi observado efeito dos niveis de triptofano (P>0,05) sobre a composicao
centesimal e sobre a composicao corporal dos aminoacidos (expresso em g/ 16g N) dos peixes
inteiros. Ja para retencdo de aminoécidos foi observado efeito (P<0,05) dos niveis de triptofano
para histidina e para o triptofano. Para a histidina os peixes que receberam a dieta com 3,87 g
kg * de triptofano da matéria seca obtiveram menor retencdo de histidina. A maior retencéo foi
obtida para as dietas contendo 2,19 e 3,17 g kg ™ de triptofano da matéria seca. Contudo, n&o
diferiu da dieta contendo 2,33 g kg ™ de triptofano da matéria seca. J& para o triptofano, foi
observado que a medida que este aminoacido foi acrescentado na racdo, a retencdo do
triptofano apresentou diminuicédo linear (P>0,05). Resultados similares foram obtidos por Zhou
et al. (2012) que avaliaram a exigéncia e o efeito da arginina sobre a imunidade de Micropterus
salmoides, e observaram que a medida que a arginina foi acrescentada nas dietas, a retengéo de
arginina diminui.

Antes do periodo do desafio térmico ndo foi observado efeito dos niveis de triptofano
(P>0,05) sobre as varaveis hematoldgicas. Os resultados obtidos estdo dentro da faixa de
normalidade para a tilapia higida, e encontram-se em concordancia com os descritos por
Hrubec et al. (2000), estes autores por sua vez, apresentaram, para a tilapia do Nilo, os
seguintes valores sanguineos normais: 1,91 a 2,83 x 10°uL™, para os eritrécitos; 27% a 47%,
para 0 hematécrito; 7,0 a 9,8 g dL™, para hemoglobina; 115 a 183 p® para o volume
corpuscular médio, e 22 a 29 %, para a concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Para
tilapia do Nilo, mantida em sistema extensivo, Tavares-Dias & Faustino (1998), apresentaram
valores de 1,73 a 4,83 x 10°uL™, para eritrcitos; 23% a 41%, para hematécrito; 5,4 a 12,7 g
dL, para hemoglobina; 70,8 a 205,50 p*, para o volume corpuscular médio, e 16,8% a 55,2%
para a concentracdo de hemoglobina corpuscular média. A ndo influéncia dos niveis de
triptofano sobre os pardmetros hematol6gicos pode estar associada a quantidades adequadas de
aminoacidos nas dietas, portanto, suprindo a exigéncia nutricional e consequentemente
mantendo o estado de higidez da espécie.

Apbs o desafio térmico foi observado efeito da temperatura (P<0,05) somente para o
volume corpuscular médio, sendo que este parametro apresentou-se elevado entre todos o0s
tratamentos. O acréscimo desta variavel sugere um aumento na capacidade de carreamento do
oxigénio. De acordo com Houston & Murad (1995) a temperatura pode ativar a eritropoiese e a
liberacdo de eritrocitos jovens dos compartimentos de estocagem, na tentativa de aumentar a

demanda de oxigénio dentro dos tecidos (Lecklin & Nikinmaa 1998). Porém os eritrocitos
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jovens sdo menos eficientes no transporte de oxigénio quando comparados aos eritrécitos mais
velhos que ja estdo na corrente sanguinea, desta forma, o transporte de oxigénio é compensado
pelo aumento do volume corpuscular médio (Feldman et al. 2000). A elevacdo do volume
corpuscular médio foi igualmente descrito por Garcia et al. (2012), para tilapia do Nilo
submetidas ao estimulo pelo calor e ao manejo de captura. No entanto, esses mesmos autores
relataram reducdo na contagem total de eritrocitos e leucocitos.

No periodo anterior ao estimulo pelo calor ndo houve efeito das dietas contendo niveis
crescentes de triptofano sobre série branca dos peixes. Ao se comparar 0s periodos (antes e
apos o estimulo pelo calor) observou-se que o estimulo pelo calor ndo promoveu alteragdes
para 0 quadro leucocitario. Os valores de leucdcitos encontrados estdo dentro da faixa
considerada normal para tilapia do Nilo. De acordo com a literatura as médias de leucdcitos
totais para tilapias sadias variam de 21600 a 154700 pL™ no sangue (Hrubec et al. 2000). Bem
como o numero de trombdcitos totais que permaneceram dentro da faixa considerada adequada
para peixes higidos. De acordo com Tavares-Dias & Moraes (2004) o nimero médio de
trombécitos em teledsteos de agua doce pode variar de 2.000 a 68.400 pL™ de sangue.
Resultados semelhantes ao deste trabalho foram reportados por esses mesmos autores, cujos
valores encontrados foram 21366,10 a 48902,50 uL'l de trombocitos. Nao foram observadas
alteracOes na contagem total desta varidvel mediante aos niveis de triptofano e ao estimulo pelo
calor. Diminuicdo do numero de leucdcitos e linfdcitos, denominada leucopenia e
linfocitopenia, respectivamente, sdo efeitos de estresse descritos por varios autores (Falcon et
al. 2008; Barton &lwana; 1991; Fernandes Junior, 2008; Atwood et al. 2003) sendo um quadro
caracteristico de estresse em peixes, esse quadro é acompanhado pela diminuicdo dos linfécitos
(linfopenia) com um aumento no percentual de neutréfilos ( neutrofilia). No presente estudo,
independente dos niveis de triptofano, as dietas ofertadas aos peixes podem ter determinado
condicdes fisioldgicas adequadas ao enfrentamento do estresse. Como foi demonstrado pela
ndo alteracdo dos linfécitos, neutrdfilos e mondcitos apos o desafio.

Em situacdo de estresse, a liberacdo de catecolaminas e cortisol causa constri¢do
esplénica, aumento do fluxo sanguineo e migracdo dos leucocitos, ocorrendo ainda, reducdo do
namero de células brancas totais e linfécitos, juntamente com prejuizo nas funcdes fagocitarias
das células (Barton & lwana, 1991; Mcdonald & Milligan, 1992). Noga (2006) associa estresse
por temperatura e alteracdo da concentracdo de leucdcitos, principalmente por afetar a
osmorregulacdo dos peixes e resultar em hemoconcentracdo ou hemodiluicdo. Segundo
Pickering (1985), a diminui¢do do numero de linfdcitos circulantes pode demonstrar importante

ligacdo entre a resposta ao estresse e 0 surgimento de doencas devido a elevagdo do cortisol
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plasmético. Igualmente, Pickering (1987) relatou que a queda de linfécitos pode estar
relacionada com a capacidade do peixe de se defender contra agentes patdgenos.

No presente estudo o leucograma demonstrou-se dentro da faixa considerada normal
para tilapias em estado de higidez, ndo ocorrendo alteracGes dos parametros, tanto pelas dietas,
como pelo desafio, provavelmente as ragdes estavam adequadas, e o estimulo pelo calor
apenas, nao foi o suficiente para causar um quadro de estresse aos peixes. Pode-se inferir que a
temperatura na faixa do conforto antes ao estimulo pelo calor bem como as dietas garantiram
resisténcias aos peixes, atenuando desta forma, um possivel quadro estressante.

O efeito da interagdo entre os niveis de triptofano e as fases foi significativo (P<0,05)
tanto para glicose quanto para o cortisol. Os valores encontrados no presente estudo ndo séo
considerados elevados, podendo inferir que o desafio ndo gerou um quadro estressante para 0s
animais. A auséncia da elevacdo desses niveis apds o estimulo pelo calor ocorreu em virtude da
duragéo do agente estressor (sete dias), com consequente perda do pico. Igualmente ao ocorrido
para o cortisol plasméatico ndo foi possivel determinar alteracbes nos niveis glicémicos
considerados elevados, provavelmente, isso ndo ocorreu em virtude da duracdo do estimulo
estressor. Segundo Barton (2000) a concentracdo de glicose plasmética aumenta durante
periodos curtos, para suprir a maior demanda energética em situacdes de estresse. A
hiperglicemia é causada pelo aumento das catecolaminas e mantida pelos altos valores de
cortisol, originada pela glicogendlise no figado, sendo esta, importante resposta secundaria ao
estresse (Mommsen et al. 1999). Fato este que ndo foi observado no presente estudo, pois 0s
valores considerados ndo elevados para o cortisol, ndo predominou hiperglicemia antes e ap0s o
desafio. Os valores de glicose plasmatica do presente estudo estdo dentro da faixa considerada
normal para tilapias, de acordo com Hrubec et al. (2000) os valores considerados normais de
glicose plasmatica para tilapia do Nilo, variam de 39 a 96 mg dI*. Segundo Urbinati &
Carneiro (2004) o perfil da resposta do cortisol é bastante variado até dentro de uma mesma
espécie, 0 que pode ser observado no presente estudo. Wedemeyer et al. (1990) descreveram
que os niveis plasmaticos de cortisol aumentam apds alguns minutos em situacdes de estresse
agudo, retornando aos niveis basais em uma hora. O mesmo ndo ocorre quando o peixe sofre
estresse cronico, sendo que o nivel de cortisol permanece elevado por um longo periodo.

Os valores de cortisol plasmaticos observados nesta pesquisa estdo dentro da faixa
considerada normal para peixes ndo estressados (Barton & Iwama, 1991). Falcon (2007)
reportou resultados semelhantes ao deste estudo quando desafiou tilapias ao estresse por baixa
temperatura. Esses autores relataram médias para o cortisol plasmatico variando entre 2,99 a

14,30 mg dL, no presente estudo os valores observados oscilaram entre 3,30 a 7,72 mg dL™.
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Possivelmente a maior rusticidade da tilapia, e o tipo de estresse que de acordo com Sumpter
(1997) pode provocar respostas distintas, sendo que a duracdo do estimulo aplicado bem como
a permanéncia dos animais na fase de resisténcia incluindo ainda a rapida adaptacdo tenha
influenciado na falta de resposta do cortisol.

Foi observado no presente estudo que 2,33 g kg ™ do triptofano da dieta correspondente
a relacdo triptofano: lisina de 0,157:1 foi o suficiente para atender as exigéncias da espécie e
para manutencdo da homeostase. O estimulo pelo calor ndo causou prejuizos no estado de

salde dos peixes.
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