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L-carnitina em dietas para juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)

RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da suplementacdo de L-carnitina no desempenho
produtivo de juvenis de pacu Piaractus mesopotamicus. Utilizou-se 288 pacus (peso inicial
9,62+0,74 g), distribuidos em 24 aquérios de 0,5m? com sistema de recirculacdo de 4gua,
distribuidos ao acaso em seis tratamentos e quatro repeticdes. As dietas experimentais
(3.200 kcal kg? de ED e 23% PD) foram suplementadas com 0; 400; 800; 1.200; 1.600; 2.000
mg de L-carnitina.kg? de racdo. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia até a
saciedade aparente. Apds 128 dias foi avaliado: desempenho produtivo, composicao
centesimal da carcaga, histomorfometria intestinal, muscular e hepatica e, o estresse
oxidativo. Os dados foram submetidos a andlise estatistica e ao teste de comparagdes de
média Tukey a 5% de significancia. Os indices hepatossomatico e de gordura
viscerossomatica aumentaram com a inclusao da L-carnitina. Na composicao centesimal
houve alteracdo na umidade, proteina e extrato etéreo. A histomorfometria intestinal
apresentou alteragdes nas vilosidades com a inclusdao da L-carnitina e, aumentou a
oxidacdo lipidica para o TBARS. A suplementacdo de L-carnitina nado afetou o
desempenho de juvenis pacus, entretanto, promoveu o aumento do indice
hepatossomaético, gordura visceral e corporal, alteragdes na histomorfometria intestinal

e oxidacgao lipidica do tecido hepatico.

Palavras-chave: amina quaternaria; aquicultura; metabolismo; nutrigdo; peixe nativo.



L-carnitine in diets for juvenile of pacu (Piaractus mesopotamicus)

ABSTRACT

The present study evaluated the effect of L-carnitine supplementation on the productive
performance of juveniles of pacu Piaractus mesopotamicus. 288 pacus (initial weight 9.62
+ 0.74 g), distributed in 24 aquaria of 0.5m3 with water recirculation system, were
randomly distributed in six treatments and four replicates. Experimental diets (3,200
kcal kg-1 of ED and 23% PD) were supplemented with 0; 400; 800; 1,200; 1,600; 2,000 mg
of L-carnitine.kg-1 of feed. The fish were fed four times daily until apparent satiety. After
128 days were evaluated: productive performance, carcass centesimal composition,
intestinal histomorphometry, muscle and hepatic, and oxidative stress. The data were
submitted to statistical analysis and to the Tukey average comparisons test at 5%
significance. The hepatosomatic and viscerosomal fat indexes increased with the
inclusion of L-carnitine. In the centesimal composition there was alteration in moisture,
protein and ethereal extract. Intestinal histomorphometry revealed changes in villi with
the inclusion of L-carnitine and increased lipid oxidation to TBARS. The
supplementation of L-carnitine did not affect the performance of juvenile pacus,
however, it promoted the increase of the hepatosomatic rate, visceral and corporal fat,

alterations in intestinal histomorphometry and lipid oxidation in the hepatic tissue.

Key words: quaternary amine; aquaculture; metabolism; nutrition; native fish.



1. INTRODUCAO

A producdo de pescado proveniente da aquicultura tem mostrado alta
capacidade e potencialidade de geracdo de alimentos nutritivos. Segundo a Food and
Agriculture Organization (FAO, 2016), o consumo de pescado no mundo tem crescido
significativamente nos tltimos anos, com isso, ha uma forte intensificacdo e aumento da
produgdo, inovagdes em sistemas de cultivo, maior aproveitamento do pescado com
reducdo de desperdicios de residuos, melhor distribuicdo do comércio internacional,
aumento da renda e da urbanizacéo.

Um dos desafios da aquicultura tem sido melhorar a producdo dos peixes
reduzindo custos e mantendo a sustentabilidade ambiental. Dentre os custos durante a
producao, a alimentagdo possui maior representatividade com aproximadamente 50%
(ANDRADE et al., 2005). Uma das estratégias adotadas como recurso a otimizagdo da
produgdo por intermédio da alimentagdo, tem sido a reducdo do teor de proteina na dieta
utilizando-se o conceito de proteina ideal, a fim de se equilibrar o contetdo de
aminodacidos em ragdes para peixes (FURUYA, 2013).

A aquicultura brasileira tem se intensificado no cultivo de espécies exéticas,
seguida de uma crescente demanda por espécies nativas. Nesse contexto, o pacu é uma
das espécies nativas de maior estudo na aquicultura brasileira, sendo a sexta mais
cultivada (IBGE, 2016). Caracteristicas como rusticidade, adaptabilidade a alimentacao
artificial e seu manejo facilitado proporcionam bons resultados de producdo dessa
espécie e, além do mais, existem diversos trabalhos quanto a reprodugdo, larvicultura,
producdo, nutricdo e parasitologia encontrados na literatura (URBINATI e
GONCALVES, 2005). Entre estes, a nutri¢ao de peixes possui relevante importancia para
a cadeia produtiva aquicola, embora ainda se necessite preencher lacunas quanto ao
potencial nutritivo das dietas e, assim, permitir a maxima capacidade das espécies
produzidas comercialmente.

A L-carnitina, uma amina quaterndria que tem sido referida por alguns
pesquisadores como um aminodacido, é sintetizada a partir da lisina e metionina com o
auxilio de vitamina C (REBOUCHE e SEIM, 1998). Essa molécula tem atraido interesse
por se tratar de um aditivo multi-fisiolégico, apresentando consideravel efeito positivo
no crescimento e metabolismo lipidico de algumas espécies de peixes (HARPAZ, 2005).
Essa amina atua no transporte de acidos graxos de cadeia longa através da membrana

mitocondrial na oxidagdo e producdo de ATP em tecidos periféricos, sendo mais



concentrada em tecidos como musculo esquelético e cardiaco. Quando ha deficiéncia de
L-carnitina, ocorre a reducdo da oxidagdo lipidica, desviando os 4cidos graxos para a
sintese de triacilglicerol no figado (WRAY-CAHEN et al., 2004).

A suplementacdo de L-carnitina nas dietas dos peixes pode melhorar o
desempenho produtivo, apresentando efeito poupador de proteina, por meio do
direcionamento dos lipidios da dieta e corporais para a manutencdo energética do
organismo, bem como prevenir a formacdo de radicais livres e, consequentemente,
minimizar a peroxidacdo dos lipidios de membrana e a agressao as proteinas dos tecidos
e das membranas (TONINI et al., 2011; SAFARI et al., 2015).

Alguns autores relatam o efeito de L-carnitina em algumas espécies de peixes
como no crescimento, reducdo de gordura muscular, resposta contra o estresse ao
confinamento e a niveis de amodnia e alta variacdo de temperatura, contudo, ha
resultados contraditérios que podem estar relacionados a espécie em estudo, condicoes
experimentais, manejo, tempo de duracdo experimental, densidade dos animais, niveis
de suplementagdo, lixiviagdo da L-carnitina, entre outros fatores (HARPAZ, 2005;
GONCALVES et al., 2010).

Assim, neste estudo objetivou-se avaliar a suplementacdo de L-carnitina no

desempenho produtivo de juvenis de pacus (Piaractus mesopotamicus).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e delineamento experimental
O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo comité de ética no uso de

animais da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Protocolo n°® 42/17). O
experimento foi conduzido no Laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos de
Manejo na Aquicultura - GEMAq, da Universidade Estadual do Oeste do Parand -
Unioeste/Campus de Toledo. Os peixes foram distribuidos em 24 aquérios de formato
cilindrico com fundo c6nico e volume de 0,5m3, dotado de sistema de recirculacdo de
agua e aeracdo constante por meio de um soprador de ar central. Os animais foram
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e
quatro repetigdes, cada unidade experimental continha 12 peixes com peso médio inicial

de 9,62 + 0,74 gramas.



2.2 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas de forma a serem isoenerggéticas (3.200
kcal kg1 de ED) e isoprotéicas (23% PD) e, com base na literatura, foram suplementadas
com 0; 400; 800; 1.200; 1.600; 2.000 mg de L-carnitina Kg! de ragdo (Tabela 1) e foram
processadas na fabrica de racdo do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura
(GEMAq), da Universidade Estadual do Oeste do Parand, em Toledo (PR). Os
ingredientes utilizados foram moidos individualmente em um triturador tipo martelo,
misturados manualmente conforme as formulagdes, extrusados em extrusora Ex-Micro®,
secas em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 24 horas e, apds resfriamento,
acondicionadas em sacos e armazenadas em condicdes refrigeradas a -20°C até o

fornecimento aos peixes.

2.3 Procedimento experimental e metodologia de coleta

O experimento teve duragdao de 128 dias, com arracoamento de quatro vezes ao
dia (8:00; 11:00; 14:00 e 17:00), até a saciedade aparente. Ap6s o periodo experimental, os
peixes foram mantidos em jejum por 24 horas para o esvaziamento do trato
gastrointestinal e, posteriormente, insensibilizados em solugdo de benzocaina (100 mg.L-
1) diluida em agua para realizagdo das medidas individuais de peso (g), comprimento
total (cm). Em seguida, trés peixes de cada tanque foram eutanasiados em solucao
contendo 250 mg.L! de benzocaina (GOMES et al., 2001) e, acondicionados em gelo para
retirada de figado, intestino, musculo branco e gordura viscerossomatica. Esses mesmos
animais, ap6s serem eviscerados, foram encaminhados ao Laboratério de Controle de
Qualidade do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura - GEMA(q para realizacdo

das analises centesimais da carcaca.



Tabela 1 - Composicdo percentual e quimica das dietas experimentais contendo
diferentes niveis de L-carnitina fornecidas para juvenis de pacu.

Niveis de inclusdo de L-Carnitina (mg.Kg™)

Ingredientes (%)

0 400 800 1.200 1.600 2.000
Farelo de Soja 45% 32,40 32,40 32,40 32,40 32,40 32,40
Milho 31,20 31,20 31,20 31,20 31,20 31,20
Farelo de Trigo 19,55 19,55 19,55 19,55 19,55 19,55
Farinha de peixe 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de Visceras de Aves 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de Soja 4,03 4,03 4,03 4,03 4,03 4,03
Calcério 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72
Premix! 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato Bicalcico 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
Sal Comum 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
L-lisina HCL 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
Antiftingico (Propionato de célcio) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante (BHT) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
L-carnitina? 0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Nutrientes
Amido (%) 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Arginina Total (%) 1,81 1,81 1,81 1,81 1,81 1,81
Calcio (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Energia digestivel (Kcal. Kg1) 3200 3200 3200 3200 3200 3200
Fenilalanina Total (%) 1,23 1,23 1,23 1,23 1,23 1,23
Fosforo total (%) 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Histidina total (%) 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66
Isoleucina total (%) 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10
Leucina total (%) 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08
Lisina total (%) 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64
Metionina total (%) 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Proteina digestivel (%) 23,00 23,00 23,00 23,00 23,00 23,00
Treonina total (%) 1,01 1,01 1,01 1,01 1,00 1,01
Triptofano total (%) 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32
Valina total (%) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Composi¢ao Quimica Analisada (Matéria natural)
Matéria seca (%) 93,04 91,71 89,66 91,72 91,69 91,69
Proteina bruta (%) 27,11 27,12 27,93 27,76 27,06 26,92
Extrato etéreo (%) 7,98 8,12 8,37 8,58 8,07 7,29
Matéria mineral (%) 7,45 7,86 7,69 7,67 7,40 7,73
Energia bruta (Kcal. Kg™?) 4461 4459 4352 4446 4412 4356
Fibra bruta (%) 5,43 5,99 5,01 5,10 5,42 4,97

INiveis de garantia por quilograma do produto: vit. A - 500.000 UL vit. D3 - 250.000 UJ; vit. E - 5.000 mg; vit. K3 - 500 mg;
vit. B1 - 1.500 mg; vit. B2 - 1.500 mg; vit. B6 - 1.500 mg; vit. B12 - 4.000 mg; 4cido félico - 500 mg; pantotenato de célcio-
4.000 mg; vit. C - 10.000 mg; biotina - 10 mg; Inositol - 1.000; nicotinamida - 7.000; colina - 10.000 mg; Cobalto - 10 mg;
Cobre - 1.000 mg; Ferro - 5.000 mg; Iodo - 200 mg; Manganés - 1500 mg; Selénio - 30 mg; Zinco - 9.000 mg. 2 Utilizou-se
uma mistura de milho triturado contendo a inclusdo de L-carnitina somando-se 500g do produto.



2.4 Desempenho zootécnico
Os valores obtidos da biometria foram tabulados a fim da obtencdo dos dados de
desempenho produtivo: peso final médio (PF (g)); comprimento médio final (CMF (cm));
sobrevivéncia (SO (%) = ((ntmero final de peixes / ntmero inicial de peixes) x 100));
ganho em peso (GP (g) = peso final - peso inicial); conversao alimentar aparente (CAA

= alimento fornecido (g) / ganho em peso (g)); taxa de crescimento especifico (TCE (%)

(
=100 x [(In peso final (g) - In peso inicial (g)) / periodo experimental]); taxa de eficiéncia
proteica (TEP (%) = 100 x (ganho em peso / proteina bruta consumida)); indice
hepatossomético (IHS (%) = (100 x (peso do figado/peso corporal final)) e, indice de
gordura viscerossomatico (IGVS (%) = 100 x (peso da gordura viscerossomatica/peso

corporal final)).

2.5 Anilises de composigio centesimal da carcaga
Para a determinacdo da composicdo centesimal dos peixes, estes foram pré-secos
em estufa de ventilacdo forcada de ar a 55°C por 72 horas. Posteriormente, realizou-se
analise da umidade por meio da secagem em estufa a 105°C por 8 horas. O contetdo de
cinzas foi determinado em mufla a 550°C, a proteina bruta determinada pelo método de
Kjeldahl e o teor de extrato etéreo empregando-se extrator de Soxhlet tendo éter como

solvente, todos de acordo com a metodologia descrita por AOAC (2005).

2.6 Anilises histoldgicas

Para a coleta de musculo, com auxilio de uma lamina retirou-se uma amostra de
musculo branco do lado esquerdo do peixe, acima da linha lateral, posteriormente os
peixes foram eviscerados para a coleta de intestino e figado. Essas amostras foram
acondicionadas em solucdo de ALFAC por 16 horas e, posteriormente, preservadas em
alcool 70% até o momento da realizacdo das analises. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em concentrac¢des crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e embebidas
em parafina histolégica. Para obtencdo dos cortes utilizou-se um micrétomo marca
Thermo Scientific (Microm HM 340E). A fotodocumentacao foi obtida por microscopia
de luz realizada em microscépio 6ptico (P1 Olympus BX 50 - Manila, Filipinas) acoplado
a uma camera (Olympus PMC 35 B - Berlim, Alemanha), utilizando-se objetiva de 40X
para as andlises do musculo e do figado, e objetiva de 20X para as andlises do intestino.
As mensuracdes foram realizadas com o auxilio do software de imagens
computadorizado CellSens Standard 1.15®

Para o preparo das amostras de musculo, foram realizados cortes de 7um de

espessura, corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) conforme descrito por



BEHMER et al., (1976) e, posteriormente verificado o menor didmetro de pelo menos 200
fibras de cada peixe, totalizando 1.600 fibras medidas para cada tratamento, as quais
foram classificadas de acordo com sua morfometria e mensuracdo do menor diAmetro:
menor que 20um; 20,01 a 50pm e, maiores que 50pm.

Para a analise de histomorfometria intestinal, foram recolhidas porcoes de
aproximadamente 5 cm de comprimento do intestino medial e inseridas em cassete
histolégico, abertas longitudinalmente. Foram realizados cortes de 7um de espessura,
corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE). A morfometria da mucosa intestinal
foi realizada em 10 vilos por animal, perfazendo um total de 120 medidas (um) por
tratamento, onde foi mensurada a altura do vilo, altura total de vilo, largura do vilo e
espessura do vilo e espessura da ttnica (Figura 1).

Para quantificagao de hepatécitos do figado, foram cortados em sec¢des de 5 um
e fixados em lamina, coradas por técnica de hematoxilina-eosina (HE). Para andlise da
quantificagdo do ntiimero de hepatdcitos por area foram examinados dois cortes de cada

figado, totalizando 144 mensuragoes.

Figura 1 - Intestino de pacu alimentados com dietas contendo diferentes niveis de L-
carnitina. Altura do vilo (A), Altura total do vilo (B), Largura do vilo (C), Espessura do
vilo (D), Espessura da ttnica (E).

2.7 Estresse oxidativo
Para as andlises de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),

glutationa S-transferase (GST) e catalase (CAT), dois peixes de cada aquario foram



acondicionados em gelo para retirar uma amostra de figado que foi armazenada em
nitrogénio liquido para andlise posterior.

Ao ser descongelado, o figado foi homogeneizado em 9,0 mL de tampao fosfato
de sé6dio 0,3M (KCl 140mM, pH 7,4) por grama de tecido pesado. Acrescentou-se a
mistura, composta por: inibidor das proteases (para ndo degradar as enzimas) e fluoreto
de fenilmetilsulfonila (PMSF) na concentragdo 100nM diluido em isopropanol (0,03484g
de PMSF em 2mL de 4lcool isopropilico). Para cada mL de tampao foi adicionado 10 pL
de PMSF.

A determinacao do TBARS foi realizada conforme BUEGE e AUST (1978), e os
resultados foram expressos em nmol MDA.mg! proteina. A avaliagdo da atividade da
catalase (CAT) foi determinada de acordo com NELSON ef al. (1982), em um
comprimento de onda de 240 nm, e os resultados foram expressos em pmol.mg?!
proteina.min. A atividade da glutationa S- Transferase (GST) foi realizada de acordo
com o método de ELLMAN (1959), utilizando Acido Tricloroacético 20% (TCA 20% =
20g de TCA em 100mL de agua destilada) na proporcao de 0,2g de tecido:1 ml de TCA.
A leitura é realizada em espectofotdmetro no comprimento de onda de 412 nm e a

atividade foi expressa em pmoles.mg proteina.

2.8 Qualidade da agua
Os parametros fisicos e quimicos da dgua, como pH (7,03+0,11), condutividade

elétrica (80,7+0,68 pS.cm?) e oxigénio dissolvido (8,54+0,50 mg.L1), foram mensurados
semanalmente através de um multipardmetro YSI 556 e a temperatura (22,5+1,6°C) foi
mensurada diariamente através de um termoémetro digital. Os valores para os
parametros de qualidade de d4gua estao de acordo com a faixa de conforto para a espécie,
contudo, a temperatura se manteve no limite minimo recomendado por URBINATI e

GONCALVES (2005).

2.9 Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de normalidade e

homocedasticidade e, atendendo a esses pressupostos, foram submetidos a analise de
variancia a 5% de significancia e, em caso de diferenca significativa, foi aplicado o teste
de Tukey de comparacdo de médias, com o auxilio do software Statistica 7.0® (Statsoft,

2004).
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3. RESULTADOS

3.1 Desempenho zootécnico
Nao houve influéncia da inclusao de L-carnitina na suplementacao da dieta para
os juvenis de pacu para as varidveis de CMF, GP, SOB, CAA, TCE e TEP. O IHS
apresentou menor valor para o tratamento controle e foi maior para os tratamentos com
niveis de inclusdo de 800; 1.200 e 2.000 mg.kg? de L-carnitina (P<0,05). O IGVS foi maior
nos peixes alimentados com dietas contendo 2.000mg.kg! e menor valor foi observado
para os tratamentos 0 e 400 mg.kg (P<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Desempenho zootécnico de pacus (Piaractus mesopotamicus) alimentados com
dietas contendo diferente niveis de L-Carnitina.

Niveis de L-Carnitina (mg.kg?)
0 400 800 1.200 1.600 2.000

Variavel

PIM(cm) 990+0,74 952+080 987+095 927+035 9,68+054 9,48+0,62

CMEF2

(cm) 13,19+0,63 13,38+0,55 13,25+0,94 1297+833 1292+0,71 12,87+£037 0,92
GP3 (g) 31,45+4,71 32,71+3,64 33,13+6,99 31,17+583 30,21+513 30,08+291 0,96
SOB# (%) 87,50+12,50 83,33 +11,78 85,42+10,82 91,67 +8,33 97,92+3,61 9792+3,61 0,27
CAAS 2,15+0,27 220+£058 203+£040 208+018 1,79+028 2,09+£0,15 0,75
TCE® (%) 1,19+0,09 124+0,05 122+0,08 122+0,10 1,17+0,08 1,19+0,09 0,92
TEP7 (%) 018+0,03 0,19+0,02 020+005 018+0,04 0,18+0,03 0,18+0,02 0,96
THSS (%) 1,7410,14a 2,02+0,05ab  2,2410,34b  2,15+0,16b  2,03+0,05ab  2,24+0,22b 0’5? 0
9
?5} ;/S 2,36x1,04a  2,49+0,62a 2,83+0,45ab 3,2110,72ab 3,2040,64ab  3,9610,43b 0,20

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. 'Peso inicial médio; 2Comprimento médio final;
3Ganho em peso; 4Sobrevivéncia; >Conversao alimentar aparente; Taxa de crescimento especifico; 7Taxa de
eficiéncia proteica, 8 Indice Hepatossomatico, 9indice de Gordura Viscerossomatica. Letras diferentes
representam diferencas significativas (P<0,05). Para P>0,05 ndo ha diferenga significativa.

3.2 Andlise de composigio quimica da carcaga
A porcentagem de proteina bruta na carcaca foi maior para o tratamento controle,
apresentando menores valores para os tratamentos contendo 400 e 1.200 mg.kg! L-
carnitina de inclusdo na dieta. Os peixes alimentados com o nivel de 2.000 mg.kg* de L-
carnitina obtiveram maior porcentagem de extrato etéreo e o nivel de 1.600 mg.kg? de
L-carnitina resultou em menor porcentagem. Os resultados para a umidade e para a
matéria mineral ndo apresentaram diferenga significativa (P>0,05) entre os tratamentos

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Composicdo centesimal de pacu alimentados com dietas contendo niveis
crescentes de L-Carnitina.

Variavel Niveis de L-Carnitina (mg.kg™?) P
(%) 0 400 800 1.200 1.600 2.000

Um! 70,13x1,09  69,75£0,75  69,52+0,67 69,47£1,67 69,87+0,88  68,56+0,42 0,59

PB2 18,73+0,75a  16,37+0,75b 17,65+0,24ab 16,91+0,43b 17,28+0,46b 17,75%0,29ab 0,00

E.E3 10,1620,50ab 10,61+0,50ab 10,23+0,04ab 9,90+0,29ab 9,62+0,60a 10,76+0,30b 0,04
M. M.4 3,01+0,10 2,98+0,04 3,10+0,17 3,16+0,05  3,14+0,07 3,15+0,13 0,21

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrado. ! Umidade, 2 Proteina Bruta, 3 Extrato Etéreo, 4
Matéria Mineral. Letras diferentes representam diferencas significativas (P<0,05). Para P>0,05 ndo ha
diferenca significativa.

3.3 Andlises histologicas

A histomorfometria intestinal apresentou maior altura do vilo para os peixes
alimentados com 2.000mg.kg! de L-carnitina, os quais também apresentaram vilos mais
espessos, enquanto a tanica foi menor para o tratamento controle. A altura total dos vilos
e largura ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05). As analises de
quantificagdo de hepatdcitos e histomorfometria do musculo ndo apresentaram
diferenca significativa para os peixes alimentados com dietas contendo niveis de
suplementacdo de L-carnitina e a dieta controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Histomorfometria do intestino, quantificacdo de hepatdcitos e, frequéncia do
menor didmetro das fibras musculares de pacus alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de L-carnitina.

Niveis de L-Carnitina (mg.kg?)

0 400 800 1.200 1.600 2.000
Intestino
Altura 39931+ 312,65+ 466,66+ 477,78 £ 478,62 + 539,67 + 0.01
(um) 92,01ab 106,70a 90,83ab 50,42ab 38,48ab 48,35b !
Altura 450,49 + 416,15+ 507,69+ 52885+ 537,55 + 592,86 + 010
total (um) 106,81 142,99 91,26 41,38 23,94 49,47 !
Largura (um) 121,97+ 11049+ 122,76+ 108,98 + 120,42 + 111,25 + 029
12,20 3,26 18,83 3,19 14,11 14,29 ’
Espessura (1m) 52,27 + 56,61 + 57,60 + 60,93 + 63,72 £ 50,05 + 0.02
0,81ab 6,22ab 9,45ab 0,98ab 5,14b 4,96a !
Tanica 40,34 + 53,90 £ 44,17 £ 44,42 + 57,34 + 51,28 + 0.00
(cm) 2,66a 3,36¢ 5,79ab 2,24ab 2,71c 2,62bc ’
Figado
Hepatdcitos 14050+ 156,17+ 131,00+ 125,00 + 134,83 + 132,33 + 028
(n%)* 7,57 34,43 19,28 9,18 11,79 9,14 !
Miisculo (%)
<20pm 30,00+4,43 34,75+9,00 33,50+6,49 35,63+3,94 38,00+£11,11 30,50+4,71 0,60
20 - 50um 66,75+4,70 65,00+8,40 66,00+6,42 61,75+2,53 61,12+11,02 65,50+4,43 0,79
>50pum 0,83+1,44 0,50+0,86 0,66+1,15 1,67+1,75 1,17+1,15 3,00£1,32 0,12

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes representam diferencas
significativas (P<0,05). Para P>0,05 ndo ha diferenca significativa.
*Numero médio de hepatdcitos em um campo de 2.000pm2.
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3.4 Estresse oxidativo
O tratamento com inclusao de 2.000 mg.kg! de L-carnitina apresentou maior

concentracdo de TBARS, enquanto que para os demais niveis de inclusdo ndo diferiram
estatisticamente (P>0,05). Para a avaliacdo da CAT e GST ndo houve diferenca
significativa entre os niveis de inclusdo de L-carnitina (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracdo de substdncias reativas ao acido tiobarbittrico, Catalase e
glutationa S-transferase no figado de pacus (Piaractus mesopotamicus) alimentados com
dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de L-carnitina.

Niveis l-carnitina (mg.kg?)
400 800 1.200 1.600 2.000
CAT 0,58+0,14 0,57+0,18 0,58+0,18 0,52+0,39 0,46+£0,20 0,59+0,14 0,96
GST 0,87+0,17 0,90+0,06 0,82+0,18 0,90+0,11 0,97+0,17 0,88+0,14 0,85

1,50 + 1,69 + 1,83 1,50 £ 1,00 + 3,57 +
0,59a 1,09ab 0,38ab 1,29a 0,37% 1,26b
CAT (umol.mg? proteina.min?); GST (umol GS-DNB.min"! .mg proteina); TBARS (nmol.mg-1.proteina).
Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao. Letras diferentes representam diferencas
significativas (P<0,05). Para P>0,05 ndo hé diferenca significativa.

Variavel

TBARS 0,02

4. DISCUSSAO

4.1 Desempenho zootécnico
O efeito promotor de crescimento pela inclusdo de L-carnitina na dieta para

peixes pode fomentar a utilizagdo mais eficiente da energia dos &cidos graxos, resultado
do aumento da oxidagdo lipidica pela mitocondria (PEREIRA, 2009). Estudos realizados
com a suplementacdo de L-carnitina em dietas para diferentes espécies de peixes tém
demonstrado efeito benéfico, nos quais tem se destacado para as fases iniciais de
desenvolvimento dos peixes, em que a sintese enddégena da L-carnitina estd menos
desenvolvida, havendo, portanto, a necessidade da suplementacao deste composto na
dieta (OZORIO, 2009). Neste estudo nao foi observada diferenca significativa para os
parametros de desempenho produtivo avaliados. Contudo, hd uma gama de variacoes
quanto aos efeitos e conclusdes, podendo haver divergéncia quanto aos resultados de
acordo com diferentes condigdes experimentais, espécie estudada, fase de
desenvolvimento, composicao da dieta, condicdes de estresse, entre outros fatores que
podem influenciar no desenvolvimento dos peixes (GONCALVES et al., 2010).

Segundo PEREIRA (2009) a L-carnitina pode atuar contra o estresse proveniente
de diversidades que podem ser encontradas no ambiente durante o cultivo, tais como a
variagao da temperatura e niveis reduzidos de oxigénio dissolvido. Durante o periodo

experimental ndo houve variacdo drastica para esses parametros, contudo, a
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temperatura se manteve no limite minimo recomendado para o cultivo de pacu, o que
pode ter ocasionado o baixo desenvolvimento nessa fase, como apresentam os indices
(Tabela 2) de ganho em peso e taxa de crescimento especifico em relagdo ao encontrado
por FARIAS (2017), FRANCA (2015) e SANCHEZ et al. (2016).

Apesar de nao haver diferenca significativa entre os niveis de inclusao, a CAA
apresentou um valor elevado com relacdo ao relatado para a espécie na literatura, o que
representa o alto consumo do alimento e baixo ganho em massa corporal. No mesmo
sentido, os valores obtidos para o IGVS foram elevados em comparacdo ao descrito para
a espécie por FARIAS (2017) e SANCHEZ et al. (2016), pois os peixes alimentados com o
nivel de inclusdo de 2.000 mg.kg* de L-carnitina apresentaram maior porcentagem de
IGVS, enquanto o tratamento controle e o de 400 mgkg?! apresentaram indices
reduzidos. Nos peixes redondos em geral, o excesso de gordura é depositado na
cavidade abdominal, resultando no baixo rendimento da carcaga ao ser processado e, o
que pode ocasionar esse excesso de gordura visceral é o desbalanco nutricional
(KUBITZA, 2004). Contudo, neste estudo, os valores para a PB e ED estavam de acordo
com o proposto para a fase de cultivo para a espécie conforme URBINATI e

GONCALVES (2005).

Por meio do IHS é possivel verificar o estado de higidez do animal, o qual
provém das taxas de glicogénio e lipideos depositados no figado (DIETERICH et al.,
2013). Os niveis de inclusdo de L-carnitina neste trabalho também promoveram aumento
no IHS, o qual é influenciado pela alimentacdo e representa maiores taxas de reserva
energética e, deposicao de gordura e glicogénio no figado, indicando um aumento no
peso neste 6rgao (TAVARES-DIAS et al. 2000; SOUZA et al., 2002). Segundo TAVARES-
DIAS et al. (2000), valores elevados para o IHS ocorrem quando o peixe se prepara para
o periodo de estiagem, quando os animais se alimentam menos, influenciando na relacao
hepatossomaética. Durante o periodo experimental, a temperatura média se manteve no
minimo recomendado para a espécie, o que pode ter ocasionado tais alteracdes

somaticas.

Resultados semelhantes ao de desempenho deste estudo foram observados por
outros autores, os quais também ndo encontraram influéncia da inclusao de L-carnitina
na dieta para outras espécies de peixes, como observado por SABZI et al. (2017) em
estudo com a carpa comum (Cyprinus carpio). OZORIO et al. (2001), avaliando a

suplementacdo de L-carnitina para duas fases de vida do bagre africano (Clarias
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gariepinus) relataram que, para os peixes com 60g de peso final, houve melhoria na taxa
de crescimento especifico e na conversao alimentar desses animais e para os peixes com
peso final de 160g ndo houve essa mesma interacdo. Esses autores avaliaram ainda a
interacdo da L-carnitina em dietas com baixa relacdo energia:proteina e concluiram que
a exigéncia de L-carnitina na dieta é mais evidente em peixes nas fases iniciais de vida e
em dietas em que a proteina é escassa, diferentemente do que ocorreu neste estudo.

Quanto a avaliacdo da suplementacdo de L-carnitina para juvenis de truta arco
iris (PEREIRA, 2009), ndo houve influéncia nos indices de crescimento diario e conversao
alimentar, contudo, notou-se um aumento do ganho em peso nos peixes alimentados
com os niveis mais elevados de L-carnitina (530mg de L-carnitina.kg?), concordando
com outros estudos nos quais a L-carnitina afetou o crescimento dos peixes avaliados.

4.2 Andlise de composigdo quimica

Com a inclusao da L-carnitina na dieta, ocorre aumento da oxidagao lipidica no
metabolismo, reduzindo o acimulo de gordura e, consequentemente eleva o contetido
de proteina corporal (YANG et al., 2012), assim como em estudo relatado por SABZI et
al. (2017) no qual a carpa comum alimentada com 1.000 mg.kg! de L-carnitina apresenta
maior contetido de proteina, menor conteido de gordura e matéria mineral, embora
ainda ndo sejam conhecidos quais mecanismos levam a L-carnitina a promover esse
efeito. Em estudo com o kutum (Rutilus firsii kutum) NEKOUBIN et al. (2012) observaram
maior porcentagem de lipideo quando suplementaram com 2.000 mg de L-carnitina.kg-
! na dieta, enquanto menores niveis de inclusdo ndo diferenciaram da dieta controle,
assim como para a proteina, onde o mesmo nivel de inclusdo apresentou a menor
porcentagem de proteina.

No presente estudo, observou-se reducao do teor de lipideos no nivel de
inclusao de 1.600 mg.kg! de L-carnitina, sugerindo acdo da amina até este nivel, ja que
com a inclusdo de 2.000 mg.kg?! a ndo amina promoveu essa reducado. Entretanto, para
os pacus do presente estudo, a porcentagem de proteina na carcaga foi maior nos peixes
alimentados com a dieta controle, divergindo dos valores observados pelos autores
citados acima. Contudo, os valores obtidos para a composicdo centesimal da carcaga
estdo proximos ao relatado na literatura para os juvenis de pacu (FARIAS et al., 2017).

OZORIO et al. (2001) avaliaram o efeito da suplementacéo de L-carnitina e a
relagdo proteina:lipideos em dietas para juvenis de bagre africano (Clarias gariepinus),
para o qual relatam que para as fases iniciais (até 60g) os peixes ndo apresentaram

diferencas significativas na composi¢do corporal, entretanto, para os peixes de até 160g,
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observaram que houve menor acimulo de gordura e, consequentemente, pode haver
reducdo na excrec¢do de nitrogénio do peixe ao ambiente aquatico.
4.3 Andlises histologicas

Ap6s ser sintetizada, a L-carnitina é transportada para os tecidos, sendo mais
elevada nos organismos que usam o acido graxo como fonte primdria energética.
Portanto, apds a sintetizagdo no figado e rins, ela é transportada para o mtsculo onde é
utilizada na £8-oxidacdo, sendo convertida de L-carnitina-livre a éteres de L-carnitina
esterificada (OZORIO et al., 2002).

A histologia do figado é considerada como um bom indicador e inevitavel em
estudos de nutricao, devido a sua fun¢ao na metabolizagdo de produtos provenientes do
trato digestivo (RASKOVIC et al., 2011). Segundo estes autores, quando o alimento
fornecido ao peixe nado for adequado, podem ser frequentemente observadas alteracdes
como vacuolizagdo de hepatocitos, degeneracdo gordurosa no figado, alteragdes na
atividade metabdlica, alteracdes no parénquima hepético e necrose. Neste estudo, a
quantificagdo de hepatécitos ndo apresentou diferenca estatistica entre os animais
alimentados com diferentes niveis de suplementacdo de L-carnitina e o tratamento
controle, portanto, ndo houve alteracdes histolégicas nesse tecido com a inclusdo da L-
carnitina na dieta.

Os diametros das fibras musculares foram classificados em classes de acordo
com a mensuracao. Fibras musculares com didmetro menor que 20 um sdo classificados
como hiperplasia e, fibras musculares com diametro acima de 50 pm sao classificados
como hipertrofia (ROWLERSON e VEGGETT]I, 2001). ALMEIDA et al. (2008) relatam que
em juvenis de pacu, a hiperplasia possui grande frequéncia no desenvolvimento
muscular, e para a fase adulta, a hipertrofia é mais frequente. Assim como observado
neste estudo, didmetros menores que 20 pm representaram entre 30 e 38% do didmetro
das fibras avaliadas, havendo maiores fibras em normalidade seguida de hiperplasia,
isso demonstra atividade no processo de crescimento do musculo durante o estagio de
desenvolvimento, o que concorda com a porcentagem de fibras que apresentaram

hipertrofia sendo pouco frequentes (menos de 3%).

O intestino, é o 6rgao de principal digestdo e absorcao de nutrientes nos peixes,
no pacu, € classificado como de tamanho médio e, em seu interior, ha distribuicao das
dobras no sentido longitudinal, sendo maiores e mais complexas na porcao mediana, a

qual possivelmente é a parte em que ocorre maior absorcdao (CORREA, 2016). Essa

estrutura varia conforme a dieta, dependendo ainda da espécie e do estagio de vida
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(RASKOVIC et al., 2011). Segundo YUAN et al. (2011), a L-carnitina pode proteger a
parede intestinal de lesdes e prevengdes bacterinas devido a acdo de melhora na absorcao
de nutrientes. No presente estudo, os peixes alimentados com 2.000 mg.kg? de L-
carnitina apresentaram vilos mais altos e menos espessos com relagdo aos demais niveis
de inclusdo, caracteristica que segundo HISANO et al. (2018) representa uma adaptagao
do tecido ao alimento, sugerindo que possa melhorar a 4rea superficial de absorcao de
nutrientes.
4.4 Estresse oxidativo

A L-carnitina atua na p-oxidagdo como transportadora de acidos graxos de
cadeia longa, apresenta fungdo regulatéria no metabolismo energético de animais, e
pode ainda agir na resisténcia ao estresse em mamiferos devido a -oxidagao de 4cidos
graxos mitocondrial (LI ef al., 2017). Esses autores comprovam que a sintese limitada de
carnitina na tildpia-do-Nilo inibiu significativamente a atividade da P-oxidacdo de
acidos graxos mitocondrial, diminuiu a resisténcia a patégenos e amonia nitrogenada,
contudo nao induziu ao estresse oxidativo, afirmando que a carnitina é necessaria para
a [-oxidagdo de acidos graxos mitocondrial para essa espécie, assim como para os
mamiferos. Embora existam estudos que comprovem a atividade da L-carnitina como
antioxidante, ndo se sabe claramente os mecanismos especificos e, ou derivados, que
exercem essa fungio (CALO et al., 2006).

O estresse oxidativo ocorre devido ao desequilibrio entre concentragdes pro-
oxidantes, tais como as espécies reativas de oxigénio, que incluem o ion superéxido (03°),
o peréxido de hidrogénio (H20), o radical hidroxil (OH) e o oxigénio singlete (O1), os
quais reagem com concentracdes antioxidantes, tais como lipidios, proteinas,
carboidratos ou acidos nucleicos, causando danos as macromoléculas, produzindo
derivados de mau funcionamento responsdveis por diversas lesdes bioquimicas
(CUNHA BASTOS et al., 2007; SILVA et al., 2017). A atividade da peroxidase de algumas
isoenzimas de alfa-glutationa S-transferase (alfa-GST) é considerada uma defesa
enzimatica contra lesdo oxidativa (CUNHA BASTOS et al., 2007). Enzimas de baixo peso
molecular, tais como a catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa
S-transferase sdo conhecidas por terem uma grande atividade antioxidante, as quais
formam complexas redes de defesa contra o estresse oxidativo (SILVA et al., 2017).

A enzima catalase ndo age diretamente nos produtos de peroxidacao lipidica,
contudo, pode afetar a fase inicial de peroxidacao, diminuindo as concentra¢des de

peréxido de hidrogénio (LUSHCHAK e BAGNYUKOVA 2006). Pode se afirmar que ndo
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houve influéncia da L-carnitina nessa enzima, assim como para a GST, uma importante
enzima que é desintoxicante, frequentemente induzida sob condigdes adversas, tais
como o envenenamento (SALBEGO et al., 2017).

A intensidade da peroxidacdo lipidica é avaliada como niveis de produtos
primarios, dienos conjugados e peréxidos lipidicos e/ ou produtos finais de peroxidacao
lipidica, tais como malondialdeido e outros aldeidos, que sdo ensaiados com é&cido
tiobarbittrico e expressos como substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
(LUSHCHAK e BAGNYUKOVA 2006). O TBARS é um dos parametros fisiol6gicos mais
populares na determinagdo da peroxidagdo no tecido (YU et al., 2017). Com a inclusao
da L-carnitina na dieta para o pacu, observou-se um aumento significativo deste
parametro para o nivel de 2.000 mg.kg? de L-carnitina na dieta, sugerindo que até o nivel
de 1.600 mg.kg-1 de L-carnitina na dieta ndo ha alteracdo na peroxidagdo lipidica do

tecido hepatico.

5. CONCLUSAO
A suplementacdo de L-carnitina, para os niveis de inclusdo empregados nas
dietas experimentais neste trabalho, ndo afeta o desempenho de pacus, entretanto,
promove o aumento do indice hepatossomaético, gordura visceral e corporal, alteragdes
na morfometria intestinal e a partir de 2.000mg.kg? pode causar peroxidacao lipidica no
tecido hepatico. Nao ha necessidade de inclusao de L-carnitina em dietas para juvenis

de Pacu.
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