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CAPITULO1

Suplementacao de L-carnitina para tilapias do Nilo

12



Suplementacdo de L-carnitina para tilapias do Nilo

Resumo: Esse estudo teve por objetivo avaliar o desempenho produtivo, caracteristicas
morfolégicas e centesimais, histologia do intestino, musculo e figado, hematologia,
bioquimica e atividade enzimética de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
suplementadas com L-carnitina. Para isso, foram utilizadas 144 tildpias com peso
médio de 27,76 + 1,31g, distribuidas ao acaso em trés tratamentos, constituidos por trés
niveis de L-carnitina (500, 1000 e 2000 mg Kg! de racdo) e um grupo controle. Os
peixes foram distribuidos em 12 tanques de 0,45m3, adaptados a um sistema de
recirculagdo, com temperatura controlada e aeracdo constante. As dietas experimentais
foram calculadas para serem isoenergéticas (3200 kcal kg ED) e isoprotéicas (28% PD).
Durante o periodo experimental de 105 dias os peixes foram alimentados quatro vezes
ao dia e, ao final do experimento tiveram suas varidveis de desempenho: ganho em
peso (GP), ganho em peso diario (GPD), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de
crescimento especifico (TCE), taxa de eficiéncia proteica (TEP), taxa de retencdo
proteica (TRP), taxa de retencdo energética (TRE), rendimento de filé (RF) e
sobrevivéncia (SO). Morfoldgicas: indices hepatossomatico (IHS) e indice de gordura-
viscero-somatica (IGVS). Centesimais: umidade, proteina, lipidios e cinzas.
Histologicas: intestino, masculo e figado. Hematol6gicas, bioquimicas e enzimaticas.
Aplicou-se ANOVA para se avaliar o melhor nivel de inclusdao dos micronutrientes e
quando significativas, as médias foram comparados pelo teste de Tukey (P<0,05).
Peixes suplementados com 500 mg Kg* de L-carnitina apresentaram aumento do GP,
GPD, TCE, RF e menor custo da racdo por quilo de peixe produzido, além disso,
também apresentou aumento do IHS, IGHS, lipidios do filé, triglicerideos, ntimero de
hepatécitos e maior atividade da enzima catalase (CAT). Todos os niveis de
suplementacdo reduziram as microvilosidades dos peixes, porém nao afetaram o
namero de fibras musculares. Assim, conclui-se que a suplementacdo de L-carnitina
500 mg Kg? de racdo L-carnitina melhora o desempenho e as fungdes metabdlicas de

tilapias.

Palavras-chave: histologia; Oreochomis niloticus; catalase; rendimento de filé
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Supplementation of L-carnitine in diets for Nile tilapia

Abstract: The objective of this study was to evaluate the productive, morphological
and chemical composition, histology of the intestine, muscle and liver, hematology,
biochemistry and enzymatic activity of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
supplemented with L-carnitine. For this purpose, 144 tilapia with a mean weight of
27.76 +1.31g were randomly distributed in thee treatments, consisting of three levels of
L-carnitine (500, 1000 and 2000 mg Kg of feed) and control group. The fish distributed
in 12 tanks of 0.45m?, adapted to a recirculation system, with controlled temperature
and constant aeration. Experimental diets calculated to be isoenergetic (3200 kcal kg
ED) and isoproteic (28% PD). During the experimental period of 105 days the fish were
fed four times a day and at the end of the experiment had their performance variables:
weight gain (GP), daily weight gain (GPD), apparent feed conversion (CAA), rate
(TEP), protein retention rate (TRE), protein retention rate (TRE), fillet (RF) yield and
survival (SO). Morphological: hepatosomatic index (IHS) and fat somatic index (IGVS).
Centesimals: moisture, protein, lipids and ashes. Histological: intestine, muscle and
liver. Hematological, biochemical and enzymatic. ANOVA was applied to evaluate the
best level of micronutrients inclusion and, when significant, the means were submitted
to the Tukey test (P<0.05). Fish supplemented with 500 mg Kg' of L-carnitine
presented increase of GP, GPD, TCE, RF and lower feed cost per kilogram of fish
produced. In addition, fish also increased IHS, IGHS, fillet lipids, triglycerides, number
of hepatocytes and greater activity of the enzyme catalase (CAT). Supplementation
levels reduced fish microvilli, but did not affect the number of muscle fibers. Thus, it
was determined that the supplementation of L-carnitine in proportions of 500 mg kg1

of ration improves the performance and metabolic functions of tilapia.

Keywords: histology; Oreochomis niloticus; catalase; fillet yield
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a tilapia tornou-se a espécie aquicola mais produzida,
principalmente por se adaptar as diferentes condi¢des ambientais (IBGE, 2016) sem
renunciar seu desenvolvimento e por apresentar facilidade de criacdo, processamento,
e aceitabilidade, quando comparada a outras espécies. Além disso, a espécie nao
apresenta espinhas em Y e é de f4cil filetagem (Boscolo et al., 2001; Souza, 2002) o que
permite maior aproveitamento de sua carne pela indtstria e maior aceitabilidade pelo
mercado consumidor, fator condicionante para que a espécie ganhe cada vez mais
espaco no mercado interno e externo.

Porém, essa intensificacdo promissora da atividade s6 sera possivel com o
aumento da produtividade, o que implica no desenvolvimento tecnolégico da cadeia
produtiva, exigindo avangos em relacdo a nutricdio, melhoramento genético,
biosseguridade, sanidade e manejo. Dentre essas, a nutricdo desempenha importante
papel quando a finalidade é alcancar o aumento da produtividade com custos
reduzidos, sem deixar que o produto perca seus atributos para comercializagao.

A eficiéncia da produgdo depende principalmente do alimento fornecido aos
animais, por meio dele e do manejo, os animais serdo capazes de expressar seu
potencial produtivo. Assim, para melhorar o aproveitamento dos aminoacidos da
dieta, muitos estudos vém sendo realizados com o uso de fontes energéticas,
considerando principalmente a relagdo lipideo : proteina, de modo a maximizar a
utilizacao dos lipidios e consequentemente poupar proteina (Li et al., 2013; Sousa et al.,
2013). Entretanto, o uso desse método é limitado, pois a ingestdo de lipideos em
excesso pode levar a redugdo do consumo da dieta e afetar o crescimento dos peixes
(Haji-Abadi et al., 2010).

Com isso, o uso de aditivos alimentares tem sido uma alternativa, pois atuam
como promotores de crescimento, capazes de influenciar a eficiéncia do uso dos
nutrientes dietéticos para peixes (NRC, 2011) proporcionando maior aproveitamento
dos nutrientes e poupando proteina (Godoi et al., 2008). Porém, a incorporacdo dessas
substancias nas dietas comerciais ainda é um entrave, pois sua inclusdo antes do
processo de extrusdo pode acarretar na inativagdo dos mesmos.

No entanto, algumas substancias como, coenzima Q10, acidos organicos,
colina, taurina, L-carnitina e betaina vem sendo incluidas nas dietas com intuito de

melhorar o aproveitamento dos nutrientes (Prates e Mateus, 2002; Freitas ef al., 2016),
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sem que sejam verificadas inativacdo apds passar pelo processo de extrusdao. Sendo
assim, a inclusdo dos nutrientes organicos em dietas, como a L-carnitina, podem ser
considerados pela facil manipulacdo e inclusdo, além da alta solubilidade em &gua e
estabilidade a altas temperaturas apresentadas por este micronutriente (Holmstrom et
al., 2000).

A L-carnitina (4cido 3-hidroxi-4-N — trimetil-amino-butirico) é uma amina
quaterndria que desempenha uma funcdo indispensavel no metabolismo dos acidos
graxos, atuando principalmente no transporte de acidos graxos para dentro da
mitocondria, onde serdo oxidados a adenosina trifosfato (ATP) no processo de p-
oxidacao (Wray Cahen et al., 2004). E, de forma secundaria prevenindo o acimulo de
acil-CoA no interior da mitocondria, que ocorre quando o percentual de formacdo de
acetil-CoA excede a taxa de reciclagem da CoA reduzida pelo ciclo de Krebs (Poorthuis
et al., 1993; Bertolini, 2004).

Dessa forma, objetivou-se avaliar a produtividade, fisiologia, morfologia,
hematologia, bioquimica e atividade enzimaética de tildpias alimentadas com dietas

suplementadas com diferentes niveis de L-carnitina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento e procedimento experimental

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado com trés niveis de inclusao
de L-carnitina (500, 1000 e 2000 mg Kg' de racdo) e um grupo controle. Foram
utilizadas 160 tilapias (masculinizadas) com peso médio de 27,76 + 1,31g, sendo 16
delas utilizadas na coleta de amostras iniciais para determinacdo da composigdo
centesimal e posterior calculos de retencdo. As demais, 144, foram distribuidas
aleatoriamente em 12 tanques com capacidade ttil de 0,45 m3, adaptados a um sistema
de recirculagdo de 4gua, com temperatura controlada e aeragdo constante, totalizando
quatro tratamentos com trés repeticdes, sendo cada unidade experimental composta
por 12 peixes.

Durante 105 dias de experimento, os peixes receberam as dietas experimentais
quatro vezes ao dia, 8:00, 11:00, 14,00 e 17:00 horas, sendo os primeiros cinco dias

destinados a adaptacdo dos peixes as dietas.
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2.2. Dietas experimentais

As dietas experimentais utilizadas no experimento foram formuladas a partir
de alimentos de origem vegetal e animal, as mesmas apresentaram-se isoenergéticas
(3200 kcal kg! de ED) e isoprotéicas (28% PD) as quais foram suplementadas com
diferentes niveis de inclusdo de L-carnitina em mg Kg de ragdo (Tabela 1).

O custo por quilo de peixe produzido (R$ kg! de ganho de peso) foi estimado
pelo custo dos ingredientes da racdo formulada, multiplicado pela conversdo
alimentar. Os valores dos ingredientes foram obtidos em consulta aos fabricantes de

ragdes do Estado do Parand, com base nos pregos vigentes em setembro de 2018.

2.3. Qualidade d’agua

Durante o estudo, foram aferidos os pardmetros de qualidade de agua como:
temperatura (27,36 £ 0,92 °C) por meio de termémetro digital, oxigénio dissolvido
(7,94£0,82 mg L), pH (7,5£0,50) e condutividade elétrica (80,22 £ 0,71 pS cm?) com
multiparametro portatil (YSI 556). Os teores de amonia e nitrito foram aferidos com
kits colorimétricos (LabconTest), porém ndo ultrapassaram Oppm. De acordo com
KUBITZA (2000) as variaveis aferidas estdo de acordo com a faixa de conforto da

espécie.
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Tabela 1 - Composicao percentual e quimica das dietas experimentais.

Niveis de inclusdo mg kg1

Ingredientes Controle L-Carnitina

0-0 500-0 1000-0  2000-0
Farelo de Soja 44,74 44,72 44,70 44,65
Milho Gréao 21,93 21,92 21,91 21,89
Farelo de Trigo 20,00 19,99 19,98 19,96
Farinha de Peixe (Tilapia) 5,00 5,00 5,00 4,99
Farinha de Visceras (Aves) 5,00 5,00 5,00 4,99
Oleo de Soja 1,29 1,29 1,29 1,29
Calcério 1,21 1,21 1,21 1,21
Premix vitminico e minerall 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto de Sédio (NaCl) 0,30 0,30 0,30 0,30
Butil-hidroxi-Tolueno 0,02 0,02 0,02 0,02
Propionato de Calcio 0,01 0,01 0,01 0,01
L-Carnitina 0,00 0,05 0,10 0,20
Betaina 0,00 0,00 0,00 0,00
TOTAL 100 100,00 100,00 100,00
Custo da formulacao (R$/Kg) 1,24 1,32 1,40 1,56

Composicao Calculada
Proteina Digestivel (%) 28 28 28 28
Energia Digestivel Kcal Kg-! 3200 3200 3200 3200
Composicao Determinada (%)

Proteina Bruta 33,35 33,80 34,82 33,80
Energia Bruta Kcal Kg-! 4255 4205 4230 4292
Fibra Bruta 7,27 6,42 7,25 5,28
Matéria Mineral 9,88 8,44 8,93 8,70

1 Niveis de garantia por quilograma do produto: vit. A - 500.000 UI; vit. D3 - 250.000 UJ; vit. E - 5.000 mg; vit. K3 - 500
mg; vit. Bl - 1.500 mg; vit. B2 - 1.500 mg; vit. B6 - 1.500 mg; vit. B12 - 4.000 mg; acido 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. * Niveis
de garantia por quilograma do produto: vit. A - 500.000 UT; vit. D3 - 250.000 UT; 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 calcio- 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.

24. Procedimentos analiticos

Ap6s o periodo experimental foram adotados os procedimentos analiticos, dos
quais, para as andlises morfolégicas, quimicas, histolégicas, eritrocitarias e bioquimicas
trés peixes de cada repeticdo foram avaliados. A colheita do material bioldgico
utilizados nessas andlises procedeu de acordo com o pico de concentragdo metabolica
sanguinea apresentada pela tilapia do Nilo. Assim, no dia da finalizacao do

experimento os peixes foram alimentados de forma esquematica, respeitando o tempo
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metabdlico de trés horas para essa espécie (Figueiredo-Silva et al., 2003), entao, ap6s
esse periodo os peixes foram destinados para colheita do material biolégico.

Para isso, os peixes foram anestesiados com benzocaina a 100 mg.L, tiveram
seu peso mensurado e seu sangue colhido para avaliagdo hematolédgica e bioquimica.
Posteriormente sofreram super dosagem anestésica com benzocaina a 200 mg.L?,
seguida de seccdo medular, e tiveram seus tecidos (figado, gordura, intestino médio e
miusculo) colhidos e armazenados para quantificacdo dos indices somaticos e histologia
dos demais tecidos. Esses peixes, também tiveram os filés retirados para determinagdo
da composicdo centesimal e rendimento de filé.

Posteriormente mais trés peixes por repeticdo sofreram seccdo medular, e
tiveram seus tecidos hepaticos colhidos e armazenados em nitrogénio liquido para
determinacdo da concentracdo das enzimas do estresse oxidativo. Para a determinagao

das variaveis produtivas todos os peixes foram ponderados.

2.5. Desempenho zootécnico

A partir da quantificagdo das dietas consumidas e peso final dos peixes foram
calculadas as variaveis produtivas de ganho em peso (GP (g) = peso final (g) - peso
inicial (g)); ganho em peso didrio (GPD (g) = ganho em peso (g) / dias de
experimento); 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 de peso (g) / proteina bruta consumida (g))); Rendimento de filé (RF (%) =

(peso do filé/peso dos animal) x 100 e; sobrevivéncia.

2.6. Analise morfolégica

Os indices somaticos foram determinados a partir do peso do peixe, do figado e
dos tecidos adiposos, os calculos utilizados foram: indices hepatossomatico (IHS (%) =
100 x [peso do tecido hepatico (g) /peso corporal (g) ]) e indice de gordura-viscero-
somatico (IGVS (%) = 100 x [peso da gordura visceral (g) / peso corporal (g)]).

A partir da determinacdo dos valores de proteina e energia bruta determinados
por meio da composicdo quimica dos filés, foram calculados a Taxa de Retencao

Proteica (%) (TRP) = 100 x [(Pf x PBCf) - (Pi x PBCi)] / PB ingerida e Taxa de Retencao
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Energética (%) (TER) = 100 x [(Pf x EBCf) - (Pi x EBCi)] / EB ingerida, em em que: Pf =
peso final; Pi = peso inicial; PBCf = proteina corporal final; PBCi = proteina corporal

inicial; EBCi = energia corporal inicial; EBCf = energia corporal final.

2.7. Composicdo quimica dos filés e das ragdes experimentais

A composicado centesimal dos filés foi determinada a partir do filé pré-seco em
estufa a 55 °C por 72 horas e triturados em moinho. Posteriormente, realizou-se analise
da umidade por meio da secagem em estufa a 105°C por 8 horas. O contetido de cinzas
foi determinado 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
(AOAC, 2005). Os mesmos procedimentos foram adotados para a determinagdo da

composi¢do quimica das ragdes experimentais.

2.8. Analise histol6gica

Com auxilio de uma lamina retirou-se as amostras de musculo branco do lado
esquerdo dos peixes, acima da linha lateral. Essas, acondicionadas em solugdo de
ALFAC por 24 horas e, posteriormente, preservadas em &lcool 70% até o momento da
realizacdo das analises. Para isso, as amostras foram desidratadas em concentrac¢des
crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol, embebidas em parafina histolégica e apos
emblocadas, cortadas com auxilio de um micrétomo (Thermo Scientific - Microm HM
340E).

Para o preparo das amostras de musculo, foram realizados cortes de 7um de
espessura, corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) descrito por Behmer et
al. (1976) e, posteriormente verificado o menor didmetro de pelo menos 200 fibras de
cada peixe, totalizando 2.000 fibras medidas para cada tratamento, as quais foram
classificados em trés classe de acordo com sua morfometria e mensuragao do menor
diametro: menor que 20pm; 20,01 a 50pm e, maiores que 50um (Figura 1).

A foto documentagdo foi obtida por microscopia de luz realizada em
microscopio Optico (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 miusculo. As mensurac¢des foram realizadas com o auxilio do software de

imagens computadorizado CellSens Standard 1.15®
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Para a andlise histolégica intestinal, foram colhidos porcdes de
aproximadamente 5 cm de comprimento do intestino medial. As amostras foram
colocadas em placa de isopor, abertas longitudinalmente, lavadas em solucao salina,
fixadas em solucao de formol 10% por 12 horas. Para obtengao de cortes histologicos as
amostras foram desidratadas em séries ascendentes de &lcool, diafanizadas em xilol, e
embebidas em parafina. Foram realizados cortes de 7um de espessura, corados pelo
método de Hematoxilina-Eosina (HE).

A foto documentagcdo foi realizada em fotomicroscopio em objetiva de 20X, com
o auxilio do software de imagens computadorizado CellSens Standard 1.15®. A
morfometria da mucosa intestinal foi realizada em 10 vilos por animal, perfazendo um
total de 90 medidas (um) por tratamento, onde foi mensurada a altura do vilo, largura
do vilo e espessura da tanica (Figura 2).

Para quantificagdo de hepatodcitos do figado, os mesmos foram cortados em
seccOes de S5pm e fixados em lamina, coradas por técnica de hematoxilina-eosina (HE).
O ntmero de hepatécitos foi quantificado por meio de dois cortes de cada figado,

totalizando 144 mensuracoes.

200 pm

Figura 1 - Secgdo transversal de musculo esquelético branco de tilapias, com padrao
normal de crescimento de fibras musculares com didmetros maiores e menores (padrao

de crescimento em mosaico).
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Figura 2 - Intestino de tildpia com indica¢des das medidas realizadas. Altura do vilo

(A), Largura do vilo (B) e Espessura da ttanica (C).

2.9. Andlise hematol6gica e bioquimica

As variaveis hematolégicas compostas somente pela série vermelha dos peixes
foram analisadas a partir da colheita sanguinea. O sangue foi colhido por puncdo da
veia caudal, por meio de seringas e agulhas banhadas em EDTA a 3%. A contagem do
namero de eritrécitos foi realizada por meio de camara Neubauer, utilizando-se
liquido de Hayen, na proporcao de 1:200. A taxa de hemoglobina foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Collier (1944) e o percentual de hematécrito
seguindo a metodologia de Goldenfarb et al. (1971). E, com base nos resultados obtidos,
foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio [VCM =
(Hematocrito x 10) /eritrdcitos] e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
[CHCM = (Taxa de hemoglobina x hematdcrito) x 100], conforme Wintrobe (1934).

Para a determinacdo dos paradmetros bioquimicos os peixes tiveram o sangue
colhido por puncdo da veia caudal com seringas ausentes de anticoagulante.
Posteriormente, as amostras de sangue foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos
e, a partir do soro foram determinadas a concentragdo de glicose (mg dL), colesterol

total (mg dL-1), triglicerideos (mg dL-!) e proteina plasmatica total (g dL) por meio de
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“kits” especificos “Gold Analisa Diagnostica®”, procedidos conforme as instrucées do

fabricante, sendo a leitura processada em espectrofotometro.

2.10. Anélise enziméatica

Para as andlises de substidncias 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 9mL de tampao fosfato
de sédio 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 concentracao 100nM diluido em isopropanol
(0,03484g de PMSF em 2mL de &lcool isopropilico). Para cada mL de tamp&o foi
adicionado 10pL de PMSF.

A determinacdo 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 et al. (1982), em um
comprimento de onda de 240nm, 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 espectofotometro no comprimento de onda de 412nm e a

atividade foi expressa em pmoles.mg?! proteina.

2.11. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e
homocedasticidade e quando constatada distribuicdo normal, as médias obtidas para
cada micronutriente foram avaliadas por meio de ANOVA, a 5% de significancia com
auxilio do software Statistica 7.0® (Statsoft, 2004). E, as médias quando significativas
foram comparadas pelo teste de médias de tukey (P<0,05), com o auxilio do software
Statistica 7.0® (Statsoft, 2004). Os resultados sdo apresentados como média + desvio

padrao para variadveis.
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3. RESULTADOS

3.1.  Desempenho zootécnico

Pode-se observar que os diferentes niveis de suplementacdo de L-carnitina
aumentaram (P<0,05) o GP, GPD e TCE dos peixes, exceto o nivel de 2000 mg Kg* de
inclusdo que apresentou similaridade aos peixes do grupo controle (Tabela 2). Além
disso, constatou-se a reducao da CAA dos peixes suplementados com os diferentes
niveis de L-carnitina, porém, maior reducdo (P<0,05) foi evidenciada em peixes
submetidos ao nivel de inclusdo de 500 mg Kg'! quando comparados aos animais do
grupo controle, os demais niveis de suplementacdo ndo diferiram entre si. O RF
demonstrou-se superior em peixes suplementados com 500 e 2000 mg Kg?! de L-
carnitina, no entanto, ndo diferiu do tratamento controle. Os niveis de inclusdo de L-

carnitina ndo alteraram (P>0,05) a TEP e a SOB dos peixes.

Tabela 2 - Desempenho zootécnico de tilapias suplementadas com diferentes

niveis de inclusdo de L-Carnitina.

L-Carnitina mg Kg-! de ragdo

Variaveis

0 500 1000 2000 P-valor

GP? 208,455,758 242,99+6,754  242,65+6,254  214,74+4,658 <0,05
GPD2 1,99+0,058 2,31+0,064 2,31+0,054 2,06+0,048 <0,05
CAA3 1,250,068 1,070,024 1,130,054 1,11+0,0748 ns
TCE* 2,04+0,018 2,180,054 2,19+0,024 2,040,028 <0,01
TEP> 2,60+0,13 3,03+0,06 2,87+0,12 2,94+0,19 ns

RFe¢ 31,970,804 33,02+0,41~4  30,21+0,538  32,50+0,434 <0,05
SOB” 97,2243,70 97,22+3,70 91,67+0,00 94,44+7,40 ns

Os valores sdo apresentados como média * desvio padrao; 'Ganho em Peso; 2Ganho em Peso Médio Diario; 3Conversao
Alimentar Aparente; Taxa de Crescimento Especifico; 5Taxa de Eficiéncia Proteica; ®Rendimento de Filé; ’Sobrevivéncia;
Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica entre os niveis de suplementacdo (P<0,05); $Nao
Significativo (P>0,05).

3.2.  Andlise morfolégica

Verificou-se o incremento (P<0,05) do IGVS de peixes suplementados com 500
mg kg! e 2000 mg.kg! de racdo de L-carnitina. Para todos os niveis de suplementacao os
peixes apresentaram aumento da massa hepatica (P<0,05), porém a suplementagao de
2000 mg kg! nao diferiu do controle (P>0,05). A TRE também foi maior (P<0,05) para
peixes alimentados com 500 mg kg! de L-carnitina, a partir desse nivel foi evidenciada

a reducdo da TRE (Tabela 3).
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Tabela 3 - Indices hepatossomatico (IHS), gordura-viscero-somatica (IGVS), taxa de
retengdo proteica (TRP) e taxa de retencdo energética (TRE) de tilapias alimentadas

com diferentes niveis de L-Carnitina.

L-Carnitina mg Kg-1 de racdo

Variaveis

0 500 1000 2000 P-valor
IGVS! 1,68+0,2248  2,03+0,37¢€P 1,10+0,234 2,65+0,69P <0,01
[HS? 1,380,214 1,900,478 1,80+0,468 1,42+0,63AB <0,01
TRP3 30,67+0,45 22,74+6,26 23,4843,94 20,97+3,23 ns
TRE* 7,45+0,018 7,800,014 6,77+0,01¢ 6,48+0,01P <0,01

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao; lfnde gordura-viscero-somatica; 2Indice hepatossomético;
3Taxa de Retencdo Proteica; “Taxa de retencdo energética; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05); Nao Significativo (P>0,05);

3.3.  Composicdo quimica dos filés

A partir do nivel de suplementacdo de 1000 mg kg! de L-carnitina houve a
reducao (P<0,05) do nivel de lipidios no filé dos peixes, porém o nivel de 2000 mg kg!

de suplementagdo ndo diferiu (P>0,05) dos demais (Tabela 4).

Tabela 4 - Composicdo centesimal de filés de tilapias alimentadas com diferentes niveis

de L-Carnitina.

L-Carnitina mg Kg-! de racdo

Variaveis 0 500 1000 2000 P-valor

Umidade  79,21#0,52  78,85+0,09  79,34+0,46  79,70+0,68 Ins
Proteina  19,29+0,83  19,66+0,67  1937+0,67  19,03+0,41 ns
Lipidio 1,68£0,285  1,89+0,148  1,13+0,084  1,44+0,09AB <0,05
Cinzas 1,28+0,57 2 53+4,22 1,48+0,78 1,2040,72 ns

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05); "N&o Significativo (P>0,05);

3.4.  Analise histologica

Observou-se que peixes alimentados com dietas suplementadas com L-carnitina
tiveram seus vilos reduzidos (P<0,05), pois apresentaram reducado da altura, largura e

espessura dos vilos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Histomorfometria do intestino, altura e largura dos vilos, e espessura da

tanica de tilapias suplementadas com diferentes niveis de L-Carnitina.

L-Carnitina mg Kg-! de racao

Variaveis 0 500 1000 2000 P-valor

Altura dos Vilos (nm)  358,68£71,174 213,3362,91° 172,89+42,678  176,48+20,018  <0,01
Largur&igs ViIlos 51416461158 69,71417,50¢ 12441426715 10936428148  <0,01
Espessura da Tanica

(um) 70,14+£12,20~  44,72+12,028  17,81+04,78€ 24,97+05,50¢ <0,01

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05);

A frequéncia do menor e maior didmetro das fibras musculares nao foi
influenciada pelos diferentes niveis de L-carnitina suplementados nas dietas de tildpias
(Tabela 6). Para o namero de hepatocitos observados no figado dos peixes, evidenciou-
se que peixes suplementados com 1000 mg kg* de L-carnitina, apresentam reducdo
(P<0,05) do ntimero de hepatdcitos, enquanto que, peixes suplementados com 500 e
2000 mg kg apresentam aumento (P<0,05) dessas células, porém o nivel de 500 mg kg-

1 n3do difere do grupo controle (P>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncia do menor e maior didmetro das fibras musculares de tildpias

suplementadas com diferentes niveis de L-Carnitina.

L-Carnitina mg Kg-! de racao

Varidvels (%) 0 500 1000 2000 P
valor

<20pm 0,0720,24 0,1720,22 0,19£0,23 011:017  Ins

20 - 50um 10,43+2,49 9,08+4,75 7,88+3,13 7,83+4,04 ns

>50um 89,5042,57 90,7549 92,064331  92,06+4,05  ns

Hepatécitos (n°)  256,67+08,898 280,00+02,0048 193,67+12,44¢ 299,33+06,89~ <0,01
Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacdo (P<0,05); 'Nao Significativo (P>0,05);

3.5.  Andlise hematolégica e bioquimica

As varidveis eritrocitarias observadas, nimero de eritrocitos, percentagem de
hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular médio e concentracao
de hemoglobina corpuscular média, ndo foram diferentes (P>0,05) em peixes

suplementados com diferentes niveis de L-carnitina (Tabela 7).
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Tabela 7 - Variaveis Eritrocitarias de tildpia suplementadas com diferentes niveis de L-

Carnitina.
L-Carnitina Variaveis
mg Ke-1 de ragdo Eritrécito Hematécrito Hemoglobina IVCM 2CHCM
(<10pLY) (%) (g L) (fL) (%)
0 2,17¢0,13  40,8945,46 8,44+0,72 18,84+1,95 4,87+0,53
500 2,15+0,10  38,29+6,61 8,49+1,42 18,704£3,78  4,95+6,61
1000 2,06£0,12  38,3845,72 8,37+0,54 18,54+4,34  4,7245,72
2000 2,09+0,16  35,7844,20 8,13+0,64 17,2942,21  4,40+4,20
P-valor 3ns ns ns ns ns

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao; 'Volume Corpuscular Médio; 2Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; 3Nao Significativo (P>0,05).

Os niveis de suplementacdo de L-carnitina aumentaram os niveis de
triglicerideos séricos dos peixes simultaneamente ao incremento do micronutriente,
sendo este superior (P<0,05) para o nivel de suplementacdo de 2000 mg kg?. Niveis
inferiores, ndo diferiram entre si e foram similares (’>0,05) ao grupo controle (Tabela
8). Quantidades dos demais elementos séricos, colesterol e proteinas totais ndo foram

alteradas com a suplementagdo do micronutriente.

Tabela 8 - Parametros Bioquimicos de tildpias suplementadas com diferentes niveis de

L-Carnitina.

Variaveis
L-Carniti i
mg Kgirgle llf::;éo Glicose Colesterol Triglicerideos P{E);f:ilsas
1 1 1
(mgdL?)  (mgdL?) (mgdiy O
0 49,82+3,20 80,01+18,06 94,60+17,864 3,16+0,48
500 61,99+7,01 87,19+8,96 108,11+10,1448  2,99+0,24
1000 67,9918,67 89,01+8,54 122,02+36,6048  2,58+0,14
2000 53,44+6,70 89,98+13,09 154,45+11,588 2,65+0,21
(P<0,05) 1ns ns <0,05 ns

Os valores sdo apresentados como média * desvio padrdo; Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05); 'Nao Significativo (P>0,05);

3.6. Anélise enzimatica

Observou-se, maior atividade catalitica da CAT em peixes suplementados com
500 e 2000 mg Kg! de racdo de L-carnitina (P<0,05). Para as TBARS e GST ndo houve
diferenca significativa (Tabela 9).
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Tabela 9 - Concentracdo de substincias reativas ao &acido tiobarbitarico (TBARS),
Catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) no figado de tildpias suplementadas

com diferentes niveis de L-carnitina.

L-Carnitina mg Kg-! de ragdo

Variaveis 0 500 1000 2000 -

valor

TBARS (n mol.mg- 2461044 2,400,772  1,60+047  228+132  ns
.proteina)
CAT (umol.mg-

1 ) I 0,280,068  0,60+0,184  0,54+0,054  0,66+0,11~4  <0,01
.proteina.min-1)

GST (umol GS-DNB.min-

1 I 0,90£0,16  0,89+0,05  091£0,16  0,83+0,05 ns
.mg proteina-!)

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05); 'Nao Significativo (P>0,05);

4. DISCUSSAO

41. Desempenho zootécnico

Nesse estudo observou-se um efeito claro da L-carnitina como promotor de
crescimento para tildpias. Houve uma tendéncia de crescimento a medida que se
aumentou a suplementagdo desse micronutriente nas dietas, evidenciada pelo aumento
do GP, GPD, TCE e reducao da CAA. Peixes alimentados com 500 e 1000 mg Kg* de L-
carnitina apresentaram incremento no GP de 16,57% e 16,41%, respectivamente. Além
disso, a CAA foi menor para todos os niveis de suplementacdo de L-carnitina, porém,
somente os peixes suplementados com 500 mg Kg?! apresentaram menor CAA em
relagdo aos peixes do grupo controle.

Na producdo intensiva de tildpia, as varidveis determinantes para a finalizagao
do ciclo produtivo da espécie é o GP e TCE, porque estdo ligados a reducao do tempo
de cultivo. Ainda, a eficicia das dietas na conversao em peso é imprescindivel para
garantir a viabilidade da atividade (Nogueira, 2007). Por meio desse estudo, pode-se
avaliar que além do nivel de inclusao de 500 mg Kg? de L-carnitina ter aumentado o
GP em 16,57 %, reduziu o custo da ragao por quilo de ganho de peso em 9,03%, porque,
mesmo apresentando maior valor agregado ao quilo da ragdo, esse nivel de inclusao
apresentou menor CAA pelos peixes.

Tanto o GP e a TCE superiores e a CAA inferior, podem ser decorrentes da

capacidade da L-carnitina em atuar no transporte de acidos graxos de cadeia longa
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para dentro da mitocondria, para serem oxidados a adenosina trifosfato (ATP) no
processo de p-oxidacdo (Wray-Cahen et al, 2004). Assim, acredita-se que a
suplementacdo de L-carnitina nas concentracdes de 500 e 1000 mg Kg! de racado
proporcionaram maior aproveitamento dos &cidos graxos presentes na dieta para
concepcao de energia (Lovell, 1989; Moyes e West, 1995).

Essa melhora na utilizagdo de energia ndo proteica pode ter influenciado a
retencdo de proteina e reduzido as perdas nitrogenadas, poupando a degradacdo das
proteinas e direcionando os aminoécidos para sintese muscular (Kaushik e Seilez, 2010;
NRC, 2011). J& que, a L-carnitina é sintetizada a partir de dois aminoécidos essenciais,
lisina e metionina, também, trés vitaminas, acido ascérbico, piridoxina e a niacina e
ions de ferro (Fe2+) (Rebouche e Seim, 1998).

Entdo, sua suplementacdo na dieta pode ter direcionado a metionina e a lisina
para sintese proteica, possibilitando uma economia da proteina e permitindo a
incorporacdo desta na producado de tecido muscular (Corduk et al., 2008; Yeste et al.,
2010), comportamento este evidenciado pelo RF, uma vez que a inclusdo do
micronutriente aumentou significativamente o RF dos peixes em 3,28% e 1,66% quando
suplementados com 500 e 2000 mg Kg? de L-carnitina, respectivamente. E, embora a
TEP nado tenha apresentado diferenca significativa, apresentou uma tendéncia
numérica de aumento principalmente para esses niveis de suplementacao do nutriente,

confirmando que houve um maior aproveitamento da proteina ingerida nessas dietas.

42.  Andlise morfologica

Evidentemente, a inclusdo de L-carnitina nas dietas aumentou o IGVS dos
peixes quando alimentados com dietas contendo 500 e 2000 mg Kg. De acordo com
Brown et al. (1992) ha uma relagdo direta entre os indices hepatossomético com o peso
corporal, comportando-se de forma similar, sugerindo que os peixes suplementados
com 500 mg Kg! de L-carnitina apresentaram maior GP e consequentemente
incremento de gordura visceral diretamente proporcional. Ja, peixes suplementados
com o nivel de inclusdo de 2000 mg Kg? além de apresentarem maior acumulo de
gordura visceral quando comparado ao grupo controle, ndo apresentou GP superior,
insinuando que niveis superiores de L-carnitina podem ndo ser metabolizados e
consequentemente excretados pelo organismo por meio da urina.

No entanto, peixes suplementados com 1000 mg Kg?! apresentaram menor
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reducdo do IGVS quando comparado aos outros niveis de suplementacdo, o que nos
leva a crer que houve uma relacdo positiva entre a menor deposicdo de gordura e
maior GP e TCE proporcionada pela agdo da L-carnitina, que possivelmente aumentou
o transporte de acidos graxos presente na dieta para o interior da matriz mitocondrial
das células e possibilitou maior oxidagdo dos mesmos (Gulgin, 2006). Assim, esse nivel
de suplementacdo, foi capaz de suprir a demanda energética dos peixes e reduzir o
catabolismo dos aminoacidos, direcionando estes para o crescimento. Porém, o indice
de gordura visceral observado nos peixes de todos os tratamentos esta de acordo com
os encontrados para a espécie, que podem chegar até 5% (Caula et al., 2008).

Os peixes suplementados com L-carnitina apresentaram aumento do IHS. A
inclusdao de 500 mg Kg?, aumentou consideravelmente a massa hepatica bem como
maior TRE dos peixes, sugerindo que possivelmente esse nivel de suplementacdo
proporcionou maior acimulo de glicogénio no figado, é provavel que o suprimento de
energia fornecido pela oxida¢do dos &cidos graxos tenha exercido controle sobre a via
glicolitica, estocando o carboidrato presente na dieta como gordura abdominal e

glicogénio no figado (S4 et al., 2014).

43.  Composicdo quimica dos filés

A inclusdo da L-carnitina nas dietas dos peixes na concentracdo de 1000 mg Kg-!
de ragdo, além de reduzir IGVS e a TRE também reduziu significativamente a
composicdo lipidica do filé. Essa mesma reducao também foi observada em peixes que
receberam 2000 mg Kg?1 do micronutriente, porém este nao diferiu dos niveis de 500
mg Kg? e do grupo controle. Provavelmente esta redugdo esteja relacionada a atuacao
efetiva da L-carnitina no metabolismo dos lipidios, uma vez que, esta tem influéncia
sobre as caracteristicas de composicdo da carcaga dos peixes por conta de sua atuacao
sobre o transporte de dcidos graxos para o metabolismo de $-oxidagdo (Ozoério et al.
2001; Burkert, 2007).

Acredita-se que na via metabdlica da P-oxidagdo, a suplementacao de L-
carnitina nas dietas aumenta a capacidade das células em oxidar os lipidios, o que
pode levar ao menor acimulo de gordura e, consequentemente elevar o contetdo de
proteina corporal (Ozério et al. 2001), como evidenciado nos peixes suplementados com
500 mg Kg! de L-carnitina, que ndo tiveram alteracao no contetido lipidico dos filés,

porém apresentaram maior RF quando comparado ao grupo controle. Esse mesmo
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efeito foi observado para os peixes suplementados com 2000 mg Kg! do
micronutriente.

Esse transporte de 4cidos graxos para o metabolismo de [3-oxidacado realizado
pela L-carnitina pode afetar diretamente o uso da proteina contida na ragdo, uma vez
que a producdo de energia fica por conta das moléculas de carboidratos e &cidos
graxos, direcionando a proteina da dieta para formar outros tecidos, principalmente
musculos (Mendonga, 2011). Também, o metabolismo das gorduras pode acarretar em
uma melhoria no desempenho e modificacdo das concentragdes de proteina e gordura
no corpo dos peixes, uma vez que os carboidratos quando ndo necessarios para
producdo de energia, sdo armazenados na forma de tecido adiposo, podendo
influenciar o contetido de gordura visceral, hepatica ou intramuscular (Burkert, 2007).

Os valores da composigdo centesimal dos filés observados nesse estudo estdo de
acordo com os esperados pela espécie de acordo com Caula et al. (2008), sugerindo que
a suplementagdo da L-Carnitina pode ou ndo influenciar as caracteristicas de
composic¢do dos filés, e mesmo assim, melhorar o desempenho dos peixes e modificar o
perfil dos 4cidos graxos provenientes da dieta depositando-os na carcaga (Mendonga,
2011), porém estudos ainda sdo necessarios para comprovar que a suplementacao de L-

carnitina possa alterar o perfil dos dcidos graxos (Bilinski e Jonas, 1970).

44.  Andlise histolégica

A histologia é uma importante ferramenta para se verificar a integridade fisica
dos tecidos. O intestino é o 6rgdo com fungdes fisiolégicas importantes, além de atuar
na digestao dos alimentos, também é responsavel pela absor¢do dos nutrientes por
meio das microvilosidades intestinais (Caballero et al. 2003). Os vilos sdo compostos
por epitélio que possui uma camada de células especializadas na secrecdo de muco
(células caliciformes), absorcdo de nutrientes (enterécitos de absorcdo) e secrecdo de
hormonios (células enteroenddcrinas), porém, a capacidade absortiva da membrana
dos enterdcitos é favorecida na presenga das microvilosidades, que proporcionam
aumento de 30 vezes a drea de superficie de absor¢ao (Dibner e Richards, 2004).

Neste estudo, os peixes suplementados com L-carnitina, independente dos
niveis de suplementacdo, apresentem reducdo das microvilosidades intestinais, no
entanto, o desempenho dos animais nao foi afetado. De acordo com Silva e Nornberg

(2003) o uso de aditivos na dieta de peixes é comum, e, em sua maioria, possuem a

31



capacidade de interferir nas caracteristicas anatomicas do trato gastrointestinal,
promovendo o aumento do tamanho dos vilos e consequentemente da superficie de
absorcao da mucosa intestinal proporcionando melhor desempenho.

A suplementacdo de L-carnitina ndo alterarou a frequéncia do menor e maior
diametro de fibras musculares das tilapias. De acordo com Yang et al. (2012) a L-
carnitina pode modificar a estrutura ou a textura do musculo, quando relacionas com
os niveis elevados de natacdo, em outras condi¢bes essas alteragbes ndo sio
evidenciadas.

A frequéncia de fibras com didmetro <20 pm sdo classificados como
hiperplasia, pois nesse momento ocorre o aumento do ntmero de células, ja a
frequéncia de fibras com diametros >50 pm sado classificados como hipertrofia, visto
que acontece o aumento do tamanho celular (Rowlerson e Veggetti, 2001). De acordo
com Aguiar et al. (2005) a hiperplasia e hipertrofia apresentada pelos peixes variam de
acordo com as espécies, fase de crescimento e tipo do musculo.

Nos peixes ocorrem dois tipos de crescimento muscular (hiperplasia e
hipertrofia), durante toda a fase de crescimento. Porém, a hiperplasia é um processo de
crescimento mais evidente durante a fase juvenil e o crescimento hipertréfico mais
intenso e evidente durante a fase adulta (Almeida et al., 2010). Considerando a faixa de
peso final dos peixes analisados nesse estudo (<200g), observou-se predominancia da
hipertrofia da musculatura, pois apresentaram maiores frequéncias de fibras <50 pm
em todos os tratamentos, corroborando com a literatura.

A histologia do figado é considerada uma das técnicas imprescindiveis nos
estudos de nutricdo, pois o 6rgdo é responsavel por metabolizar os produtos
provenientes da absorcdo digestiva, assim, peixes alimentados com dietas
nutricionalmente inadequadas podem apresentar alteragdes nos hepatdcitos,
degeneracao gordurosa no figado, variagdes na capacidade metabélica, necroses e
alteracdes no parénquima hepatico (Raskovic et al., 2011).

O ntmero de hepatécitos encontrados no figado de peixes suplementados com
1000 mg kg' de L-carnitina foi significativamente reduzido, enquanto que, peixes
suplementados com 500 e 2000 mg kg apresentam aumento (P<0,05) dessas células.
Os hepatoécitos estdo entre as células mais versateis do organismo, pois realizam
intmeras fun¢des metabdlicas importantes, entre elas, o armazenamento de glicogénio
e glicose (Peragén et al., 2001), além disso, compde cerca de 90% da massa hepética e

podem ser influenciados por intimeros hormoénios, principalmente pelos hormoénios do
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crescimento. Sugerindo, que o aumento do namero de hepatdcitos dos peixes esteja
ligado a maior regeneracdo dessas células, estimulada pelos hormoénios insulina e
glucagon, responsaveis pelo aumento da glicogénese e glicogendlise (Jesus et al., 2000),
respectivamente. Porém, ainda sdo necessarios, estudos que comprovem a influéncia
desses micronutrientes sobre estes hormonios.

Aliado a isso, acredita-se que os niveis de inclusdo de L-Carnitina, ndo sao
toxicos aos peixes, pois nessa situagdo, os hepatdcitos sdo as células mais afetadas, ja
que, sdo responsaveis também por transformar e neutralizar substdncias toxicas,
produzir ureia, armazenar vitaminas, sintetizar proteinas do sangue como albumina,
protrombina, fibrinogénio e as lipoproteinas, também, participam da oxida¢do dos
acidos graxos excedentes, quebrando peréxidos de hidrogénio gerados na oxidagao e
purinas em excesso (Cavichiolo, 2009). Além disso, participa da sintese de colesterol
dos acidos biliares e alguns lipidios, bem como, secreta os sais biliares, responséveis

pela digestdo e absorcao dos lipidios e vitaminas lipossoltveis (Cavichiolo, 2009).

45.  Andlise hematolégica e bioquimica

2

A hematologia é uma importante ferramenta para se avaliar o quadro
homeostatico e de satde dos peixes, pois funciona como um meio de transporte dos
nutrientes desde o trato digestivo até os tecidos, exceto o epitelial e o cartilaginoso
(Satake et al, 2009). Tanto as respostas hematologicas quanto bioquimicas sdo
importantes na avaliagdo das dietas experimentais, pois permitem avaliar ndo somente
o atendimento nutricional destas, bem como as condi¢des de satde dos peixes (Bicudo
et al., 2009).

Nesse estudo, foram observados somente os pardmetros eritrocitarios, pois
estdo diretamente ligados aos processos anémicos, enquanto que a série branca estd
mais direcionada aos diagndsticos de processos infecciosos (Tavares-Dias e Moraes,
2004). Sendo assim, observou-se que, as variaveis eritrocitdrias de peixes alimentados
com dietas contendo diferentes niveis de L-cartinina (500, 1000 e 2000 mg kg), ndo
apresentaram mudancas no ntimero de eritrdcitos, hematécrito, hemoglobina, VCM e
CHCM, evidenciando que ndo houve caréncia de nenhum nutriente essencial nas
dietas experimentais e que nenhum dos niveis de inclusdo ocasionou intoxicacdo dos
animais.

Segundo Tavares-Dias e Moraes (2004) a hemoglobina é a responsavel pelo
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transporte de oxigénio e gas carbonico por meio do ferro que a compde e sua redugdo
pode estar ligada a intoxicagdes que afetam as lamelas branquiais e consequentemente
reduz a absorcdo de oxigénio (Vosyliené, 1999). Além disso, a quantificacdo dos
eritrocitos e hematocrito podem determinar o grau de anemia dos peixes, quando
reduzidos. Nesse estudo, o hemograma dos peixes e os valores observados
mantiveram-se dentro do intervalo de referéncia estabelecido para espécie (Hrubec e
Smith, 2010).

Além da eritropoiese a composicdo bioquimica do sangue pode auxiliar a
explicar o quadro de satde dos peixes (Agrahari et al., 2007), o que possibilita a
identificacdo de alteracdes no funcionamento dos 6rgdos e a adaptacdo dos animais
diante aos desafios fisioldgicos e desequilibrios metabdlicos, especificos ou de origem
nutricional (Gonzélez e Scheffer, 2003) e manipulagdes sofridas pelos peixes (Velisek et
al., 2011).

Peixes alimentados com diferentes niveis de L-carnitina apresentaram aumento
dos niveis de triglicerideos conforme o nivel de inclusdo do micronutriente, sugerindo
que houve maior atividade da L-carnitina em produzir energia a partir dos acidos
graxos presentes na dieta, sendo o excedente de carboidratos transformado em
triglicerideos e armazenado no tecido adiposo e consequentemente maior circulacdo de
triglicerideos no sangue. Os triglicerideos sdo formados no figado e transportados ao
tecido adiposo pelas lipoproteinas contendo concentracdes moderadas de colesterol e
fosfolipideos (Guyton e Hall, 2011), o que pode alterar as concentracdes de colesterol
no sangue, porém o mesmo nao sofreu alteragoes.

Os niveis de glicose e proteinas totais observados nesse estudo estdo préximos
aos observados por Bittencourt et al. (2003), que ao avaliarem tildpias em fase de
crescimento cultivadas em sistema semi intensivo, relatam uma concentracdo média de
glicose de 60 mg dL* e 3 g dL! de proteinas totais. Ja, Hrubec et al. (2000) ao avaliar
tildpias alimentadas com racdes comerciais, observaram valores médios de colesterol
superiores aos observados nesse estudo 189 mg dL-1. Segundo Baldisserotto (2002) o
maior acumulo de colesterol sanguineo reduz o crescimento dos peixes, pois o
colesterol é formador de hormonios esterdis, responsaveis pelo crescimento dos peixes.

As proteinas plasmaticas sdo compostas por albuminas, globulinas e
fibrinogénio, as quais por meio de diminui¢do de sua concentracdo podem indicar
alteracdes hepaticas ou que a racdo nao é balanceada, estas, sdo consideradas fontes

disponiveis de aminodacidos (Guyton e Hall, 2011), podendo ser alteradas em relacao a
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deficiéncia nutricional de aminoacidos na dieta. As concentra¢des de proteinas totais
observadas nesse estudo sao consideradas normais para tilapias saudaveis, de acordo
com Chen et al. (2009), indicando que possivelmente ndo houve deficiéncia de

aminoécidos em fungdo a composicao das dietas utilizadas nesse estudo.

4.6. Andlise enzimatica

A peroxidacao lipidica pode favorecer a oxidagdo e a modificagdo das
lipoproteinas de baixa densidade (Slyper, 1994), proporcionando a formacdo de
radicais livres como produto final dessa oxidacdo e consequentemente causar
alteracoes celulares (Panzetta et al., 1995). As espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNs) podem danificar ndo s6 os componentes celulares, mas também o
DNA (Wagner et al., 1994). Porém os alvos mais susceptiveis a oxidagdo sdo os acidos
graxos poli-insaturados, devido a sua abundancia nas células (Wagner et al., 1994).

Os oxidantes reagem com a bicamada lipidica (Howard, 1973), principalmente
nas membranas das células e organelas que contém grandes quantidades de 4cidos
graxos poliinsaturados, essa oxidacdo, pode ser enzimatica ou ndo-enzimaética, porém
desencadeiam uma cascata autocatalitica que gera numerosas substancias genotéxicas
(Marnett e Plastaras, 2001), responsaveis por grandes alteracdes na integridade do
DNA (Bartsch et al., 1999).

As lesdes causadas nas camadas lipidicas das células, tendem a diminuir a
fluidez da membrana, permitindo maior ataque de algumas (EROs), as quais abstraem
um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de &cidos graxos
poliinsaturados, dando inicio ao processo de peroxidacdo lipidica (Halliwell e
Gutteridge, 1991). As (EROs) e outras formas de radicais livres se originam
constantemente durante os processos metabélicos, porém, as células desenvolvem um
sistema de defesa para limitar a exposicdo a estes agentes que recebem o nome de
antioxidantes (Yu, 1994). O desequilibrio entre o desafio oxidativo e a capacidade de
defesa antioxidante do organismo é denominado de estresse oxidativo (Machado et al.,
2009).

A lipoperoxidacdo é responsavel por aumentar a producdo de substdncias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e malondialdeido (MDA), provocando perda
de seletividade na troca ionica e liberacdo do contetido de organelas, como as enzimas

hidroliticas dos lisossomos, e formagdo de produtos citotéxicos, culminando com a
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morte celular (Ferreira e Matsubara, 1997). Os peixes observados nesse estudo nao
tiveram as concentragdo de (TBARS) alteradas, o que pode estar relacionado a
capacidade da L-carnitina em reduzir a quantidade de &cidos graxos livres pelo
metabolismo de B-oxidacdo (Rebouche, 1992).

As enzimas que atuam nos processos antioxidantes agem prevenindo e
controlando a formacao de radicais livres e espécies nao radicais (Yonar e Sakin, 2011).
Ja, o sistema de defesa ndo enzimatico é composto por antioxidantes de origem
dietética, como a vitamina C, precursores vitaminicos e minerais (Yonar e Sakin, 2011).
Peixes suplementados com L-carnitina ndo apresentaram atividade da GST alteradas,
confirmando que os niveis utilizados dos micronutrientes ndo foram téxicos. Segundo
Salbego et al., 2017 a GST é uma importante enzima que atua na desintoxicacao do
organismo, frequentemente induzida sob condi¢des adversas, tais como o
envenenamento ou intoxicagdo. Embora a GST ndo tenha apresentado atividade, a CAT
demonstrou-se superior nos peixes para todos os niveis de suplementacao de L-
carnitina.

A CAT facilita a remogdo do peréxido de hidrogénio, que é transformado em
agua e oxigénio molecular, e a reducdo de sua atividade nos peixes esta relacionada a
presenca de fatores estressantes xenobiéticos que provocam aumento dos radicais
superdxidos (Toni et al, 2010). A L-cartina exerce o seu potencial antioxidante,
reduzindo a producédo de espécies reativas de oxigénio e eliminando os radicais livres
(Izgtuit-Uysal et al., 2003, Li et al., 2012), a mesma também possui a capacidade de
reduzir a hipéxia intermitente induzida pelo estresse oxidativo e, assim, melhorar o
desempenho muscular esquelético, resultando em retardar a fadiga muscular mediada
pela redugao do dano oxidativo induzido por radicais livres devido a atividade radical
antioxidante e anti-livre de L-carnitina (Bin e Hussain, 2012).

Esse efeito ja foi observado em ratos expostos a chumbo e suplementados com
L-carnitina, que tiveram o mesmo aumento da atividade da CAT observado nesse
estudo (El-Sherbini et al., 2017). Além disso, a suplementagdo de L-carnitina pode ter
direcionado a vitamina C, que por sua vez, age contra os radicais livres e o oxigénio
singlet, e também, participa da regeneracdo da forma reduzida e antioxidante da
vitamina E (Halliwell e Gutteridge, 1998) que tem a capacidade de destruir a cadeia de

lipoperoxidacdao nas membranas sendo consumido e convertido em forma de radical.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que, a suplementagdo de L-carnitina para tildpias no nivel de 500 mg
kg! de racdo ndo alteram a capacidade metabolica e fisiol6gica dos peixes, ainda,
proporcionam maior GP, TCE, RF e menor CAA, bem como menor custo por quilo de

peixe produzido.
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Comportamento produtivo e metabdlico de tilpias do Nilo suplementadas com
betaina

Resumo: O estudo teve por objetivo avaliar o desempenho produtivo, caracteristicas
morfolégicas e centesimais, histologia do intestino, musculo e figado, hematologia,
bioquimica e atividade enzimdtica de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus)
suplementadas com betaina. Para isso, foram utilizadas 144 tilapias com peso médio de
27,76 +1,31g, distribuidas ao acaso em quatro tratamentos, constituidos por trés niveis
de betaina (500, 1000 e 2000 mg Kg* de racdo) e um grupo controle. Os peixes foram
distribuidos em 12 tanques de 0,45m? adaptados a um sistema de recirculagdo, com
temperatura controlada e aeracdo constante. As dietas experimentais foram calculadas
para serem isoenergéticas (3200 kcal kg! ED) e isoprotéicas (28% PD). Durante o
periodo experimental de 105 dias os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia e, ao
final do experimento tiveram suas varidveis de desempenho: ganho em peso (GP),
ganho em peso didrio (GPD), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de crescimento
especifico (TCE), taxa de eficiéncia proteica (TEP), taxa de retencado proteica (TRP), taxa
de retencdo energética (TRE), rendimento de filé (RF) e sobrevivéncia (SO);
Morfologicas: indices hepatossomatico (IHS) e indice de gordura-viscero-somaética
(IGVS); Centesimais: umidade, proteina, lipidios e cinzas; Histoldgicas: intestino,
musculo e figado; Hematolégicas, bioquimicas e enziméticas, avaliadas. Aplicou-se
ANOVA para se avaliar o melhor nivel de inclusdo dos micronutrientes e quando
significativas, as médias foram submetidos ao teste de Tukey (P<0,05). A inclusdo de
betaina em 500 mg Kg* de racdo, aumentou o GP, GPD, TCE, TRE, ntimero de
hepatocitos e atividade da catalase. Porém, reduziram as microvilosidades dos peixes,
mas nado afetaram o numero de fibras musculares. Assim, notou-se que a
suplementacdo de betaina nas proporcoes de 500 mg Kg?! de racdo melhora o

desempenho e as fungdes metabolicas de tilapias.

Palavras-chave: histologia; Oreochomis niloticus; catalase; rendimento de filé
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Productive and metabolic behavior of Nile tilapia supplemented with betaine

Abstract: The objective of this study was to evaluate the productive, morphological
and chemical composition, histology of the intestine, muscle and liver, hematology,
biochemistry and enzymatic activity of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
supplemented with betaine. For this purpose, 144 tilapia with a mean weight of 27.76 +
1.31g were randomly distributed in seven treatments, consisting of three levels of
betaine (500, 1000 and 2000 mg Kg- of feed) and control group. The fish distributed in
12 tanks of 0.45m3, adapted to a recirculation system, with controlled temperature and
constant aeration. Experimental diets calculated to be isoenergetic (3200 kcal kg! ED)
and isoproteic (28% PD). During the experimental period of 105 days the fish were fed
four times a day and at the end of the experiment had their performance variables:
weight gain (GP), daily weight gain (GPD), apparent feed conversion (CAA), rate
(TEP), protein retention rate (TRE), protein retention rate (TRE), fillet (RF) yield and
survival (SO); Morphological: hepatosomatic index (IHS) and fat somatic index (IGVS);
Centesimals: moisture, protein, lipids and ashes; Histological: intestine, muscle and
liver; Hematological, biochemical and enzymatic, evaluated. ANOVA was applied to
evaluate the best level of micronutrients inclusion and, when significant, the means
were submitted to the Tukey test (I’<0.05). The inclusion of betaine in 500 mg kg of
diet also improved GP, GPD, TCE, TRE, number of hepatocytes and activity of catalase.
Supplementation levels of betaine reduced fish microvilli, but did not affect the
number of muscle fibers. Thus, it was determined that the supplementation of betaine
in the proportions of 500 mg kg of ration improves the performance and metabolic

functions of tilapia.

Keywords: histology; Oreochomis niloticus; catalase; fillet yield
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1. INTRODUCAO

O consumo mundial de pescado tem crescido significativamente nos tltimos
anos (FAO, 2018), influenciando a intensificacdo da aquicultura, uma vez que a
producdo pesqueira estd estagnada e com previsdo de declinio. Cendrio este,
estabelecido em todos os continentes, principalmente nas areas tropicais, condi¢do que
favorece a producdo de uma das espécies mais difundidas no mundo, a tildpia
(Oreochromis niloticus).

Atualmente, a tilapia é produzida em mais de 140 paises (Fitzsimmons, 2015),
e sua abrangéncia, deve-se as suas qualidades zootécnicas de rapido crescimento, alta
prolificidade, resisténcia a altas densidades e diferentes temperaturas (Kubitza, 2000).
Esse amplo crescimento, consequentemente estd relacionado aos avancos no
melhoramento genético e nutricdo, sanidade e manejo. A nutricdio desempenha
importante papel quando a finalidade é alcancar o aumento da produtividade com
custos reduzidos, sem deixar que o produto final perca seus atributos para
comercializagao.

A eficiéncia da produgdo depende principalmente do alimento fornecido aos
animais, por meio dele e do manejo, os animais serdo capazes de expressar seu
potencial produtivo. Dentro deste contexto, a racdo ocupa a posi¢do mais onerosa do
investimento, devido principalmente pela proteina ser o nutriente mais caro na
formulagdo das dietas (Ferreira et al., 2013). Assim, é necessdrio se estabelecer
estratégicas que possibilitem o maior aproveitamento deste nutriente primordial (Cho
et al., 2005).

Atualmente o uso de aditivos vem sendo utilizados como forma de
potencializar o aproveitamento dos nutrientes das dietas (NRC, 2011). Os aditivos sao
ingredientes nutritivos com finalidades diversas, pois podem tanto complementar os
nutrientes quanto atuarem como palatabilizantes, conservantes, quimioterapicos,
imunoestimulantes, antioxidantes, probiéticos e prébiéticos (Rodrigues et al., 2015).

Um entrave quanto a utilizacdo de alguns aditivos diz respeito a sua
incorporacdo nas dietas comerciais, pois a inclusdo destes antes do processo de
extrusdo pode acarretar na inativagdo dos mesmos. No entanto, algumas substancias
como, coenzima Q10, dcidos organicos, colina, taurina, L-carnitina e betaina vem sendo
incluidas nas dietas com intuito de melhorar o aproveitamento dos nutrientes (Prates e

Mateus, 2002; Freitas et al., 2016), sem que sejam verificadas inativacdo apds passar
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pelo processo de extrusdo. Sendo assim, a inclusdo dos nutrientes organicos em dietas,
como betaina, podem ser considerados pela facil manipulagao e inclusdo, além da alta
solubilidade em &4gua e estabilidade a altas temperaturas apresentadas por estes
micronutrientes (Holmstrom et al., 2000).

A betaina (trimetilglicina), ¢ uma amina quaternaria derivada do aminoacido
glicina com trés grupos de metila ligados ao atomo de nitrogénio desta molécula
(Holmstrom et al., 2000). Sua principal funcdo é fornecer grupos metil que sdo
necessarios para a sintese de inimeras substancias como os aminoacidos sulfurados e a
carnitina. Assim, atua indiretamente no metabolismo lipidico e proteico (Eklund et al.,
2005; Ratriyanto et al., 2009; Lever e Slow, 2010). Além disso, tem acao efetiva sobre o
equilibrio osmético por ser uma molécula polar, capaz de reter 4gua no interior das
células, facilitando a funcdo das bombas idnicas (Moeckel et al., 2002) e também
melhoram a manutencdo das estruturas intestinais, beneficiando a digestibilidade dos
nutrientes (Eklund et al., 2005).

Dessa forma, objetivou-se avaliar a produtividade, fisiologia, morfologia,
hematologia, bioquimica e atividade enzimaética de tildpias alimentadas com dietas

suplementadas com diferentes niveis de betaina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento e procedimento experimental

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado com trés niveis de inclusdo
de betaina (500, 1000 e 2000 mg Kg de racao) e um grupo controle. Foram utilizadas
160 tilapias (masculinizadas) com peso médio de 27,76 + 1,31g, sendo 16 delas
utilizadas na coleta de amostras iniciais para determinacdo da composicao centesimal e
posterior calculos de retengdo. As demais, 144, foram distribuidas aleatoriamente em
12 tanques com capacidade til de 0,45 m3, adaptados a um sistema de recirculacao de
agua, com temperatura controlada e aeracao constante, totalizando quatro tratamentos
com trés repeti¢des, sendo cada unidade experimental composta por 12 peixes.

Durante 105 dias de experimento, os peixes receberam as dietas experimentais
quatro vezes ao dia, 8:00, 11:00, 14,00 e 17:00 horas, sendo os primeiros cinco dias

destinados a adaptacdo dos peixes as dietas.
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2.2. Dietas experimentais

As dietas experimentais utilizadas no experimento foram formuladas a partir
de alimentos de origem vegetal e animal, as mesmas apresentaram-se isoenergéticas
(3200 kcal kg' de ED) e isoprotéicas (28% PD) as quais foram suplementadas com
diferentes niveis de betaina em mg Kg de ragdo (Tabela 1).

O custo por quilo de peixe produzido (R$ kg de ganho de peso) foi estimado
pelo custo dos ingredientes da racdo formulada, multiplicado pela conversdo
alimentar. Os valores dos ingredientes foram obtidos em consulta aos fabricantes de

ragdes do Estado do Parand, com base nos precos vigentes em setembro de 2018.

2.3. Qualidade d’agua

Durante o estudo, foram aferidos os pardmetros de qualidade de agua como:
temperatura (27,36 £ 0,92 °C) por meio de termémetro digital, oxigénio dissolvido
(7,94£0,82 mg L), pH (7,5£0,50) e condutividade elétrica (80,22 £ 0,71 pS cm) com
multiparametro portatil (YSI 556). Os teores de amonia e nitrito foram aferidos com
kits colorimétricos (LabconTest), porém ndo ultrapassaram Oppm. De acordo com
KUBITZA (2000) as variaveis aferidas estdo de acordo com a faixa de conforto da

espécie.
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Tabela 1 - Composicao percentual e quimica das dietas experimentais.

Niveis de inclusdao mg Kg-! de racdo

Ingredientes Controle Betaina

0-0 0-500 0-1000 0-2000
Farelo de Soja 44,74 44,72 44,70 44,65
Milho Gréao 21,93 21,92 21,91 21,89
Farelo de Trigo 20,00 19,99 19,98 19,96
Farinha de Peixe (Tilapia) 5,00 5,00 5,00 4,99
Farinha de Visceras (Aves) 5,00 5,00 5,00 4,99
Oleo de Soja 1,29 1,29 1,29 1,29
Calcério 1,21 1,21 1,21 1,21
Premix vitminico e minerall 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto de Sédio (NaCl) 0,30 0,30 0,30 0,30
Butil-hidroxi-Tolueno 0,02 0,02 0,02 0,02
Propionato de Calcio 0,01 0,01 0,01 0,01
L-Carnitina 0,00 0,00 0,00 0,00
Betaina 0,00 0,05 0,20 0,20
TOTAL 100 100 100 100
Custo da formulacao’ (R$/Kg) 1,24 1,24 1,25 1,25

Composicao Calculada
Proteina Digestivel (%) 28 28 28 28
Energia Digestivel Kcal. Kg- 3200 3200 3200 3200
Composicao Determinada (%)

Proteina Bruta 33,35 33,64 34,39 32,37
Energia Bruta Kcal Kg-! 4255 4239 4291 4236
Fibra Bruta 7,27 7,13 6,75 6,33
Matéria Mineral 9,88 8,90 8,92 8,59

1 Niveis de garantia por quilograma do produto: vit. A - 500.000 UI; vit. D3 - 250.000 UJ; vit. E - 5.000 mg; vit. K3 - 500
mg; vit. Bl - 1.500 mg; vit. B2 - 1.500 mg; vit. B6 - 1.500 mg; vit. B12 - 4.000 mg; acido 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. * Niveis
de garantia por quilograma do produto: vit. A - 500.000 UT; vit. D3 - 250.000 UT; 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 calcio- 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.

24. Procedimentos analiticos

Ap6s o periodo experimental foram adotados os procedimentos analiticos, dos
quais, para as andlises morfolégicas, quimicas, histologicas, eritrocitdrias e bioquimicas
trés peixes de cada repeticio foram avaliados. A colheita do material biolégico
utilizados nessas andlises procedeu de acordo com o pico de concentragdo metabolica
sanguinea apresentada pela tilapia do Nilo. Assim, no dia da finalizacdo do

experimento os peixes foram alimentados de forma esquematica, respeitando o tempo
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metabdlico de trés horas para essa espécie (Figueiredo-Silva et al., 2003), entao, ap6s
esse periodo os peixes foram destinados para colheita do material bioldgico.

Para isso, os peixes foram anestesiados com benzocaina a 100 mg.L, tiveram
seu peso mensurado e seu sangue colhido para avaliagdo hematolédgica e bioquimica.
Posteriormente sofreram super dosagem anestésica com benzocaina a 200 mg.L?,
seguida de seccdo medular, e tiveram seus tecidos (figado, gordura, intestino médio e
musculo) colhidos e armazenados para quantificacdo dos indices somaticos e histologia
dos demais tecidos. Esses peixes, também tiveram os filés retirados para determinagdo
da composicdo centesimal e rendimento de filé.

Posteriormente mais trés peixes por repeticdo sofreram sec¢do medular, e
tiveram seus tecidos hepaticos colhidos e armazenados em nitrogénio liquido para
determinacdo da concentracdo das enzimas do estresse oxidativo. Para a determinagao

das variaveis produtivas todos os peixes foram ponderados.

2.5. Desempenho zootécnico

A partir da quantificacdo das dietas consumidas e peso final dos peixes foram
calculadas as variaveis produtivas de ganho em peso (GP (g) = peso final (g) - peso
inicial (g)); ganho em peso didrio (GPD (g) = ganho em peso (g) / dias de
experimento); 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 de peso (g) / proteina bruta consumida (g))); rendimento de filé (RF (%) = (peso

do filé/peso dos animal) x 100, e sobrevivéncia.

2.6. Analise morfolégica

Os indices somaticos foram determinados a partir do peso do peixe, do figado e
dos tecidos adiposos, os calculos utilizados foram: indices hepatossomatico (IHS (%) =
100 x [peso do tecido hepatico (g) /peso corporal (g) ]) e indice de gordura-viscero-
somatico (IGVS (%) = 100 x [peso da gordura visceral (g) / peso corporal (g)]).

A partir da determinacdo dos valores de proteina e energia bruta determinados
por meio da composicdo quimica dos filés, foram calculados a Taxa de Retencao

Proteica (%) (TRP) = 100 x [(Pf x PBCf) - (Pi x PBCi)] / PB ingerida e Taxa de Retencao
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Energética (%) (TER) = 100 x [(Pf x EBCf) - (Pi x EBCi)] / EB ingerida, em que: Pf =
peso final; Pi = peso inicial; PBCf = proteina corporal final; PBCi = proteina corporal

inicial; EBCi = energia corporal inicial; EBCf = energia corporal final.

2.7. Composicao quimica dos filés e das ragdes experimentais

A composicado centesimal dos filés foi determinada a partir do filé pré-seco em
estufa a 55 °C por 72 horas e triturados em moinho. Posteriormente, realizou-se analise
da umidade por meio da secagem em estufa a 105°C por 8 horas. O contetido de cinzas
foi determinado 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
(AOAC, 2005). Os mesmos procedimentos foram adotados para a determinacdo da

composi¢do quimica das ragdes experimentais.

2.8. Analise histol6gica

Com auxilio de uma lamina retirou-se as amostras de musculo branco do lado
esquerdo dos peixes, acima da linha lateral. Essas, acondicionadas em solugdo de
ALFAC por 24 horas e, posteriormente, preservadas em édlcool 70% até o momento da
realizacdo das analises. Para isso, as amostras foram desidratadas em concentrac¢des
crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol, embebidas em parafina histolégica e ap6s
emblocadas, cortadas com auxilio de um micrétomo (Thermo Scientific - Microm HM
340E).

Para o preparo das amostras de musculo, foram realizados cortes de 7um de
espessura, corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) descrito por Behmer et
al. (1976) e, posteriormente verificado o menor didmetro de pelo menos 200 fibras de
cada peixe, totalizando 2.000 fibras medidas para cada tratamento, as quais foram
classificados em trés classe de acordo com sua morfometria e mensuracdo do menor
diametro: menor que 20pm; 20,01 a 50pm e, maiores que 50um (Figura 1).

A foto documentagdo foi obtida por microscopia de luz realizada em
microscopio Optico (P1 Olympus BX 50 - Manila, Filipinas) acoplado a uma camera
(Olympus PMC 35 B - Berlim, Alemanha), utilizando-se objetiva de 40X para as
analises do musculo. As mensurac¢des foram realizadas com o auxilio do software de

imagens computadorizado CellSens Standard 1.15®
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Para a andlise histolégica intestinal, foram colhidos por¢des de
aproximadamente 5 cm de comprimento do intestino medial. As amostras foram
colocadas em placa de isopor, abertas longitudinalmente, lavadas em solucdo salina,
fixadas em solucdo de formol 10% por 12 horas. Para obtengao de cortes histolégicos as
amostras foram desidratadas em séries ascendentes de &alcool, diafanizadas em xilol, e
embebidas em parafina. Foram realizados cortes de 7um de espessura, corados pelo
método de Hematoxilina-Eosina (HE).

A foto documentagcdo foi realizada em fotomicroscopio em objetiva de 20X, com
o auxilio do software de imagens computadorizado CellSens Standard 1.15®. A
morfometria da mucosa intestinal foi realizada em 10 vilos por animal, perfazendo um
total de 90 medidas (um) por tratamento, onde foi mensurada a altura do vilo, largura
do vilo e espessura da ttnica.

Para quantificagdo de hepatdcitos do figado, os mesmos foram cortados em
seccOes de S5pm e fixados em lamina, coradas por técnica de hematoxilina-eosina (HE).
O numero de hepatécitos foi quantificado por meio de dois cortes de cada figado,

totalizando 144 mensuracoes.

2.9. Analise hematolégica e bioquimica

As variaveis hematoldgicas compostas somente pela série vermelha dos peixes
foram analisadas a partir da colheita sanguinea. O sangue foi colhido por puncdo da
veia caudal, por meio de seringas e agulhas banhadas em EDTA a 3%. A contagem do
namero de eritrécitos foi realizada por meio de camara Neubauer, utilizando-se
liquido de Hayen, na propor¢do de 1:200. A taxa de hemoglobina foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Collier (1944) e o percentual de hematdcrito
seguindo a metodologia de Goldenfarb et al. (1971). E, com base nos resultados obtidos,
foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio [VCM =
(Hematocrito x 10) /eritrocitos] e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
[CHCM = (Taxa de hemoglobina x hematdcrito) x 100], conforme Wintrobe (1934).

Para a determinacdo dos pardmetros bioquimicos os peixes tiveram o sangue
colhido por puncdo da veia caudal com seringas ausentes de anticoagulante.
Posteriormente, as amostras de sangue foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos
e, a partir do soro foram determinadas a concentragdo de glicose (mg dL), colesterol

total (mg dL-1), triglicerideos (mg dL) e proteina plasmaética total (g dL-1) por meio de
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“kits” especificos “Gold Analisa Diagnostica®”, procedidos conforme as instrucées do

fabricante, sendo a leitura processada em espectrofotometro.

2.10. Anélise enziméatica

Para as andlises de substidncias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
glutationa S-transferase (GST) e catalase (CAT), dois peixes de cada aquério foram
acondicionados em gelo para retirar uma amostra de figado que foi armazenada em
nitrogénio liquido para anélise posterior.

Ao ser descongelado, o figado foi homogeneizado em 9mL de tampao fosfato
de sédio 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 concentracdo 100nM diluido em isopropanol
(0,03484g de PMSF em 2mL de &lcool isopropilico). Para cada mL de tampdo foi
adicionado 10pL de PMSF.

A determinacdo do TBARS foi realizada conforme Buege e Aust (1978), e os
resultados foram expressos em nmol MDA.mg! proteina. A avaliacdo da atividade da
catalase (CAT) foi determinada de acordo com Nelson et al. (1982), em um
comprimento de onda de 240nm, e os resultados foram expressos em umol/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 proporcdo de 0,2g de tecido:1 ml de TCA. A
leitura foi realizada em espectofotometro no comprimento de onda de 412nm e a

atividade foi expressa em pmoles.mg?! proteina.

2.11. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e
homocedasticidade e quando constatada distribuicdo normal, as médias obtidas para
cada micronutriente foram avaliadas por meio de ANOVA, a 5% de significancia com
auxilio do software Statistica 7.0® (Statsoft, 2004). E, as médias quando significativas
foram comparadas pelo teste de médias de tukey (P<0,05), com o auxilio do software
Statistica 7.0® (Statsoft, 2004). Os resultados sdo apresentados como média + desvio

padrao para variadveis.
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3. RESULTADOS

3.1.  Desempenho zootécnico

A inclusao de betaina nas dietas dos peixes proporcionou aumento (P<0,05) do
GP para o nivel de 500 mg Kg-! de ragao. Esse mesmo efeito também foi observado para
o GPD e TCE (P<0,05), sendo que, os demais niveis avaliados reduziram esse
incremento (Tabela 2). O RF dos peixes ndo diferiu estatisticamente entre os
tratamentos, bem como a CAA. Tanto os niveis de inclusdo de L-carnitina quanto os de

betaina avaliados, ndo alteraram (P>0,05) a TEP e a SOB dos peixes.

Tabela 2 - Desempenho zootécnico de tilapias suplementadas com diferentes niveis de

Betaina.
. Betaina mg Kg-! de racéo

Varidveis 0 500 — 1000 2000 P-valor
GP 208,45+5,758  224,58+5,152  206,67+8,778  200,58+5,86B <0,01
GPD 1,99+0,058 2,14+0,04A 1,97+0,088 1,91+0,058 <0,01
CAA 1,25+0,06 1,19+0,04 1,29+0,03 1,25+0,02 ns
TCE 2,04+0,018 2,14+0,014 2,01+0,0548 1,96+0,048 <0,01
TEP 2,60+0,13 2,74+0,10 2,51+0,06 2,58+0,05 ns
RF 31,97+0,80 32,41+1,54 31,85+0,62 30,95+0,16 ns
SOB 97,22+3,70 94,44+3,70 94,44+7 40 91,67+5,55 ns

Os valores sdo apresentados como média * desvio padrao; 'Ganho em Peso; 2Ganho em Peso Médio Diario; 3Conversao
Alimentar Aparente; Taxa de Crescimento Especifico; 5Taxa de Eficiéncia Proteica; ®Rendimento de Filé; “Sobrevivéncia;
Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica entre os niveis de suplementagdo (P<0,05); $Nao
Significativo (P>0,05).

3.2.  Andlise morfolégica

Peixes suplementados com 500 e 2000 mg kg! da racdo de betaina apresentaram
aumento do IHS quando comparados ao grupo controle. Observou-se também,
acréscimo (P<0,05) da TRE dos peixes alimentados com 500 mg kg! de ragao, os demais
niveis de betaina testados reduziram (P’<0,05) a TRE. A suplementacdo de betaina ndo

alteraram a TRP dos peixes (Tabela 3).
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Tabela 3 - Indices hepatossomatico (IHS), gordura-viscero-somatica (IGVS), taxa de
retengdo proteica (TRP) e taxa de retencdo energética (TER) de tilapias alimentadas

com diferentes niveis de Betaina.

Betaina mg Kg-! de racdo

Variaveis

0 500 1000 2000 P-valor
IGVS 1,68+0,22 1,67+0,20 1,22+0,44 1,16+0,37 ns
IHS 1,380,214 2,390,448 1,62+0,18A8 2,270,638 <0,01
TRP 30,67+0,45 32,39+11,89 27,80+6,12 16,83+0,00 ns
TRE 7,45+0,018 8,39+0,014 6,36+0,01B¢ 5,76x0,02D <0,01

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao; lfnde gordura-viscero-somatica; 2Indice hepatossomético;
3Taxa de Retencdo Proteica; “Taxa de retencdo energética; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05); Nao Significativo (P>0,05);

3.3.  Composicdo quimica dos filés

A suplementacdo de betaina nado alterou a composicao centesimal dos filés das

tilapias (Tabela 4).

Tabela 4 - Composicdo centesimal de filés de tilapias alimentadas com diferentes niveis

Betaina.
o Betaina mg Kg-! de ragao
Varidveis 0 500 1000 2000 P-valor
Umidade 79,21+0,52 78,86+0,46 79,52+0,74 79,48+0,32 ns
Proteina 19,29+0,83 19,68+1,41 18,91+0,65 18,11+0,58 ns
Lipidio 1,68+0,28 1,65+0,19 1,55+0,28 1,41+0,11 ns
Cinzas 1,28+0,57 1,64+0,33 1,64+0,33 1,46+0,58 ns

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacéo (P<0,05); N4o Significativo (P>0,05);

3.4.  Analise histologica

Peixes alimentados com dietas suplementadas com betaina tiveram seus vilos
reduzidos (P<0,05), pois apresentaram reducado da altura, largura e espessura dos vilos

(Tabela 5).
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Tabela 5 - Histomorfometria do intestino, altura e largura dos vilos, e espessura da

tanica de tilapias alimentadas com diferentes niveis de Betaina.

Betaina mg Kg-! de racao

Variaveis 0 500 1000 2000 P-valor

Altura dos Vilos (nm)  358,68£71,174 223,80+28,69° 22526351,528  144,75:32,94C  <0,01
Largur&ilo)s ViIoS 514 16+61158  68,79409,03C 849742842C 13439425628  <0,01
Espessura da Tanica

(um) 70,14+£12,20~  49,02+0,7028  45,92+08,558 23,20+04,41¢ <0,01

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05);

A frequéncia do menor e maior didmetro das fibras musculares nao foi
influenciada pelos diferentes niveis de betaina suplementados nas dietas das tildpias
(Tabela 6). Para o namero de hepatdcitos observados no figado dos peixes, evidenciou-
se maior naumero de hepatécitos em peixes suplementados com 2000 mg.kg! de betaina
quando comparado aos animais do grupo controle (Tabela 6). Ja, peixes submetidos a
suplementacdo com 500 e 1000 mg kg! de betaina, apresentaram redugdo (P’<0,05) dos

hepatoécitos quando comparado aos demais tratamentos.

Tabela 6 - Frequéncia do menor e maior didmetro das fibras musculares de tilapias

suplementadas com diferentes niveis de Betaina.

Betaina mg Kg-! de ragao

Varidvels (%) 0 500 1000 2000 P
valor

<20pm 0,0720,24 0,0820,14 0,1720,22 0,170,32 ns

20 - 50um 10,43+2,49 7,5842,06 12,3343,61 15174578  ns

>50um 89,5042,57  92,33+1,94  87,50£3,67 84674589  ns

Hepatoécitos (n°)  256,67+08,898  202,50+01,50¢ 179,00+10,67¢ 295,50+02,504 <0,01
Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacdo (P<0,05); 'Nao Significativo (P>0,05);

3.5.  Andlise hematolégica e bioquimica

As varidveis eritrocitarias observadas, nimero de eritrocitos, percentagem de
hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular médio e concentracao
de hemoglobina corpuscular média, ndo foram diferentes (P>0,05) em peixes

alimentados com niveis diferentes de betaina (Tabela 7).
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Tabela 7 - Variaveis Eritrocitarias de tilapia suplementadas com diferentes niveis de

Betaina.
Betaina Variaveis
P < Eritrécito Hematécrito Hemoglobina VCM CHCM
mg Kg-1 de racao 6T 1 o ; o
(x10°pLY) (%) (gdL) (fL) (%)
0 2,17+0,13 40,89+5,46 8,44+0,72 18,84+1,95 4,87+5,46
500 1,98+0,07 40,78+4,02 8,86+0,50 20,70+2,37  4,63+4,02
1000 2,15+0,16 40,29+5,10 9,19+1,03 18,81+2,03 4,56+5,10
2000 2,01+0,09 36,25+5,06 8,33+0,87 17,89+1,95 4,42+5,06
P-valor ns ns ns ns ns

Os valores sdo apresentados como média * desvio padrao; 'Volume Corpuscular Médio; 2Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; 3Nao Significativo (P>0,05).

A suplementagao de 500 e 2000 mg kg! de betaina aumentaram (P<0,05) os
niveis de glicose plasmatica nos peixes. Quantidades dos demais elementos séricos,

colesterol e proteinas totais ndo foram alteradas com a suplementacdo de betaina

(Tabela 8).

Tabela 8 - Parametros Bioquimicos de tildpias suplementadas com diferentes niveis de

Betaina.
Variaveis
Betai i
mg ng-laci:iagéo Glicose Colesterol Triglicerideos P$§f;§;as
1 -1 -1
(mg dL1) (mg dL1) (mg dL1) (¢ dL)
0 49,82+3,20~  80,01£18,06 94,60+17,86 3,16+0,48
500 69,37+8,868 83,62+10,44 126,65+31,12 2,96+0,14
1000 51,48+2,584 72,88+7,62 118,25+16,41 2,62+0,18
2000 71,96+3,108 88,92+12,03 149,43+22,55 2,77%0,16
(P<0,05) <0,01 ns ns ns

Os valores sdo apresentados como média * desvio padrdo; Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacao (P<0,05); 'Nao Significativo (P>0,05);

3.6. Analise enzimaética

Peixes suplementados com betaina apresentaram maior atividade da CAT
quando receberam o nivel de 1000 mg Kg de racdo (P<0,05) quando comparado aos
peixes do grupo controle (Tabela 9), no entanto, esta atividade nao diferiu dos demais
niveis de suplementagdo (P>0,05). Além disso, notou-se que as TBARS reduziram
significativamente (P<0,05) em todos os peixes suplementados com betaina,

independente dos niveis utilizados. O grupo controle apresentou maior concentracao
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de TBARS, sendo que, a reducdo significativa dessa substancia foi evidenciada em
peixes suplementados com 500 mg Kg?! de racdo de betaina. A enzima GST nao

apresentou alteragdes entre os niveis de suplementacao (P>0,05).

Tabela 9 - Concentracdo de substincias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS),
Catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) no figado de tildpias suplementadas

com diferentes niveis de Betaina.

Betaina mg Kg-! de racdo

Variédveis 0 500 1000 2000 P-
valor

TBARS (n mol.mg-
1.proteina)
CAT (pmol.mg-
1. proteina.min-)
GST (umol GS-DNB.min-
L. mg proteina-)

2,46+0,44~  1,01+0,11¢  2,14+0,6348  1,20+0,36BC ns
0,280,068  0,39+0,1248  (0,63+£0,14~  0,51+0,0648 ns

0,90£0,16 0,87+0,02 0,79+0,10 0,76x0,05 ns

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca
estatistica entre os niveis de suplementacdo (P<0,05); 'Nao Significativo (P>0,05);

4. DISCUSSAO

41. Desempenho zootécnico

Foi evidenciado o aumento do crescimento em espécimes suplementadas com
500 mg Kg' de betaina, pois apresentaram aumento de peso em relacdo ao grupo
controle de 7,74%, bem como maior TCE. A betaina tem como principal funcao
fornecer grupos metil que sao necessarios para a sintese de intimeras substancias, como
a L-carnitina e creatina (Kidd et al, 1997), assim, atuando indiretamente no
metabolismo lipidico (Eklund et al., 2005; Ratriyanto et al., 2009; Lever e Slow, 2010). A
mesma ¢ oriunda da oxidacdo da colina que deriva da perda do grupamento metil a
partir desse aminoacido no ciclo da adenosil-metionina a cisteina.

Dessa forma, compreende-se que a suplementagio de betaina atuou
sinergicamente no metabolismo oxidativo, promovendo maior disponibilidade da L-
carnitina e consequentemente maior aproveitamento dos 4cidos graxos presentes na
dieta (Eklund et al., 2005). Aliado a isto, devido a sua estrutura quimica e seus radicais
metil, também pode ter participado de reag¢Ges cataliticas como fonte de grupos metila,

reduzindo os suprimentos de metionina e colina para essa finalidade e aumentando a
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disponibilidade desses compostos para o crescimento (Ribeiro ef al., 2011; Eklund et al.,
2005), redirecionando a colina para o processo de remetilagdo e a metionina para a
sintese de proteina, economizando a participagdo desse aminoadcido na doagdo de
grupamentos metil (MetzlerZebeli et al., 2009).

E, ainda ndo tendo apresentado diferenca sobre a CAA. Tilapia quando
suplementadas com 500 mg Kg? de betaina exibiram uma tendéncia numérica para a
reducdo da conversdo alimentar, apresentando uma reducdo de 5,16% do custo da
racdo por quilo de ganho de peso, quando comparada ao grupo controle. Também,
evidenciou-se que estas apresentam 1,37% de aumento de filé, mesmo ndo diferindo
estatisticamente, explanando sua atuagdo sobre o metabolismo lipidico e como

poupador de metionina e/ou colina nas fungdes metabdlicas (Paniz et al., 2005).

42.  Andlise morfologica

Peixes suplementados com betaina apresentaram aumento do IHS, porém
peixes alimentados com dietas contendo a inclusdo de 500 mg Kg! de ragdo,
apresentaram aumento considerdvel da massa hepatica bem como maior TRE, quando
comparado aos demais tratamentos, sugerindo, que possivelmente esse nivel de
suplementacdo proporcionou maior acimulo de glicogénio no figado, é provéavel que o
suprimento de energia fornecido pela oxidagdo dos acidos graxos tenha exercido
controle sobre a via glicolitica, estocando o carboidrato presente na dieta como gordura

abdominal e glicogénio no figado (Sa et al., 2014).

43.  Composigao quimica dos filés

Observou-se que filés de peixes provenientes da alimentagdo com diferentes
niveis de betaina apresentaram tendéncia numérica para redugdo dos niveis de
lipidios, mesmo ndo sendo diferentes. Segundo McDevitt ef al. (2000), além de poupar
metionina e colina por ter capacidade de doar grupos metil, a betaina pode também
reduzir a deposicdo de gordura na carcaca através da sintese de metionina via
transmetilagdo da homocisteina (Partridge, 2002), produzindo um metaboélito, a glicina,
aminoacido que também atua na sintese proteica (Hruby, 2002), promovendo o
crescimento muscular (Niang, 2005).

No entanto, Haji-Abadi et al. (2010) preconizam que os maiores efeitos sobre a

oxidagdo lipidica e composicao corporal é observada em peixes gordos como a truta
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arco-iris, o que nos faz considerar que a tilapia é uma espécie de carne magra, que
pode ou ndo apresentar alteracdes sobre composicao lipidica muscular ou corporal
quando suplementadas com betaina ou L-carnitina.

Os valores da composigao centesimal dos filés observados nesse estudo estao de
acordo com os esperados pela espécie de acordo com Caula et al. (2008), sugerindo que
a suplementacdo desses micronutrientes pode ou nado influenciar as caracteristicas de
composic¢do dos filés, e mesmo assim, melhorar o desempenho dos peixes e modificar o
perfil dos acidos graxos provenientes da dieta depositando-os na carcaga (Mendonga,

2011).

44.  Andlise histolégica

Peixes onivoros e herbivoros possuem a capacidade de alterar suas estruturas
absortivas em resposta a mudancas na dieta, sendo, portanto, substratos dependentes,
assim o trato digestério dos animais tende a se modificar conforme a alimentacao
ofertada. Portanto, estudos da morfologia intestinal podem indicar a adaptagdo dos
peixes a alimentacdo em longo prazo (Honorato et al., 2009).

Neste estudo, os peixes suplementadas com betaina, independente dos niveis,
apresentem reducdo das microvilosidades intestinais, no entanto, o desempenho dos
animais nao foi afetado. De acordo com Silva e Nornberg (2003) o uso de aditivos na
dieta de peixes é comum, e, em sua maioria, possuem a capacidade de interferir nas
caracteristicas anatomicas do trato gastrointestinal, promovendo o aumento do
tamanho dos vilos e consequentemente da superficie de absor¢do da mucosa intestinal
proporcionando melhor desempenho.

De acordo com Ferreira et al. (2014) a integridade da mucosa intestinal pode ser
avaliada a partir das mensuragdes morfologicas dos vilos, e logo, se determinar a
capacidade digestiva e absortiva intestinal. Porém, em aves, constatou-se que a
suplementacdo de betaina auxilia beneficamente o epitélio intestinal (Kettunen et al.,
2001) pela sua capacidade de agir como osmodlito, mantendo a integridade das
vilosidades e promovendo melhora na digestibilidade e absorcdo dos nutrientes,
mesmo nao alterando a estrutura dos vilos (Niang, 2005), o que explica os resultados
observados nesse estudo, que mesmo reduzindo os vilos, ndo afetaram o desempenho

dos peixes.
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A suplementacdo de betaina ndo alterara a frequéncia do menor e maior
diametro de fibras musculares das tilapias. A frequéncia de fibras com didmetro <20
pum sdo classificados como hiperplasia, pois nesse momento ocorre o aumento do
namero de células, ja a frequéncia de fibras com didmetros >50 pm sado classificados
como hipertrofia, visto que acontece o aumento do tamanho celular (Rowlerson e
Veggetti, 2001). De acordo com Aguiar et al. (2005) a hiperplasia e hipertrofia
apresentada pelos peixes variam de acordo com as espécies, fase de crescimento e tipo
do musculo.

A hiperplasia é um processo de crescimento mais evidente durante a fase
juvenil e o crescimento hipertréfico mais intenso e evidente durante a fase adulta
(Almeida et al., 2010). Considerando a faixa de peso final dos peixes analisados nesse
estudo (<200g), observou-se predomindncia da hipertrofia da musculatura, pois
apresentaram maiores frequéncias de fibras <50 pm em todos os tratamentos,
corroborando com a literatura.

A histologia do figado é considerada uma das técnicas imprescindiveis nos
estudos de nutricdo, pois o 6rgdo é responsdvel por metabolizar os produtos
provenientes da absorcdo digestiva, assim, peixes alimentados com dietas
nutricionalmente inadequadas podem apresentar alteragdes nos hepatdcitos,
degeneracao gordurosa no figado, variacdes na capacidade metabdlica, necroses e
alteracdes no parénquima hepatico (Raskovic et al., 2011).

O ntmero de hepatécitos encontrados no figado de peixes suplementados com
500 e 2000 mg kg! de ragdo apresentam aumento (P<0,05) dessas células, efeito este,
aonde, o maior niumero de hepatdcitos foi observado na inclusao 2000 mg kg de racao.

Os hepatocitos estao entre as células mais versateis do organismo, pois realizam
intmeras fun¢des metabdlicas importantes, entre elas, o armazenamento de glicogénio
e glicose (Peragon et al., 2001), além disso, compde cerca de 90% da massa hepatica e
podem ser influenciados por inimeros hormoénios, principalmente pelos horménios do
crescimento. Sugerindo, que o aumento do nimero de hepatécitos dos peixes esteja
ligado a maior regeneragdo dessas células, estimulada pelos hormoénios insulina e
glucagon, responséveis pelo aumento da glicogénese e glicogendlise (Jesus et al., 2000),
respectivamente. Porém, ainda sdao necessarios, estudos que comprovem a influéncia
desses micronutrientes sobre estes hormonios.

Com o aumento do ntimero de hepatdcitos, evidencia-se que os niveis de

inclusdo de betaina utilizados nesse estudo nado sdo téxicos aos peixes, pois nessa
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situagdo, os hepatdcitos sdo as células mais afetadas, ja que, sdo responsaveis também
por transformar e neutralizar substancias toxicas, produzir ureia, armazenar vitaminas,
sintetizar proteinas do sangue como albumina, protrombina, fibrinogénio e as
lipoproteinas, também, participam da oxidacdo dos &cidos graxos excedentes,
quebrando perdxidos de hidrogénio gerados na oxidacdo e purinas em excesso
(Cavichiolo, 2009). Além disso, participa da sintese de colesterol dos acidos biliares e
alguns lipidios, bem como, secreta os sais biliares, responsaveis pela digestdo e

absorcao dos lipidios e vitaminas lipossoltveis (Cavichiolo, 2009).

4.5.  Andlise hematolégica e bioquimica

Tanto as respostas hematoldgicas quanto bioquimicas sdo importantes na
avaliacdo das dietas experimentais, pois permitem avaliar ndo somente o atendimento
nutricional destas, bem como as condi¢des de satide dos peixes (Bicudo et al., 2009).
Nesse estudo, os parametros eritrocitarios observados, estdao diretamente ligados aos
processos anémicos, enquanto que a série branca estd mais direcionada aos
diagnosticos de processos infecciosos (Tavares-Dias e Moraes, 2004). Assim, observou-
se que, as variaveis eritrocitarias de peixes suplementados com diferentes niveis de
betaina (500, 1000 e 2000 mg kg?'), ndo apresentaram mudancas no nimero de
eritrocitos, hematécrito, hemoglobina, VCM e CHCM, evidenciando que ndo houve
caréncia de nenhum nutriente essencial nas dietas experimentais e que nenhum dos
niveis de inclusdo ocasionou intoxicacdo dos animais. Nesse estudo, o hemograma dos
peixes e os valores observados mantiveram-se dentro do intervalo de referéncia
estabelecido para espécie (Hrubec e Smith, 2010).

Em peixes teledsteos, os valores hematologicos podem ser influenciados por
uma série de fatores, como o sexo, comprimento, peso, estado nutricional, condicao de
higidez, ciclo sazonal e a idade (Larsson et al., 1976; Ranzani-Paiva, 1991) assim como o
ambiente de cultivo (Zuim et al., 1988). De acordo com Araujo et al. (2011) é possivel
avaliar o estado nutricional dos peixes por meio de andlise das caracteristicas
hematoldgicas e bioquimica, pois o sangue é um dos tecidos mais dindmicos do
organismo e altera-se em funcao do tipo de dieta consumida. Segundo Barros et al.
(2009) as dietas, além de nutrir os animais para maximo desempenho, também
precisam garantir um 6timo estado de homeostase dos peixes.

Peixes suplementados com 500 e 2000 mg kg?! de betaina, apresentaram
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aumento dos niveis de glicose sanguinea, sinalizando que houve uma reducdo da
insulina (Evans e Bowman, 1992). Aliado a isso, de acordo com Anderson e
Kolozlovsky (1985) a glicose é convertida em energia e esta energia adicional é
combustivel para sintese proteica, dando suporte para crescimento do tecido muscular
o que pode ser observado nos peixes suplementados com 500 mg kg de betaina que
apresentaram maior GP.

Os niveis de glicose e proteinas totais observados nesse estudo estdo préximos
aos observados por Bittencourt et al. (2003), que ao avaliarem tildpias em fase de
crescimento cultivadas em sistema semi intensivo, relatam uma concentracdo média de
glicose de 60 mg dL* e 3 g dL! de proteinas totais. Ja, Hrubec et al. (2000) ao avaliar
tildpias alimentadas com racdes comerciais, observaram valores médios de colesterol
superiores aos observados nesse estudo 189 mg dL-1. Segundo Baldisserotto (2002) o
maior acumulo de colesterol sanguineo reduz o crescimento dos peixes, pois o
colesterol é formador de hormonios esteréis, responsaveis pelo crescimento dos peixes.

As proteinas plasmadticas sdo compostas por albuminas, globulinas e
fibrinogénio, as quais por meio de diminui¢do de sua concentracdo podem indicar
alteracdes hepaticas ou que a racdo nao é balanceada, estas, sdo consideradas fontes
disponiveis de aminodcidos (Guyton e Hall, 2011), podendo ser alteradas em relagdo a
deficiéncia nutricional de aminoacidos na dieta. As concentra¢des de proteinas totais
observadas nesse estudo sdo consideradas normais para tiladpias saudéveis, de acordo
com Chen et al. (2009), indicando que possivelmente ndo houve deficiéncia de

aminodacidos em funcdo a composicao das dietas utilizadas nesse estudo.

4.6. Analise enzimética

A peroxidacdo lipidica estimula a formacdo de radicais livres como produto
final e consequentemente causar alteracdes nas membranas celulares e DNA (Panzetta
et al., 1995), por meio das espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs). Os
produtos mais susceptiveis a oxidagdo sdo os 4cidos graxos poliinsaturados, pois
consiste no produto de maior abundancia nas células (Wagner et al., 1994).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) atacam as camadas lipidicas das células
reduzindo a fluidez das membranas dando inicio ao processo de peroxidagao lipidica,
consequentemente causando um desequilibrio oxidativo celular (Halliwell e

Gutteridge, 1991). Logo, o desequilibrio entre o desafio oxidativo e a capacidade de
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defesa antioxidante do organismo é denominado de estresse oxidativo (Machado et al.,
2009).

A peroxidacao lipidica é responsavel por aumentar a produgdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e malondialdeido (MDA), provocando perda
de seletividade na troca ionica e liberagdo do contetido de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomos, e formacdo de produtos citotdxicos, culminando com a
morte celular (Ferreira e Matsubara, 1997).

Os peixes observados nesse estudo, quando suplementados com 500 mg kg! de
betaina tiveram a concentracdo de (TBARS) significativamente reduzida quando
comparado aos demais tratamentos, ja, peixes suplementados com 1000 mg kgl,
apresentaram tendéncia numérica a reducao da concentracdo de (TBARS).

Esse efeito pode estar relacionado a capacidade da betaina de reduzir a
quantidade de acidos graxos livres, fazendo com que estes sejam bem aproveitados no
metabolismo de p-oxidagdo. Além disso, podem proteger outras células do dano
oxidativo, inibindo a propagacdo de radicais livres e ajudando a reparar os
fosfolipidios da membrana oxidada (Rebouche, 1992).

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas antioxidantes superdxido
dismutase - SOD, glutationa peroxidase - GPx, catalase - CAT e glutationa S-
transferase - GST e outros sequestradores de baixo peso molecular como glutationa -
GSH que agem prevenindo e controlando a formagao de radicais livres e espécies nao
radicais (Yonar e Sakin, 2011). J4, o sistema de defesa ndo enzimatico é composto por
antioxidantes de origem dietética, como a vitamina C, precursores vitaminicos e
minerais (Yonar e Sakin, 2011).

Peixes suplementados com betaina, ndo apresentaram atividade da GST
alteradas, confirmando que os niveis utilizados dos micronutrientes ndo foram téxicos.
Segundo Salbego et al. (2017) a GST geralmente ¢é utilizada para identificar o estresse
oxidativo das células proveniente da intoxicagdo endégena ou exdgena, porém sua
atividade nao foi alterada em peixes suplementados com betaina. Embora a GST nao
tenha apresentado atividade, a CAT demonstrou-se superior em peixes suplementados
com betaina (500, 1000 e 2000 mg kg1).

A CAT atua na remogdo do perdxido de hidrogénio, que é transformado em
agua e oxigénio molecular, e sua reducdo estéd relacionada aos fatores que provocam
aumento dos radicais superdxidos (Toni et al., 2010). O aumento da CAT observado

nesse estudo evidencia a capacidade antioxidante dos micronutrientes em sequestrar
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os radicais livres e proteger as células do estresse oxidativo nos peixes. Possivelmente,
a betaina tenha aumentado a disponibilidade de lipidios para producdo de energia por
meio do aumento do transporte de acidos graxos para o metabolismo de -oxidacdo e
consequentemente reduzido a quantidade de lipidios disponiveis para a Peroxidacao

lipidica (Rany e Panneerselvam, 2002).

5. CONCLUSAO

Conclui-se que, a suplementacdo de betaina para tildpias no nivel de 500 mg kg! de
racdo eleva GP, TCE e RF, aumentando o produtividade, sem alterar o custo de produgao

e, ndo alteram a capacidade metabdlica e fisiologica dos peixes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Intmeros estudos evidenciam a importancia da suplementagao da L-carnitina e
da betdina para peixes e outras espécies. Porém, sdo escassas as avaliacdes que
abrangem ndo somente o desempenho produtivo dos animais como também, o
comportamento fisiolégico e metabodlico destes, frente a suplementacdo desses
micronutrientes.

Considerando os resultados positivos sobre o desempenho zootécnico das
tilapias observados nesse estudo, bem como, os beneficios metabdlicos e fisioldgicos
proporcionados com a utilizacdo de ambos os nutrientes, pode se concluir que tanto a
L-carnitina quanto a betaina atuam como promotores de crescimento e potentes
antioxidantes para Tilapias do Nilo.

Porém, alguns mecanismos que comprovem metabolicamente esses beneficios,
ainda precisam elucidados. Dessa forma, recomenda-se que novos estudos sejam
realizados a fim de se determinar a influéncia da suplementacdo desses
micronutrientes sobre a atividade enzimética e expressdo génica das enzimas carnitina
palmitoil transferase I e II, bem como a determinacdo dos niveis de carnitina livre do
sangue e a concentracdo dos hormonios insulina e glucagon, que atuam diretamente no

crescimento dos peixes.
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absolutamente necessarias, mas devem estar disponiveis on-line.

Trabalhos de conclusdo de graduacdo e resumos apresentados em congressos ndo sao
referéncias vélidas.

Observacao: inadequacgdes nas referéncias também acarretardo a recusa do trabalho e a
nio devoluc¢do da taxa de submissao.

Como fazer citagdes no texto

Usar o sistema autor/data, ou seja, o sobrenome do autor e o ano em que a obra foi
publicada. Exemplos:

* para um autor: “Mighell (1975) observou...”; “Segundo Azevedo (1965), a
piracema...”; “Estas afirmagdes foram confirmadas em trabalhos posteriores
(Wakamatsu, 1973)”.

* para dois autores: “Richter e Efanov (1976) pesquisando...”

* para trés ou mais autores: o sobrenome do primeiro autor deve ser seguido da
expressdo “et al.”. Exemplo: “Soares et al. (1978) constataram...” ou “Tal fato foi
constatado na Africa (Soares et al., 1978).”
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* para o mesmo autor, em documentos de anos diferentes, respeitar a ordem
cronolégica, separando os anos por virgula. Exemplo: “De acordo com Silva (1980,
1985)...”

* para citagdo de varios autores sequencialmente, respeitar a ordem cronolégica do ano
de publicacdo e separa-los por ponto e virgula. Exemplo: “...nos viveiros comerciais
(Silva, 1980; Ferreira, 1999; Giamas e Barbieri, 2002)....”

* quando for ABSOLUTAMENTE necessario se referir a um autor, ainda que nao em
razdo de uma consulta direta ao trabalho por ele publicado, o nome desse autor deve
ser citado em letras mintsculas apenas no texto, indicando-se logo a seguir, entre
virgulas e precedido da palavra latina apud, o nome do autor e ano do trabalho
efetivamente consultado no qual aparece a referéncia ao autor ndo diretamente lido.
Ex.: “Segundo Gulland, apud Santos (1978), os coeficientes...”.

Como fazer citacdes na listagem de REFERENCIAS DE DOCUMENTOS
IMPRESSOS

# Artigos cientificos sdo listados como segue:

Barbieri, E.; Bondioli, A.C.V.; Henriques, M.B. 2014. Nitrite toxicity to Litopenaeus
schmitti (Burkenroad, 1936, Crustacea) at different salinity levels. Aquaculture
Research, 47(4): 1260-1268. https:/ /doi.org/10.1111/are.12583.

Barbieri, E.; Coa, F.; Rezende, K.F.O. 2016. The exotic species Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) occurrence in Cananeia, Iguape and Ilha Comprida lagoon estuary
complex. Boletim do Instituto de Pesca, 42(3): 479-
485. http:/ /dx.doi.org/10.20950/1678-2305.2016v42n1p479.

As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do autor
principal. Havendo mais de uma obra com o mesmo sobrenome, considera-se a ordem
cronolégica e, persistindo a coincidéncia, a ordem alfabética do terceiro elemento da
referéncia.

Recordando, ap6s o nome dos autores, inserir o ano da publicagdo, o titulo do artigo, o
titulo do periédico (NAO DEVE SER ABREVIADO), o volume, o fasciculo (entre
parénteses) e o nimero/intervalo de paginas.

# A citagdo de dissertacdo e tese, tipos de documentos que se pode utilizar apenas
quando ABSOLUTAMENTE necessario e se estiver disponivel on line, deve ser feita
como segue:

Bernadochi, L.C. 2012. Captacao de sementes em coletores artificiais e cultivo da ostra
perlifera Pinctada imbricata (Mollusca: Pteriidae), Sdo Paulo, Brasil. Sdo Paulo. 75f.
(Dissertacdo de Mestrado. Instituto de Pesca, APTA). Disponivel em:
<http:/ /www.pesca.sp.gov.br/dissertacoes.pg.php> Acesso em: 22 ago. 2014.

# Para livro, também utilizado apenas quando ABSOLUTAMENTE necessério, a
citacdo deve ser:

Gomes, F.P. 1978. Curso de estatistica experimental. 8* ed. Piracicaba: Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”. 430p.

Engle, RF; Granger, C.W.J. 1991. Long-run economic relationship: readings in
cointegration. New York: Oxford University Press. 301p.
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# Capitulo de livro ou publicacdo em obra coletiva, cita-se:

Moraes-Valenti, P.; Valenti W.C. 2010. Culture of the Amazon river prawn
Macrobrachium amazonicum. In: New, M.B.; Valenti, W.C.; Tidwell, ].H.; D’Abramo, L.R.;
Kutty, M.N. Freshwater prawns: biology and farming. Wiley-Blackwell, Oxford. p. 485-
501.

# Leis, Decretos, Instru¢des Normativas e Portarias sdo incluidas na listagem como
segue:

Brasil, 1988. Constituicdo da Republica Federativa do Brasil. Didrio Oficial da Unido,
Brasilia, 05 de outubro de 1988, n°. 191-A, Secao 1, p. 1.

Brasil, 2000. LEI n°. 9.985, de 18 de julho de 2000. Regulamenta o Art. 225, § 1°, incisos
I, II, III, e VII da Constituicdo Federal, institui o Sistema Nacional de Unidades de
Conservacdo da Natureza e d& outras providéncias. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 19
de julho de 2000, n°. 138, Secdo 1: p. 45.

Brasil, 1990. Decreto n°. 98.897, de 30 de janeiro de 1990. Dispde sobre as reservas
extrativistas e da outras providéncias. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 31 de janeiro de
1990, n°. 22, Secao 1, p. 2.

Brasil, 2007. Instru¢do Normativa n°. 02, de 18 de setembro de 2007. Disciplina as
diretrizes, normas e procedimentos para formacdo e funcionamento do Conselho
Deliberativo de Reserva Extrativista e de Reserva de Desenvolvimento Sustentavel.
Diario Oficial da Uniao, 20 de setembro de 2007, n°. 182, Secao 1, p. 102.

ICMBIO - Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade. 2010b Portaria
n°. 77, de 27 de agosto de 2010. Cria o Conselho Deliberativo da Reserva Extrativista
Marinha de Arraial do Cabo/R]. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 01 de setembro de
2010, n°. 168, Segao 1: p. 69.

DE MEIOS ELETRONICOS (periédicos publicados exclusivamente on line;
documentos consultados online e em CD-ROM)

Exemplos:

Lam, MLE,; Pauly. D. 2010. Who is right to fish? Evolving a social contract for ethical
fisheries. Ecology and Society, 15(3): 16. [online] URL:
<http:/ /www.ecologyandsociety.org/voll5/iss3/art16/>

Castro, PM.G. (sem data, on line). A pesca de recursos demersais e suas
transformacoes temporais. Disponivel em:
<http:/ /www.pesca.sp.gov.br/textos.php> Acesso em: 3 set. 2017.

Toledo Piza, A.R.; Lobdo, V.L.; Fahl, W.O. 2003. Crescimento de Achatina fulica (gigante
africano) (Mollusca: Gastropoda) em funcdo da densidade de estocagem. In: Reunido
Anual da Sociedade Brasileira para o progresso da Ciéncia, 55, Recife, 14-18 jul./2003.
Anais... Recife: Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia. 1 CD-ROM.
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