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Glutamina em dietas para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

RESUMO

Este estudo foi realizado no Laboratério de Sistemas de Producdo do Pescado, da
Universidade Federal do Parand, setor Palotina, e teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo de L-glutamina em dietas para alevinos de tilapia do Nilo. Foram utilizados
450 alevinos (linhagem GIFT) revertidos sexualmente, com peso e comprimento iniciais de
0,15 £ 0,03 g e 2,11 + 0,20 cm, distribuidos em um delineamento completamente
casualizado, com cinco tratamentos e seis repeticdes. Os alevinos foram distribuidos em 30
caixas plasticas, com volume atil unitéario de 60 L cada, em uma densidade de 15 alevinos por
caixa plastica. As dietas formuladas foram isoprotéicas (30% de proteina digestivel) e
isoaminoacidicas para lisina e metionina + cistina, e suplementadas com cinco niveis
crescentes de L-glutamina (0; 0,75; 1,5; 2,25 e 3%). Os peixes foram alimentados durante um
periodo de 55 dias, trés vezes ao dia (8, 13 e 18h), ad libitum. A temperatura da agua
permaneceu na faixa média dos 29,5 °C. Os parametros analisados foram: desempenho
produtivo, parametros corporais, composi¢do quimica da carcaca e altura das vilosidades
intestinais. Ao final do periodo experimental, ndo foram observados (P>0,05) efeitos da L-
glutamina sobre o desempenho produtivo e na composicdo quimica corporal dos alevinos. O
aumento nos niveis de L-glutamina nas dietas, ndo influenciou (P>0,05) sobre a altura das
vilosidades intestinais dos peixes. O estudo demonstra que as dietas suplementadas com
diferentes niveis de L-glutamina, durante o periodo de 55 dias, ndo influenciaram sobre o
desempenho produtivo, na composi¢do quimica corporal e altura dos vilos de alevinos de
tilapia do Nilo.

Palavras-chave: crescimento, suplementacao, morfometria intestinal.



Glutamine in diets for Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

This study was conducted at the Laboratory of Fish Production Systems, Federal University
of Parana, Palotina sector, and aimed to evaluate the effect of L-glutamine supplementation
in diets for Nile tilapia fingerlings. Were used 450 fingerlings (GIFT strain) sexually inverted
initial weight and length of 0.15 £ 0.03 g and 2.11 + 0.20 cm, distributed in a completely
randomized design with five treatments and six replicates. The fingerlings were distributed
into 30 plastic boxes, with unit working volume of 60 L each, at a density of 15 fingerlings
per plastic box. The formulated diets were isoproteic (30% digestible protein) and
isoaminoacid for lysine and methionine + cystine, and supplemented with five increasing
levels of L-glutamine (0, 0.75, 1.5, 2.25 and 3%). The fish were fed over a period of 55 days,
three times a day (8, 13 and 18h), ad libitum. The temperature of the water in the range of
29,5 °C. The parameters analyzed were: productive performance, body parameters, chemical
composition of the carcass and height of intestinal villi. At the end of the experimental period
(P>0.05) effects of L-glutamine on productive performance and body composition of the
fingerlings were not observed. Increased levels of L-glutamine in the diet did not influence
(P> 0.05) on the height of intestinal villi fish. The study demonstrates that diets supplemented
with different levels of L-glutamine, during the period of 55 days did not effect on productive
performance, body composition and the villous height of the Nile tilapia.

Keywords: Grown up, supplementation, intestinal morphology.
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1 INTRODUCAO

A partir do levantamento realizado pela Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Agricultura e Alimentacdo (FAO), a producdo aquicola mundial vem apresentando um
crescimento vertiginoso nos dltimos anos, fato este comprovado atraves da piscicultura
continental, que produziu 59,9 milhdes de toneladas no ano de 2010, 7,5% a mais que 2009
(FAO, 2012). O Brasil, por sua vez, acompanha este crescimento forte e continuo,
destacando-se como o terceiro maior produtor aquicola das Américas (FAO, 2012). Em 2010,
a producdo aquicola nacional foi de 479.399 t, apresentando um aumento de 15,3% em
relacdo a producdo de 2009 (MPA, 2011).

De acordo com o MPA (2011), o crescimento do setor no pais apresentou um
incremento de aproximadamente 50% na producdo durante os anos de 2009 a 2011, tornando
a producgdo de pescado a que mais cresceu no mercado nacional de carnes, destacando-se a
piscicultura continental, com cerca de 86% da producéo total nacional (Brasil, 2010). Esta
atividade gera um PIB pesqueiro de R$ 5 bilhdes, mobiliza em torno de 800 mil profissionais
entre pescadores e aquicultores e proporciona 3,5 milhdes de empregos diretos e indiretos
(MPA, 2011).

Segundo o MPA (2011), a criacdo de tilapias representa 39% da producdo da
piscicultura continental brasileira, sendo o Nordeste o maior produtor com cerca de 37,88%, e
em segundo lugar vem a regido Sul com cerca de 26,47%. A tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) é considerada uma das espécies mais indicadas para a criacdo intensiva pela sua
alta taxa de crescimento, adaptabilidade as mudancas no ambiente, facilidade de obtencédo de
larvas e por estar em um nivel tréfico baixo (EL-SAYED, 2006). Podem ser criadas em
ambientes abertos ou fechados, com agua doce, salobra ou marinha e com diferentes niveis
tecnoldgicos (FURUYA et al., 2010). Apresenta habito alimentar onivoro, possui ampla
capacidade de utilizar energia e nutrientes dos ingredientes de origem vegetal e animal,
possibilitando a formulagdo de dietas préaticas de baixo custo ao produtor e de elevado valor
nutritivo ao peixe (PEZZATO et al., 2004).

A criacdo de tilapias comecou a ganhar destaque no cenario aquicola brasileiro a
partir da década de 90. O desenvolvimento de novas técnicas voltadas para a reproducéo e a
selecdo de linhagens mais produtivas contribuiu para impulsionar a producdo (HISANO &
PORTZ, 2007). Com o intuito de melhorar geneticamente o plantel, no ano de 2002, a
empresa GENOMAR, desenvolveu uma nova linhagem da tilapia nilotica, chamada de
Supreme Tilapia, sendo atualmente a linhagem mais produtiva do mundo (ZIMMERMANN
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& FITZSIMMONS, 2004). Podemos destacar, entre suas caracteristicas, 0o seu rapido
crescimento, facil obtencdo de alevinos, boa conversdo alimentar e um melhor rendimento de
filé (FURUYA et al., 2010).

O desenvolvimento de dietas, que apresentem alto valor nutritivo, que sejam
ambientalmente corretas e economicamente viaveis, varia de acordo com o conhecimento
sobre as espécies em producdo, principalmente em relacdo ao manejo alimentar e as
exigéncias nutricionais (PORTZ, 2000). Existe a necessidade de se determinar as exigéncias
nutricionais de aminoécidos para cada espécie, avaliando seus efeitos sobre o desempenho
zootécnico, composicao corporal e sobre a qualidade da carne (PEZZATO et al., 2004).

Dentre os aminoacidos pouco estudados para peixes, alguns podem ser candidatos a
suplementacdo, ja que existem evidéncias recentes que demonstram que esses aminoacidos
possuem funcgdo especifica, atuando na regulacdo metabdlica e necessaria para a mantenca do
animal (LI et al., 2009). Dentre esses aminoacidos pode ser destacada a arginina, glutamina e
glutamato (OEHME et al., 2010).

A glutamina apresenta a¢es importantes sobre a resposta imune e a integridade do
intestino, sendo encontrada nesses Orgdos a principal fonte energética para células de
proliferacdo rapida, a exemplo dos enterdcitos intestinais e linfocitos (CYNOBER, 1999).
Outra vantagem é que este aminoacido fornece metade da exigéncia de nitrogénio para a
sintese de purinas e pirimidinas, importante para a renovacdo celular (LOBLEY et al., 2001).

Sendo assim, é de suma importancia a realizacdo de pesquisas a respeito dos efeitos
da glutamina sobre a mucosa intestinal, nos parametros de desempenho produtivo e 0s niveis

seguros de inclusdo em dietas para alevinos de tilapia do Nilo.

1.1 Cenério Aquicola Mundial

Aquicultura é o cultivo de organismos aquaticos, sob condi¢des controladas, para
beneficios econdbmicos ou sociais, e segundo a FAO (2012), trés fatores caracterizam esta
atividade: o organismo produzido deve possuir ao menos um ciclo da sua vida em meio
aquatico, que exista um manejo para a producéo, e a criagdo deve possuir um proprietario, ou
seja, ndo é um bem coletivo como sdo 0s recursos pesqueiros explorados pela pesca.

A aquicultura, quando comparada aos outros segmentos de produgdo animal, € um dos
ramos que mais cresce no mundo. De 2000 a 2010, a produgdo de organismos aquaticos
cresceu a uma taxa media anual de 6,6%, sendo superior a taxa de crescimento da producao

de frango, que foi de 3,7% a.a. no mesmo periodo (MPA, 2011). Parte desse crescimento
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pode ser creditada a ampliacdo das areas de cultivo, introducdo de novas tecnologias,
melhoramento genético das espécies cultivadas e as pesquisas aplicadas no setor, 0 que vem
contribuindo para uma producdo cada vez maior.

Em contrapartida, a pesca extrativa vem apresentando tendéncias de estagnacao ou
queda desde os anos 90 (Figura 1). Com a super exploracdo dos recursos pesqueiros nas
Gltimas décadas, o crescimento rapido da aquicultura tem sido a Unica forma de acompanhar
esta crescente demanda mundial pelo consumo de pescados (FAO, 2012). Porém, a
aquicultura ainda € uma atividade complementar a exploracdo dos recursos pesqueiros.
Segundo dados da FAO (2012), atualmente, 55% da producdo mundial de pescados sdo
oriundos da pesca extrativa, contra 45% de origem cultivada. Porém, as perspectivas sdo de

que a producéo substitua a exploracao.

160

120

B Aquaculture
B Wild capture

80

40

0
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Figura 1 - Grafico demonstrando a pesca extrativa contra a producdo aquicola, em
milhdes de toneladas, referente aos anos de 1950 — 2010. Fonte: FAO, 2012.

De acordo com o Instituto Earth Policy (2013), a producdo mundial de pescado
cultivado (66 milhdes de toneladas) ultrapassou a producdo de carne bovina (63 milhdes de
toneladas). O peixe € uma excelente fonte de proteina animal e de outros nutrientes
essenciais, contribuindo na alimentacdo de numerosas regides. Em 2006, mais de 75% da
producdo mundial de peixe foi consumida — 16.7 quilos por pessoa — e até 2030 este consumo

deve aumentar para 20 quilos por ano (AES, 2013).
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1.2 Tilapia do Nilo

O nome tildpia abrange cerca de 70 espécies de peixes taxonomicamente classificadas
na familia Cichlidae, nativas da Africa e Palestina (WATANABE et al., 2002). No entanto,
Stickney (1997) afirma que somente as espécies: Oreochromis niloticus, Oreochromis
mossambicus, Oreochromis aureus, Tilapia rendalli e seus hibridos, apresentam interesse
para aquicultura.

A tildpia se espalhou pelo mundo nos altimos 50 anos, sendo hoje produzida em mais
de 100 paises, sendo considerada uma espécie cosmopolita e talvez se torne o mais
importante grupo de espécies aquicolas no século 21 (SHELTON, 2002). A tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) compdem o grupo de peixes que mais cresce em termos de
comercializacdo, especialmente pelo aumento da producdo desta espécie na China e outros
paises em desenvolvimento, como o Brasil (HEMPEL, 2002).

Esta espécie vem sendo considerada uma das espécies mais indicadas para a criacao
intensiva, pois apresenta rapido crescimento, boa conversdo alimentar, consumo de racéo
artificial desde a fase larval (MEURER et al., 2000), facil adaptacdo as mudangas no
ambiente, apresenta um nivel tréfico baixo (EL-SAYED, 2006), utiliza com grande eficiéncia
carboidratos como fonte de energia (TENGJAROENKUL et al., 2000), permitindo desta
maneira a minimizagdo dos custos com sua alimentagdo (PEZZATO et al., 2002). Apresenta
ainda carne branca de textura firme e sem espinhos em “Y”, sendo propicios para a filetagem,
tendo o filé como seu produto final e bastante apreciado pelo mercado consumidor. Muito
provavelmente, devido a todas essas caracteristicas positivas, a tilapicultura contribuiu com
mais de um milhdo de toneladas nas Gltimas estatisticas pesqueiras mundiais da FAO (2010).

No Brasil, a tilapia do Nilo foi introduzida em 1971, trazida da Costa do Marfim
(CASTAGNOLLI, 1992) e hoje representa mais de 90% das tilapias criadas no pais (MPA,
2008). Conforme MPA (2008) foram identificadas 8.855 unidades produtivas desta espécie,
distribuidas por todos os estados do pais, com excecdo do Amazonas, onde a legislacdo
vigente ndo permite a sua criagdo, e a maior concentracdo dos produtores dessa espéecie
ocorrendo nos Estados do Sul, com 41% do total (Figura 1). Segundo MPA (2011), a criagdo

de tilapias representa 39% da producdo piscicola continental brasileira.
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J g U Unidades produtivas de tilapia
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Figura 2 - Distribuicdo das unidades produtivas de tilapia (pontos roxos) em todo
territorio nacional. Fonte: Censo Aquicola Nacional, 2008.

Com o crescimento da piscicultura, a demanda por alevinos de boa qualidade é de
extrema importancia para a cadeia produtiva. A nutricdo nesta fase torna-se um pré-requisito
basico para o sucesso das etapas subsequentes do cultivo (HAYASHI et al., 2002).
Entretanto, a nutri¢do de alevinos € um dos grandes entraves na producdo, a exigéncia de uma
racdo que proporcione um alto rendimento nutricional, baixo custo para o produtor e com
minimo de impacto ao meio ambiente, é fundamental para uma piscicultura sustentavel.
Atualmente, os estudos tendem a buscar solucdes nutricionais, com o uso de dietas

suplementadas por aminoacidos na fase de alevinagem.
1.3 Caracteristicas Morfofuncionais do Intestino de Peixes Teleosteos

O aparelho digestorio dos peixes teledsteos de agua doce vem sendo amplamente
estudado e descrito morfologicamente, para determinar a fungdo das estruturas
especializadas, em relacdo a diferentes habitos alimentares desse grupo (RODRIGUES et al.,
2008). Presente no grupo dos vertebrados, 0s peixes possuem o mais simples ou menos

diferenciado sistema digestorio, de acordo com sua posicdo na escala evolutiva (DE SILVA



16

et al., 1995), mas que apresentam o0 maior nimero de especializacbes morfoldgicas,
provavelmente porque habitam diferentes niveis troficos presentes no ecossistema aquatico
(LOURES et al., 2001).

O intestino dos peixes € um tubo relativamente simples, inicia-se na valvula pilérica e
termina no reto, ndo sendo dividido em intestino delgado e grosso, como nos mamiferos.
Apresenta glandulas digestivas e um suprimento abundante de vasos sanguineos e de linfa,
onde se completa a digestdo iniciada no estdmago. No intestino é onde acontece a maior parte
da absor¢do dos nutrientes, ions e &gua provindos da dieta, sendo os produtos da digestdo
mantidos em solucdo, o que facilita a absorcdo. Nos peixes, além da funcdo de digestdo e
absorcdo, o intestino pode desempenhar outras funcbes, como auxiliar na osmorregulacédo ou
na respiragédo (ROTTA, 2003).

Os peixes sao classificados conforme seu habito alimentar, distintos em: herbivoros,
carnivoros, detritivoros e onivoros (RINGO et al., 2003). Desta forma, apresentam variadas
adaptacdes anatdmicas do aparelho digestdrio, demonstrando estreita relacdo com a natureza
dos alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e o estddio de
desenvolvimento do individuo, manifestados especialmente neste aparelho, por adaptacGes e
modificacbes (ROTTA, 2003; SEIXAS-FILHO et al., 2000).

O intestino possui uma sequéncia de dobras ou pregas, chamadas de vilosidades
intestinais. Os vilos sdo evaginacfes da mucosa (epitélio e lamina propria) que se projetam na
luz do intestino para aumentar a area de superficie para a digestdo e absorcdo intestinal
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) e sdo formados pelas células caliciformes, enterdcitos e
enteroendocrinas (BOLELLI et al., 2002), formando a chamada “borda da escova” (Figura 2).
As células caliciformes que possuem um citoplasma vacuolizado sdo secretoras de
glicoproteinas (muco) e lubrificam e protegem o epitélio do intestino (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004), sendo o enterdcito a célula de absorcdo final e digestdo, as células
enteroenddcrinas sdo produtoras de horménios como gastrina, colecistoquinina, secretina e
polipeptideo inibidor gastrico. As pregas tém como finalidade aumentar a area de absorcéo

intestinal.
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Figura 3 - llustracdo do epitélio intestinal de teledsteos, demonstrando as vilosidades
(A) e ampliado, os enterdcitos (B). ma — membrana apical (com os micorvilos); mb —
membrana basolateral. Capilares arteriais em cinza, capilares venosos em preto — traco fino e
capilares linfaticos em preto — traco grosso. Fonte: Baldisserotto (2002).

A absorcdo e digestdo intestinal estdo relacionadas com a proliferagdo celular que
ocorre nas criptas, pois a medida que suas células sofrem mitoses vao sendo deslocadas para
a regido basal do vilo para que ocorra a diferenciacdo celular, sendo entdo deslocadas para a
regido apical dos vilos para exercerem sua funcdo (BOLELI et al., 2002). Os peixes nao
apresentam criptas como os vertebrados e a funcdo de proliferacdo celular do epitélio do vilo
sdo realizados por células indiferenciadas na base do vilo que fazem inimeras mitoses para
formacéo de novas células (JOBLING, 1995).

O desenvolvimento da mucosa intestinal consiste no aumento da altura e densidade
dos vilos, o que corresponde a um aumento no nimero de suas células epiteliais (enterdcitos,
células caliciformes e enteroenddcrinas). Esse processo ocorre por renovagdo celular
(proliferacdo e diferenciacdo), resultado das divisdes mitdticas realizadas pela célula e pela
perda de células (extrusdo), fato que ocorre normalmente no apice dos vilos (MAIORKA et
al., 2002).

Portanto, o equilibrio entre esses dois processos de renovagdo, garante que as
estruturas da mucosa intestinal sejam mantidas e para que desta maneira ocorra a manutencao
da digestdo e absorcdo dos nutrientes pelos enterdcitos presentes nos vilos. A densidade e o
tamanho dos vilos estdo relacionados com a perda de células e renovacdao celular pelo epitélio
da mucosa intestinal, o desequilibrio do processo de renovacdo celular a favor de um

aumento na proliferagdo tem papel relevante, pois maximiza a digestdo e absor¢éo intestinal



18

para maior ganho de peso. Assim, varios componentes da dieta tém sido testados para
melhorar o crescimento da mucosa intestinal (BOLELI et al., 2002).

Por este motivo, o conhecimento morfofuncional do sistema digestorio dos peixes tem
grande importancia para atender as exigéncias nutricionais, a formulagéo e elaboragdo de
dietas que suprem as exigéncias dos peixes, considerando o habito alimentar e suas

particularidades, buscando melhorias no desempenho produtivo e satde dos animais.

1.4 Glutamina

A glutamina € um aminoacido gliconeogénico mais abundante na circulacdo e no
espaco intracelular, além de ser precursor da sintese de aminoacidos, nucleotideos, &cidos
nucléicos, acglcares aminados, proteinas e muitas outras moléculas importantes
biologicamente (SMITH, 1990). Pode ser sintetizado por todos os tecidos, sendo que, a maior
sintese de glutamina ocorre no musculo esquelético (VAN DER HULST, 1993), possui
funcdes metabolicas especificas e importantes, e é considerado um aminoacido
condicionalmente essencial em algumas espécies, quando ha condig¢des inflamatdrias, como
infeccdo ou ferimento (NEWSHOLME, 2001) ou no caso de quadros de doenca com
catabolismo (SMITH; WILMORE, 1990).

A sua estrutura apresenta dois grupos nitrogenados facilmente mobilizaveis, um grupo
alfa-amino e uma amida (Figura 3), sendo esses grupos nitrogenados o que a diferencia dos
outros aminodcidos, pois funciona como veiculo para intercambio tissular de nitrogénio e
amoOnia da periferia para os 6rgdos viscerais (DARMAUN et al., 2000). Ha duas enzimas
responsaveis diretas pela sintese e degradacdo da glutamina: glutamina sintetase e

glutaminase.
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Figura 4 - Estrutura da glutamina (MURRAY et al., 2002).

A glutamina encontra-se livre em maior quantidade no tecido muscular esquelético e
no plasma, além de ser o principal elemento metabdlito para os enterécitos (MAIORKA et
al., 2002), possuindo funcdo de aumentar a resposta linfocitica a estimulacdo de mitégenos
(TAUDOU et al., 1983), evitando assim o risco de fragilidade da barreira entre o conteddo
bacteriano do limen intestinal e a circulacdo, enfraquecendo o tecido linféide associado ao
intestino (BOELENS et al., 2001). Também pode atuar como sinal ou regulador de demandas
metabdlicas, aumentando a sintese e diminuindo a degradacdo de proteina no musculo
esquelético e estimulando a sintese de glicogénio no figado (HAUSSINGER et al., 1994).
Também possui importancia na gliconeogénese, sintese de uréia, homeostase do pH,
neurotransmissao e diferenciacdo e crescimento celular. A glutamina é o principal substrato
energético de células de proliferacdo rapida, como enterdcitos intestinais e linfocitos ativados
(CYNOBER, 1999).

Logo apos a ingestdo da dieta, a absorcdo de glutamina acontece no lIimen intestinal
por meio das microvilosidades dos enterdcitos, sendo que quanto maior a concentracdo de
glutamina no limen, maior sera seu transporte através do sistema transportador de nitrogénio,
(SOUBA et al., 1990).

Além do importante papel no desenvolvimento da mucosa intestinal, a glutamina
possui também outras funcBes na estrutura da mucosa, como ser precursora de n-
acetilglucosamina e n-acetilgalactosamina para a sintese de mucina e também garantindo a
eficiéncia das juncdes de oclusdo, componentes estes usados para garantir a manutencao da
barreira passiva de entrada bacteriana na mucosa (WU et al., 1995).

A glutamina é considerada um aminodcido ndo essencial, mas em condicBes de
estresse passa a ser essencial, pois o intestino nestas condicdes retira este aminoacido da

circulacédo para apoiar o metabolismo e funcéo celular (WHITNEY et al., 1983). A captura da
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glutamina pelo intestino, rins e linfécitos excede a quantidade liberada e retirada das reservas
disponiveis no organismo. Em situacdes de estresse prolongado a protedlise do musculo
esquelético e a translocagdo de aminodcidos para os 6rgdos aumenta, diminuindo a
quantidade de glutamina no plasma, nos tecidos e na mucosa intestinal que comeca a atrofiar
devido ao aumento da permeabilidade da mucosa intestinal e nimero aumentado de bactérias
(WILMORE et al., 1988). A L-glutamina tem sido bastante utilizada na alimentacdo de
animais monogastricos como aves e suinos (WU et al., 1996; LACKEYRAM et al., 2001),
apresentando efeitos positivos em relagdo a sua utilizagdo, principalmente quando os animais
sdo submetidos a situacdes de estresse. Para peixes alguns estudos ja foram realizados para
determinar a importancia da suplementacdo desse aminoacido para as diversas especies,
sendo encontrados efeitos positivos da suplementacdo desse aminoéacido para melhorar o
desempenho produtivo e também relacionado as caracteristicas morfométricas do intestino.

Yan e Qiu-Zhou (2006) em estudo com juvenis de carpa comum (Cyprinus carpio),
observaram que o0s peixes alimentados com 1,2% de L-glutamina apresentaram melhora no
desempenho, aumento da altura das vilosidades intestinais e melhora na funcéo intestinal dos
peixes com aumento da atividade das enzimas do intestino. Oehme et al. (2010) em estudos
com salméo do Atlantico (Salmo salar) durante a fase de transicdo para o mar observaram
que a suplementacdo de arginina e glutamina na racdo apresentou um efeito positivo sobre a
razdo alimentar e o crescimento dos animais,.

Em estudos com juvenis de tilapia do Nilo (SILVA et al., 2010) observaram que a
adicdo de L-glutamina e L-glutamato (AminoGut®) melhorou o ganho de peso e altura das
vilosidades intestinais dos alevinos, sendo que a inclusdo de 1,67% foi o nivel mais adequado
para promover o desenvolvimento da mucosa intestinal. Ja& Quadros (2010) em estudos
também com tilapia do Nilo observaram efeitos diferentes ja que ndo houve melhora no
desempenho dos animais com a suplementacdo de L-glutamina na racdo, mais quando esses
animais foram expostos a uma infec¢do bacteriana a suplementacdo de L-glutamina na racao
proporcionou a reducdo na mortalidade e nos sintomas da infec¢éo bacteriana.

A nutricdo possui um profundo efeito sobre o desempenho dos animais,
principalmente nas fases iniciais. Informacdes precisas, sobre a nutricdo de alevinos de tilapia
do Nilo séo necessarias, bem como determinar a quantidade e qualidade da racdo e a sua
influéncia sobre a producdo desses animais (EL-SAYED et al., 2003). Esses componentes
denominados de agente troficos estimulam o desenvolvimento da mucosa intestinal,
aumentando a mitose e, portanto, o tamanho dos vilos (MAIORKA et al., 2002). Existem

varios agentes troficos usados na dieta e, entre eles, a glutamina tem sido muito pesquisada
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ndo s para os animais de criacdo, mas também para humanos, por seu papel na manutencéo
da estrutura da mucosa intestinal e também para minimizar os efeitos do estresse a que esses
animais possam ser expostos.

Alguns aminoacidos podem ser candidatos a suplementacdo, j& que existem
evidéncias recentes que demonstram que esses aminoacidos possuem funcdo especifica,
atuando na regulacdo metabdlica necessaria para a mantenca, crescimento, reproducao e
resposta imune (LI et al., 2009). Dentre esses aminoécidos pode ser destacada a arginina,
glutamina e glutamato (OEHME et al., 2010).

Vaérios autores (KITT et al., 2001; SAKAMOTO 2009; ABREU et al., 2010) ja
descreveram o uso de L-glutamina em dietas para suinos e frangos de corte, porém ha poucos
estudos com peixes se comparado aos demais monogastricos. Sendo assim, ndo se sabe ao
certo os niveis de L-glutamina e os efeitos que este aminoacido pode causar as Varias

espécies de peixes existentes.

2 OBJETIVO

Avaliar o desempenho produtivo, a composi¢cdo quimica corporal e a morfometria
intestinal de alevinos de tilapia do Nilo, por meio de dietas suplementadas com os niveis 0;
0,75; 1,50; 2,25 e 3% de L-glutamina.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Sistemas de Producdo do
Pescado, no Setor Palotina da Universidade Federal do Parand, entre os dias 24 de maio e 18
de julho de 2013.

Foram utilizados 450 alevinos de tilapia do Nilo (linhagem GIFT), revertidos
sexualmente durante a fase larval, oriundas da Piscicultura Venites de Toledo — PR, com peso
vivo inicial de 0,15 * 0,03 g, e comprimento inicial de 2,11 = 0,20 cm. Os alevinos foram
distribuidos em 30 caixas plasticas com volume util unitario de 60 L cada, totalizando 15
alevinos em cada caixa plastica, em um delineamento completamente casualizado, com cinco
tratamentos e seis repetigoes.

Cada caixa plastica possui um sistema de aeracao constante, com pedra micro porosa
ligada em uma mangueira conectada a um soprador central de 1 CV, mantendo o oxigénio
entre 6 e 8 mg/L. O sistema de recirculacdo é composto por uma caixa de decantacédo de 500
L com aquecedores com termostato de 3000 W (somadas as suas poténcias) e um biofiltro
fisico-biolégico composto por uma caixa de 500 L. A temperatura da dgua permaneceu na
média de 29,5°C. A troca de agua foi realizada diariamente por meio de sifonagem antes da
primeira e depois da Ultima alimentacdo, para remocao de fezes e residuos, substituindo cerca
de 10% do volume total de cada caixa plastica.

As dietas experimentais (Tabela 1) foram formuladas para serem, isoprotéicas (30%
de proteina digestivel) e isoaminoacidicas para lisina e metionina + cistinas, e suplementadas
com cinco niveis crescentes de L-glutamina (0; 0,75; 1,5; 2,25 e 3%). As dietas formuladas
tiveram como base, o farelo de soja e milho, e éleo de soja.

Para o preparo das dietas, primeiro os ingredientes foram selecionados e processados
em um moinho de facas com peneira de 0,05 mm. Feito isto, os ingredientes secos foram
pesados, e misturados manualmente. Logo apds foi adicionado o 6leo de soja e agua na
temperatura de 55°C, e misturados novamente até se obter uma massa consistente. As dietas
foram entdo peletizados, de acordo com a granulometria da boca dos peixes e colocadas para
secar em estufa de ventilacdo forcada, por um periodo de 24h, a uma temperatura de 50 a
60°C. Posteriormente foram identificadas e armazenadas em freezers para seu uso durante o
experimento.

O arragcoamento foi ad libitum, realizado trés vezes ao dia (8, 13 e 18h) durante 55
dias.
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Tabela 1 - Composi¢do percentual das dietas suplementadas com L-glutamina
Nivel de inclusdo (%)

Ingredientes (%)

0 0,75 1,50 2,25 3,00
Farelo de soja 66,51 66,51 66,51 66,51 66,51
Milho 20,22 20,22 20,22 20,22 20,22
Inerte* 3,00 2,25 1,50 0,75 0
Oleo de soja 4,74 4,74 4,74 4,74 4,74
Fosfato bicélcico 2,77 2,77 2,77 2,77 2,77
Premix vitaminico-mineral* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT ? 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Glutamina 0,00 0,75 1,50 2,25 3,00
Calcario 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Acido linoleico (%) 3,34 3,34 3,34 3,34 3,34
Amido (%) 2137 2137 2137 21,37 21,37
Arginina Total (%) 2,38 2,38 2,38 2,38 2,38
Calcio (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Cistina (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
EDs tilapia (kcal kg™) 3000,00 3000,00 3000,00 3000,00 3000,00
Energia bruta (kcal kg™) 4028,27 4028,27 4028,27 402827 4028,27
Fenilalanina (%) 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
Fibra bruta (%) 3,25 3,25 3,25 3,25 3,25
Fosforo total (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Gordura (%) 6,23 6,23 6,23 6,23 6,23
Histidina (%) 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88
Isoleucina (%) 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Leucina (%) 2,63 2,63 2,63 2,63 2,63
Lisina total (%) 1,93 1,93 1,93 1,93 1,93
Matéria Mineral (%) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Matéria seca (%) 90,22 90,22 90,22 90,22 90,22
PD (%) 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Proteina Bruta (%) 33,52 33,52 33,52 33,52 33,52
Treonina Total (%) 1,29 1,29 1,29 1,29 1,29
Met+cistina total (%) 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97
Valina Total (%) 1,57 1,57 1,57 1,57 1,57
Triptofano Total (%) 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43

! Suplemento mineral e vitaminico (Supre Mais): composicdo por kg: Vit. A = 1200.000 UI; vit. D3 = 200.000 UI; vit. E =
12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit. B1 = 4.800 mg; vit. B2 = 4.800 mg; vit. B6 = 4.000 mg; vit. B12 = 4.800 mg; &c. Fdlico
= 1.200 mg; pantotenato de Ca = 12.000 mg; vitamina C = 48.000 mg; biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg; niacina =
24.000 mg; Fe = 10.000 mg; Cu = 600 mg; Mg = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg; | =20 mg; Co =2 mg e Se = 20 mg;

2 Butil Hidroxi Tolueno.

®Valores calculado segundo NRC (1993).

# Ingrediente utilizado em substituicdo a glutamina.

% Energia digestivel.
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As variaveis quimicas da qualidade de agua (aménia e pH) foram mensurados
semanalmente pela manhd, seguindo a metodologia de Koroleff (1976) para determinacao da
amonia, e para as medidas de pH foi utilizado um pHmetro digital (MS TECPON modelo
MPA 210). A temperatura e 0 oxigénio eram aferidos diariamente, por meio de um oximetro
digital (LT LUTRON modelo 5510), antes da primeira e tltima sifonagem.

Todos os alevinos foram pesados em balanca digital (0,01 g) no inicio e ao final do
experimento. Ao final do periodo experimental, os alevinos foram mantidos em jejum por 24
horas e depois foram abatidos em agua gelada (x 1 °C). Apds isto, os alevinos foram pesados
e medidos individualmente, por meio de balanca digital (0,01 g) e paquimetro (cm),
respectivamente.

Para os parametros de desempenho, foram determinadas as varidveis de peso final (g),
comprimento total (cm), largura (cm), altura (cm), ganho de peso (g) e conversdo alimentar
aparente. Para os parametros corporais, foram avaliados peso total (PT), peso eviscerado
(PEVC), peso do tronco (PTR), peso do hepatopancreas (PHS) e indice hepatossomatico
(IHS). Para a composic¢do quimica corporal, foram quantificados valores de proteina bruta,
extrato etéreo, umidade e cinzas.

Para determinar o ganho de peso, consumo, conversdao alimentar e determinacdo do
indice hepatossomatico, foram utilizados as expressdes descritas por Jauncey & Ross (1982),

respectivamente:
GP = PF - PI

Leia-se:

GP = Ganho de peso (g);
PF = Peso final (g);

Pl = Peso inicial (g).

CONSUMO
GP

CAA =

Leia-se:
CAA = Conversao alimentar aparente;
GP = Ganho de peso (Q).

_ PF
IHS = - X 100
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Leia-se:

IHS = indice hepatossomatico;
PF = peso do figado (g);

PV = peso vivo (g).

Para determinacdo da composicdo quimica corporal, os peixes foram moidos em
moedor de carne até se obter uma polpa homogénea. Posteriormente, no Laboratorio de
Bromatologia da Universidade Federal do Parand, setor Palotina, foram realizadas as analises
de proteina bruta, extrato etéreo, umidade e matéria seca. Seguindo a metodologia descrita
Silva & Queiroz (2002).

Para a morfometria da mucosa intestinal, foram coletadas porcbes de
aproximadamente 5 cm de comprimento do intestino médio (15 cm abaixo da juncdo do
estbmago com o intestino) de trés peixes de cada unidade experimental. As amostras foram
colocadas em placa de isopor, abertas longitudinalmente, lavadas com solucédo salina, fixado
em solucdo de formol a 10% por seis horas, desidratadas em série ascendente de alcool,
diafanizadas em xilol, e incluidas em parafina, para a obtencdo de cortes histolégicos
semiseriados. Foram realizados cortes de 5 um de espessura que foram corados pelo método
de hematoxilina-eosina. A captura de imagens foi realizada em fotomicroscopio ZEISS
(AxioCam ERc 5s) em objetiva de 10X, utilizando o sistema de imagens computadorizado
(Image Pro Plus — Versdo 4.5 - Media Cibernética). A morfometria da mucosa intestinal foi
realizada em 20 vilos por animal, perfazendo um total de 180 medidas por tratamento, sendo
mensurada a altura dos vilos.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (P>0,05) através do

programa SAEG (Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas) da UFV (2007).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis quimicas da qualidade de &gua das caixas experimentais ndo variaram
(P>0,05) em funcdo dos tratamentos, os valores médios para temperatura, OXxigénio
dissolvido, pH e amoénia, foram de, respectivamente 29,5 + 2,3°C, 7,22 + 0,12 mg/L, 6,3
mg/L e 0,07 mg/L. De modo geral, as variaveis quimicas da qualidade da agua do presente
experimento permaneceram dentro da faixa estipulada para a espécie (SIPAUBA-TAVARES,
1995).
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N&o foi observada mortalidade decorrente ao uso de dietas suplementadas com L-
glutamina durante o periodo experimental. Os niveis crescentes de L-glutamina presente nas

dietas ndo influenciaram (P>0,05) no desempenho e na eficiéncia alimentar (Tabela 2).

Tabela 2 - Pardametros de desempenho de alevinos de til&pia do Nilo suplementados com L-
glutamina.

L-glutamina (%)

Variéveis 0 0,75 1,50 2,25 3,00 cv!
Peso final (g) 9,21 8,44 8,51 7,75 9,13 0,59
Comprimento total (cm) 7,79 7,72 7,76 7,44 7,80 0,15
Largura (cm) 1,04 1,05 1,05 0,98 1,04 0,03
Altura (cm) 2,37 2,35 2,36 2,24 2,38 0,06

Rendimento de carcaca (%) 5,36 4,66 4,38 4,32 5,02 0,44
Ganho médio de peso () 6,95 6,38 6,85 577 7,67 0,70
Converséo alimentar 1,30 1,34 1,21 1,34 1,04 0,13

Y Coeficiente de variagdo

Os resultados de desempenho corroboram com os dados obtidos por Quadros (2010),
onde as dietas suplementadas com L-glutamina nao apresentaram melhora no desempenho de
tilapias do Nilo adultas, alimentadas durante 32 dias, em niveis crescentes de 0 a 4% de L-
glutamina. Silva (2008) também ndo encontrou diferenca nos parametros de desempenho de
juvenis de tilapia do Nilo, alimentadas durante 47 dias, com dietas suplementadas com
Aminogut®, em uma proporcéo de 0 a 3% da dieta. No entanto, Yan e Qiu-Zhou (2006), em
estudos realizados com juvenis de carpa comum (Cyprinus carpio), forneceram durante 80
dias, dietas contendo 0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2% de L-glutamina, observaram que 0s peixes
alimentados com 1,2% de L-glutamina demonstraram um efeito positivo nos parametros de
desempenho.

Um melhor desempenho dos animais alimentados com dietas contendo L-glutamina
pode ocorrer devido a glutamina participar do ciclo de uréia e na degradacdo de proteinas.
Além de ser um importante precursor outros aminoécidos, agucares aminados, nucleotideos,
proteinas e outras moléculas biologicamente importantes, conforme descrito por Smith &
Wilmore (1990) e Newsholme (2001). Vérios estudos (WU et al., 1996; LACKEYRAM et
al., 2001; SILVA et al.,, 2010) demonstram a melhora no desempenho e na eficiéncia
alimentar dos animais que receberam dietas contendo L-glutamina. Isto ocorre por causa da
sua capacidade de atuar como regulador das demandas metabolicas, podendo ser aproveitada
como fonte de nitrogénio para promover a sintese de aminoacidos ndo essenciais e para

deposicdo proteica (NEWSHOLME et al., 2003), agindo desta forma como estimulo para
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sintese muscular (FORTI et al., 2003) e reduzindo o catabolismo no mdsculo esquelético,
promovendo um aumento no ganho de peso e crescimento dos animais (NEWSHOLME et
al., 2003).

Embora ndo tenha sido constatada diferenca significativa, foi observado uma
diferenca numérica na conversdo alimentar e no ganho de peso médio dos alevinos, quando o
nivel de suplementacdo de L-glutamina aumentou para 3%. E possivel, que as diferencas
estatisticas do presente estudo ndo tenham sido detectadas, pelo motivo das interacGes
agressivas ocorridas nos cardumes (KAUFMANN, 1983; KARAVANICH et al., 1993),
sendo obervado este comportamento em todas as unidades experimentais.

Né&o foi observada diferenca (P>0,05) na composi¢do quimica corporal dos alevinos
de tildpia do Nilo, alimentados com dietas suplementadas com L-glutamina (Tabela 3),
podendo ser justificada pelo perfil de aminoacidos presente nas dietas serem de alta
qualidade, atendendo todas as exigéncias nutricionais da espécie durante a fase de
alevinagem, ndo acarretando prejuizos aos peixes ndo suplementados com L-glutamina.

Entretanto, observou-se que os valores de proteina bruta e extrato etéreo apresentaram
um aumento do nivel 0% até o nivel maximo de suplementacdo de L-glutamina na racdo de
3%. O aumento de gordura na carcaca pode estar relacionado com a piora na eficiéncia de
retencdo da proteina na carcaca que levou a utilizacdo de aminoacidos e a oxidacdo de seus
esqueletos carbdnicos em lipideo sendo esta depositada na forma de gordura visceral na
carcaca.

A L-glutamina age no transporte de nitrogénio entre os tecidos para a formacdo de
aminoacidos para a sintese de proteina muscular, sendo importante para composi¢do do
musculo esquelético (FORTI et al., 2003). Esta falta de diferencas na composicéo corporal
dos alevinos de tilapia do Nilo pode ter sido ocasionada pelo fato da L-glutamina exdgena ter
maiores efeitos em situacdes de estresse, como infec¢bes e queimaduras (RIBEIRO et al.,
2004).

Tabela 3 - Médias da composi¢do quimica corporal de alevinos de tilapia do Nilo
suplementadas com L-glutamina.

L-glutamina (%)

Variaveis (%) 0 0,75 1,50 2,25 3,00 cv?
Proteina bruta 13,97 14,5 14,01 14,99 15,19 0,55
Extrato etéreo 1,68 2,08 3,69 3,57 3,44 0,94
Agua 74,95 76,01 75,78 75,7 75,69 0,40
Matéria seca 3,73 3,45 2,95 3,38 3,22 0,29

! Coeficiente de variagdo
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As analises morfoldgicas das vilosidades intestinais do segmento médio do intestino
da tilapia do Nilo apresentaram organizacdo normal das tdnicas intestinais compostas pelas
camadas da mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figura 4), independente do nivel de
inclusdo de L-glutamina. A camada mucosa apresentou epitélio simples colunar com células
caliciformes normais, as vilosidades apresentaram aspecto foliaceo e irregularidades quanto a
sua altura, ndo sendo observada a presenca de criptas intestinais. As caracteristicas citadas
para estes animais alimentados com niveis crescentes de L-glutamina se encontram na
normalidade para peixes tele6steos em geral (TAKASHIMA et al., 1995) e também para as
tilapias (GARGIULO et al., 1998).

Na analise morfométrica da altura dos vilos, ndo foram encontradas diferencas
significativas (P>0,05), nos peixes alimentados com niveis crescentes de L-glutamina na
dieta, sendo observados os valores de 349,25; 378,10; 362,51; 325,72 e 350,66 um para 0s

niveis de 0; 0,75; 1,50; 2,25 e 3% de L-glutamina, respectivamente.
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Figura 5 — Fotomicrografia do segmento médio do intestino de alevinos tilapia do
Nilo suplementados com L-glutamina. Em destaque as vilosidades (V), epitélio da mucosa
(M), tdnica submucosa (SM), tanica muscular (MC), tunica serosa (S) e célula caliciforme
(C). Coloragédo HE. Objetiva de 10X.

Yi et al. (2001), apresentam dados semelhantes ao deste experimento em estudos
realizados com frangos de corte, o fornecimento de uma dieta suplementada com 1% de L-

glutamina, ndo influenciou a altura das vilosidades, em comparagéo a dieta controle de milho
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e soja. Kitt et al. (2001) também ndo encontraram diferencas na altura das vilosidades de
suinos suplementados na dieta com 1% de L-glutamina. Porém, alguns autores, em estudos
realizados com peixes relatam sucesso no uso da L-glutamina para promover o crescimento
das vilosidades intestinais, conforme relataram Yan e Qiu-Zhou (2006), onde observaram que
juvenis de carpa comum, alimentados com 1,2% de L-glutamina, demonstraram aumento da
altura das vilosidades intestinais e melhora na funcédo intestinal dos peixes, apresentado uma
alta atividade das enzimas do intestino. Silva et al (2010), concluiram que adic¢do de 1,67% de
L-glutamina e L-glutamato em dietas para juvenis de tildpia do Nilo, é adequado para
promover o desenvolvimento da mucosa intestinal.

O mecanismo pelo qual a L-glutamina estimula a proliferacdo de células intestinais
ndo é bem conhecido. Rhoads et al (1997), em pesquisas realizadas com suinos, sugeriram
que existem dois eventos associados com a oxidagdo da L-glutamina e a proliferacdo de
células intestinais: estimulacio das trocas sodio/hidrogénio (Na*/H") na membrana do
enterécito e aumento da atividade especifica da enzima ornitina descarboxilase (ODC),
aumentando a producdo de poliaminas, que atuam na maturacdo e regeneracdo da mucosa
intestinal (WANG et al., 1998).

Também foi demonstrado por REEDS et al. (2001) que as células das vilosidades e
das criptas intestinais sintetizam simultaneamente a glutamina, sugerindo que este
aminoacido pode ndo ter um papel estritamente metabdlico no intestino. A glutamina
apresenta uma funcdo regulatoria, ativando assim uma série de genes associados com o ciclo
de progressdo das células na mucosa, a anulacdo da sintese deste aminoacido ocasiona na
diminuicdo da proliferacdo e da diferenciacdo de células da mucosa (RHOADS et al., 1997;
BLIKSLAGER et al., 1999; REEDS et al., 2001).

Dietas suplementadas com L-glutamina e fornecidas a animais monogastricos, como
suinos, frangos e peixes, ja foi descrita por diversos autores (WU et al., 1995; MAIORKA,
2000 e 2002; MURKAMI et al., 2007; SAKAMOTO, 2009; YAN e QIU-ZHOU 2006 e
SILVA et al., 2010). Nestes trabalhos, foram demonstradas melhoras no desempenho e nas
caracteristicas da mucosa intestinal, principalmente em condi¢des onde existia desafio,
tornando-se uma ferramenta importante para 0 bom desenvolvimento e mantenga do estado
fisiolégico de animais deprimidos ou submetidos ao estresse.

A falta de resposta na altura das vilosidades, ao qual poderia apresentar alteracdes
funcionais na capacidade de absor¢do da mesma, corrobora com o fato de ndo demonstrarem
alteracOes na organizacdo morfoldgica da parede e no ganho de peso, podendo ser justificado

pela falta de desafio nas condigdes experimentais. A auséncia de efeitos da suplementacéo de



30

niveis crescentes de L-glutamina nas ragGes para a tilapia do Nilo para os parametros de
desempenho, composi¢do quimica da carcaca e morfometria da mucosa intestinal comprova
que para esta fase de vida das tilpias do Nilo ndo ha melhora de desempenho dos animais
alimentados com L-glutamina e que este aminoécido ndo interferiu na composi¢do da mucosa
do intestino dos animais avaliados.

E necessario levar em conta que os melhores resultados obtidos quando adicionado a
L-glutamina na racdo sdo em animais mais jovens, principalmente em suinos durante a fase
de desmama. Desta maneira, é possivel que os melhores resultados com adicdo desse
aminoacido possa ser obtido durante a fase de reversao sexual da tilapia ou em situacGes onde

0S animais sao submetidos a fatores de estresse.

5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as dietas suplementadas com diferentes niveis de
L-glutamina, durante o periodo de 55 dias, ndo influenciaram o desempenho produtivo,

composicdo quimica corporal e altura dos vilos de alevinos de tilapia do Nilo.
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