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Liebl (2019). Exigéncia de lisina para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier,
1818) com base no desempenho produtivo, morfohistoldgico e fisiolégico.

OGANIZACAO GERAL DA TESE

A tese foi estruturada em uma parte introdutéria contendo resumo e abstract, introducao
geral, hipoteses, objetivo geral e objetivos especificos, sequida da parte de desenvolvimento
contendo artigos resultantes dos trabalhos realizados.

Quatro artigos foram gerados em resposta aos objetivos especificos e fundamentados
nas hipdteses alternativas estabelecidas.

O artigo | consiste em um trabalho de revisdo de literatura sobre os aminoacidos
exdgeno, mais utilizados na nutricdo de peixes, suas funcGes organicas, métodos de
determinacéo e exigéncias estabelecidas.

No artigo I, o nivel de exigéncia de lisina para os juvenis de tambaqui foi determinado
atraves das respostas observadas no desempenho zootécnico, e na histomorfologia intestinal e
hepatica. No artigo 11, foram verificados os efeitos da lisina da dieta sobre o hemograma,
composicao bioquimica e sobre a atividade das enzimas digestivas do tambaqui.

O ultimo artigo desta tese apresenta analises da composicao quimica do file, tendéncias
dos rendimentos de produtos, subprodutos e de residuos potencialmente aproveitaveis, e a

composicao do filé de juvenis de tambaqui.
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RESUMO

O nivel de exigéncia de lisina pode ser determinado através de métodos como o dose-resposta
associado ao conceito de proteina ideal, e tende a melhorias no desempenho produtivo,
mantendo a saude do peixe. O objetivo desta tese foi determinar a exigéncia de lisina para
méaximo desempenho de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), concomitante,
verificar a influéncia do aminoacido no hemograma e na bioquimica do sangue, na atividade
das enzimas digestivas, na histomorfologia intestinal e hepética, na composicdo quimica do filé
e nas tendéncias de producdo dos rendimentos do peixe. As variaveis analisadas foram
validadas por ANOVA, teste de Tukey, e analise de regressdo (p<0,05). Os tambaquis (33,88 +
2,479 e 11,72 £ 0,36 cm) foram alimentados com dietas contendo 6,60, 9,72, 12,84, 15,96,
19,08 e 22,20 g. Kg* de lisina total (respectivamente: 0,00, 4,00, 8,00, 12,00, 16,00 e 20,00 g.
Kg* de L-lisina). O ganho de peso relativo, consumo da dieta, indices e teor de gordura, altura
e perimetro do intestino anterior, as taxas de crescimento especifico, de eficiéncia proteica e de
crescimento relativo — peso, 0s pesos e comprimentos dos intestinos, a tunica serosa intestinal,
0 peixe eviscerado, e 0s teores proteicos e lipidicos dos filés, ndo foram alterados pelos niveis
(p>0,05). Outrossim, nao foram constatadas diferencas para as concentracdes de hemoglobina,
hematocrito, CHCM, eosinofilos, mondcitos, trombdcitos, glicose, triglicerideos, para
atividade da amilase, lipase, e para as variaveis morfométricas do corpo do peixe (p>0,05). No
entanto, o peso final (p=0,01), a taxa de crescimento relativo - comprimento (p=0,02), ganho
de peso total (p=0,04), eficiéncia da lisina (p=0,00) e a conversdo alimentar aparente (p=0,00),
diferiram ao nivel 15, 96 g. Kg™ de lisina total. O consumo da lisina (p=0,00) e o comprimento
das nadadeiras (p=0,00) dos tambaquis aumentaram linearmente os niveis de lisina. Tunicas
intestinais nas por¢fes muscular anterior (p=0,00), submucosa anterior (p=0,00) e média
(p=0,01), e mucosa anterior (p=0,00), foram influenciadas pela dieta, bem como, o tecido
hepatico, onde foram verificadas hepatodistrofias e aumento do indice hepatossomatico
(p=0,04). A altura das vilosidades do intestino médio (p=0,01) foi maior no nivel de menor
adicéo de L-lisina (9,72 g.Kg™* de lisina total, 4,00 g de L-lisina) e o perimetro do nivel 12,84
g.Kg? de lisina se sobrepds ao do 22,20 g.Kg™ de lisina. No intestino posterior, altura e
perimetro (p=0,00; p=0,02) expressaram variacdes ndo relacionadas diretamente com os niveis
de lisina. Mucinas cidas foram mais elevadas no intestino anterior com 22,20 g. Kg* de lisina
na dieta (p=0,001). O VCM (p=0,00), HCM (p=0,00), eritrocitos totais (p=0,02), linfocitos
(p=0,00) e neutrdfilos (p=0,00), foram alterados apenas no periodo inicial (p<0,05). Colesterol

(p=0,00) e leucdcitos totais (p=0,02) expressaram influéncias ndo atribuidas a lisina (p=0,00).
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Os tambaquis do nivel 15,96 g. Kg? de lisina alcancaram maior crescimento (p=0,01) e
concentracdo de proteina intestinal (p=0,00) e sanguinea (p=0,01) mais elevada. A razao entre
0 comprimento padrao e total (p=0,00) do corpo dos peixes foi modificada nos niveis 12,84 e
15,96 g. Kg* de lisina (p=0,03). Para pele bruta (p=0,03), a melhor resposta foi verificada no
nivel de 12,84 g. Kg de lisina (p=0,03). O teor de umidade (p=0,00) e os minerais do filé
(p=0,01) foram alterados, respectivamente, com lisina 22,20 g. Kg™ de lisina, € 6,60 e 22,20 g.
Kg? de lisina. O maximo de filé com pele foi estimando em 18,22 g.Kg™ de lisina total
(p=0,001). Desta forma, conclui-se que juvenis de tambaqui possuem exigéncia de desempenho
é 15, 96 g. Kg de lisina total ou 5, 91% da proteina da dieta.

Palavras-chave: zootecnia, aquicultura, nutricdo de peixes, aminoacidos, hematologia.
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ABSTRACT

The level of lysine requirement can be determined by methods such as dose response associated
with the ideal protein concept, and tends to improve yield performance while maintaining fish
health. The objective of this thesis was to determine the lysine requirement for maximum
performance of tambaqui (Colossoma macropomum) juveniles, concomitantly, to verify the
influence of amino acid on blood count and blood biochemistry, activity of digestive enzymes,
intestinal and hepatic histomorphology, fillet chemical composition and yield trends of fish.
The variables analyzed were validated by ANOVA, Tukey's test, and regression analysis
(p<0.05). Tambaqui (33.88 + 2.47g and 11.72 £ 0.36 cm) were fed diets containing 6.60, 9.72,
12.84, 15.96, 19.08 and 22.20 g. Kg* of total lysine (respectively: 0.00, 4.00, 8.00, 12.00, 16.00
and 20.00 g. Kg* of L-lysine). Relative weight gain, diet intake, fat content and index, anterior
bowel height and perimeter, specific growth rates, protein efficiency and relative growth -
weight, bowel weights and lengths, intestinal serous tunic , the gutted fish, and the protein and
lipid contents of the fillets were not altered by the levels (p>0.05). Furthermore, no differences
were found for hemoglobin, hematocrit, MCHC, eosinophil, monocyte, thrombocyte, glucose,
triglyceride concentrations for amylase activity, lipase, and morphometric variables of the fish
body (p>0.05). However, final weight (p=0.01), relative growth rate - length (p = 0.02), total
weight gain (p=0.04), lysine efficiency (p=0.00 ) and apparent feed conversion (p = 0.00)
differed at the level of 15.96 g. Kg* of total lysine. Lysine consumption (p = 0.00) and fin
length (p=0.00) of tambourines linearly increased lysine levels. Intestinal tunics in the anterior
muscle (p=0.00), anterior submucosa (p=0.00) and middle (p=0.01), and anterior mucosa
(p=0.00) portions were influenced by diet as well as such as liver tissue, where
hepatodystrophies were observed and increased hepatosomal index (p=0.04). The height of the
midgut villi (p =0.01) was higher at the lowest L-lysine addition level (9.72 g.Kg™* total lysine,
4.00 g L-lysine) and the perimeter level 12.84 g.Kg™ of lysine overlapped with that of 22.20
g.Kg? of lysine. In the posterior intestine, height and perimeter (p=0.00; p=0.02) expressed
variations not directly related to lysine levels. Acid mucins were higher in the anterior intestine
at 22.20 g.Kg of lysine in the diet (p=0.001). MCV (p=0.00), MCH (p=0.00), total erythrocytes
(p=0.02), lymphocytes (p=0.00) and neutrophils (p=0.00) were changed only in the initial
period (p<0.05). Cholesterol (p=0.00) and total leukocytes (p= 0.02) expressed influences not
attributed to lysine (p=0.00). The tambourines of level 15.96 g. Kg* of lysine achieved higher
growth (p=0.01) and higher intestinal (p=0.00) and blood (p= 0.01) protein concentration. The
ratio between the standard and total length (p = 0.00) of the fish body was modified at levels

12.84 and 15.96 g. Kg ! of lysine (p= 0.03). For crude skin (p=0.03), the best response was
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found at the level of 12.84 g. Kg ** of lysine (p=0.03). Moisture content (p=0.00) and fillet
minerals (p=0.01) were altered, respectively, with lysine 22.20 g. Lysine kg, and 6.60 and
22.20 g. Kg* of lysine. The maximum fillet with skin was estimated at 18.22 g. Kg * total
lysine (p=0.001). Thus, it is concluded that tambaqui juveniles have a performance requirement

of 15.96 g. Kg* of total lysine or 5.91% of dietary protein.

Keywords: zootechnics, aquaculture, fish nutrition, amino acids, hematology.
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INTRODUCAO GERAL

Segundo FAO (2018), a aquicultura mundial produziu 171 milhdes de toneladas de
peixes em 2016, e prossegue na previsdo de 196 milhdes de toneladas de pescado em 2025
(FAO, 2016), o que representa acréscimo de 17% em relacdo a producdo de 2013 a 2015, e
carrega a projecao de aumento em até 39,9 pontos percentuais para a area produtiva que inclui
0 Brasil. No entanto, a concretizacdo desta expectativa aproveitando o potencial produtivo do
pescado nativo brasileiro, requer insercdo e aprimoramento de técnicas que impulsionem o
desempenho do peixe, assegurem maior qualidade do produto, e retorno do investimentos no
animal.

Do total dos investimentos na piscicultura, a nutricdo onera de 60 a 80% e é a vertente
primordial para a produgéo. A fragdo aminoacidica é a mais dispendiosa, necessitando insercéo
na dieta conforme a exigéncia de cada espécie produzida, evitando entraves para o peixe e
perdas para o produtor (Furuyaet al., 2011; NRC, 2011; Oliva-Teles, 2012; Souza et al., 2019).

Os aminoacidos sdo aglomerados quimicos heterogéneos com disposicdo molecular
estruturada, geralmente, em grupamentos carboxilico (-COOH) e amino (-NH3) conectados ao
carbono central (ou carbono alfa), ao hidrogénio (H) e a uma cadeia ramificada lateral (R),
podendo, ainda, se ligar ao enxofre (S) (Campbell & Farrell, 2016; Nelson & Cox, 2018). Tais
compostos sdo vitais para o funcionamento do sistema organico e cooperam com O
fortalecimento e manutencdo do sistema imune, formacdo, crescimento e regeneracdo de
tecidos como filé e vasos sanguineos, producéo das células sanguineas e das bases nitrogenadas
dos nucleotideos, degradacdo de compostos como gorduras, além de atuar na sintese e secre¢do
de hormdnios como a serotonina, que é moderadora do estresse.

Aminoacidos primarios ou padrdo possuem sintese exdgena (essenciais ou
indispensaveis) ou enddgena (nao-essenciais ou indispensaveis). Aminoacidos ex6genos nao
sdo produzidos, ou sdo produzidos em porcdo ndo satisfatoria a necessidade do sistema
bioldgico dos animais, e a aquisicdo organica € realizada através do consumo de dietas
balanceadas com nutrientes intactos (alimento natural) ou suplementadas com nutrientes
cristalinos (processados industrialmente) de acordo com a exigéncia (Nelson & Cox, 2018).

As exigéncias de aminoacidos na nutricdo de peixes sdo mais facilmente encontradas
em plataformas digitais datadas a partir de 1970, sendo numerosas nas décadas de 80 e 90, com
niveis de suplementagdo investigados sob abordagens diferentes na busca pela resposta mais
eficiente e para retorno com maior producgédo animal (Ketola, 1982; Cowey, 1994; Ronnestad et

al., 1999).
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Por ser 0 amino&cido utilizado como referéncia no calculo de determinag&o da exigéncia
para peixes, a lisina (CeéH1aN202; acido 2,6-diaminohexandico) é o aminoacido com mais
informagc6es sobre o nivel necessério para desempenho em muitas espécies. E o aminoacido
mais limitante em alguns vegetais utilizados como fonte proteica na confec¢do das dietas para
peixes e seu deshbalanceamento interfere no aproveitamento de todos os nutrientes pelo
organismo animal (Mai et al., 2006; Ebeneeazar et al., 2019).

A proteina e demais nutrientes dietéticos sdo digeridos por enzimas no estdbmago e no
intestino dos peixes. A hidrélise da fracdo energética da dieta (lipidios e carboidratos),
possibilita o direcionamento da lisina para suas funcGes especializadas no crescimento do peixe,
evitando seu desvio para suprir necessidades da mantenga que podem ser sanadas por nutrientes
mais abundantes e com menor investimento, como os carboidratos (Sunde et al., 2001,
Fountoulaki et al., 2005).

Quando adicionada na dieta incluida na proteina intacta, a lisina provéem da degradacao
proteica, gerando peptideos que séo clivados pela enzima tripsina liberando o aminoacido na
sua forma biodisponivel de L-lisina. No entanto, a lisina pode ser processada industrialmente e
viabilizada para suplementagéo nas dietas como L-lisina (forma cristalina), estando preparada
para absorcdo nos enterdcitos das vilosidades intestinais (Rotta, 2003). Alem dos enterdcitos
ou células absortivas, as vilosidades do intestino sdo recobertas por células enteroendocrinas,
células de paneth e caliciformes, que agem na detec¢do do conteudo do limem, secrecdo da
glicoproteina mucina, protecdo da tdnica mucosa, e na digestdo e absorcdo de nutrientes,
condicionada pela morfometria intestinal e densidade celular das tdnicas, que podem ser
alteradas nutricdo (Silva et al., 2010; Honorato et al., 2013).

A lisina absorvida é transportada pela corrente sanguinea até os tecidos celulares em
gue atua sintetizando e depositando proteina no musculo, aumentando rendimentos do filé no
processo de hipertrofia das fibras, elevando o peso e o comprimento do corpo, cooperando com
melhorias nos indices de conversdo alimentar e na acdo do sistema imunoldgico e propicia
melhor absorcdo dos demais aminoacidos da dieta (Furuya et al., 2006; Gaylord & Barrows,
2009; Furuya et al., 2013; Michelato et al., 2016; Chu et al., 2018; Hua et al., 2019).

Em associacdo com o aminoacido exdgeno metionina, a lisina estimula a sintese do
composto quaternario de amdnio L-carnitina, que captura e mobiliza lipidios de cadeia longa
para a parte interna da mitocondria nas células do figado (hepatdcitos), onde séo catabolizados
e proveem energia (Furuya et al., 2013). Desta forma, quantidades insuficientes de lisina na

dieta podem propiciar 0 acimulo de lipidios sobre os hepatdcitos (esteatose), interferindo
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negativamente nos niveis de colesterol (Grisdale-Helland et al., 2011; Furuya et al., 2013;
Michelato et al., 2016; Hua et al., 2019).

Quando associada a vitamina C, a lisina é modificada em hidroxilisina, e participa da
constituicdo das fibras do colageno juntamente com os amino&cidos enddgenos glicina, prolina
e alanina, que produzem a elastina e conferem resisténcia a matéria, sendo o componente
primordial do tecido conjuntivo (Silva & Penna, 2012).

Por propiciar a liberacdo ou a captura de metabolitos da corrente sanguinea, atuando
sobre a eficicia das defesas organicas, o nivel de lisina na dieta pode se manifestar sobre as
caracteristicas hematol6gicas do peixe. Os estudos hematoldgicos sdo utilizados no
acompanhamento das expressdes fisioldgicas dos peixes e contribuem para atestar a satde do
animal sob a dieta fornecida e demais condic¢des do cultivo, oportunizando modifica¢cdes no
processo de producdo que beneficiem o peixe, caso necessario (Hesser, 1960; Higuchi et al.,
2011; Pereira et al., 2016).

O hemograma consiste na anélise dos eritrocitos, leucocitos e trombocitos, podendo
tornar-se mais eficiente quando associado a analise dos componentes quimicos como a
concentracgdo de proteinas, glicose, colesterol e triglicerideos (Prado et al., 2016). Os leucdcitos,
em suas diferenciacbes (linfocitos, monofilos, neutréfilos, eosindfilos, basofilos), os
trombacitos e os eritrocitos, atuam, respectivamente, na defesa, na coagulacdo e no transporte
de nutrientes pelo sangue (Ishikawa et al., 2008; Ngugi et al., 2015; Lemos et al., 2018).

A nutricdo dos peixes modula caracteristicas histomorfoldgicas e morfofisioldgicas no
trato digestdrio, bem como, a morfometria do corpo dos animais e 0s rendimentos dos produtos
e subprodutos do peixe (Rotta, 2003; Maghelly et al., 2018). As projecdes das medidas,
rendimentos e composicao do filé do peixe sdo fatores determinantes na decisdo da espécie a
ser cultivada, tecnologias aplicaveis ao cultivo e tipo de processamento, sendo relevante e
sustentavel a insercdo de informacgdes sobre subprodutos e sobre residuos possivelmente
gerados (Mafra et al., 2016).

A logistica que envolve dietas com exigéncias nutricionais supridas para desempenho
do peixe, efeitos da nutri¢cdo sobre a fisiologia e tendéncias sobre os rendimentos do pescado,
resulta na padronizacdo do produto e no planejamento das técnicas a serem utilizadas durante
0 cultivo e processamento, demandado para peixes produzidos industrialmente como o
tambagqui.

O tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818), peixe da ordem Characiformes e

familia Serrasalmidae, endémico dos rios Amazonas e Orinoco, possui producdo estabelecida
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na inddstria pesqueira, diminuindo a retirada do peixe do ambiente natural, sendo a espécie
nativa mais produzida no Brasil, com maiores indices na regido Norte, onde é por tradi¢do
altamente valorizado pelo mercado (Aradjo-Lima & Gomes, 2005). E um peixe com adaptagoes
morfoldgicas que condicionam o habito alimentar onivoro, expressa produtividade elevada
através de manejo simples, possui bom rendimento de filé, rapido crescimento, carne com
consisténcia e sabor atrativos, é rustico e adaptado aos sistemas de cultivos comuns no pais
(Aradjo-Lima & Gomes, 2005; Souza & Inhamuns, 2011; Rodrigues et al., 2014; Buzollo et al.,
2019).

No entanto, apesar do bom desempenho tambaqui sob consumo de dietas generalistas
elaboradas para peixes onivoros, a dieta atualmente fornecida nas pisciculturas ndo permite a
expressdo do méaximo potencial da espécie por ndo considerar a exigéncia do peixe para
nutrientes fundamentais no crescimento e formacéo de carne como a lisina.

Diante da extrema caréncia de informagdes sobre exigéncias de aminoacidos para
tambaqui, e necessidade em viabilizar dietas formuladas considerando aspectos intrinsecos da
espécie, como morfologia hepatica e intestinal, rendimentos, comportamento das enzimas e dos
componentes do sangue, o objetivo desta tese foi determinar o nivel de exigéncia da lisina nas
dietas para maior desempenho produtivo de juvenis de tambaqui e verificar a influéncia da

nutricdo sobre os parametros morfohistoldgicos e hematologicos do peixe.

HIPOTESES

As hipoteses estabelecidas nesta tese tem como base os parametros de desempenho
zootécnico, hematologia, enzimas digestivas, morfohistologia e rendimentos do corte de
individuos de tambaqui alimentados com dietas contendo niveis de lisina.

As hipoteses nulas contrariam as hipoteses alternativas e consideram que a exigéncia de
lisina na nutri¢do de juvenis de tambaqui lisina ndo € influenciada pelas variaveis analisadas.
As hipdteses alternativas foram elaboradas com conjuntos de variaveis com potencial para
elucidar sobre a exigéncia de lisina para tambaqui e consistem em:

o Hipdtese alternativa 1 (Hi1): Os parametros de desempenho produtivo, a morfometria
intestinal e a histologia do figado de juvenis de tambaqui alteram de acordo com os niveis

de lisina adicionadas na dieta;
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o Hipdtese alternativa 2 (Hz2): A concentracdo do leucograma, do trombograma, do
eritrograma, da bioquimica do sangue e das enzimas digestivas, sdo influenciadas pela
quantidade de lisina ofertada na dieta para juvenis de tambaqui;

o Hipdtese alternativa 3 (Hs): Os rendimentos dos produtos, subprodutos e residuos, assim
como a composicao quimica do filé e a morfometria do corpo dos juvenis de tambaqui,
tendem a modificar com os percentuais de lisina adicionados na dieta.

Aceitando as hipéteses alternativas como verdadeiras, e por consequéncia rejeitando
hip6teses nulas, fica determinada uma nutricdo especifica para tambaqui na fase juvenil, com
dieta nutricionalmente balanceada, contendo a concentracdo de lisina que atenda as exigéncias
do tambaqui e viabilize aumento nos parametros de desempenho produtivo sem maiores danos
para o peixe.

Aceitando a hipotese nula como verdadeira, fica explicito que a opgéo da nutrigdo de
juvenis de tambaqui com as técnicas e concentracfes de aminoacidos propostas neste trabalho
nédo foram eficientes. Assim, permanece a recomendacdo da concentracédo de lisina seguindo as
concentragdes ja descritas na literatura para outras espécies onivoras e atualmente utilizadas
para tambaqui.

Para tanto, as hipotese foram testadas por meio de investigacdes com objetivos claros e

previamente determinados.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar a exigéncia de lisina para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
nutridos com dietas contendo diferentes niveis de lisina considerando aspectos do desempenho

produtivo, morfohistologia, hematologia e rendimentos.

Objetivos especificos

o Avaliar os parametros do desempenho produtivo, como o0 ganho de peso e a conversdo
alimentar aparente, dos juvenis de tambaqui alimentados com dietas contendo niveis de

lisina, sob influéncia da nutrig&o;
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Analisar se a densidade das tlnicas celulares, concentracdo de células caliciformes,
altura e perimetro das vilosidades intestinais alteram com os niveis de lisina balanceados
na dieta para juvenis de tambaqui;

Averiguar a interferéncia dos niveis de lisina das dietas na organizacao e caracteristicas
dos hepatdcitos, armazenamento lipidico, e peso do figado de juvenis de tambaqui;
Analisar possiveis modeficacdes nas concentracdo do leucograma, trombograma,
eritrograma, de acordo com a adigéo de lisina na dieta para juvenis de tambaqui;
Verificar se a lisina da dieta modifica a composi¢do bioquimica plasmatica e a atividade
das enzimas lipase e amilase em tambaqui na fase juvenil;

Estimar os rendimentos dos produtos, subprodutos e residuos de juvenis de tambaqui;
Verificar a composic¢do bromatoldgica do filé e a morfometria corporal dos juvenis de

tambaqui sob nutricdo com niveis de lisina.
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RESUMO

Os aminoéacidos exogenos estdo entre os componentes de dietas com formulagdes
nutricionalmente ricas utilizadas na nutri¢do de peixes. Este trabalho objetivou investigar
qualitativamente abordagens com experimentagdes, teorias basais e metodologias
utilizadas para determinar as exigéncias dos aminoécidos suplementados em dietas para
peixes, com a finalidade de viabilizar informac6es que possam contribuir com trabalhos
futuros. Foram utilizados 94 artigos, publicados nas plataformas digitais Science Direct,
World wide science, SCIELO e Google Scholar, com as seguintes chave de busca: peixe,
aminodcido, lisina, treonina, metionina, exigéncia e nutricio. Embora melhorias no
desempenho do peixe sejam observadas sob oferta de aminoacidos respeitando a
exigéncia determinada atraves de metodos como, o perfil corporal, o dose-resposta e o
conceito de proteina ideal, os varios métodos utilizados dificultam a visualizagdo dos
resultados de modo mais generalista, e expressa necessidade de padronizagdo. Lisina,
metionina e treonina destacam-se em maior numero de trabalhos devido ao elevado
requerimento dos peixes, facilidade de aquisicao e de determinacéo. A lisina possui maior
limitacdo nas dietas para peixes e atua em conjunto com a metionina na sintese proteica,
enguanto a treonina restringe a sintese de glicoproteinas e de globulinas. Tais nutrientes
e demais aminoacidos ndo possuem exigéncia determinada para algumas espécies de alta
produtividade, especialmente, as nativas. Diante do exposto, as consideracdes finais sao
de que é essencial a continuidade de pesquisas em peixes cultivaveis em pisciculturas
verificando todos os aminoacidos exdgenos, acrescentando analises diversas biologicas e

comportamentais, e incluindo espécies nativas.

Palavras-chave: aquicultura, piscicultura, nutriente, lisina, metionina, treonina
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ABSTRACT

Amino acids are among the components of diets with nutritionally rich formulations used
in fish nutrition. This work aimed to qualitatively investigate approaches with
experiments, basal theories and methodologies used to determine the requirements of
supplemented amino acids in fish diets, in order to provide information that may
contribute to future work. We used 94 articles, published in the digital platforms Science
Direct, World wide science, SCIELO and Google Scholar, with the following search key:
fish, amino acid, lysine, threonine, methionine, requirement and nutrition. Although
improvements in fish performance are observed under amino acid supply while respecting
the requirement determined through methods such as body profile, dose response and
ideal protein concept, the various methods used make it difficult to see results more
generally, and expresses need for standardization. Lysine, methionine and threonine stand
out in a larger number of works due to the high requirement of fish, ease of acquisition
and determination. Lysine has a higher limitation in fish diets and acts in conjunction with
methionine in protein synthesis, while threonine restricts glycoprotein and globulin
synthesis. Such nutrients and other amino acids have no specific requirement for some
high yield species, especially native ones. Given the above, the final considerations are
that it is essential to continue research on fish farms checking all exogenous amino acids,

adding various biological and behavioral analyzes, and including native species..

Keywords: aquaculture, fish farming, nutrient, lysine, methionine, threonine.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, concomitante ao avanco das pesquisas com nutricdo de peixes,
alguns autores se dedicaram a revisar a literatura e reunir, qualitativamente ou
quantitativamente, informacdes obtidas por experimentacdo empirica ou por modelagens
matematica sobre a exigéncia de aminoacidos exdgenos, discutindo os valores obtidos pelos
artigos, a eficiéncia da abordagem utilizada, provaveis entraves, e as tendéncias para analises
futuras em peixes (Ketola, 1982; Cowey, 1994; Ronnestad et al., 1999; Hauler & Carter, 2001;
Bureau & Encarnacdo, 2006; Furuya & Furuya, 2010; Nunes et al., 2014).

Tal simula de conhecimentos promove elucidacdes claras e de modo abrangente sobre
aspectos da exigéncia de aminoacidos em varias espécies de peixes, sendo consolidada como
uma ferramenta Gtil na etapa precedente a investigacdo do nutriente para espéecies de interesse
econémico que ainda ndo possuem os valores de exigéncia determinados, e como uma fonte
segura de recomendacdes a serem seguidas pelas industria de producéo da dieta animal.

A nutricdo de peixes com interesse no aproveitamento dos indices zootécnicos, requer
com primazia a elaboracdo e oferta de dietas com alto valor nutricional, compostas
essencialmente por aminoacidos que supram as exigéncias do peixe (Wilson, 2002; Furuya et
al., 2011; Hua et al., 2019).

Aminoacidos sdo compostos estruturais das proteinas que, de modo geral, diferem entre
si pela constituicdo da cadeia lateral e atuam em diversos locais do organismo animal
executando func@es distintas (Lehninger et al., 2002; Nelson & Cox, 2018). S&o precursores
das bases nitrogenadas que formam os nucleotideos e dos compostos de nitrogénio com origem
ndo proteica e podem ou ndo ser sintetizados em quantidade suficiente pelo organismo animal
(Nelson & Cox, 2018). Esta condicdo propiciou a classificacdo utilizada que os diferenciam em
essenciais e ndo essenciais. Porém, tais terminologias vem sendo questionadas sob o discurso
de que a essencialidade é uma caracteristica abrangente a todos os aminoacidos da dieta,
exogenos ou enddgenos, que a contribuicdo individual com maior ou menor influéncia tem sua
importancia assegurada no balanceamento, e que para alguns, ainda que ndo sejam produzidos
em quantidade satisfatoria para ganhos produtivos, a sintese organica ocorre.

Dentre os aminoacidos de producdo exdgena, cuja suplementacdo dietética é
indispensavel, encontram-se a lisina, a treonina e a metionina, que possui exigéncia nutricional
determinada através de métodos como o dose-resposta, o perfil de aminoacidos e o conceito de
proteina ideal, podendo ser expressa pelo porcentual de proteina bruta tal como ocorre na

determinacédo de exigéncias de animais terrestres (Andrade et al., 2015).
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Os altos niveis de proteinas e aminoacidos nas dietas dos peixes eleva a taxa de excre¢do
de nitrogénio, comprometendo a qualidade da agua e o maior retorno financeiro dos
investimentos com a parcela. O entrave é contornado com 0 conhecimento da exigéncia
aminoacidica e inclusdo de nutrientes cristalinos que permitem elaboracdo da dieta com niveis
correspondentes a0 maximo proveito do sistema bioldgico do peixe, reduzindo o desperdicio
de nitrogénio, favorecendo a sustentabilidade do meio (Araripe et al., 2011; Zaniboni et al.,
2018).

A suplementacdo com aminodcidos nos niveis de exigéncia promovem condicoes
benéficas como maior eficiéncia na rede imunolégica e preservacao da satde do peixe, aumento
no ganho de peso, maior rendimento do filé, melhor composi¢do da carne e menor converséo
alimentar, impulsionando o crescimento da industria de pescado que contribui na manutencao
dos recursos naturais das especies cultivadas (Encarnacdo et al., 2004; Ahmed & Khan 2004;
Brandao et al., 2009; Abimorad et al., 2010; Bomfim et al., 2010; Helland & Grisdale-Helland,
2011; Vasquez-Torres & Arias-Castellanos, 2013; Dairiki et al., 2013; Furuya et al., 2013).

O exposto evidencia a relevancia das pesquisas com exigéncia e suplementacdo de
aminoacidos para peixes em piscicultura e a importancia em agrupar estudos sobre a fisiologia,
metabolismo, e que apresentem os niveis de aminoacidos a serem incluidos nas dietas para

ganhos zootécnicos.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho de revisdo literaria foi realizado utilizando 94 artigos, e citagdes incluidas,
publicados nas plataformas digitais Science Direct, World wide science, SCIELO (Scientific
Electronic Library Online) e Google Scholar, inserindo como chave de busca, nos idiomas
portugués e inglés, as palavras peixe, aminoacido, lisina, treonina, metionina, exigéncia e
nutricdo.

O estudo foi organizado com abordagens sobre a utilizacdo de aminoacidos na dieta de
peixes, expondo 0 modo de absorcao dos nutrientes e os resultados da participacdo na fisiologia
e metabolismo, no primeiro topico. No topico seguinte, ocorre a descricdo dos métodos
utilizados para determinar a exigéncia aminoacidica. No penultimo e no Gltimo tépico séo
apresentadas informagOes substanciais, tradicionais e atuais, sobre a suplementacdo de
pesquisas com determinacdo da exigéncia de lisina, metionina, treonina e demais amino&cidos

exdgenos ao peixe.
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Este conjunto de abordagens objetivou revisar informagdes sobre a importancia da
suplementacdo de aminodcidos exdgenos nas dietas para peixes, respostas experimentais,
métodos para determinacdo da exigéncia nutricional, e identificar exigéncias ja determinadas a
fim de apresentar de forma reunida niveis de exigéncias determinadas e contribuir para

elaboracdo e analises de trabalhos futuros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Digestédo, absorcao, exigéncia e suplementacdo de aminoacidos exégenos

ApoOs a dieta ser desmembrada mecanicamente na cavidade bucal, as fragdes
nutricionais seguem pelo trato digestivo até o estdbmago, onde séo clivadas em meio &cido, e
vao até o intestino, para continuidade do processo em pH alcalino com consequente absorgao
dos nutrientes (NRC, 2011; Portz & Furuya, 2012). No intestino dos peixes, as enzimas
ativadas pelas enteroquinases, como a amilase, a lipase e as proteinases, degradam
guimicamente as particulas que possuem maior quantidade de nutrientes organizados na dieta
em porc¢Oes energética (lipidios e carboidratos) e proteica (proteina e aminoacidos) (NRC,
2011).

As proteinas consumidas pelos peixes séo catabolizadas durante a digestdo enzimatica
resultando em aminoacidos biodisponiveis, ou livres, que sdo absorvidos na membrana
plasmatica dos enterdcitos (células intestinais absortivas e digestivas) presentes nas tdnicas
intestinais (Rotta, 2003; Portz & Furuya, 2012). Apesar da possibilidade de absorcdo da
macromolécula proteica, geralmente, os peixes absorvem com mais eficicia os aminoacidos
gue compdem a proteina, sendo o0 processo realizado por transportadores dependentes ou nao
de Na*, e por difusdo, impulsionados pela bomba de sédio e potassio (Na**K*). Na difusio os
aminoacidos adentram os vasos sanguineos distribuidos pelo intestino e sdo transportados para
tecidos onde realizardo funcdes diversas (Rotta, 2003; NRC, 2011; Portz & Furuya, 2012).

Deste modo, o transporte de nutrientes, o fluxo sanguineo, a captacdo do nutriente pelos
tecidos dos dérgdos e a atividade enzimatica, estdo entre os fatores que moderam o sistema
metabdlico singular e de alta complexidade dos aminoacidos (NRC, 2011).

O processo de transaminacao inicia o catabolismo na maioria dos aminoacidos, por agdo
de aminotransferases, formando acido glutamico perante transferéncia do grupo o -amino para
o carbono a-cetoglutarato. Os aminoacidos glicogénicos e cetogénicos como a treonina,

triptofano, tirosina, isoleucina e fenilalanina, produzem glicose e corpos cetnicos, enquanto a
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lisina e a leucina sdo exclusivamente cetogénicos, gerando metabdlitos como acetoacetil-CoA
ou acetil-CoA (Nelson & Cox, 2011).

Dentre os vérios fatores que causam o catabolismo de aminoacidos, um fator comum é
o desequilibrio entre a oferta e a utilizacdo do nutriente no organismo animal, todavia,
aminoacidos ofertados em niveis equilibrados, respeitando caracteristicas intrinsecas de cada
espécie e a etapa de desenvolvimento da vida do peixe, proporcionam melhorias no desempenho
zootécnico, no indice de sobrevivéncia, rendimento das por¢des comercializaveis, composicao
quimica do filé e do plasma, além de estimular a producdo de metabdlitos que colaboram na
manutencdo do sistema imunoldgico (Takishita et al., 2009; NRC, 2011; Ovie & Eze, 2013;
Furuya et al., 2013).

Os aminoacidos catabolizados promovem grande contribuicdo no suprimento da
demanda energética dos peixes, considerada baixa em relacdo a animais terrestres, sendo a
explicacdo para maior exigéncia de proteina no crescimento dos teleosteos (Kaushik & Seiliez,
2010).

A proteina da dieta ndo possui controle absoluto sobre o catabolismo aminoacidico nos
peixes e as exigéncias sdo influenciadas pelo consumo até o requerimento para maximo
crescimento, o que esclarece a adaptacdo organica aos niveis elevados de proteinas nas dietas,
e 0 metabolismo enzimatico positivo perante ingestdo de aminoacidos em algumas espécies
(Dabrowski & Guderley, 2002; Kaushik & Seiliez, 2010; Hauler & Carter, 2011).

No entanto, é notada uma prevaléncia na expressao dos dados de exigéncia de
aminoacidos para peixes em funcédo da proteina da dieta por ser considerada uma relacdo que
colabora com estabilidade dos valores para uma mesma espécie (Cowey, 1994; Hauler &
Carter, 2011). Tal afirmativa ndo ocorre com todos os aminoacidos e em todas as espécies
(Cowey, 1994), sendo sugestiva nestes casos especificos a utilizacdo de valores percentuais dos
aminoacidos em funcdo do total da dieta.

Para otimizar a utilizacdo dos aminoacidos pelos peixes, algumas estratégias sdo
trabalhadas com base em pesquisas que consideraram o percentual e a relacdo de energia e
proteina digestivel, condicionando o “efeito poupador”, que os dispensa da fun¢do de prover
energia para executar outras habilidades funcionais de interesse para producdo, saude ou
manutencdo da vida (Cho & Bureau, 2001; Nyina Wamwiza et al., 2005).

Peixes de piscicultura obtém os aminoacidos ndo sintetizados pelo organismo e
necessarios para os sistemas bioldgicos, quase que totalmente das dietas comerciais, inseridos
na forma intacta através do ingrediente natural como grdos e cereais, ou processadas

industrialmente como cristais. Para espécies com exigéncia definidas, o uso dos aminoacidos
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cristalinos auxilia na suplementacdo em niveis mais proximos da real necessidade de consumo,
assegurando maior aproveitamento pelo organismo e promovendo diminuigdo do desperdicio
de nutrientes e reducdo de custos com a fragdo proteica da dieta, que é a parcela mais onerosa
e infere até 70% dos investimentos com nutrientes (Furuya & Furuya, 2010; Silva et al., 2018).
Porém, em funcdo da preocupacdo existente com a eficiéncia dos nutrientes processados
industrialmente, aminoé&cidos cristalinos ainda ndo sdo largamente utilizados na piscicultura,
necessitando maior proximidade entre pesquisas, industria de dieta animal e piscicultores
(NRC, 2011).

Apesar de muitos estudos afirmarem a acdo eficiente dos aminoécidos cristalinos na
nutricdo de peixes especialmente para aumentar o desempenho animal, mais estudos s&o
necessarios e tem sido realizados considerando a origem e o processamento do aminoécido, a
influéncia do nutriente sobre a salde, a genéetica, o metabolismo, a fisiologia, e o
comportamento dos peixes, utilizando ferramentas como a hematologia, histologia,
enzimologia, perfil aminoacidico e nutrigendmica.

E provavel que a interferéncia na exigéncia nutricional de aminoacidos extrapole as
condicionantes da dieta, e envolvam fatores ainda ndo considerados nos modelos analisados
para exigéncia e que necessitam de maiores investigacdes, como qualidade da agua, sistemas
de producéo e nivel de estresse.

O hébito alimentar e a idade estdo entre os fatores conhecidos que influenciam a
exigéncia proteica, assim como os fatores antinutricionais e outros elementos associados ao
alimento, como os baixos niveis de lisina ou metionina (Portz & Furuya, 2012).

Dietas para peixes, precisam conter todos os aminoacidos requeridos e ndo produzidos
pelo sistema organico, que sdo a lisina, a treonina, metionina, arginina, triptofano, histidina,
fenilalanina, valina, leucina e a isoleucina (Ruchimat et al., 1997; Wilson, 2002; Mai et al.,
2006). No entanto, a quantidade necessaria de cada aminoacido, para a maioria das espécies de
peixes cultivadas ainda ndo esta estipulada (Wilson, 2002; Tibaldi & Kaushik, 2005; NRC,
2011).

Mesmo que desafiador, considerando a variedade de espécies de peixes cultivadas
mundialmente, e que necessitam dos valores exatos dos dez aminoacidos para melhor
desempenho em cada fase da vida, balanceados na dieta com niveis ideias dos aminoacidos
produzidos pelo corpo, e dos demais nutrientes, conhecer tais valores intrinsecos é essencial
para 0 sucesso produtivo de cada espécie, proporcionando maiores ganhos para produtores.
Desta forma, pesquisas com aminoacidos na nutri¢do de peixes sdo fundamentais para obtencéo

destas respostas imprescindiveis e, consequentemente, para a expansao da piscicultura.
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Os aminoacidos lisina, treonina e metionina, tem sua importancia ressaltada por atuarem
diretamente na maximizagao do crescimento animal, condicionando performance mais elevada
das fibras musculares no periodo do crescimento hipertrofico (Righetti et al., 2011; Michelato
et al., 2016) e sdo largamente testados em diversos estudos experimentais utilizando vérias
espécies de peixes (Silva et al., 2006; Dairiki et al., 2007; Bomfim et al., 2008; Abimorad et al.,
2010; Furuya et al., 2013; Bomfim et al., 2010).

De igual forma, outros aminoacidos exdgenos, como a arginina e o triptofano, também
sdo testados quanto ao uso e eficiéncia na nutricdo de peixes. Além de ser precursor da sintese
da creatina e de estimular producéo de insulina e hormdnios de crescimento, a arginina atua na
excrecdo de nitrogénio, em especial, quando ha excesso de aminoéacidos essenciais na dieta
ofertada, agindo antagonicamente sobre a lisina quando ha desbalanceamento na relagéo entre
estes aminoacidos (Furuya et al., 2013; Tu et al., 2015). Este mecanismo da arginina na
eliminacdo de nitrogénio ao reagir com a lisina, para peixes, ainda requer mais pesquisas para
elucidacao.

Dietas suplementadas com triptofano proporcionam inibicdo da agressividade entre os
peixes, reducdo do canibalismo, e diminui a reativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria - inter-
renal, quando ha reducdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisol. Esta reducéo
hormonal proporciona melhoria das condicGes estressantes que, oportunamente, reduzem a
frequéncia e a quantidade de alimentos ingeridos pelo peixe (Larson et al., 200; Cavalheiro et
al., 2014).

3.2 Métodos comumente utilizados na determinacéo das exigéncias de aminoacidos

A exigéncia nutricional é a quantidade do nutriente necessaria para que o animal
mantenha suas atividades metabdlicas e produtivas, e é determinada atraves de métodos
cientificos. Embora os estudos sobre exigéncias de aminoacidos em peixe sejam realizados ha
mais de seis décadas, o consenso sobre a utilizacdo de um método Gnico na determinacao nao
foi estabelecido, o que facilitaria a posterior comparacao dos resultados entre as pesquisas.

Dentre as varias técnicas utilizadas, o método quantitativo dose-reposta é a escolha de
muitos pesquisadores para determinar a exigéncia de aminoacidos para as espécies de peixes
(Tabela 1). Consiste na oferta de doses diferentes do aminoacido teste, com concomitante
avaliagdo da resposta no animal, através de pardmetros do desempenho como a conversao
alimentar e o ganho de peso (Furuya et al., 2006; Botaro et al., 2007; Abimorad et al., 2010;

Zehra & Khan, 2014). As informac@es fornecidas pelo método possibilitam elaborar curvas
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com tendéncia crescente até a inflexdo, onde por andlise de regressdo é possivel verificar o
menor nivel de adi¢do para maior desempenho, e é seguido com projecoes de formacao de platd
e de respostas decrescentes perante supersaturacdo (Euclydes & Rostagno, 2001). Tais
momentos da curva podem ser descritos, considerando o retorno fornecido pelo animal, como
inicial, quando o nutriente apenas assegura a mantenca, como resposta, quando ha melhorias
nos parametros analisados, como estavel, quando a evolucdo da resposta positiva cessa, e Como
toxico, quando a adicdo do nutriente pode ocasionar prejuizos ao animal em funcdo de
interacdes antagonicas (Figura 1) (Euclydes & Rostagno, 2001; Sakomura & Rostagno, 2007).
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Figura 1. Infografico do comportamento do peixe para um parametro analisado em relacdo a
adicdo de um aminoacido testado pelo método dose-resposta, evidenciando os momentos

caracterizados como: inicial, resposta, estavel e toxico.

Alguns entraves sdo detectados nas analises com dose resposta como a imprecisdo na
interpretacdo das curvas e resultados que ndo expressam a exigéncia dos aminoacidos atraves
do alimento natural com proteina intacta. No entanto, peixes de producéo sdo alimentados com
dietas comercializadas, balanceadas com a proteina intacta, provenientes de vegetais, e
aminoacidos cristalinos, e modelos matematicos sdo estudados de modo que os dados
equacionados se ajustem cada vez a realidade da relacdo bioldgica real entre o animal e o
aminoacido.

Embora os dados obtidos sejam verificados com andlise de variancia seguida de teste de
comparacdo de média, isoladamente, 0 modelo ndo confere a precisdo necesséria (Sakomura &
Rostagno, 2007). Desta forma, as verificacbes prosseguem com analises de regressdo em

modelos lineares e ndo lineares como o linear response plateau (LRP) ou broken line,
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exponencial, quadratico, quadratico com regressdo segmentada e quadratico com plat6, de
acordo com adaptacdes estatistica. Métodos lineares como 0 LRP ndo consideram aspectos
fisiologicos e podem subestimar as informagfes, enquanto o modelo quadrético tende a
superestimar a dose 6tima, no entanto, modelos quadraticos se ajustam bem aos dados obtidos
em anélises de determinacédo de exigéncia nutricional (Sakomura & Rostagno, 2007).

O perfil de aminoacidos corporal é outra metodologia também utilizada por estudiosos
para definir a exigéncia de aminoédcidos em peixes, onde o perfil de aminoacidos
disponibilizado na dieta supre toda demanda nutricional orgénica e propicia o crescimento
6timo (Conceicdo et al., 2003). O método é condicionado pela capacidade absortiva individual
dos aminoacidos e utiliza a relacéo entre cada aminoacido indispensavel na dieta e a quantidade
total de aminoacidos indispensaveis (relacdo A/E), somados a tirosina e cistina, no corpo do
peixe, estabelecido inicialmente através do salmdo prateado (Oncorhynchus kisutch Walbaum,
1792) (Tabela 1) e na sequéncia, verificado para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) e (Salmo salar Linnaeus, 1758) por Wilson & Cowey (1985).

O uso da relacdo A/E infere a necessidade de um aminoécido indispensavel,
normalmente o aminoacido mais limitante na dieta animal, que na nutri¢do de peixes € a lisina,
0 que possibilita produzir respostas superestimadas (NRC, 2011). O fato ocorre porque, ainda
que entre 25 e 55% do aminoacido consumido seja depositado no corpo do peixe, alguns
aminoacidos trabalham preferencialmente na deposicdo da proteina corporal, enquanto outros
atuam no metabolismo do animal (Abimorad et al., 2010; Abimorad & Castellani, 2011).

Assumindo que a relacdo entre aminoacidos no tecido do musculo dos peixes constitui
um perfil ideal, e considerando o método dose-resposta, convencionou-se a elaboracdo da
técnica que utiliza o aminoacido referéncia (estabelecido no método base) e o perfil corporal
do peixe, onde é possivel estimar exigéncias de aminoacidos através de pesquisas que
demandam menores investimentos quanto ao tempo e quanto a recursos financeiros (Pezzato et
al., 2004, Dairiki et al., 2007; Bicudo & Cyrino, 2009; NRC, 2011).

As dietas formuladas para atender a exigéncia de proteina bruta contém altos niveis de
aminoéacidos, ocasionando desbalanceamento na real exigéncia do peixe, que oxida a cadeia de
carbono e desvincula-se do objetivo principal (Ronnestad et al. 2000). Porém, a exigéncia pode
ser determinada através do conceito de proteina ideal, que, segundo o NRC (2011), € o melhor
balanco possivel no requerimento de aminoacidos para o desenvolvimento animal nos
processos de manutencdo bioldgica e crescimento.

Esta definicdo viabiliza a suplementacdo nutricional de aminoacidos na forma cristalina,

em niveis adequados, maximizando a utilizacdo da proteina ofertada e propiciando redugédo no
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percentual desta sem comprometer 0s parametros produtivos, diminuindo a excre¢do de
nitrogenados no meio, e assim, promovendo a sustentabilidade (Bureau & Encarnacdo, 2006;
Botaro et al., 2007; Zaniboni et al., 2018). O conceito de proteina ideal alinhado ao método
dose-resposta tem sido largamente utilizado em pesquisas com dietas compostas por

aminodcidos cristalizados.

3.3 Outros métodos utilizados na determinacéo das exigéncias de aminoacidos

Além dos métodos consubstanciados de determinacdo de aminoacidos, modelos
matematicos (Tabela 1), estruturados pela integracdo de informacdes de diferentes abordagens
metodoldgicas, sdo utilizados em varios trabalhos, permitindo a estimativa da exigéncia
nutricional em funcdo da composicdo da dieta, da etapa da vida, e da taxa de crescimento
(Glencross, 2008; Hua et al., 2019). Estes modelos foram encontrados com aplicacdo na
nutricdo animal em trabalhos publicados desde a década de 60, impulsionados nas décadas
seguintes e permanecem inseridos nos estudos atuais por possibilitar respostas com menor
tempo e custo em relacdo a experimentagdo empirica (Tabela 1).

Todavia, para os modelos matematicos séo atribuidos questionamentos sobre o fato de
estimar a exigéncia de aminoacidos de maneira independente, ndo considerando a interacdo
destes com outros nutrientes importantes para manutencdo do organismo, presentes na dieta do
peixe (Shearer, 1995).

Outrossim, o estudo da oxidacdo dos aminoacidos nos tecidos é utilizado para
determinar a exigéncia em peixes, considerando que para um aminoacido encontrado em
concentracgdes restritas na dieta existe a possibilidade de menor oxidacdo (oxidacéo direta) e
maior sintese de aminoacidos enddgenos, sendo 0 comportamento oposto esperado para 0O
excesso, levando os aminoacidos excedentes a oxidacdo (Ribeiro et al., 2008). A técnica,
embora tenha sido ser utilizada na determinacéo de triptofano e de lisina, ndo mostrou eficiéncia
na determinacdo de outros nutrientes como a arginina, nao sendo recomendada por alguns
autores (Tabela 1) (Wilson 1994; NRC, 2011).

A correlacdo entre aminoacidos biodisponiveis no sangue e no muasculo do peixe
também foi estudada para determinar exigéncia de aminoacidos na dieta, no entanto, em poucos
casos a exigéncia dos aminoéacidos foi confirmada por meio deste método (NRC, 2011).

Niveis mais estaveis de aminoacidos no plasma, sdo esperados mediante uso da
metodologia com manejo alimentar configurada pela reducgéo do intervalo de arragoamento para

definicdo da exigéncia dos peixes (Rodehutscord et al., 2000). A alta absor¢do dos aminoacidos
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ocasiona também reducdo das perdas de amino&cidos cristalinos por lixiviacdo, sendo estes,
mais sollveis no meio aquatico quando comparados aos ligados a proteina (Tantikitti & March,
1995; Zarate & Lovell, 1997; Furuya et al., 2013).

Tabela 1. Principais métodos utilizados na determinacgdo de exigéncia nutricional em animais.

Método Autores Ano
Proteina ideal Mitchel et al. 1964
Perfil de aminoéacido Arai 1981
Riggs 1963
Modelos matematicos
France et al. 1987
Gill et al. 1989
Brookes et al. 1973

Oxidacéo de aminoacidos
Kang-Lee & Harper 1977

Alteracdes no consumo da dieta podem ser indicativo para determinar a exigéncia de
aminoacidos. A caréncia de triptofano, arginina, leucina, lisina ou metionina, podem resultar
em significativa diminuicdo do consumo da dieta (Tibaldi & Kaushik, 2005; Kaushik & Seiliez,
2010). Todavia, é real a necessidade de mais estudos sobre os mecanismos que vinculam
consumo de aminoacidos, exigéncia animal e interacdo de outros nutrientes.

A diversidade de metodologias atualmente utilizadas, pode ser responsavel pela
variabilidade observada nos resultados dos experimentos de determinacdo de exigéncias por
aminoacidos dentro de uma mesma espécie, considerando que existe sinergismo e antagonismo
entre 0s aminodcidos. O fato de as relagdes entre 0s aminoacidos permanecerem constantes nas
varias fases de desenvolvimento dos peixes, ainda que as exigéncias venham a variar, sugere
uma opcdo para padronizar e acelerar o conhecimento sobre as exigéncias aminoacidicas
(Furuya et al., 2005; Araripe et al., 2011).
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3.4 Suplementacdo do aminoacido lisina

Em investigages com exigéncias nutricionais, o aminodcido a lisina tem sido utilizada
como referéncia para determinagdo dos demais aminoacidos no conceito de proteina ideal, dado
a maior facilidade na sua quantificacdo e disponibilidade comercial de cristais com alta
qualidade na forma de L-lisina HCI (Rollin et al., 2003; Furuya et al., 2004; Furuya et al., 2006;
Nguyen & Davis, 2016).

A lisina € um aminodcido ndo sintetizado organicamente pelo peixe (exdgeno), que
possui caracteristicas hidrofilicas, carga positiva, é especialmente direcionado para a deposi¢éo
no tecido muscular dos peixes, participa da producdo do colageno junto a hidroxilisina, é
precursor da carnitina (sintese de L-carnitina) atuante na beta-oxidacdo mitocondrial de acido
graxos e sua suplementacdo em dietas melhora percentual de sobrevivéncia, utilizacdo da
proteina pelo animal, crescimento e demais parametros de desempenho zootécnico (Murillo-
Gurreaetal., 2001; Peres & Oliva-Teles, 2008; Nelson & Cox, 2011; Ovie & Eze, 2013; Furuya
et al., 2013; Madrid et al., 2019). O desequilibrio da lisina nas dietas propicia maiores entraves
no ganho de peso dos peixes, enquanto niveis adequados promovem resultados opostos,
aumentando a conversdo alimentar, o crescimento, o rendimento de carcaca, a retencdo de
nitrogénio, além de prevenir doencas e danos nas nadadeiras (Rollin et al., 2003; Peres & Oliva-
Teles, 2008; Takishita et al., 2009; Dairiki et al., 2013; Ovie & Eze, 2013; Furuya et al., 2013).

Conceitualmente, a lisina é o aminoacido mais limitante em alguns cereais e graos de
uso comum como fonte proteica na nutricdo de peixes, sobretudo quando acrescentados na
composicao da dieta com objetivo de substituir ou reduzir a concentracdo da proteina animal
(especialmente, farinha de peixe) e reduzir os custos (Mai et al., 2006; Ebeneeazar et al., 2019).
A limitacdo de um aminoacido remete a molécula de producdo exdgena incluida na dieta em
concentracdo insuficiente para manutencdo do bom desempenho produtivo do peixe, e a menor
caréncia deste restringe o aproveitamento das demais.

De acordo com Forster & Ogata (1998) e Mai et al. (2006) a exigéncia de lisina na
nutricdo de peixes concentra-se entre 3,7% e 6,2% da proteina dietética (PD), mas, o NRC
(2011) mantém os registros para lisina entre 5,0 e 6,8% da proteina ofertada na dieta.

Assim como acontece com a lisina, muitos trabalhos com exigéncia nutricional de outros
aminoacidos essenciais, também estdo concentrados em peixes na fase juvenil. Isto ocorre,
especialmente em espécies de peixes considerados grandes na fase adulta, porque o0s
investimentos em pesquisas sdo mais custosos, demandando estruturas laboratoriais maiores e

recursos para elaboracdo e manutengdo da dieta durante o experimento, além do fato de que a
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atencdo maior estd voltada para as etapas de crescimento do peixe, onde h& acelerada sintese
proteica.

As exigéncias dos juvenis de yellowtail (Seriola quinqueradiata Temminck & Schlegel,
1845), grass carp ou carpa-capim (Ctenopharyngodon idella Cuvier & Valenciennes, 1844), e
totoaba (Totoaba macdonaldi Gilbert, 1890), foram determinadas respectivamente, 1,66, 2,07
e 1,64 % da dieta (Tabela 2) (Ruchimat et al., 1997; Wang et al., 2005; Madrid et al., 2019).

A exigéncia de lisina para a espécie introduzida, e altamente produzida no Brasil, tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758), foi verificada para juvenis por Furuya et al.
(2006), por Bomfim et al. (2010) e por Furuya et al. (2013), que encontraram os valores de,
respectivamente, 1,44% (5,23% PD), 1,54% (5,5% PD) e 1,31% de lisina digestivel.

Poucas espécies nativas possuem pesquisas com aminoacidos como ocorre com a
exigéncia de lisina para o jundia (Rhamdia quelen Quoy & Gaimard, 1824) e para o pacu
(Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) (Tabela 2) (Montes-Girdo & Fracalossi, 2006;
Abimorad et al., 2010). O tambaqui (Colosssoma macropomun Cuvier, 1818) possui a maior
desvantagem em tecnologias nutricionais, apesar de ser a principal espécie nativa cultivada,
tendo apenas pesquisa recente sobre concentracdo de lisina na fase inicial de vida, determinada
como 2,00% de lisina total (Tabela 2). O fato evidencia a urgéncia de mais pesquisas que
revelem as exigéncias dos peixes brasileiros com alto potencial produtivo, ja inseridos na
aquicultura no pais e que carecem de informacgdes para ajustamento nutricional a fim de

aumentar a produtividade e a economia no cenario regional e nacional.

Tabela 2. Determinacao de exigéncia de lisina em dietas para peixes.

Nome Popular Espécie Lisina (%) Autor Ano
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 1,44 LD ou 5,23 PD Furuya et al. 2006
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 1.31LD Furuya et al. 2013
Tambaqui Colossoma macropomum 1.78 LC ou 2.00 LD Silva etal. 2018
Pacu Piaractus mesopotamicus 1,64 LD Abimorad etal. 2010
Montes-Girdo &
Jundia Rhamdia quelen 4,50 0u5.10 PD Fracalossi 2006
Bijupird Rachycentron canadun 2.33 LD ou 5.30 PD Zhou et al. 2007
Bagre africano Clarias gariepinus 5.70 PD Fagbenroetal. 1998
Tantikitti &
Catfish Mystus nemurus 3.47PD Chimsung 2001
Yellowtail Seriola quinqueradiata 1.66 LD ou 3.85PD Ruchimatetal. 1997
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Red sea bream Pagrus major 3.6a44PD Forster & Ogata 1998
Japanese flounder Paralichthys olivaceus 3.3a4.6 PD Forster & Ogata 1998
Japanese sea bass  Lateolabrax japonicus 2,49-2,61 LD ou5.8-6.07PD Mai et al. 2006
Peres & Oliva-
Turbot Scophthalmus maximus 5,00 PD Teles 2008
Grass carp Ctenopharyngodon Idella 2.07 LD ou 5.44 PD Wang et al. 2005
Totoaba Totoaba macdonaldi 1.64 LD ou 4,60 PD Madrid et al. 2018
Silver pompano  Trachinotus blochii 2.40-2.450LD ou5.71-5.83PD Ebeneezaretal. 2019
Pebbly fish Alestes baremoze 5.00 PD Kasozi et al. 2019

PD: Proteina da dieta. LD: Lisina da dieta. LC: Lisina cristalina.

A formulacéo de dietas com eficécia nutricional depende, do adequado balanco no perfil
de aminoécidos estabelecido a partir de dados consistentes sobre as exigéncias nutricionais
(Bicudo & Cyrino, 2009) e o conhecimento sobre o requerimento de nutrientes, especialmente
a lisina que é aminoacido referéncia, permite a formulacdo de dietas com exatos niveis de
inclusdo, atendendo as caréncias nutricionais intrinsecas para cada espécie e fase de vida.

A lisina cristalina foi introduzida nas dietas para peixes com intuito de equilibrar o
balanceamento nutricional, considerando a caréncia dos ingredientes vegetais, e consolidou-se
diante das observacGes positivas sobre os ganhos do animal (Cowey, 1994; Zarate & Lovell,
1997; Nguyen & Davis, 2016). As tecnologias atuais permitiram formula¢ées com concentrado
proteico de milho com altos niveis de lisina intacta para tilapia do Nilo (O. niloticus) e bagre
americano (Ictalurus punctatus Rafinesque, 1818), que segundo Nguyen & Davis (2016) possui
a mesma eficacia da suplementacdo com lisina cristalina e maior aproveitamento econdmico,
além de grande concentracdo de metionina e outros aminoacidos.

De uma forma ou de outra, a lisina tende a permanecer como referéncia e a ser
adicionada a dieta do peixe para impulsionar o crescimento animal, evidenciando que espécies
com o nivel ideal estabelecido sdo favorecidas perante 0 mercado considerando os maiores

ganhos atribuidos em funcéo do aminoéacido.

3.5 Suplementacédo da treonina, metionina e demais aminoacidos exdgenos

Para a producédo de imunoglobulinas e de mucinas do trato gastrointestinal dos peixes,
a treonina é o aminoacido mais limitante (Silva et al., 2006; Bomfim et al., 2008; Bomfim et

al., 2014). Atua sintetizando proteina com a formagéo de colageno e de elastina, impedindo o
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acumulo de gordura no figado e estimulando o sistema imunoldgico e a atividade do timo
(Ahmed, 2004; Cavalheiro et al., 2014).

A tabatinga (5,31 + 0,24 g), cruzamento de espécies nativas (Colossoma macropomum
x Piaractus brachipomum), foi investigada por Araripe et al. (2011) que verificaram a
necessidade de 1,11% de treonina total nas dietas. O conceito de proteina ideal vinculado ao
método dose-resposta foi utilizado por Silva et al. (2006) para determinar a exigéncia de
treonina para tilapia do Nilo (O. niloticus) (38 a 351 g) que registraram necessidade de 1,35%
de treonina na dieta (5,51% da proteina digestivel) e aumento linear sobre os parametros de
desempenhe, enquanto Bomfim et al. (2008), encontraram niveis de treonina total e digestivel
de 1,11 e 0,99% para as melhores respostas sobre o desempenho de tilapia do Nilo (1,64 + 0,03
9)-

O aminoéacido exdgeno metionina participa de funcdes fisiologicas, como crescimento
do peixe, e fun¢des metabdlicas como o fornecimento de grupo metil via S-adenosil metionina
(SAM) para reacdes de metilacdo (transmetilagdo) nos processos de producéo de proteina, como
a sintese de tiamina e colina, e como sua modificacdo em cistina (Piedras et al., 2004; Bender,
2003; Cavalheiro et al., 2014). Em conjunto com a lisina, a metionina forma a L-carnitina,
precursor da carnitina que atua no carregamento intracelular de acidos graxos para catabolismo
na mitocéndria, auxiliando na regulacdo dos componentes quimicos circulantes,
especificamente triglicerideos e colesterol, influentes na higidez do peixe (Walton et al., 1984).

Quando a exigéncia de metionina ndo € suprida a satde do peixe fica propensa a sofrer
com catarata, como registrado para trutas (Walton et al., 1984), além da inapeténcia e reducao
de crescimento animal. Porém, quando em excesso, a metionina pode prover altas taxas de
aminoacidos para 0 sangue, sem absorcdo, o que igualmente proporciona redugdo no
crescimento (Piedras et al., 2004). Dietas suplementadas de forma balanceada com metionina
tendem a gerar peixes com maior retencdo do nitrogénio e maior crescimento.

A metionina € comumente avaliada em ensaios experimentais juntamente com a cistina,
em decorréncia da probabilidade de ser catabolizada em cistina. Bomfim et al. (2008)
verificaram que a elevacao da relacdo metionina + treonina: lisina cristalina nas dietas no nivel
de 75,5% propiciou maior conversdo alimentar, aumentou a eficiéncia de retencéo de nitrogénio
e do uso da proteina e lisina para ganho de tilapia do Nilo (0,86 £ 0,02 g), sendo os melhores
resultados de desempenho e caracteristicas de carcacga obtidos com aminoacidos sulfurosos com
0,91 e 0,86% na dieta.

Para suplementacdo com aminodcidos cristalinos em dietas préaticas voltadas para tilapia

do Nilo, a recomendag&o do uso de 0,75% metionina é considerada elevada (NRC, 1993). O
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fato foi concluido com base na relagdo metionina: cistina dos ingredientes normalmente
utilizados em dietas comerciais, que é de aproximadamente 1:1, condicionando a vertente da
inclusdo de aminoécidos sulfurados em torno de 1,50%, elevando também o custo da producéo
(Furuya et al., 2013).

A suplementacdo de metionina cristalina para tilapia do Nilo cultivada no Brasil foi
viabilizada pelos menores niveis de exigéncias de metionina estimados por meio de ensaios
experimentais no pais, onde foram determinados metionina + cistina como em
aproximadamente 60% da lisina da dieta, ou 0,9% da lisina cristalina (Furuya et al., 2004;
Bomfim et al., 2008; Quadros et al., 2009; Furuya et al., 2013).

Triptofano, arginina, fenilalanina, leucina, isoleucina e valina, além da importancia no
equilibrio aminoacidico, possuem funcdes especializadas no sistema bioldgico do peixe. No
entanto, mesmo para espeécies de peixes como a tilapia do Nilo, que possui grande quantidade
de pesquisas e de informacdes nutricionais, poucos séo os dados disponiveis sobre as exigéncias
destes aminoacidos, 0 que propicia o uso do perfil de aminoacidos na relacdo AAE/L para
estimar o requerimento nutricional (Figura 2) (Teixeira et al., 2008; Furuya et al., 2013).

Kasozi et al. (2019) estimaram as exigéncias dos dez aminoacidos exogenos da dieta,
somados a cisteina e tirosina (endogenos), para o teleosteo africano pebbly ou peixe dos seixos
(Alestes baremoze Joannis, 1835). Os resultados expressos sob a concentracdo de lisina
conhecida no percentual da proteina (5,00% de lisina para 100g de proteina) mostram uma
similaridade com respostas verificadas na literatura para os onivoros tilapia do Nilo (O.
niloticus), bagre americano (Ictalurus punctatus Rafinesque, 1818), carpa comum (Cyprinus
carpio Linnaeus, 1758), e aruand africano (Heterotis niloticus Cuvier, 1829) (Figura 3) (Kasozi
et al., 2019). A espécie africana é potencialmente produtiva, portanto, as estimativas sdo
informacdes iniciais que precisam ser testadas pelo método dose-resposta. O caminho tomado
pelos pesquisadores é propicio para espécies ainda ndo efetivadas na psicultura, no entanto, o
mesmo percurso experimental necessita ser persistido, com ainda mais urgéncia, para as muitas
espécies ja inseridas lucrativamente em cultivos de peixe e que ndo possuem exigéncias de

aminoacidos determinadas.
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Figura 2. Infografico da relagdo entre aminoacidos exdgenos, incluindo cistina e tirosina, e 0

aminoacido referéncia lisina (AAE/L %) para tilapia do Nilo (O. niloticus) (Adaptado de
Teixeira et al., 2008; Furuya et al, 2013).
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Figura 3. Infogréafico da exigéncia de aminoacidos exdgenos, incluindo cistina e tirosina, para

0s peixes onivoros juvenis pebbly (Alestes baremoze), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),

bagre do canal (Ictalurus punctatus), carpa comum (Cyprinus carpio), e aruand africano

(Heterotis niloticus), evidenciando o aminoacido limitante lisina (Adaptado de Kasozi et al.,
2019).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Para este trabalho de revisdo de literatura, as consideracdes finais sdo de que ha uma
necessidade em continuar as pesquisas com aminoacidos para as tantas espécies de peixes
produzidas, incluindo espécies nativas brasileiras, procurando acrescentar informagdes
refinadas para as diferentes etapas de crescimento, aumentando a variabilidade dos testes
biol6gicos e comportamentais, buscando padronizacdo em relacdo a outras pesquisas ja
realizadas, possibilitando maior eficdcia no uso dos aminoéacidos expressos nos ganhos

produtivos nas pisciculturas.
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RESUMO

Este trabalho objetivou determinar a exigéncia de lisina com base no desempenho
produtivo de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818), e verificacdo da
morfohistologia intestinal e hepética. Os juvenis (33,88 + 2,479 e 11,72+ 0,36 cm) foram
distribuidos em 18 tanques (310 L), sob delineamento com tratamentos correspondentes as
dietas contendo 6,60, 9,72, 12,84, 15,96, 19,08 e 22,20 g. Kg™ de lisina total (respectivamente:
0,00, 4,00, 8,00, 12,00, 16,00 e 20,00 g. Kg* de L-lisina). As variaveis foram validadas com
ANOVA, teste de Tukey e regressao quadratica e linear. Nao foi observado efeito no ganho de
peso relativo, consumo da dieta, indices de gordura visceral, teor de deposicdo de gordura,
altura e perimetro do intestino anterior e sobre as taxas de crescimento especifico, de eficiéncia
proteica e de crescimento relativo para peso (p>0,05). O peso final (80,69 g; p=0,01), taxa de
crescimento relativo para o comprimento (143,95%; p=0,02), ganho de peso total (46,79 g;
p=0,04) e conversdo alimentar aparente (1,45 g/g; p<0,001), expressaram diferenca em lisina
total 15,96 g.Kg?, assim como estimado na regressdo quadratica para a eficiéncia alimentar
(p=0,02). O consumo da lisina cresceu proporcionalmente aos niveis de lisina. Os pesos e 0s
comprimentos dos intestinos, ndo alteraram (p>0,05). A tdnica serosa intestinal ndo se
diferenciou (p>0,05), enquanto a muscular anterior (p<0,001), submucosa anterior (p<0,001) e
média (p<0,01), e mucosa anterior (p<0,001), variaram nas porc¢des. A altura das vilosidades
do intestino médio (p=0,01) foi mais expressiva no nivel de menor adi¢do de L-lisina (9,72
g.Kg! de lisina total, 4,00 g de L-lisina). O perimetro do nivel 12,84 g.Kg™ foi superior ao do
nivel 22,20 g.Kg* de lisina. No intestino posterior, as varricdes verificadas na altura e no
perimetro (p=0,00; p=0,02) ndo foram relacionadas com os niveis de lisina. Mucinas acidas
foram mais elevadas no intestino anterior com 22,20 g. Kg de lisina na dieta (p=0,001). Foram
identificadas alteracfes no indice hepatossomatico (p=0,04) e hepatodistrofias (degeneracéo
hidropica, desarranjo cordonal, hepatocitos com citoplasma claro e esteatose leve) nos figados
de peixes com baixos niveis de lisina. Conclui-se que a exigéncia de lisina nas dietas de juvenis
de tambaqui para maximo desempenho é 15,96 g.Kg* de lisina total ou 5,91% da proteina da

dieta.

Palavras-chave: piscicultura, nutricdo, aminodcido cristalino, producdo animal, teledsteo
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ABSTRACT

This work aimed to determine the lysine requirement based on the productive performance of
tambaqui juveniles (Colossoma macropomum Cuvier, 1818), and verification of intestinal and
hepatic morphohistology. The juveniles (33.88 £ 2.47g and 11.72 + 0.36 cm) were distributed
in 18 tanks (310 L), under a design with treatments corresponding to diets containing 6.60, 9.72,
12.84, 15.96, 19.08 and 22.20 g.Kg™ of total lysine (respectively: 0.00, 4.00, 8.00, 12.00, 16.00
and 20.00 g of L-lysine). The variables were validated with ANOVA, Tukey test and quadratic
and linear regression. No effect was observed on relative weight gain, diet intake, visceral fat
indexes, fat deposition content, height and perimeter of the intestine and on specific growth,
protein efficiency and relative weight growth rates (p>0.05). Final weight (80.69 g; p=0.01),
relative growth rate for length (143.95%; p=0.02), total weight gain (46.79 g; p=0, 04) and
apparent feed conversion (1.45 g/ g; p<0.001) expressed a difference in lysine 15.96 g.Kg?, as
estimated in the quadratic regression for feed efficiency (p=0.02). Lysine consumption
increased in proportion to lysine levels. The weights and lengths of the intestines did not change
(p>0.05). The intestinal serous tunic did not differ (p> 0.05), while the anterior muscular (p
<0.001), anterior submucosa (p<0.001) and medium (p <0.01), and anterior mucosa (p<0.001) ,
varied in portions. The height of the midgut villi (p=0.01) was more significant at the lowest L-
lysine addition level (9.72 g.Kg™* total lysine, 4.00 g L-lysine). The perimeter of level 12.84
g.Kg? was higher than the level of 22.20 g.Kg™ of lysine. In the posterior intestine, the
variations in height and perimeter (p=0.00; p =0.02) were not related to lysine levels. Acid
mucins were higher in the anterior intestine at 22.20 g. Kg* of lysine in the diet (p=0.001).
Changes in the hepatosomal index (p=0.04) and hepatodystrophies (hydropic degeneration,
cordonal disruption, hepatocytes with clear cytoplasm and steatosis) were identified in fish
livers with low lysine levels. It is concluded that the requirement of lysine in the diets of
tambaqui juveniles for maximum performance is 15.96 g. Kg* of total lysine or 5.91% of

dietary protein.

Keyword: fish farming, nutrition, crystalline amino acid, animal production, teleost
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1. INTRODUCAO

A lisina é um aminoéacido exdgeno, descrito como essencial, indispensavel para as
atividades fisioldgicas dos peixes, e a L-lisina é sua forma biodisponivel, absorvida pelas
células das vilosidades intestinais e direcionada para tecidos e 6rgdos onde assume funcGes
importantes, tais como a sintese de proteinas, deposi¢do de fibras musculares, crescimento
corporal, ganho de peso, conversdo alimentar, além de contribuir para oxidacdo de acidos
graxos e melhoria das respostas imunoldgicas, e influenciar na estrutura histoldgica e fisiologia
de tecidos em drgdos responsaveis pelo desempenho do animal como o intestino e figado
(Furuya et al., 2006; Furuya et al., 2013; Hua et al., 2019).

A lisina consumida pelos peixes cultivados tem procedéncia quase exclusiva das dietas
industrializadas e seu melhor nivel de inclusdo pode ser determinado por meio de relagdes
minimas e proporcionais entre a lisina e os demais aminoacidos (proteina ideal), concomitante
a expressdo do desempenho do peixe perante 0 aumento dos niveis do nutriente limitante
(método dose resposta) (Sakomura & Rostagno, 2007; Bomfim et al., 2010).

Os aspectos morfohistologicos dos érgédos digestivos sdo moldados pelos nutrientes das
dietas com influéncia sobre a densidade das tunicas celulares e das células caliciformes, altura
e perimetro das vilosidades, estando intimamente vinculados aos processos de digestdo e defesa
da mucosa intestinal que condicionam o desempenho dos animais e éxito da producéo de peixes
(Rotta, 2003; Rocha et al., 2016).

Aminoacidos sdo catalisados nos enterocitos da mucosa intestinal, que possuem acgdes
digestorias e absortivas, e se intercalam com outras células, incluindo as caliciformes que
secretam mucinas acidas ou neutras, durante absorcdo (NRC, 2011; Portz & Furuya, 2012).
Células caliciformes tem caracteristicas como as microvilosidades, que na presenca de
nutrientes pode aumentar a area de superficie em até 20 vezes, e por consequéncia, elevar a
altura e o perimetro das vilosidades (Junqueira & Carneiro, 1999).

O tecido hepatico é sensivel a variacBes nas dietas sendo capaz de armazenar e produzir
proteinas como a albumina e outros compostos nutricionais e disponibiliza-los via fluxo
sanguineo, além disso, a organizacao estrutural dos hepatocitos séo influenciados e interferem
em atividades bioldgicas vitais como a sintese e estocagem de lipidios, participando diretamente
do provimento de energia e metabdlitos essenciais para o desempenho do peixe (Pinheiro et al.,
2017).

A inclusdo de aminoacidos cristalinos nas dietas de peixes é investigada a fim de
compreender o nivel 6timo para espécies de interesse econémico, visando a adi¢do de doses

precisas com subsequente aumento da produtividade animal (Ahmed & Khan, 2004; Furuya et
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al., 2006; Zhou et al., 2007; Grisdale-Helland et al., 2011; Michelato et al., 2016; Silva et al.,
2018).

O tambaqui (Colosssoma macropomun Cuvier, 1818) é um teledsteo nativo amazonico
com habito alimentar onivoro, excelente qualificacdo para a piscicultura e manejo nao
dificultoso sob confinamento, apresentando boa converséo alimentar, facilidade na aquisicdo
de juvenis, rendimento do filé em torno de 27% do peso vivo, além de carne com textura e sabor
fortemente apreciados pelo mercado na regido Norte do Brasil (Aradjo-Lima e Gomes, 2005;
Souza & Inhamuns, 2011; Rodrigues et al., 2014; Buzollo et al., 2018).

Embora seja consubstanciada e crescente a producdo do tambaqui em todo territério
brasileiro, as informacdes nutricionais existentes sao insuficientes para elaboragédo de uma dieta
intrinseca ao peixe, necessitando utilizar dados conhecidos para outras espécies de
comportamento alimentar similar, desconsiderando peculiaridades estruturais do trato
digestorio, aptidbes fisioldgicas e metabolicas, na potencializacdo do desempenho animal
(Rodrigues, 2014; Ribeiro et al., 2016), considerando a auséncia de informagdes e a necessidade
de uma dieta precisa, este trabalho objetivou determinar a exigéncia da lisina nas dietas para o

desempenho de juvenis de tambaqui, e sua influéncia sobre a morfometria do tecido intestinal.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Etica animal

O experimento foi desenvolvido em conformidade com os regimentos dos principios
éticos na experimentacdo animal considerados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), mediante aprovacdo das Comissdes de Etica no Uso de
Animais — CEUA’s da Universidade Federal do Amazonas sob protocolo n° 005/2016 e da
Universidade Nilton Lins sob protocolo n® 003/2017.

2.2. Local do experimento, aquisicdo e aclimatacao dos peixes

Foram adquiridos juvenis de tambaqui Colossoma macropomum com peso Vvivo médio
inicial de 33,54 + 1,9 g e comprimento de 11,72+ 0,36 cm, transportados da Estacdo de
Piscicultura de Balbina - Centro de Treinamento, Tecnologia e Produgdo em Aquicultura -
CTTPA, Presidente Figueiredo - AM, até o Laboratorio de Producdo de Organismos Aquaticos

- LaPOA(q da Universidade Nilton Lins - AM, onde permaneceram sob aclimatacdo por dez
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dias, com distribuicdo aleatéria em 18 tanques (10 peixes/tanque) de polietileno (310 L),
aerados, com filtro bioldgico, sendo arracoados com dieta comercial (28% de proteina bruta)

até o inicio do experimento.

2.2.1. Monitoramento da qualidade da agua

Por todo o periodo experimental as concentragdes de oxigénio dissolvido (mg. L),
temperatura (°C) e o potencial hidrogeniénico (pH) foram mensurados diariamente com
aparelho multiparametro (Horiba® G-50, Quioto, Japdo). Amostras da agua dos tanques
experimentais foram coletadas semanalmente para a determinagédo das concentracfes de nitrito
(mg. L) com kits colorimétricos (Alfakit®, Floriandpolis, Brasil) seguindo protocolo do
fabricante.

A qualidade da agua foi mantida com auxilio de filtro bioldgico, sifonamento diario dos
tanques e reposicdo do volume retirado (20%), com troca de 80% da quantidade a cada sete
dias. A agua de reposi¢édo foi armazenada sob aeracdo continua em tanques com capacidade
para 1000 L, submetidos a testes regulares para verificacdo do teor de cloro (Cloro Test,
Labcon®, California, U.S.A).

Os indices de pH (5,74 + 0,07) foram mantidos entre 4,0 e 6,5 conforme recomendado
para tambaqui por Aride et al. (2004). A temperatura da agua dos tanques (26,25 + 0,06 °C) foi
mantida na zona térmica Otima para desenvolvimento de peixes de dguas quentes (25 a 32°)
(Reboucas, et al., 2014). As concentracdes encontradas para oxigénio dissolvido (4,95 + 0,32
mg. L; acima de 4 mg. L) sdo favoraveis para o cultivo de peixes (Boyd, 1990; Araujo-Lima
& Gomes, 2005; Mendonga et al., 2012). Os valores de nitrito encontrados (0,00 e 1,0 mg/L),
permanecem inferior a 0,1 mg. L, teor estressante e que restringe o cultivo de peixes
(Schimittou, 1993).

2.3. Dietas experimentais

Seis dietas (27 % de proteina bruta) contendo niveis do aminoacido lisina nas
concentragdes 6,60, 9,72, 12,84, 15,96, 19,08 e 22,20 g. Kg!, respectivamente, 0,00, 4,00, 8,00,
12,00, 16,00 e 20,00 g. Kg? de suplementagdo com L-lisina HCI (Ajinomoto®, Chuo, Japan)
(Tabela 1), foram formuladas segundo Furuya et al., (2006) e Rostagno et al., (2011) e
extrusadas (rosca simples: 2,5 mm) no Laboratério de Aquicultura do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amaz6nia - INPA, Manaus - Amazonas.
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Para a extrusao, os ingredientes (Tabela 1) foram moidos finamente em moinho de faca
(Tecnal®, Piracicaba, Brasil), somados aos aminoacidos cristalinos, homogeneizados e
umedecidos (20% de agua) a 50°C. As dietas confeccionadas foram secas em estufa de
ventilacdo forcada (55°C) por 24 horas, analisadas bromatologicamente (AOAC, 2005) e
armazenadas para o fornecimento até a saciedade aparente (ad libitum) na frequéncia de quatro

vezes ao dia (8, 11, 14 e 17 horas) para os juvenis de tambaqui monitorados por 90 dias.

Tabela 1. Valores calculados e determinados para as dietas elaboradas com niveis crescentes

de lisina para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).

Lisina (g.Kg™)

Ingredientes? (g.Kg™?) 6.60 9.72 12.84 1596 19.08 22.20
Milho 356.20 360.20 364.20 368.20 372.20 376.20
Glaten de milho 60 230.00 230.00 230.00 230.00 230.00 230.00
Quirera de arroz 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00
Farelo de trigo 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00
Farinha de peixe 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00
Fosfato bicalcico 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
Oleo de soja 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Suplemento mineral e vitaminico® 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00
Calcério calcitico 500 500 500 500 500 5.00
Bicarbonato de sddio 200 200 200 200 200 2.00
Antifungico 200 200 200 200 200 200
Antioxidante BHT* 020 020 020 020 020 0.20
Aminoécidos cristalinos! (g/Kg)

L-4cido glutamico 50.00 42.00 34.00 26.00 18.00 10.00
DI-metionina 250 250 250 250 250 250
L-triptofano 160 160 160 160 160 1.60
L-valina 1.00 100 100 100 100 1.00
L-arginina 250 250 250 250 250 250
L-histidina 250 250 250 250 250 250
L-isoleucina 250 250 250 250 250 250

L-fenilalanina 250 250 250 250 250 250

73



Liebl et al. (2019) Aquaculture Nutrition

Artigo Il
L-treonina 2.50 250 250 250 250 250
L-lisina 0.00 400 800 12.00 16.00 20.00
Nutrientes *
Proteina bruta 2 (%) 26.62 27.16 26.40 26.97 26.83 27.67
Lipidios totais * (%) 400 400 400 4.00 4.00 4.00
Energia bruta (Kcal/Kg) 3601.0 3613.6 3626.2 3638.8 3651.4 3664.0
Umidade 2 (%) 551 476 428 569 628 552
Minerais totais 2 (%) 508 499 504 513 514 4091
Célcio * (%) 110 110 110 110 110 1.10
Fadsforo disponivel t (%) 070 070 070 070 0.70 0.70

1Composicdo calculada segundo Furuya et al. (2006) e Rostagno et al. (2011)

2Composigao analisada (AOAC, 2005)

3Suplemento mineral e vitaminico (composigéo por kg do produto): Selénio: 75,00 mg; cobre: 2.000,00 mg; cloreto de
colina: 125,00 g; manganés: 3750,00 mg; zinco: 20,00 g; ferro: 15,00; iodo: 125,00 mg; niacina: 7.800,00 mg; acido
félico: 750,00 mg; &cido pantoténico: 3.750,00 mg; biotina: 125,00 mg; vitamina C 53,00 g; lodo: 125,00 g; vitamina
A: 2.000.000,00 UI [; vitamina D3: 500.000,00 Ul; vitamina E: 15.000,00 Ul; vitamina K3: 1.000,00 mg; vitamina B1:
2.500,00 mg; vitamina B2: 2.500,00 mg; vitamina B6: 2.000,00 mg; vitamina B12: 5.000,00 mg.

4BHT: Butil-hidroxi-tolueno

2.4. Coleta de dados

No periodo inicial do experimento (N=9) e no periodo final (n=9 peixes por dieta;
N=54) os peixes, em restricdo alimentar por 24 horas, foram escolhidos aleatoriamente,
anestesiados (benzocaina 100 mg. L), eutanasiados com anestésico em alta dosagem de
(benzocaina 250 mg. L) seguido de sec¢do medular (Underwood et al., 2013). Na sequéncia,
foram seccionados por incisdo dorso ventral para extracdo, pesagem (0,001 g) e fixacdo dos
tecidos hepético e intestinal em solucdo de Davison, e para retirada da gordura visceral
verificada na analise de higidez. Os dados biométricos peso (g) e comprimento (cm) foram
coletados utilizando balanca digital (precisdo de 0,001g; Gehaka®, Séo Paulo, Brasil) e

ictibmetro.

2.5. Desempenho Zootécnico
Os parametros de desempenho zootécnico foram verificados através de férmulas:

o Ganho de peso total, GPT (g) = Peso médio final (g) — Peso médio inicial (g);
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Ganho de peso realtivo, GPR (g) = 100 x [(Peso final (g) — Peso inicial (g) )]/
Peso inicial (g);

Consumo da dieta, CD (g) = Peso final da dieta fornecida (g) — peso inicial da
dieta fornecida (g);

Consumo de lisina cristalina, CL (g) = [Consumo da dieta (g) x Nivel da L-
lisina (g)]/ 100;

Conversdo alimentar aparente, CAA (g/g) = CD (g) / GPT (g);

Taxa de crescimento relativo para o peso, TCR-P (%) = [Peso final (g) / Peso
inicial (g)] x 100;

Taxa de crescimento relativo para o comprimento, TCR-C (%) = [Comprimento
final (cm)/ Comprimento inicial (cm)] x100;

Taxa de crescimento especifico, TCE (%) = 100 x {[Peso final (g) — Peso inicial
(9)]1/ Tempo (dias)};

Fator de condicéo, FC = [Peso (g) x 100]/ Comprimento (cm);

Taxa de eficiéncia alimentar, TEA (%) = [(GPT(g) / CD(9)];

Taxa de eficiéncia protéica, TEP (%) = [GPT(g)/ Proteina Bruta consumida(g)]
x 100;

Taxa de eficiéncia da lisina, TEL (%) = {GPT(g)/ [CD(g) x Lisina(g)]}x100.

Na verificacao da higidez a gordura visceral e os figados foram pesados em balanca com

precisdo de 0,001g e calculados segundo Grisdale-Helland et al. (2011) e Furuya et al. (2004):

IH= (Peso do figado/ Peso do peixe) *100; onde: IH= indice hepatossomatico;

IGV= (Peso da gordura visceral/ Peso do peixe) * 100; onde: IGV= indice de

gordura visceral;

TDG= (Peso da gordura visceral/ Peso do peixe); onde: TDG= Teor de

deposicdo de gordura.

2.6. Morfohistologia

Os tecidos hepaticos (n: 5/dieta) e os tecidos intestinais segmentados nas porcdes

anterior (1A), média (IM) e posterior (IP) (n: 5/porcéo/ dieta), com cortes transversais, foram

acondicionados em cassetes histoldgicos, fixados por 24 horas em solugéo de Davison (330 mL
de alcool etilico 95%, 220 mL de formol 40%, 115 mL de &cido acético glacial, 335 mL de

agua destilada), desidratados em concentragdes crescentes de alcoois e incluidos em resina
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histoldgica (Technovit®, 71000, Kulzer Hanau, Germany) conforme protocolo estabelecido
pelo fabricante.

As laminas foram confeccionadas em triplicata na espessura de 3 um, utilizando
micrétomo semiautoméatico (SLEE®, CUT 5062, Mainz, Germany) no Laboratorio de
Morfologia Funcional da Universidade Federal do Amazonas - UFAM. Posteriormente,
Iaminas do figado e do intestino foram coradas com hematoxilina e eosina — HE para anélise da
altura e perimetro das vilosidades intestinais, e verificacdo dos hepatécitos. As laminas do
intestino também receberam os corantes Azul de toluidina e Alcian Blue (AB) pH 2,5 para
analises, respectivamente, da densidade das tnicas celulares serosa, muscular, submucosa e
mucosa, e da densidade das células caliciformes secretoras de mucinas 4cidas. Todas as ldminas
foram analisadas em microscépio optico (Leica®, DM 500, Wetzlar, Germany) com camera
acoplada (32 megapixel) para captura de imagens.

Para a analise histomorfométrica, o peso (g), o comprimento total (cm) e o comprimento
relativo dos intestinos (CRI: Comprimento do intestino/ comprimento do peixe) foram
verificados, precedendo a confeccdo de lIaminas (Rotta, 2003; Lopes et al., 2010).

A densidade (volume fracionario ou Delesse) das tunicas serosa, muscular, submucosa
e mucosa das vilosidades intestinais nas por¢cdes segmentadas foi trabalhada para os tambaquis
alimentados com dietas comerciais no periodo inicial e para os tambaquis nutridos com dietas
experimentais, utilizando o software de avaliacdo estereologica STEPanizer® (Tschanz, Burri
& Weibel, 2011).

Em cada lamina histoldgica do 1A, IM e do IP, quatro vilosidades foram selecionadas
de acordo com a visibilidade das tunicas, sendo vinte vilosidades por por¢do (N: 60 por dieta).
Sobreposto a imagem digital (20x) foram computados pontos equidistantes (144), desprezando
espacos vazios ou conteudos diferentes das tdnicas e vilosidades analisadas.

A altura e o perimetro das vilosidades foram analisadas nos cinco peixes coletados (n:
4 vilosidades/peixe; N: 60 vilosidades por dieta) utilizando o software de avaliacao histologica
Image J® (SciJava consortium, Madison, U.S.A.). A altura foi verificada medindo do apice a
base de cada vilosidade e o perimetro, seguindo o contorno da area de cada vilosidade,

conforme Ferreira et al. (2014).
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2.7. Andlise Estatistica

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado, contendo seis
tratamentos e trés repeticGes. Apos as verificacbes da normalidade e da homogeneidade dos
dados as informacg6es foram submetidas a Andlise de Variancia (ANOVA) (p<0,01 e p<0,05),
teste de comparacao multipla de Tukey, e verificacdo com modelos de regressdo quadratica e
linear. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com uso do software estatistico R® (r-
project, Auckland, Nova Zelandia), verséo 3.5.3.

3. RESULTADOS

3.1. Desempenho zootécnico

Né&o foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos para os parametros
de peso inicial, ganho de peso relativo, fator de condi¢do, consumo da dieta e taxa de
crescimento especifico (p>0,05) (Tabela 2).

A incluséo dos niveis de lisina ndo reduziu o consumo da dieta, e 0 consumo da lisina
cristalina (L-lisina) expressou crescimento positivo (p=0,00) mediante acréscimo dos niveis da
dieta sob efeito da regressdo logistica [y= 1.6032+16.2419 (+2.3454x); R2= 0.97].

Para o peso final (PF) foi verificado diferenca significativa na ANOVA (p= 0,01) e
efeito linear positivo para a incluséo de niveis de lisina suplementada com L-lisina na dieta (y=
61,59+ 9,28x; p<0,001). Os niveis com 15,96 g. Kg? de lisina e 22,20 g. Kg* de lisina
(respectivamente, 12,00 e 20,00 g de L-lisina) apresentaram maiores pesos finais pelo teste de

comparacdo de médias (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios de desempenho e taxas nutricionais de juvenis de tambaqui

(Colossoma macropomum) alimentados com dietas contendo niveis crescentes de lisina.

Lisina (g. Kg™)

Desempenho produtivo 6.60 9.72 12.84 15.96 1908 2220 DP CV (%) 9P
Peso inicial (g) 31.00 3220  32.97 33.90 3443 3880 247 144 0.07
Peso final (g) 5809a 68.02a 67.84a  8069b  70.79a  79.86b 7.72 2.15 0.01 *
Ganho de peso total (g.peixe) 27.09a 35.82a 3487a 46.79 b 36.36a 41.06a 6.01 3.20 0.04*
Ganho de peso relativo (%) 87.39 11124 10579 13801 10559 10584  14.98 2.65 0.28
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Conversdo alimentar aparente (kg.kg?) 2.12a 176 a 1.74a 145b 1.73a 1.74a 020 215 0.00 *
Taxa de crescimento especifico (%) 0.30 0.36 0.35 0.42 0.35 0.35 0.03 184 0.29
Fator de condicéo final (g.cm™) 1.97 1.94 1.94 1.78 1.72 1.85 0.09 0097 0.25
Consumo da dieta (g) 57.45 62.87 60.70 67.79 62.80 71.45 459 142 0.23
Consumo de lisina cristalina (g) 0.00 0.25b 0.49c 0.81d 1.13e 1.43f 0.49 16.93 0.00 *
IH (%) 1.82ab 249a 1.16b 1.59 ab 194ab 217ab 042 22.70 .04*
IGV (%) 2.88 3.14 2.58 231 3.08 3.03 0.30 10.53 0.24
TDG (9) 2.28 2.66 221 1.84 2.83 2.26 032 13.69 0.27
Taxas nutricionais e de crescimento
Taxa de crescimento especifico (%) 0.30 0.36 0.35 0.42 0.35 0.35 0.03 184 0.29
TCR-P (%) 188.12 21116  206.21 240.26 206.09 20724 1545 142 031
TCR-C (%) 120.35a 12845a 13043a  143.95b 140.63a 135.78a 7.88 1.15 0.02*
TEP (%) 1.77 212 2.18 2.52 2.15 2.01 022 201 0.10
TEA (%) 0.47 0.57 0.57 0.69 0.57 0.58 0.06 2.09 0.06
TEL (%) 0.0a 142.80d 72.14c 57.30¢c 36.00b 28.81b 40.71 12.96 0.00*

IH: Indice hepatossomético; IGV: indice de gordura visceral; TDG: Teor de deposicéo da gordura visceral; TCR-P: Taxa de
crescimento relativo (peso); TCR-C: Taxa de crescimento relativo (comprimento); TEP: Taxa de eficiéncia proteica; TEA:

Taxa de eficiéncia alimentar; TEL: Taxa de eficiéncia da L-lisina.

1Desvio padrdo; 2Coeficiente de variacdo; 3Andlise de variancia (p<0,05); P: Probabilidade de significancia; *: Diferenca
significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Na andlise de regressdo do ganho de peso total (GPT) a variavel apresentou resposta
ascendente e exponencial (p<0,02) na propor¢do em que o aminoacido lisina foi adicionado a
dieta [y= 1,4887 (©0%): R2= 0,27], e 0 melhor resultado foi verificado no nivel de 15, 96 g. Kg"
! de lisina total.

Outrossim, para a conversao alimentar aparente (CAA), onde o resultado de 1,45 Kg.
Kg observado no nivel com 15,96 g de lisina (p= 0,03) foi a resposta mais satisfatoria. Foram
verificados valores decrescentes que melhor se ajustaram ao modelo estatistico de regressao
quadratica (y= 2.10619048-0.84142857x+0.34523810x2; R2= 0.47) com lisina total na dieta
estimada em 15,97 g. Kg*, proporcionando CAA de 1,59 Kg. Kg* (p<0,01) (Figura 1).
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Figura 1. Efeito da regressdo quadratica na relacdo da conversdo alimentar aparente - CAA com os niveis de lisina

em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).

Nas taxas do crescimento relativo para o peso, da eficiéncia proteica e eficiéncia
alimentar ndo foram constatadas variagdes entre as medias (Tabela 2). A taxa de eficiéncia da
lisina cristalina (TEL) decresceu com aumento dos niveis a partir da menor adi¢do de L-lisina
(0,40 g de L-lisina em 9,72 g.Kg™ de lisina total) (p<0,001).

A tendéncia da taxa de eficiéncia alimentar (TEA) sob efeito quadratico foi expressa
pela equagdo y= 0,4728+0,26x-01078x?, com a TEA estimada em 0,63 no nivel lisina 15,96
g.Kg? (p<0,02) (Figura 2).

A taxa de crescimento relativo para o comprimento (TCR-C) evoluiu positivamente sob
influéncia dos niveis de lisina até 15,96 g.Kg*, com aumento do comprimento em até 143,9%
em relacdo ao tamanho inicial (11,72 £ 0,36 cm), seguido de reducdo até a maxima
concentracdo do aminoéacido na dieta (Figura 2).

Na equacéo da TCR-C sob efeito quadratico (y= 119,0607+28,27625x-9,593006x2) 0 X
critico foi de 14,70 g.Kgde L-lisina ou 17,82 g.Kg* de lisina total, com previsdo do percentual

de 139,89% para a variavel analisada (p<0,04) (Figura 2).
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Figura 2. Efeito da regressdo quadratica sobre a taxa de crescimento relativo para o crescimento e sobre a taxa de

eficiéncia alimentar dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com niveis de lisina.

As informagdes obtidas para o indice de gordura visceral e para o teor de deposicdo de
gordura ndo foram significativas nas analises de variancia e de regresséo (p>0,05) (Tabela 2).
Porém, o indice hepatossomatico foi influenciado pelo efeito do tratamento nos niveis 9,72 e

12,84 g. Kg* de lisina, quando comparados entre si (p= 0,04) (Tabela 2).

3.2. Morfohistologia intestinal

As médias dos pesos e dos comprimentos totais e relativos dos intestinos ndo diferiram

entre si para 0s juvenis de tambaqui dos tratamentos com lisina (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Morfometria do intestino dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) sob
dietas contendo niveis de lisina.

Lisina (g. Kg™?)

2cV
Intestino 660  9.72 1284 1596  19.08 2220 IDP (%) 1p
PIn (g) 041 056 0.35 040 050 057 0.082 355 0.22
Cl (cm) 1767 2066 1871 2054 2281 2204 1777 171 0.16
CRI 125 133 1.20 127 137 133 005 083 0.59

PIn: Peso total do intestino (g); Cl: Comprimento do intestino (cm); CRI: Comprimento relativo do intestino (cm.cm™).

1Desvio padréo; 2Coeficiente de variacdo; 3Analise de variancia (p<0,05); P: Probabilidade de significancia.
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Na verificacdo da densidade das tunicas celulares do intestino de peixes que receberam
dietas elaboradas com niveis de lisina e dos peixes do periodo inicial ndo foram identificadas
diferencgas significativas para a tlnica serosa nas porcdes anterior (p= 0,27), média (p= 0,25) e
posterior (p= 0,17).

Com excecdo dos juvenis alimentados com 12,84 g. Kg! de lisina, houve diferenca
estatistica na tunica muscular (MU) anterior em todos os tratamentos quando comparados aos
peixes coletados no periodo inicial. Nas por¢des média e posterior, 0 percentual de tunica
muscular n&o foi influenciado pelos niveis de lisina (p>0,05) (Tabela 4).

Na submucosa intestinal (SM) da porcao anterior foi identificada diferenca entre 0s
tambaquis de todos os niveis de lisina e os tambaquis do periodo inicial (p=0,00) (Figura 3).
No intestino médio, a submucosa apresentou alteracdo (p=0,01) sob influéncia da dieta com
lisina em 9,72 g. Kg* em relagdo a lisina 15,96 g. Kg* e lisina 22,20 g. Kg*. Nao foram
verificadas alteracdes com significancia na submucosa do intestino posterior (p>0,05) (Tabela
6).

Para a tunica mucosa (MC) do intestino anterior foi constatada influéncia de lisina sobre
todos os tratamentos do periodo final comparados com o periodo inicial (Figura 3), e alteragédo
entre as dietas com 15,96 e 19,08 g. Kgde lisina (p=0,00). Nas porcdes média e posterior do
intestino dos juvenis de tambaqui, a significancia estatistica entre as dietas experimentais néo

foi registrada (p>0,05).

Tabela 4. Densidade (volume fracional ou Delesse) das tunicas celulares serosa, muscular,
submucosa e mucosa das porcOes anterior, média e posterior das vilosidades intestinais dos

juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) sob dietas com incluséo de lisina (g. Kg?).

Lisina (g. Kgt)

Tunicas
intestinais (%) Inicial 6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 2220 IDP 2CV (%) p
Serosa

Anterior 1075  13.59 10.62 11.94 1386 1478 977 177 273 0.25
Médio 6.38 8.87 7.15 9.09 8.09 583 6.07 124 3.19 0.27
Posterior 13.66  11.75 8.83 9.09 1254 1059 999 167 3.16 0.17
Muscular

Anterior  12.86b 21.20a 1452a 159lab 16.89a 1534a 125la 271 3.23 0.00 *
Médio 8.81  11.09 1228 1156 1094 10.01 1278 271 3.23 0.35
Posterior 16,57  18.77 1541 1156 1551 1519 1379 207 271 0.29
Submucosa
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Anterior 16.24b 28.80a 1221a 17.05a 17.13a 19.31a 1350a 502 531 0.00*
Médio 791ab 1063ab 8.95b 13.22ab 9.6la 870ab 11.27a 502 531 0.01*
Posterior 1348 1751 1455 1322 1522 13.67 1492 136 183 0.14
Mucosa
“Anterior  59.96a 36.4lbc 62.62bc 55.10bc 52.03b 50.57c 64.21bc 877 3.41 0.00 *
Médio 76.90 69.41 7162  66.13 7135 7546  69.88 8.77 3.42 0.16
Posterior 56.29 51.96 6122  66.13 5673 6055 61.30 423 1.42 0.23

Desvio padrdo; 2Coeficiente de variacdo; 3Andlise de variancia (p<0,05); P: Probabilidade de significancia; *: Diferenca
significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Figura 3. Fotomicrografia das vilosidades do intestino anterior evidenciando as tanicas serosa (SE), muscular

(MU), submucosa (SM) e mucosa (MC) do juvenil de tambaqui (Colossoma macropomum) do periodo inicial da
experimentacdo (isento da nutricdo com dietas experimentais) (A) e do periodo final (B). Azul de toluidina,
Objetiva 40x.

Na verificacdo das vilosidades do intestino anterior sob Regressao linear, o perimetro
foi estimado pela equacdo y=4655,23+442,23x, R?=0,27. No intestino médio, a menor e a maior
altura foram verificadas em, respectivamente, 19,08 g. Kg* e 9,72 g. Kg* (p=0,01), sendo o
menor e o maior perimetro verificados em 19,08 g. Kg* e 12,84 g. Kg!, respectivamente
(p=0,04). No perimetro (p=0,00) e na altura (p=0,02) das vilosidades do intestino posterior, a
alta variabilidade expressa impossibilitou associacdo com efeitos ocasionados pelos niveis de
lisina (Tabela 5).

82



Liebl et al. (2019) Aquaculture Nutrition
Artigo Il

As células caliciformes (AB positivo em pH 2,5; glicoproteinas &cidas) do intestino
médio e posterior ndo se diferenciaram. No intestino anterior, o nivel com lisina 22,20 g. Kg™*
apresentou elevacdo em relacdo aos demais (p=0,001), e pela equacdo quadratica y=9,773164-
17,70579x+12,94298x2, R2=0,38, o nivel critico de lisina foi determinado em 0,68 g. Kg* ,

sendo o numero de células 3,71 mm2.

Tabela 5. Células caliciformes (CC), altura e perimetro das vilosidades intestinais nas por¢des
anterior, média e posterior dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) sob dietas com

inclusdo de lisina (g. Kg*t).

Lisina (g. Kg™)

2CV

6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 22.20 IDP (%) 3p
1A
Altura
(um) 143.91 14158  148.28 136.95 121.28 126.12 96.50 135 0.10
Perimetro
(um) 451.60 45328 45125  417.75 368.62 385.27  339.69 153 0.05
cC
(mm?) 6.50 a 7.71a 8.92a 6.99a 433a 31.82b 9.39 23.61 0.001*
M
‘Altura
(um) 150.68ab  537.32b 136.09a 111.72a  88.57a 98.93a  157.97 15.17 0.01*
Perimetro
(um) 400.27ab 357.46ab 450.40a 421.86ab 339.97ab  335.21b  43.07 2.12 0.04*
cC
(mm?) 2.17 20.25 22.18 25.32 15.91 14.95 743 841 0.56
IP
‘Altura
(um) 161.94a  73.78ab  71.02b 159.98ac 95.36abc 103.56abc 371.44 6.41 0.02*
Perimetro
(um) 424.09c 287.08ab 291.29ab 193.80a 321.52bc 326.59bc 680.23 4.32 0.00*
CC
(mm2) 2.65 1.69 13.98 10.37 12.06 20.98 6.62 1497 0.21

1A: Intestino Anterior; IM: Intestino Médio; IP: Intestino Posterior. CC: Células caliciformes.
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Desvio padrao; 2Coeficiente de variacdo; 3Analise de variancia (p<0,05); P: Probabilidade de significancia; *: Diferenca
significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

3.3. Morfohistologia hepatica

Macroscopicamente, os tecidos hepaticos coletados apresentaram coloragfes marrom
avermelhada e marrom em tom suavemente mais palido. Na analise microscépica, o
parénquima evidenciou hepatdcitos com formato poliedral, redondo irregular e hexagonal, com
nacleo centralizado (Figura 4 - b).

A presenga de lipidios sobre os hepatdcitos foi detectada em todos os tratamentos com
dietas sob niveis de lisina cristalina, porém, tal presenca nao foi verificada para amostras de
figado dos peixes alimentados com dieta comercial e coletados no primeiro dia do experimento.

Nos tecidos dos peixes alimentados com dietas sem inclusdo da L-lisina e com os niveis
mais elevados (15,96; 19,08 e 22,20 g. Kg? ) os lipidios estavam em quantidade pequena
(esteatose) com moléculas isoladas ou agrupadas, geralmente proximo a artérias, arteriolas,
veias e sinusoides (Figura 4 - a).

Nos peixes alimentados com nivel de 9,72 g. Kg! de lisina, foram identificadas
concentracdes maiores de lipidios evidenciando a hepatodistrofia esteatose em intensidade leve.
Também foi constatada a condi¢do de degeneracao hidropica, configurada pelo edema celular
com desarranjo arquitetdnico cordonal, clareamento do citoplasma e permanéncia centralizada

do nacleo (Figura 5).
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Figura 4. Fotomicrografia do tecido hepatico de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com 9,72 g.
Kg? de lisina sendo 0,4% de L-lisina: A) Lipidios no espaco porta — Moléculas de lipidios absorvidas da dieta,
transportadas até o figado e depositadas préximo a veia porta (a). Lipidios acumulados em veias e artérias (b). HE,
Objetiva 20x. B) Presenca multifocal de goticulas de lipidios nos hepatdcitos proximos a vasos sanguineos (a).
Hepatécitos com formato poliedral, redondo irregular e hexagonal, com nucleo centralizado — regides com
citoplasmas claros (b). HE, Objetiva 40x.

Figura 5. Fotomicrografia do tecido hepatico de tambaqui (Colossoma. macropomum) alimentado com 9,72 g.
Kg? de lisina sendo 0,4% de L-lisina: A) Regides com provaveis edemas. HE, objetiva 20x; B) Degeneragdo
hidrépica caracterizada por edema celular, desarranjo cordonal e hepatécitos com citoplasma claro. HE, Objetiva
40x.

4. DISCUSSAO
4.1. Desempenho zootécnico

Os resultados encontrados sem significancia estatistica para o desempenho zootécnico
neste trabalho (ganho de peso relativo, taxa de crescimento especifico, fator de condicéo final,
e consumo da dieta; Tabela 2), corroboram com os observados por Silva et al. (2018) em estudos
com lisina na fase inicial de vida do tambaqui. No entanto, tais varidveis verificadas para o pacu
(Piaractus mesopotamicos Holmberg, 1987), para o bijupira ou cobia (Rachycentron canadum
Linnaeus, 1766) e para juvenis de yellowtail (Seriola quinqueradiata Temminck & Schlegel,
1845) apresentaram alteracdes perante a incluséo de lisina na dieta (Ruchimat et al., 1997; Zhou
et al., 2007; Abimorad et al., 2010). O exposto indica que o tambaqui responde a inclusédo de
lisina na alimentacdo de forma diferente de outros peixes analisados quanto ao desempenho

zootécnico.
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A ndo reducdo do consumo da dieta é determinante para verificacdo da acdo do nutriente
lisina sobre os demais parametros analisados e evidencia sua condi¢do de aminoacido limitante
nas respostas encontradas com significancia estatistica.

ConcentragOes insuficientes de lisina na dieta propiciam a inapeténcia do peixe com
subsequente diminui¢do no desempenho produtivo, como relatado por Ahmed e Khan (2004)
para carpa indiana (Cirrhinus mrigala Hamilton, 1822) e por Mai et al. (2006) para japanese
seabass (Lateolabrax japanicus Cuvier, 1828).

A hiperfagia entre os tratamentos também néo ocorreu, evidenciando que os dados do
consumo ndo foram afetados pelo balanceamento energético entre os nutrientes (Santos et al.,
2010; NRC, 2011). Estas informagOes reafirmam o crescimento positivo verificado neste
trabalho para o consumo da lisina cristalina na propor¢ao do aumento dos niveis do nutriente,
0 que também foi constatado por Silva et al. (2018), que associaram a ndo variagao do consumo
dos peixes a condicdo isoenergéticas das dietas.

Abimorad et al. (2010) utilizaram 1,6% de lisina (16,00 g. Kg™* de lisina) para o melhor
resultado quanto ao peso final (PF) de juvenis de pacu. O pacu se assemelha ao tambaqui em
particularidades biologicas e comportamentais, e o nivel de lisina encontrado pelos autores esta
muito préximo do nivel de 15,9 g. Kg* de lisina total observado neste trabalho com juvenis de
tambaqui, considerando o PF com a resposta mais satisfatoria.

Apesar da deteccio do nivel de 15,9 g. Kg' de lisina (nivel com resultado
estatisticamente igual a 22,20 g. Kg* de lisina mas que evidencia-se por ser a concentragio
com menor adi¢cdo para a melhor resposta) como mais indicado para o ganho de peso total
(GPT), o aumento exponencial da variavel mostrou baixo coeficiente de determinacédo, sendo
explicado exclusivamente pela influéncia dos niveis de lisina em apenas 27% da curva de
tendéncia. Analisando o GPT de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus,
1758) com peso inicial (P1) de 5,72 £ 0,10 g, Furuya et al. (2006) também encontraram aumento
da variavel, com formac&o de platd em 1,56% (15,6 g. Kg* de lisina) no modelo linear response
plateau (LRP).

Além dos modelos exponencial e LRP, o modelo quadratico é igualmente trabalhado em
exigéncias nutricionais, ainda que a variedade de modelos matematicos seja questionada pela
possibilidade de dificultar comparagdes das respostas obtidas entre os estudos (Sakomura &
Rostagno, 2007; NRC, 2011).

Silva et al. (2018) trabalharam com o modelo LRP em intercessdo com o modelo
quadratico para otimizar e estimar o GPT nos estudos de exigéncia de lisina (L-lisina 1,30; 1,48;

1,66; 1,84; 2,02 e 2,20%) para tambaqui com Pl de 0,34 £ 0,02 g e concluiram que o nivel mais
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adequado para o ganho de peso € de 1,73% L-lisina, que corresponde a 20,00 g. Kg? de lisina
total (2,00%).

O percentual inferido por Silva et al. (2018) extrapola o nivel encontrado no presente
estudo (15,9 g. Kg? de lisina total e 1,2% de L-lisina), todavia, a diferenca na exigéncia de
lisina para o desempenho zootécnico de peixes com pesos vivos diferentes foi descrita por Hua
et al. (2019), que realizaram testes com tilapias com Pl de 9,8 + 0,0 g (small fish), 58,1 + 0,4
g (médium fish) e 247,6 + 1,59 (large fish). Tanto em peixes quanto em outros animais
monogastricos, parametros de desempenho, como a eficiéncia da lisina, sdo influenciados pela
composicao corporal e tendem a reduzir na medida em que o peso vivo aumenta (NRC, 2011).

Esta relagdo inversamente proporcional para peso vivo do peixe nutrido com L-lisina
ocorre tambem para a eficiéncia de deposicdo da proteina em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss Walbaum, 1792) e em barramundi (Lates calcarifer Bloch, 1790), que reduz na
proporcdo do aumento do peso dos animais (Azevedo et al. 2004; Bermudes et al., 2010).
Segundo Hua et al., (2019), este € um indicativo da diminuicdo na eficiéncia da deposicéo de
aminoacidos, concomitantemente associado a um aumento no catabolismo destes e sua
necessidade durante o crescimento do peixe.

Considerando a ndo reducao do consumo no atual estudo, a lisina ingerida sem contribuir
para 0 GPT pode ter sido utilizada para desempenhar fungfes metabolicas como transporte de
acidos graxos, todavia, ndo € descartada a possibilidade da excrecdo do aminoacido na agua, ja
que os menores teores de nitrito foram verificados nos tanques do nivel 15,9 g. Kg* de lisina,
que alcancaram melhores resultados para o desempenho.

O nivel supracitado é superior ao verificado para tilpia do Nilo na fase final da producao
por Michelato et al. (2016) (12,25 e 13,90 g. Kg* de lisina) e inferior ao encontrado por Silva
etal. (2018) com alevinos de tambaqui (1,73%; 17,30 g. Kg* de lisina). Entretanto, o percentual
de lisina se mantém proximo a concentracdo obtida por Abimorad et al. (2010) com juvenis de
pacu (1,61%; 16,10 g. Kg* de lisina).

A converséo alimentar aparente (CAA) de 1,45 Kg. Kg™! encontrada se aproxima de 1,44
obtido por Furuya et al. (2006) e a de 1,49 encontrado por Michelato et al. (2016) para juvenis
de tilapia. A CAA esta mais distante dos resultados para pacu (1,8 Kg. Kg* ; Abimorad et al.,
2010) e para o bijupira (1,10 Kg. Kg; Zhou et al., 2007), e é superado pela conversdo alimentar
de 1,66 para tambaqui na fase inicial (Silva et al., 2018).

O indice de conversao alimentar é um dado irrefutavelmente primordial na piscicultura e
varia entre 1,0 e 2,4 com diferenciacBes quanto a espécie do peixe, idade, tecnologias da

producéo, origem dos nutrientes e composicdo da dieta (Torrinsen et al., 2011; Fry et al., 2018).
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Os valores obtidos para a taxa de eficiéncia da lisina cristalina (TEL) decresceram
proporcionalmente a adicdo de lisina na dieta, constatando o comportamento registrado por
Bomfim et al. (2010) em pesquisas com tilapia do Nilo na fase inicial.

Este decréscimo na TEL consumida sobre o GPT sugere que em quantidades menores
0 aminoécido cristalino é mais atuante sobre o peso adquirido pelo tambaqui. A maior eficiéncia
de lisina cristalina (142%) ndo ocorreu no mesmo nivel do maior GPT, sendo observada no
nivel de menor adicdo do aminoécido (lisina 9,72 g. Kg™), onde o GPT foi inferior e ndo
diferenciou significativamente das demais médias.

O comportamento da taxa de crescimento relativo para comprimento (TCR-C)
evidencia a contribuicdo da lisina cristalina no crescimento do tambaqui e infere uma limitagéo
ao atingir a dose 6tima (15,96 g. Kg* ) e uma interferéncia negativa dos niveis mais elevados
do nutriente (19,08 g. Kg* e 22,20 g. Kg*).

O crescimento animal € delimitado por fatores genéticos e ambientais, porém, sofrem
intervencdo direta ou indiretamente do estado nutricional do peixe (Tu et al., 2015). Os
nutrientes da dieta sdo reguladores do funcionamento do eixo GH-IGF-I (Insulin-like growth
factor 1 - Growth hormone) que é crucial na acdo neuroenddcrina sobre o crescimento dos
vertebrados, pois atua na mineralizacdo dos 0ssos e controla a captagdo de aminoacidos
biodisponiveis, como a lisina, propiciando o desempenho de fungbes tais como a sintese
proteica (Tu et al. 2015; Li et al. 2016; Cai et al., 2018).

No entanto, os juvenis de tambaqui analisados mostraram que em condicao de saturacao
a lisina cristalina ndo é aproveitada e inibe a¢bes que maximizam o crescimento. Estudos
realizados por Murthy & Varghese (1997) e Ahmed & Khan (2004) com carpas,
respectivamente, das espécies Labeo rohita (Hamilton, 1822) e Cirrhinus mrigala (Hamilton,
1822), corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, com niveis elevados de lisina na
dieta resultando na diminuicéo do crescimento do peixe.

O nivel de adigdo na dieta de 15,96 g. Kg™* de lisina total, verificado para TCR-C foi o
mesmo constatado para melhor desempenho quanto a conversao alimentar, ganhos de peso total
e diario e quanto ao peso final e corresponde a 5,91 % da proteina. Foster & Hirosh (1998)
relatam que o valor da lisina para peixes esta entre 3,7 e 6,1% da proteina da dieta, e segundo
0 NRC (2011), a quantidade ideal de lisina para a maioria dos peixes onivoros é de 5 a 6,8% da
proteina consumida. A quantidade de lisina para tambaqui foi estimada por Oliveira et al. (2013)
em 6,03% da proteina (18% dos aminoacidos essenciais) e se aproxima do valor verificado por

meio de experimentagdo com dose - resposta.
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Os resultados obtidos para teor de deposi¢do de gordura e indice de gordura visceral
reafirmam os registros de Furuya et al., (2004) e Takishita et al. (2009) em experimentos com
tildpias do Nilo, e de Silva et al. (2018) avaliando tambaqui na fase inicial. Comportamento
diferente foi verificado por Bomfim et al. (2010) que observaram indice de deposicéao corporal
com crescimento linear positivo para juvenis de pacu.

Embora tenha sido verificado diferenca significativa nos niveis 9,72 g. Kg? de lisina
(maior IH) e 12,84 g. Kg* de lisina (menor IH) para IH, ndo foram verificadas diferencas entre
0s parametros de desempenho zootécnico dos niveis citados.

Hansen et al. (2011) verificaram que para Atlantic cod (Gadus morhua Linnaeus, 1758)
0s maiores niveis de lisina geraram os menores indices hepatossomaticos, corroborando com a
forma inversamente proporcional aos resultados detectada por Zhou et al.(2007) para cobia e
por Bicudo et al. (2010) para pacu.

Esta relacdo é possivel porque a deficiéncia na concentragéo de lisina influencia a reducéo
da biossintese de carnitina com consequente diminui¢do do transporte e B-oxidacdo de acidos
graxos na membrana mitocondrial, aumentando o armazenamento de lipidios no figado. Porém,
estudos com tilapias realizados por Furuya et al., (2013) e pesquisas com a exigéncia de lisina
para Atlantic cod realizadas por Grisdale-Helland et al. (2011), ndo encontraram interferéncia
do aminoécido sobre o indice hepatossomatico.

A concentracdo de proteinas e aminoacidos da dieta influencia a sintese e hidrolise do
glicogénio hepatico, atuando sobre a enzima glico-6-fosfatase, que pode reter a glicose nos
hepatocitos (para aminoacidos em baixa concentracdo) e colaborar no aumento do peso do

figado, gerando maior indice hepatossomatico (Silveira et al, 2009; Soares et al., 2011).

4.2. Morfohistologia intestinal

O comprimento relativo do intestino dos tambaquis foi de 1,20 a 1,37 cm.cm?,
concordando com a descrigdo literaria de 0,6 a 8,0 cm.cm g para peixes onivoros (Rotta, 2003;
Ferreira et al, 2014) e estando abaixo dos valores verificados por Ferreira et al (2014) para
tambaquis (1,56+0,04) sob niveis de probidticos, que expressaram intestinos maiores
(36,36£2,99 cm) do que os registrados neste trabalho (17,67 a 22,81 cm).

Segundo Rotta (2003), o intestino dos teledsteos atua especialmente no processo de
absorcéo de nutrientes e, apesar de ndo haver divisdo marcante entre a fracdo delgada e grossa,
pode ser caracterizado por pelo menos duas porgdes. A absor¢do de aminoacidos,

monossacarideos e acidos graxos é realizada pela fracdo anterior, enquanto a absorcdo de
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macromoléculas por pinocitose ocorre na Ultima porgao intestinal. Esta caracteristica, corrobora
com as evidéncias do estudo com lisina para tambaqui.

Das porcOes histologicamente analisadas, o intestino anterior expressou maior
influéncia da lisina para todas as tinicas celulares (com exceg¢do da serosa), enquanto o intestino
posterior ndo apresentou alteracdo morfolégica mediante inclusdo de lisina na dieta, e 0 médio
registrou alteragdes apenas na submucosa.

Honorato et al (2013), descrevendo intestino de tilapias do Nilo, descreve a composicao
da densidade de células na tinica submucosa como constituida por fibras de colageno e vasos
sanguineos. A densidade observada na submucosa dos juvenis de tambaqui no atual estudo
sugere que o material descrito pode ter reduzido do intestino anterior para o intestino médio em
todos os tratamentos, tendo alcancado significancia estatistica entre os tratamentos nas duas
porgoes.

Para o pintado (Pseudoplatystoma corruscans Spix & Agassiz, 1829) as duas primeiras
fracOes do intestino sdo mais propensas a absorc¢ao por possuirem maior complexidade da tanica
mucosa (Rotta, 2003), geralmente composta por células caliciformes e lamina prépria dotada
de linfocitos intra-epiteliais (Honorato et al., 2013). Para os juvenis de tambaqui sob
alimentacdo com lisina, ainda que o percentual da tunica mucosa tenha aumentado em alguns
tratamentos do IA para o IM, a diferenca significativa s6 foi detectada no primeiro terco do
intestino.

Os tambaquis nutridos com 15,96 g. Kg de lisina obtiveram maior percentual, dentre
as dietas experimentais, com diferenca estatistica na mucosa intestinal anterior, segmento e
tlnica atribuidos ao processo absortivo. Os dados analisados revalidam as informacdes obtidas
na analise de desempenho zootécnico para ganho de peso total e conversao alimentar que foram
igualmente evidenciados com 15,96 g. Kg* de lisina.

Enquanto a mucosa nas por¢cdes média e posterior ndo variaram para a densidade das
tinicas celulares nas vilosidades, na porgdo anterior o nivel de 19,08 g. Kg* de lisina foi o
menor em relagdo ao periodo inicial e ao nivel de 15,96 g. Kg.

Nas porcdo intestinal posterior as vilosidades apresentaram grande variabilidade nas
respostas quanto a altura e perimetro. Na por¢do média a condicdo de maior altura no nivel de
9,72 g. Kg* em relagdo aos demais niveis (exceto o de 6,60 g. Kg*) pode sugerir uma estratégia
do tambaqui para ampliar a area de absorcdo e aumentar a captacdo de nutrientes. O nivel de
6,60 g. Kg* possui lisina proveniente da proteina intacta (0,00 g de L-lisina) e o nivel 9,72 g.
Kg? possui suplementacdo de 4,00 g. Kg? de L-lisina na lisina total, sendo a menor adic&o de

L-lisina nas dietas elaboradas. A competigdo nos sitios de absorcéao da lisina intacta e L-lisina,
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ou variaveis adversas sobre o metabolismo dos peixes, podem ter ocasionado um
desbalanceamento maior no nivel 9,72 g. Kg™, gerando maior urgéncia por captacio de outros
nutrientes. Esta condigo foi reduzida a partir do nivel de 12,84 g. Kg* de lisina que possui 8.0
g. Kgtde L-lisina. Rotta et al. (2003) explica que aminoacidos cristalinos sdo absorvidos mais
lentamente, no entanto, Nguyen & Davis (2016), ndo encontraram diferenca sobre o
desempenho produtivo de channel catfish, ou bagre americano (Ictalurus punctatus Rafinesque,
1818 ), e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) nutridos com lisina cristalina e com lisina
intacta.

No nivel com 22,20 g. Kg* de lisina, as células caliciformes secretoras de mucinas
acidas estiveram mais ativas no intestino anterior. Mucinas intestinais agem lubrificando,
degradando substancias proteoliticas, e quando acidas, atuam como barreira de protecdo contra
bactérias e componentes que possam agredir as vilosidades e limitar a absorcdo (Rocha et al.,
2016). Honorato et al. (2011) observaram diferenca na secre¢do de mucinas em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) de acordo com o tipo de dieta ofertada. Desta forma, a maior incidéncia
de mucinas acidas secretadas pelas caliciformes no intestino anterior indica o nivel de adicao
de lisina para microbiota intestinal mais resistente, dificultando a acdo de microrganismos

nocivos e melhorando o sistema imune, além de sugerir degradacao de proteina.

4.3. Morfohistologia hepatica

A coloracdo marrom avermelhada apresentada pelos tecidos hepaticos sao esperadas para
0 Orgdo, considerando a abundante vascularizacdo. Porém, a coloracdo marrom em tom
suavemente mais palido constatada em alguns tecidos sugere possivel degeneracao hidrépica.

Os formatos dos hepatdcitos verificados corroboram com a estrutura caracterizada para
tambaqui por Costa et al., (2012) e para o pacu por Fujimoto et al. (2008).

Rocha et al. (2010), analisando o figado da dourada (Brachyplatystoma rousseauxii
Castelnau, 1855) detectaram a condicao hepatica de esteatose, com presenca de pequenas gotas
de lipidios, isoladas ou ndo, localizadas proximas a vasos sanguineos, tendo 0 mesmo padréo
verificado no presente trabalho.

Niveis insuficientes de proteinas e aminoacidos na dieta podem propiciar a esteatose
hepética, considerando que proteinas atuam no transporte e captacdo dos lipidios no figado, e
gue aminoacidos como a lisina, sintetizam metabolitos que os oxidam (Furuya et al., 2013).

Segundo Robbins e Cotran (2015), a degeneracédo hidropica é o detrimento celular inicial

de praticamente todos os danos, sendo reversivel, é causada pelo desequilibrio idnico e
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homeostatico, e pode gerar palidez, turgidez e aumento de peso do tecido, como evidenciado
na analise do indice hepatossomatico do figado dos tambaquis tratados com 9,72 g. Kg.

A pequena concentracdo lipidica presente nos hepatdcitos nao foi suficiente para afetar o
desempenho zootécnico satisfatdrio dos peixes alimentados com 15,96 g. Kg* de lisina. Para
as amostras dos tratamentos com 19,08 e 22,20 g. Kg* de lisina total, a concentrago de lipidios
foi ainda menor, porém, esta condi¢do nédo fez sobressair o desempenho dos peixes.

Juvenis de tambaqui que receberam dietas com niveis inferiores de lisina (9,72 e 12,84 g.
Kg? de lisina) tiveram lipidios armazenados em concentragdo maior sobre os hepatdcitos, com

maiores danos hepaticos e producdo mais limitada, segundo anélise do desempenho zootécnico.

5. CONCLUSAO

No presente estudo fica evidenciado que a inclusdo de lisina favorece o desempenho
zootecnico de juvenis de tambaqui. Os melhores desempenhos foram observados e estimados
com inclusdo de 15,96 g. Kg* de lisina total. No entanto, a lisina ndo influenciou os pardmetros
morfométricos intestinais de peso e comprimento.

Os niveis de lisina alteraram a densidade das tunicas muscular, submucosa e mucosa
nas porcdes anterior e/ou média. O nivel de 15,96 g.Kg™ se diferenciou no intestino anterior,
dentre as dietas elaboradas, para a densidade da mucosa, sugerindo maior absorcdo e
contribuicdo nos ganhos do desempenho. As medidas das vilosidades no intestino médio e
posterior indicam relacdo entre aumento dos niveis de lisina e diminuicdo na altura,
maximizando o aproveitamento dos nutrientes. A quantidade maior de mucinas acidas no
intestino anterior de peixes do nivel com 22,20 g. Kg* de lisina maior protecdo das vilosidades
e degradacao proteolitica.

Foram identificadas hepatodistrofias em leve intensidade, especialmente nos tambaquis
dos niveis inferiores a 15,96 g. Kg* de lisina, sendo a condigdo de esteatose dos peixes com
15,96 a 22,20 g. Kg* de lisina insuficiente para gerar danos maiores no desempenho zootécnico.
O indice hepatossomatico teve maior expressdo nivel de 9,72 g. Kg* de lisina.

Desta forma, para atender a exigéncia nutricional de lisina para tambaqui na fase juvenil

o nivel recomendado ¢ de 15,96 g. Kg* de lisina ou 5,91 % da proteina.
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RESUMO

O sangue transporta lisina e outros nutrientes da dieta, biodisponiveis ou clivados por enzimas,
assegurando salde e produtividade aos peixes. O trabalho objetivou verificar o comportamento
hematoldgico e atividade das enzimas digestivas amilase e lipase de juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum Cuvier, 1818) nutridos com niveis de 9,72, 12,84, 15,96, 19,08 e
22,20 g.Kg de lisina total , correspondendo respectivamente, aos niveis de suplementagdo com
L-lisina: 0,00, 4,00, 8,00, 12,00, 16,00 e 20,00 g.Kg™* de L-lisina. O sangue dos peixes foi
coletado nos periodos inicial e final por puncéo de veia caudal. As variaveis foram validadas
por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). N&o foram verificadas diferencas para concentragdes
de hemoglobina, hematdcrito, CHCM, para leucocitos tipo eosinofilos e mondcitos,
trombocitos, para glicose e triglicerideos e para atividade da amilase e lipase (p>0,05). As
alteracdes observadas no colesterol e nos leucocitos totais ndo foram atribuidas as dietas
(p=0,00). Os peixes do nivel 15,96 g.Kg™* de lisina total tiveram maior crescimento, maior teor
proteico no intestino médio e no sangue. Médias do VCM, HCM, linfocitos e neutrdfilos,
variaram sobre o periodo inicial, mas ndo sobre niveis de lisina (p<0,05). Assim, conclui-se que
os niveis de lisina das dietas ndo comprometeram os parametros hematoldgicos e enzimaticos
analisados, e contribuiram no aproveitamento proteico para crescimento juvenis de tambaqui

alimentados com 15,96 g. Kg de lisina total ou 5,91% da proteina da dieta.

Palavras-chave: nutricdo de peixes, aminoacido cristalino, hemograma, amilase, lipase,

teledsteo.
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ABSTRACT

Blood carries lysine and other dietary nutrients, bioavailable or cleaved by enzymes, ensuring
fish health and productivity. This work aimed to verify the hematological behavior and activity
of the digestive enzymes amylase and lipase of tambaqui juveniles (Colossoma macropomum
Cuvier, 1818) fed with lysine levels 9.72, 12.84, 15.96, 19.08 and 22.20 g. Kg*, corresponding
respectively to the levels of supplementation with L-lysine: 0.00, 4.00, 8.00, 12.00, 16.00 and
20.00 g.kg-1. Fish blood was collected in the initial and final periods by caudal vein puncture.
The variables were validated by ANOVA and Tukey's test (p <0.05). No differences were found
for hemoglobin, hematocrit, HCCM concentrations, eosinophil and monocyte leukocytes,
thrombocytes, glucose and triglycerides, and amylase and lipase activity (p> 0.05). The changes
observed in cholesterol and total leukocytes were not attributed to diets (p = 0.00). Fishes with
15.96 g. Kg* L-lysine had higher growth, higher protein content in the midgut and blood. VCM,
HCM, lymphocytes and neutrophils averages varied over the initial period, but not over lysine
levels (p <0.05). Thus, it was concluded that the dietary lysine levels did not compromise the
analyzed hematological and enzymatic parameters, and contributed to the protein utilization for

juvenile lysine-fed tambaqui growth 15.96 g. Kg™ or 5.91% of the dietary protein.

Keywords: fish nutrition, crystalline amino acid, blood count, amylase, lipase, teleost.
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INTRODUCAO

A aplicagdo da analise hematoldgica no monitoramento da fisiologia dos peixes é uma
metodologia consolidada, com amostragem simples, e que promove resultados confiaveis sobre
a higidez do animal, propiciando intervengdes que solucionem ou mitiguem qualquer condigéo
desfavoravel durante o cultivo (Hesser, 1960; Higuchi et al., 2011; Pereira et al., 2016). O
hemograma abrange a verificacdo dos eritrécitos (eritrograma), leucdcitos (leucograma), e
trombdcitos (trombograma) (Prado et al., 2016) e torna-se mais eficiente quando associado a
andlise da composi¢do quimica do sangue.

O sangue é constituido por 3% de componentes tais como hormonios e enzimas, 7% de
proteinas, e 90% de agua (Ranzani-Paiva et al., 2013). No tecido aquoso estéo distribuidos os
eritrocitos, leucdcitos, e os trombacitos, que correspondem as plaquetas em mamiferos. Com a
fungéo de proteger o sistema bioldgico, eliminar residuos do metabolismo, e transportar gases
e nutrientes, a concentracdo celular e a bioquimica sérica refletem modificacdes funcionais
provenientes de alteracdes exdgenas, como a temperatura, poluentes e estresse, e alteragdes
enddgenas, como acdo hormonal, peso, comprimento e conjuncdo nutricional decorrente dos
elementos absorvidos na dieta (Caula et al., 2008; Seriani et al., 2011; Ranzani-Paiva et al.,
2013).

A necessidade de dietas especializadas para potencializar os ganhos produtivos na
piscicultura evolui de maneira proporcional ao aumento da producéo de peixes. A L-lisina é um
aminoacido cristalino tipificado para sintese de proteinas nos tecidos, que condiciona maior
crescimento, elevacdo do peso e de outros indices do desempenho zootécnico, atua na producgéo
da L-carnitina contribuindo na oxidacdo lipidica e auxilia o sistema imunoldgico evitando
degeneracdo de mecanismos de resposta (Grisdale-Helland et al., 2011; Furuya et al., 2013;
Michelato et al., 2016; Hua et al., 2019). O peixe de piscicultura requer sua saude resguardada
por defesas do organismo para que haja melhor aproveitamento da dieta.

Atuantes na protecdo dos processos vitais contra disturbios infecciosos e estresse, 0s
leucécitos sdo mediadores do sistema imune inato, podendo apresentar diferentes tipos de
celulas granulociticas e agranulociticas de acordo com a espécie de peixe investigada (Ngugi et
al., 2015; Lemos et al., 2018). Os trombdcitos sdo células pequenas, ovoides, elipticas ou
fusiforme, que atuam no processo de coagulacdo do sangue (Hrubec & Smith, 1998). Ainda
que ndo sejam células leucocitarias, 0s trombdcitos estdo inseridos como componente

sanguineo ativo na defesa orgéanica de peixes de dgua doce (Ishikawa et al., 2008).

105



Liebl et al. (2019) Aquaculture Nutrition
Artigo I

Os eritrdcitos de teledsteos, representam em média 45% do volume total do sangue,
possuem nucleo central e estruturas com conformagdes de ovais a elipticas, além de citoplasma
homogéneo contendo vacuolos provenientes da depreciacdo de organelas celulares, onde estéo
localizadas as hemoglobinas (Bolognesi & Hayashi, 2011; Ranzani-Paiva et al., 2013). A
hemoglobina geralmente é configurada por 96% de globinas e 4% de heme, um grupo prostético
formado por ferro e grupamentos porfirinicos que confere o vermelho a proteina (Prado et al.,
2016). Tal macromolécula aminoacidica influencia na coloracdo, tamanho e morfologia dos
eritrocitos, é especializada no deslocamento de gases, tem concentracdo sérica dependente do
sexo, idade e estado nutricional do peixe, e suas alteracdes podem caracterizar anemias e outras
disfuncionalidades (Tavares-Dias et al, 2009; Drumond et al., 2010; Prado et al., 2016; Signor
et al., 2017). Por estas consideracdes, dizemos que o hemograma de peixes é aplicavel tanto em
estudos de sanidade quanto em analises de respostas nutricionais (Tavares-Dias et al, 2009;
Grant, 2015; Signor, et al., 2017; Aride et al., 2018; Fujimoto, et al., 2019).

Além da hematologia, a enzimologia também vem sendo utilizada na analise da atuacao
dos nutrientes nos peixes. A presenca e atividade das enzimas digestivas interferem na
capacidade do peixe em clivar os nutrientes das dietas e disponibiliza-los para o0s processos de
absorcéo e assimilagcdo organica (Fountoulaki et al., 2005). Tais condicionantes podem variar
de acordo com a morfologia do trato gastrointestinal, habito alimentar e formulacdo da dieta
(Kuz’mina, 1996; Correa et al., 2007). A compreensao sobre enzimas como a amilase e lipase,
que hidrolisam, respectivamente, carboidratos e lipidios, possibilita entender as adaptac6es das
espécies de peixes as dietas e fomentar estratégias nutricionais evitando que proteinas e
aminoéacidos sejam direcionados para suprir demandas energéticas (Sunde et al., 2001).

As exigéncias de lisina e de outros nutrientes para espécies nativas de peixes ja
estabelecidos na piscicultura brasileira como o tambaqui (Colosssoma macropomun Cuvier,
1818) ainda ndo estdo elucidadas (Chagas & Val, 2003). O tambaqui é altamente qualificado
para piscicultura, possui habito alimentar onivoro, boa adaptacdo aos sistemas de cultivos
utilizados e € tradicionalmente apreciado pelo mercado no Norte do Brasil (Aradjo-Lima e
Gomes, 2005; Rodrigues et al., 2014; Buzollo et al., 2018). Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi investigar a influéncia da nutricdo com niveis de L-lisina sobre 0 hemograma e

atividade das enzimas amilase e lipase nos juvenis de tambaqui.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Etica animal

O experimento foi desenvolvido com o0s regimentos dos principios éticos na
experimentacdo animal consentidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), perante aprovacio das Comissdes de Etica no Uso de Animais — CEUA’s
da Universidade Federal do Amazonas sob protocolo n°® 005/2016 e da Universidade Nilton
Lins sob protocolo n° 003/2017.

2.2. Consideracdes iniciais: aquisicao, local e aclimatacéo dos peixes

O experimento com dietas com L-lisina foi realizado no Laboratério de Produgdo de
Organismos Aquaticos da Universidade Nilton Lins, Manaus — AM, utilizando juvenis de
tambaqui (Colosssoma macropomun Cuvier, 1818) com dados biométricos iniciais médios de
33,54+1,9ge 11,72 £ 0,36 cm, provenientes da Estacdo de Piscicultura de Balbina (Centro de
Treinamento, Tecnologia e Producdo em Aquicultura), Presidente Figueiredo — AM. Os peixes
(N=180) foram acondicionados ao acaso em tanques (10 peixes/tanque) de polietileno (310 L),
com oxigenacdo constante e filtro biologico. O sifonamento e reposicdo da dgua dos tanques
(20%), os teores de oxigénio dissolvido (mg. L), temperatura (°C), pH e nitrito (mg. L) foram
monitorados, de acordo com Liebl et al. (2019). Os peixes receberam dieta comercial (32% de
proteina bruta) durante o periodo de aclimatacao.

A temperatura da agua de cultivo, o teor de oxigénio dissolvido, e o pH, foram de,
respectivamente, 26,25 + 0,06 °C, 4,95 + 0,32 mg. L™, e 5,74 + 0,07, enquanto o teor de nitrito
se manteve entre 0,00 e 1,0 mg. L. Todos os pardmetros monitorados para assegurar a
qualidade da &gua dos tanques (pH, temperatura, oxigénio dissolvido e nitrito) permaneceram
dentro das recomendacdes para bem-estar e producdo de tambaqui, isentando seu efeito sobre
as informacdes obtidas na nutricdo com niveis de lisina e parametros avaliados (Boyd, 1990;
Schimittou, 1993; Araujo-Lima & Gomes, 2005; Aride et al., 2007; Reboucas, et al., 2014).

2.3. Dietas experimentais

Durante o periodo experimental de 90 dias os peixes foram arracoados com dietas (27%
de proteina bruta) formuladas com L-lisina (Ajinomoto®, Chuo, Japan) nos niveis 0,00, 4,00,
8,00, 12,00, 16,00 e 20,00 g.Kg™ (Tabela 1) e processadas no Laboratério de Aquicultura do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA, Manaus - Amazonas.
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As dietas foram compostas por milho (356,20 a 376,20 g) e gluten de milho 60 (230,00
g), quirera de arroz (120,00 g), farelo de trigo (120,00 g), farinha de peixe (60,00 g), fosfato
bicélcico (20,00 g), 6leo de soja (10,00 g), suplemento mineral e vitaminico (7,00 g), calcério
calcitico (5,00 g) e bicarbonato de sodio (2,00 g), além de antifungico e antioxidante BHT
(Butil-hidroxi-tolueno), conforme Liebl et al. (2019).

Apos serem moidos em moinho de faca (Tecnal ®, Piracicaba, Brasil), os ingredientes
foram misturados com os aminoéacidos cristalinos (Tabela 1), homogeneizados sob adi¢do de
agua (20%) na temperatura de 50°C. A mistura foi extrusada, seca em estufa de ventilagcdo
forcada (55°C por 24 horas), e fornecidas na frequéncia de quatro vezes ao dia (8, 11, 14 e 17

horas), até a saciedade aparente dos juvenis de tambaqui.

Tabela 1. Componentes amino&cidos das dietas experimentais elaboradas com niveis de lisina

para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) (Liebl et al., 2019).

Lisina (g.Kg?)

Composicéo de
aminoécidos ! (g.Kg') 6.60 9.72 12.84 1596 19.08 22.20

L-lisina 0.00 400 8.00 1200 16.00 20.00
L-acido glutamico 50.00 42.00 34.00 26.00 18.00 10.00
DI-metionina 250 250 250 250 2.50 2.50
L-triptofano 160 160 160 1.60 1.60 1.60
L-valina 1.00 1.00 100 1.00 1.00 1.00
L-arginina 250 250 250 250 250 2.50
L-histidina 250 250 250 250 250 2.50
L-isoleucina 250 250 250 250 250 2.50
L-fenilalanina 250 250 250 250 250 2.50
L-treonina 250 250 250 250 250 2.50

1Composicdo formulada segundo Furuya et al. (2006) e Rostagno et al. (2011).

2.4 Coleta e biometria

Nove peixes ao total (N=9) foram coletados com pucas no inicio e ao final de 90 dias

experimentais (n= 9 peixes por dieta; N= 54) ap0s jejum por 24 horas. Os juvenis de tambaqui
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coletados foram anestesiados com benzocaina (100 mg.L™), para colheita de sangue (1 mL por
peixe) por pungdo do vaso caudal, mediada por seringas com volume util de 1 mL cada, agulhas
de 13 x 4,00 mm, contendo 15 pL do anticoagulante Heparina sédica 5.000 UT (150 UL.mL"
! de sangue) diluida em solucéo fisioldgica a 0,65% (1:50) (Padua et al., 2012; Oliveira et al.,
2012).

As amostras, preservadas a -4 °C durante todo processo de colheita, foram utilizadas
nas analises dos componentes do hemograma (eritrograma, leucograma e trombograma) e
bioguimica sérica. Os peixes foram mensurados biometricamente quanto a peso (g) e
comprimento (cm) utilizando balanca digital (preciséo de 0,001g; Gehaka®, Sao Paulo, Brasil)
e ictiometro.

Posteriormente, os juvenis foram eutanasiados com alta dosagem de benzocaina (250
mg.L™?) seguida de seccdo medular, para incisdo dorso ventral com Iaminas cortantes e extracdo
do estdbmago, cecos pildricos e intestino (Underwood et al., 2013). Os tecidos, extraidos em
superficie a -4 °C, foram imediatamente inseridos em nitrogénio liquido e mantidos em ultra
freezer (-18) para utilizacdo nas analises de quantificacdo de proteina e verificacdo da atividade
das enzimas lipase (U.mg) e amilase (U™.mg).

As andlises das enzimas digestivas € 0 hemograma ocorreram, respectivamente, no
laboratério de Morfologia Funcional da Universidade Federal do Amazonas e no Laboratério
de Morfofisiologia de Solos, Vegetais e Animais do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia do Amazonas — Manaus, AM. As verificacbes da bioquimica sérica foram
realizadas no Laboratorio de Quimica do Instituto Federal do Espirito Santo, Campus Piuma —
ES.

2.5 Hemograma

2.5.1 Eritrograma
A concentragdo de hemoglobina (g.dL?) foi verificada pelo método
cianometahemoglobina (Collier, 1944) com adicdo do sangue homogeneizado (20 pL) em
solucdo de Drabkin (5 mL), centrifugacdo e leitura a 540 nm (Ranzani-Paiva et al., 2013).
Para a contagem do total dos eritrocitos ou RBC (10°.uL™) as amostras de sangue
fixadas em solucdo formol-citrato (1:200) foram analisadas em camara de Neubauer sob
microscopio 6tico (Leica®, DM 500, Wetzlar, Germany) (Aride et al., 2018; Lima et al., 2019).
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O percentual do hematocrito (%) foi determinado pelo método do micro hematdcrito
(Goldenfarb et al., 1971), com centrifugacdo de tubos micro capilares heparinizados (12.000
rpm/ 5 minutos) (Lemos et al., 2018; Aride et al., 2018).

Na verificacdo dos indices hematimétricos foram calculados o volume corpuscular
médio (VCM,; fL), hemoglobina corpuscular média (HCM; pg) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM; g.dL-1), descritos por Wintrobe (1934).

2.5.2 Leucograma e trombograma

Para contagem dos leucdcitos totais, leucdcitos diferenciados e trombdcitos, foram
confeccionadas trés laminas com extensdes sanguineas para cada tratamento (N= 63), coradas
pancromicamente com MGGW (May-Grunwald, Giemmsa, Wrigth e metanol) (Tavares-Dias
e Moraes, 2003).

Foram contados 200 leucocitos diferenciados em linfocitos, neutrdfilos, mondcitos e
eosindfilos, em célculos percentuais de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013).

O método indireto foi utilizado na verificacdo dos leucdcitos totais, observando 2000
eritrocitos com concomitante identificacdo da quantidade de leucdcitos e trombdcitos em
campos homogéneos da extensdo sanguinea (Ranzani-Paiva et al., 2013). As informacdes
obtidas foram relacionadas com a contagem de eritrocitos em camara de Neubauer (UL de
sangue) e inseridas nas formulas, segundo Tavares-Dias & Mataqueiro (2004):

e Leucdcitos totais (uL™?) = Leucécitos x Eritrocitos (UL)/ Eritrocitos na extensdo

sanguinea;

e Trombodcitos (UL1) = Trombdcitos x Eritrocitos (uL)/ Eritrocitos na extensdo sanguinea.

2.6 Bioquimica sérica

Para as andlises bioquimicas foi utilizado o plasma do material remanescente da colheita
obtido apds centrifugacdo (3.000 rpm) por 10 minutos. Nas concentracdes plasmaticas foram
verificados proteinas totais (g.dL™), glicose (mg.dL™), colesterol (mg.dL™?) e triglicerideos
(g.dL™), utilizando kits comerciais de ensaio enzimatico-colorimétrico e leituras em
espectrofotdbmetro (Thermo Fisher Scientific ®, Waltham, U.S.) segundo recomendacdes

especificas do fabricante (LabTest ®, Belo Horizonte, Brasil).

2.7 Enzimologia
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2.7.1 Preparo dos homogeneizados celulares

As amostras dos tecidos coletados (estbmago, cecos pildricos e porg¢des anterior, média
e posterior do intestino) foram homogeneizadas (n= 63 amostras por tecido; sendo 9 por dieta)
com 1 mL de &gua ultrapura em tubo de vidro submerso em gelo, utilizando homogeneizador
tipo Potter-Elvehjem. O homogeneizado obtido foi centrifugado (Nova ®, NI 1800, Piracicaba,
Brasil) a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi acondicionado em microtubos (200
uL) destinados as analises das proteinas e da atividade das enzimas lipase e amilase nos tecidos.

2.7.2 Concentracdo de proteinas no trato gastrointestinal

A quantificacdo de proteina nos tecidos foi realizada pelo método de Bradford (1976),
utilizando kit comercial colorimétrico (Bio-Rad ®, Hércules, U.S.A.) sobre o sobrenadante do
homogeinizado, verificados em microplacas de 96 pocos com leitura da absorbancia a 595 nm,
segundo recomendacdes do fabricante.

2.7.3 Atividade da enzima digestiva lipase

A atividade da enzima lipase foi determinada através da adaptacdo da metodologia
proposta por Albro et al. (1985) utilizando 20 pL dos sobrenadantes extraidos reagindo com
substrato (50 pL) 4-nitrofenil miristato (10 mM) em Tris-HCI (200 mM), taurodeoxicolato (2
mM), Triton X-100 (0,4%) e goma arabica (0,1%). Apos 60 minutos, a reacdo foi interrompida
com cloretos de célcio (CaClz; 10 mM), de sodio (NaCl; 10 mM) e Tris-HCI sob pH 8,0 (130
uL). A leitura foi realizada na absorbancia de 405 nm. Os dados foram calculados utilizando
informacdes sobre a concentracdo de proteina dos tecidos e expressos como quantidade de

substrato hidrolisado em 1 pmol.? mg de proteina™®.minuto (U. mg™* de proteina).

2.7.4 Atividade da enzima digestiva amilase

Na determinacdo da atividade da amilase o método utilizado foi adaptado de Bernfeld
(1955) para reacdo quimica de 130 pL da solucédo tampédo com 100 mM de acetato de sodio (pH
7,6), 20 mM de CaCl,, 10 mM de NaCl e 5% de amido, com 20 pL do sobrenadante amostral
e 50 pL de lugol (1% de iodo e 2% de iodeto de potassio). A leitura da absorbancia da amilase

ocorreu apds incubacdo por 60 minutos a 20 °C, em espectrofotdmetro a 554 nm, sendo
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expressa em funcéo das concentracOes proteicas e curva de calibragcdo da maltose como pumol
de maltose™.mg de proteina™. minuto (U. mg* de proteina).

2.8 Caracterizacao histoldgica do intestino

Os tecidos intestinais foram fracionados (n: 5/fracdo/dieta) em intestinos anterior, médio
e posterior, cortados transversalmente, fixados por 24 horas em solucdo de Davison,
desidratados em alcoois e incluidos em resina histolégica (Technovit®, 71000, Kulzer, Hanau,
Germany) conforme protocolo estabelecido pelo fabricante (Liebl et al., 2019). A laminas
cortadas com 3 pum, foram confeccionadas com micrétomo semiautomético (SLEE®, CUT
5062, Mainz, Germany), coradas com tricromico de Marllory, e fotografadas em microscopio
optico (Leica®, DM 500, Wetzlar, Germany) com camera acoplada, no Laboratorio de
Morfologia Funcional da Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

2.9 Analise Estatistica

O experimento foi constituido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete
tratamentos (6 dietas elaboradas + dieta comercial inicial) em triplicata. Os dados foram
verificados por Andlise de Variancia (ANOVA) (p<0,05), teste de comparacdo mdaltipla de

Tukey utilizando o software estatistico R® (r-project, Auckland, Nova Zelandia), verséao 3.5.3.

3. RESULTADOS

3.1 Biometria

O peso final dos juvenis de tambaqui (Colosssoma macropomun) foi mais expressivo
nos peixes nutridos com 15,96 g. Kg* e 22,20 g. Kg* de lisina, apresentando diferenca entre
todos os demais tratamentos (p=0,01). Os maiores comprimentos foram registrados nos peixes
nutridos com 15,96 e 22,20 g. Kg* de lisina, com diferenca apenas para os peixes do periodo
inicial (p=0,01; Tabela 2).

Tabela 2. Biometria de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com dietas

contendo niveis crescentes de lisina.
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Variavel

Lisi Kg*?
biométrica Isina (g9.Kg™)

2CV
6.60 9.72 12.84 1596 19.08 2220 DP (%) 3P
Peso inicial (g) 31.00 32.20 32.97 33.90 34.43 38.80 247 144 0.07
Peso final (g) 58.09a 68.02a 67.84a 80.69b 70.79a 79.86b 7.72 215 0.01*
CF(cm) 14.34a 15.17ab 15.18ab 16.57b 16.02ab 16.30b 1.65 1.51 0.01*

CF: Comprimento final; P: Probabilidade de significancia; *: Diferenca significativa entre os dados.

1Desvio padrdo; 2Coeficiente de variacao; 3Analise de variancia (p<0,05); Médias seguidas de mesma

letra minuscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2. Hemograma
3.2.1 Eritrograma

Os niveis de lisina adicionados na dieta ndo alteraram as meédias das concentracdes de
hemoglobina (p=0,430), hematocrito (p=0,430) e CHCM (p=0,950).

A influéncia da dieta foi observada sobre a quantidade dos eritrocitos em peixes
alimentados com 9,72 g. kg™ de lisina (p<0,05), sendo estes apresentado maior quantidade, com
variacao em relacdo a dieta inicial (Tabela 3).

Os indices hematimétricos VCM e HCM dos peixes do periodo inicial expressaram
variacao dos valores médios em relacéo aos tratamentos com lisina, a exce¢do ocorreu no HCM
do nivel de 12, 84 g. kg (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da inclusdo de lisina na dieta sobre o eritrograma de juvenis de tambaqui

(Colossoma macropomum).

Lisina (g.Kg™?)

Dieta 2CV
Eritrograma inicial  6.60 9.72 12.84 1596  19.08 2220 DP (%) °P
Hg
(gdL?) 1220 1098 12.03 1059 1158 1142 11.71 052 0.75 0.43
Ht (%) 3458 3050 3272 30.11 30.39 3178 3150 147 0.76 0.43
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Eritrocitos

(106 uLY) 1.49a 2.189ab 2.88b 2.48ab 2.08ab 2.74ab 2.65ab 0.44 2.92 0.02*
VCM (fL) 231.71b 139.29a 113.35a 121.21a 145.98a 115.83a 118.71a 38.81 4.93 0.00*
HCM (pg) 81.75b 50.12a 41.66a 42.64ab 55.62a 41.617a 44.14a 13.42 4.67 0.00*
CHCM

(g.dLY) 3528 3599 36.76 3518 3810 3593 3719 098 0.44 0.95

Hg: Hemoglobina; Ht: Hematacrito; 1Desvio padrio; 2Coeficiente de variagio; 2Analise de variancia (p<0,05); P:
Probabilidade de significancia; *: Diferenca significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra

mindscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2.2 Leucograma e trombograma

Né&o foi verificada diferenca entre as médias dos trombdcitos dos juvenis de tambaqui
(Tabela 4). As médias dos leucdcitos totais dos niveis de 6,60 g. kg™ e 15,96 g. kg™ de lisina
diferiram das médias dos niveis 9,72, 19,08 e 22,20 g. kg™ de lisina (p= 0.02) (Tabela 4).

Tabela 4. Trombdcitos e leucocitos totais dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum )

sob dietas contendo niveis crescentes de lisina.

Lisina (g.Kg™)

Variavel Dieta 2CV
(L) inicial 6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 22.20 1DP (%) 3P

Leucécitos  24110.17 13575.42 43220.67 31797.33 13551.33 43267.00 43285.33 12560.82 8.83 0.02*
totais ab a b ab a b b
Tromboécitos 9404.16 2189.58 1561.00 8280.55 17651.11 11186.67 8563.33 4729.97 8.27 0.362

Desvio padrao; 2Coeficiente de variacdo; 3Analise de variancia (p<0,05); P: Probabilidade de significancia; *:
Diferenca significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na andlise dos leucocitos diferenciais, foram encontrados linfécitos, eosindfilos,
mondcitos e neutrdfilos. N&o houve alteragdes estatisticas ocasionadas pela adi¢do da lisina na
dieta em eosinodfilos e mondcitos (Tabela 5). O percentual de linfécitos dos peixes do periodo

final reduziu em relagéo aos valores encontrados nos juvenis de tambaqui alimentados com
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dietas no periodo inicial (p=0,00). Dietas com niveis de lisina acima de 12,84 g. kg geraram
aumento sobre os neutréfilos dos peixes (p=0,00; Tabela 5).

Tabela 5. Contagem diferencial de leucécitos dos juvenis de tambaqui (Colosssoma

macropomum) sob dietas contendo niveis crescentes de lisina.

Lisina (g.Kg™)

Leucograma 2CV
(%) Inicial 6.60 9.72 12.84 1596 19.08 22.20 DP (%) 3P

Linfécitos 50.75b 31.44a  34.88a 27.67a 27.33a 35.33a 22.88a 8.36 4.48 0.00 *
Eosindfilos 1.83 1.83 2.78 078 172 078 256 0.72 6.71 0.93
Mondcitos 16.25  17.33 1478 12,00 11.61 10.22 1256 2.43 3.01 0.26
Neutréfilos  31.16b 49.77ab 47.55ab 59.55a 59.33a 53.66a 62.00a 9.80 2.91 0.00 *

1Desvio padrdo; 2Coeficiente de variacdo; 3Analise de varidncia (p<0,05); P: Probabilidade de
significancia; *: Diferenca significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra minascula ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3 Bioquimica sérica

Os peixes dos niveis 9,72, 15,96 e 22,20 g. kg™ de lisina total e os peixes do periodo
inicial apresentaram as maiores concentracfes de colesterol (p=0,00) e ndo se diferenciaram
entre si, enquanto os niveis de lisina 6,60, 12,84 e 19,08 g. kg™ expressaram teores menores
(Tabela 6).

A concentracdo proteica do plasma do sangue dos peixes do periodo inicial se diferenciou
apenas no nivel de 15,96 g. kg* de lisina (p=0,03), tal como descrito na Tabela 6 (p=0,01). Os

triglicerideos e a glicose ndo mostraram diferenca entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 6. Bioquimica do sangue dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)

alimentados com dietas contendo niveis de lisina.
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Lisina (g.Kg™)

Componente 2CV
bioquimico Inicial 6.60 9.72 12.84  15.96 19.08 22.20 1DP (%) 3P

Proteinas

(g.dLh) 3.17a 550ab 4.27ab  6.03ab 7.35b 6.6lab 4.3%ab 136 3.92 0.01*
Glicose

(mg.dL™) 73.88 156.46  133.43 11454 10255 108.57 14798 26.42 3.41 0.12
Colesterol

(mg.dL?) 338.26c 199.65ab 321.83bc 147.06a 297.72bc 207.52ab 241.96ac 30.95 4.20 0.00*
Triglicerideos

(g.dLh) 252.86 308.58 313.93 130.17 350.55 241.05 261.26 110.99 4.70 0.07

1Desvio padrao; 2Coeficiente de variacdo; 3Analise de variancia (p<0,05); P: Probabilidade de significancia; *:
Diferenca significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.4 Enzimologia

3.4.1 Concentracao de proteinas no trato gastrointestinal

As concentracdes de proteina detectadas no estdmago, nos cecos piloricos e nas porgcoes
anterior e posterior do intestino, se mantiveram sem variacdes perante adi¢ao de lisina nas dietas
(p>0,05). No entanto, no intestino médio dos peixes nutridos com 15,96 e 19,08 g.kg™ de lisina
o0 teor de proteina foi maior que na mesma porcdo intestinal dos peixes do periodo inicial
(p=0,00; Tabela 7). As porc¢bes intestinais dos juvenis de tambaqui expressaram presenca da
proteina do colageno nas distintas tdnicas celulares (serosa, muscular, submucosa e mucosa)
gue formam as vilosidades onde estéo as células absortivas e as secretoras, como as caliciformes
(Figura 1).

Tabela 7. Concentracdo de proteina nos tecidos do estdmago, intestino anterior, médio e
posterior, e nos cecos piloricos dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) nutridos

com niveis de lisina.

Lisina (g.Kg?)
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Proteina nos 20V 3p
tecidos (g.dL™®)  Inicial 6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 22.20 IDP (%)

Estdbmago 1427 18.74 21.29 23.88 19.21 19.30 19.85 2.68 196 0.09
Cecos 14.67 15.22 17.39 17.10 17.95 16.71 16.73 1.09 0.94 0.05
Intestino Anterior 13.50 13.50 14.36 15.32 15.18 15.17 1554 0.80 0.78 0.08
Intestino Médio ~ 13.56a 13.87ab 13.69ab 14.45ab  15.23b  15.20b 15.10ab  0.68 0.67 0.00*
Intestino Posterior 14.08 13.12 13.25 13.46 13.58 13.79 14.33 0.40 0.42 0.56

1Desvio padrdo; 2Coeficiente de variacao; 3Analise de variancia (p<0,01); P: Probabilidade de

significancia; *: Diferenga significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra

minuscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fi.gura 1. Fotomicrografia do intestino médio de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
alimentados com dietas contendo lisina. Corante Tricromico de Mallory: A) Presenca de coladgeno
evidenciada em toda vilosidade (verde) em meio a células absortivas e células secretoras da mucosa
intestinal. Objetiva 60x. B) Colageno evidenciado nas tlnicas celulares serosa (se), muscular (ms),

submucosa (su) e mucosa (mu).

3.4.2 Atividade das enzimas digestivas lipase e amilase

Né&o foram verificadas alteragdes entre as medias das atividades das enzimas lipase e
amilase nos tecidos do estbmago, intestino (anterior, médio e posterior) e cecos piléricos dos
juvenis de tambaqui alimentados com dietas contendo o aminoéacido cristalino lisina (p>0,05)
(Tabela 8).
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Tabela 8. Atividade das enzimas lipase e amilase nos tecidos do estdmago, intestino anterior,
médio e posterior, e nos cecos piléricos dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)

nutridos com niveis de lisina.

Lisina (g.Kg™)

Enzimas digestivas 2CV
(U.mg™* de proteina) Inicial 6.60 9.72 12.84 1596 19.08 22.20 DP (%) 3P

Amilase
Estdbmago 246.93 300.23 192.73 215.82 215.82 215.82 215.82 32.526 2.029 0.11
Cecos piléricos 308.07 233.75 246.93 300.23 192.73 258.99 215.82 39.082 2.225 0.70
Intestino Anterior 185.14 276.57 215.02 265.52 184.92 194.83 199.05 35.383 2.326 0.36
Intestino Médio 125.02 198.55 144.78 183.23 129.58 144.34 134.13 26.187 2.471 0.51

Intestino Posterior 117.89 284.48 229.96 323.08 187.74 211.15 249.80 61.794 3.852 0.11

Lipase
Estdmago 336 535 278 288 279 332 438 0.899 3.615 0.155
Cecos piléricos 187 219 279 242 219 231 596 1307 6.626 0.242
Intestino Anterior 249 169 155 187 229 212 585 1380 7.725 0.480
Intestino Médio 303 484 472 7.06 564 461 899 1794 4.614 0.090

Intestino Posterior 266 086 194 146 130 128 485 1262 8.782 0.656

1Desvio padrdo; 2Coeficiente de variacdo; 3Analise de varidncia (p<0,05); P: Probabilidade de
significancia; *: Diferenca significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra minascula ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4. DISCUSSAO

4.2 Biometria

O comprimento e o peso final dos tambaquis aumentaram proporcionalmente ao
acréscimo de lisina nas dietas até o nivel de 15,96 g.kg! de lisina, onde foi registrado
crescimento em torno de 119% em relagéo ao peso inicial. Este comportamento foi igualmente
detectado por Liebl et al. (2019) para outros parametros de desempenho animal como ganho de

peso e conversao alimentar aparente, de tambaquis nutridos com niveis de lisina.
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Os dados biométricos com influéncia do aminoécido cristalino podem ser melhor
compreendidos quando relacionados com informagdes sobre variaveis fisiologicas e
metabdlicas dos peixes como procedeu Zhou et al. (2007) e Ruchimat et al. (1997), que
relacionaram as respostas do desempenho, respectivamente, de cobia ou bijupira (Rachycentron
canadum (Linnaeus, 1766) e yellowtail Seriola quinqueradiata (Temminck & Schlegel, 1845),
com a condicdo hematoldgica dos peixes, ndo identificando prejuizos no nivel ideal da L-lisina
na salde do peixe. No entanto, o excesso de L-lisina pode ser catabolizado e inserido no
metabolismo energético, propiciando reservas lipidicas na regido visceral do corpo animal
(NRC, 2011) e quantidades insuficientes limitam a sintese de L-carnitina e transporte dos
lipidios para o interior dos hepatdcitos (Furuya et al., 2013), resultando na deposicao de lipidios
sobre o figado (esteatose), menores peso e crescimento do peixe, como observado por Liebl et
al. (2019).

4.3 Hemograma

4.3.1 Eritrograma

Segundo Tavares et al. (2009) a quantidade de eritrécitos esperada para tambaqui (C.
macropomum) com peso entre 1,63 a 369,50 g e comprimento de 26 a 45,6 cm esta entre 1,25
e 2,96 (10° uLt), com intervalo de referéncia compreendendo valores de 1,62 a 3,38 (106 uL°
1. Embora a resposta observada nos eritrdcitos dos juvenis de tambaqui sob dietas com 9,72 g.
kg de lisina (p=0,02) aproxime da maxima detectada para a espécie por Tavares et al. (2009),
ela se mantém fora da condicdo de policitemia, proveniente da elevacdo da osmolalidade
plasmatica, componentes quimicos do sangue e de situacfes de estresse (Clauss et al., 2008).
Esta desordem funcional é mais facilmente declarada quando o percentual do hematdcrito
supera 45%, 0 que ndo ocorreu para os peixes do tratamento com lisina 9,72 g. kg*
(hematocrito= 32, 72%), outrossim, para 0s peixes dos demais tratamentos analisados (Clauss
et al., 2008; Prado et al., 2016).

Nos estudos hematoldgicos com juvenis de cobia R. canadum sob dietas com L-lisina,
diferente do observado para tambaqui, as médias do hematdcrito se diferenciaram (hematécrito
médio: 30,97%), no entanto, foram semelhantes ao percentual verificado para a espécie

amazodnica (hematocrito médio: 31,65%), o que ndo ocorreu com os eritrocitos (RBC: 3.53 a

119



Liebl et al. (2019) Aquaculture Nutrition
Artigo I

3.86 x10°.mlIY) (Zhou et al., 2007). A auséncia de diferenca entre as concentragdes de
hemoglobina também corroborou com o detectado no atual estudo.

O volume corpuscular médio (VCM) exprime o elo entre o hematdcrito e a abundancia
de eritrocitos, denotando a quantidade de células da série vermelha presentes no sangue do
animal, e pode ser alterado por condicionantes como a dieta, a idade e a maturidade das células
dos peixes de espécies diferentes ou da mesma espécie (Hrubec et al., 2001; Ranzani-Paiva et
al., 2013; Grant, 2015). Os tambaqui experimentais se diferenciaram quanto ao VCM (p=0,00)
em peixes do periodo inicial (dieta comercial) e peixes nutridos com niveis de lisina verificados
no periodo final.

O VCM dos peixes sob dietas com lisina manifestou valores minimos e maximos de,
respectivamente, 113,35 e 145,98 fL. Tais valores participam do intervalo de referéncia do
VCM (112,7-192,69) para tambaqui descrito em literatura (Tavares et al., 2009). No entanto, o
VCM dos peixes do periodo inicial foi superior ao volume maximo esperado de 192,69 fL,
gerando células desiguais e configurando anisocitose eritrocitaria, o que inicialmente sugere
desordens fisiologicas que podem ter origem na nutricdo, como a anemia. Todavia, 0
prognostico anémico foi descartado pois elevadas concentracBes de eritrocitos nas formas
imaturas ndo foram constatadas no sangue dos peixes analisados e os dados biométricos ndo
foram afetados (Satake et al., 2009).

A maturacdo dos eritrocitos dos peixes ocorre naturalmente no meio circulante, porém,
em condicdo de anemia os eritrocitos ndo maturados sdo mantidos em maior concentracao,
dificultando a interpretacdo dos parametros do eritrograma (Satake et al., 2009). Ademais, a
possibilidade de deficiéncia nutricional no periodo inicial ndo se expressou nos peixes do
periodo final, haja vista que, se real, seria contornada pelas dietas contendo a L-lisina, que tende
a se ligar com outros compostos como minerais e microminerais, e aumentar as vilosidades da
mucosa intestinal, otimizando o transporte e absor¢do dos demais nutrientes necessarios para
manutencdo e producdo animal.

As informacdes sobre a hemoglobina corpuscular média (HCM), ainda que sejam
calculadas com dados da hemoglobina, sdo obtidas em funcdo do valor médio dos eritrocitos
dos peixes, o que elucida o comportamento dos dados alinhados ao padréo observado no VCM,
onde a andlise dos peixes do periodo inicial (HCM: 81,65 pg) foi superior aos peixes
alimentados com niveis de lisina no periodo final (HCM final médio: 45,54 + 5,69 pg).

Tavares-Dias & Sandrin (1998) verificaram HCM de tambaqui pesando entre 500 e 700

g e identificaram amplitude variagéo entre 32,2 e 51,3 pg e valor médio de 41,40 pg, 0 que esta
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préximo da média do HCM encontrada neste trabalho para os peixes alimentados com L-lisina.
O indicativo de alta quantidade de hemoglobina observada no sangue dos peixes juvenis
expressa uma demanda nutricional ndo suprida no periodo inicial, mas guarnecida com o
acréscimo de L-lisina nas dietas, considerando o HCM do periodo final.

A interpretacdo dos valores de HCM e de VCM requer analise criteriosa pois a base do
calculo (eritrécitos totais) pode apresentar uma margem de erro que influencie na resposta final
(McCarthy et al., 1973; Tavares-Dias & Sandrin, 1998). De acordo com Tavares-Dias &
Sandrin (1998), o indice hematimétrico que exprime maior precisdo ¢ 0o CHCM (CHCM médio:

36,34+1,06 (g. dLY), que no atual estudo n&o oscilou entre as médias analisadas (p>0,05).

4.3.2 Leucograma e trombograma

Na observacgéo de neutrdfilos e linfécitos, bem como eosindfilos e mondcitos somente
para 0s peixes que receberam dietas experimentais, torna-se elucidado que as dietas elaboradas
com niveis de lisina ndo alteraram os diferentes leucocitos circulantes.

Quando verificados os diferentes tipos de leucdcitos para todos os tratamentos (dieta
inicial + dietas com niveis de lisina), os peixes ndo alimentados com as dietas experimentais
mostraram maior percentual de linfocitos e menor percentual de neutréfilos. O aumento do
percentual de neutrdfilos, ou neutrofilia, seguido da reducdo da quantidade de linfocitos, ou
linfopenia, sugere condicdo de estresse que seria comprovada se detectado reducdo do
desempenho animal (Urbinati et al., 2015). Tal condicdo ndo foi observada, haja vista que nas
analises biométricas foram registrados aumento de peso e comprimento dos juvenis de tambaqui
até o maior nivel produtivo em funcdo da L-lisina, evidenciando auséncia de impedimento da
manifestacdo do aminoacido testado sobre o desempenho dos peixes.

Avaliando as modificag¢6es ocorridas entre as médias de cada leucdcito diferenciado foi
verificado que os neutréfilos dos tratamentos com dietas contendo lisina acima de 12,84 g. kg
1 superaram os que receberam 9,72 g. kg e os que ndo receberam lisina sem as suplementacdes
com lisina (tratamentos com lisina 9,72 g.kg? e dieta inicial), sendo o maior percentual
registrado no nivel de lisina 15,96 g. kg™. Tavares-Dias et al. (1999), analisando linfdcitos do
sangue de tambaqui (peso vivo médio: 584,6 ¢; dieta com 28% de proteina bruta - PB),
contaram 1566,2+ 754 pL de neutréfilos para um total de 2663.3+ 1288 L leucdcitos, o que
representa cerca de 58,80% de neutrofilos. Tal percentual se aproxima dos valores de

neutrofilos encontrados nos niveis mais elevados de lisina no atual trabalho com tambaqui.
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Assim como ocorreu neste trabalho, nos estudos de Tavares-Dias et al. (1999) com
tambaqui os neutréfilos foram os leucdcitos circulantes mais abundantes. Em teleGsteos, tais
células expdem a hipersensibilidade do peixe diante das adaptacdes ao meio (Mahajan & Dheer
1979; Tavares-Dias et al., 1999). De modo geral, o maior percentual de leucécitos no sangue
de Teledsteos brasileiros de agua doce corresponde aos linfécitos (LF) (Tavares-Dias et al.,
1999), como detectado para o peixe amazdnico pirarucu (Arapaima gigas, Schinz 1822) por
Drumond et. (2010) (LF: 89,9 + 6,3% para alevinos e 55,6 + 9,9 % para juvenis). Porém, para
juvenis de tambaqui parasitados (peso vivo: 35,53+2,77 g e 62,71+2,75 g), alimentados com
dieta comercial (PB: 36%) e avaliados quanto ao efeito de diferentes biofiltros sob densidades
distintas, Lima et al. (2019) registraram concentra¢fes mais elevadas de linfocitos (65,4 a 84,9
x 10% L.

A auséncia de padrao expressa pelas médias dos leucocitos totais ndo permite associacao
clara com o efeito da dieta. A mesma despadronizacdo foi observada por Zhou et al. (2007)
para os leucdcitos totais de cobias sob nutricdo com niveis de lisina (4.90+0.20 a 6.87+0.21 x
108. mLY), que declararam que tais diferengas foram, provavelmente, ocasionadas por estresse
nutricional e ndo por acdo ineficiente das diversas concentracdes do aminoacido. A média dos
valores analisados neste trabalho com tambaqui (30401 £ 12560 pL) ndo se distanciou da média
verificada por Padua et al. (2013) para tambaqui (C. macropomum; peso médio: 357,5£94,5 g)
utilizados como controle nos estudos sobre o efeito de anestésicos nos parametros
hematoldgicos (Leucdcitos totais: 32,2+6,1 x10° pL* ou 32200 pL), e para para juvenis de
pirarucu (A. gigas; Leucdcitos totais: 25091 + 6121 pL) cultivados em sistema semi-intensivo
na Amazonia.

Os leucocitos tém sua importancia reconhecida na imunidade ndo especifica do
organismo dos peixes, atuando em processos inflamatdrio dos tecidos, sendo assim, indicadores
da higidez do animal (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Ishikawa et al., 2008). Dificuldades em
diferenciar leucocitos e trombdcitos na camara de Neubauer (método direto), conduz a
utilizacdo da metodologia indireta utilizada neste trabalho (Ishikawa et al., 2008).

As concentracGes de trombdcitos para 0s juvenis tambaqui analisados (média:
10412.20+ 4729.97 pL) se mantém dentro ou proximo ao intervalo de 2.000-78.900 ~ L (exceto
os tratamentos 9,72 e 19,08 g. kgt) descrito em literatura para peixes por Tavares- Dias et al.
(2009). Todavia, em relagdo aos valores dos trombdcitos encontrados para tambaqui por Padua
et al. (2013) nos peixes sem tratamento e sob tratamentos com éleos de cravo e benzocaina

(respectivamente, 39,2+15,6; 37,8+12,5; 57,8+8,1 x10° puL™), a concentragdo verificada para
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0s juvenis esteve inferior. Esta condicdo permanece quando comparada com trombdcitos de
outras espécies de peixes cultivados no Brasil como o jundia cinza (Rhamdia quelen Quoy &
Gaimard, 1824), a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758), a piracanjuba
(Brycon orbignyanus Valenciennes, 1850) e o pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg,
1887), caracterizados por Dal’b¢ et al (2015) (respectivamente: 48,6 = 16,8; 35,9 + 14,4; 37,9
+7,8;e30,0+7.8x10° uL?).

Fatores bioticos e abidticos podem interferir nas concentragdes de trombdcitos
(Tavares-Dias et al., 2009). Apesar de participar da coagulacéo, a traducgdo clinica das funcdes
e comportamentos dos trombdcitos dos peixes ainda ndo foram totalmente elucidadas, porém,
sabe-se que alguns peixes neotropicais (como a traira; Hoplias malabaricus Bloch, 1794)
podem expressar uma reversivel reducdo de trombocitos, ou trombopenia, mediante jejum
prolongado (Rios et al., 2005; Clauss et., 2008). Considerando que os tambaquianalisados
ficaram em jejum por 24 horas a ocorrencia da trombopenia por restri¢do alimentar é uma
possibilidade que, para ser confirmada, seria necessario novas analises hematoldgicas com

jejum seguido de realimentacao dos tambaquis alimentados com L-lisina.

4.4 Bioquimica sérica

Peixes com patologias que geram infeccOes apresentam baixas concentracdes de
colesterol total no plasma, portanto, o nivel sérico de colesterol € também um sinalizador sobre
a condicdo geral da saude dos peixes (Fukuda et al. 1997; Bezerra et al. 2013). Os juvenis de
tambaqui analizados apresentaram teores de colesterol normais ou elevados. Embora alguns
estudos vinculem variacdes no colesterol a dieta dos peixes, € real a possibilidade delas
indicarem adaptacGes ao meio, resposta secundaria a condicdo de estresse e mobilizacdo para
biossintese de hormdnios esterdides em periodos reprodutivos, propiciando aumento do
colesterol total (Jordal et al., 2007; Ferreira et al, 2011).

Luo et al. (2006) encontraram concentracdes de colesterol entre 2,11 + 0,19 e 2,97 +
0,28 a mmol. L para o peixe Serranidae do sudeste asiatico grouper (Epinephelus coioides
Hamilton, 1822) com peso inicial médio de 15,84 + 0,23 g, alimentado com niveis de L-lisina.
As respostas obtidas pelos pesquisadores apresentaram diferengas significativas, mas, com
variagdes que nédo as caracterizam como efeito da dieta sobre o colesterol total. Esta descrigéo
corrobora com o verificado neste trabalho onde, possivelmente, as alteracdes entre as medias

do colesterol total foram influenciadas por fatores ndo limitados a dieta.
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Adesola et al. (2017) investigando a exigéncia de lisina para juvenis do peixe africano
dusky kob (Argyrosomus japonicus Griffiths & Heemstra, 1995), ndo encontraram diferencas
significativas para o colesterol, assim como ocorreu para triglicerideo, glicose e proteinas totais.

A elaboracdo de dietas com amino&cidos cristalinos possibilita a redu¢do na quantidade
de proteina nas dietas (Cavalheiro et al., 2014). As dietas experimentais para juvenis de
tambaqui foram elaboradas com menor teor de proteina (27%) do que a dieta comercial utilizada
(32%), porém, com proteina estruturada com altos niveis de aminoacidos em condicéo de pronta
absorcdo pelo organismo do peixe, conferindo maior qualidade ao composto bioldgico. Esta
condicgdo pode ter contribuido diretamente nas maiores concentracdes de proteinas verificadas
no sangue dos peixes do periodo final (Proteina total: 4,27 a 7,35 g.dL!) em relacdo aos do
periodo inicial (3,17 g.dL™). Os teores de proteina no tecido sanguineo de peixes tropicais em
piscicultura se mantem entre 2,3 e 8,2 g.dL%, possibilitando assumir os valores verificados neste
trabalno como dentro da normalidade (Tavares-Dias & Moraes, 2003; Tavares-Dias &
Mataqueiro, 2004).

Argumentando que as dietas experimentais consumidas pelos juvenis de tambaqui eram
ricas em aminoacidos, componentes base das proteinas, a previsao foi de aumento da proteina
sérica concomitante ao aumento dos niveis de lisina. Todavia, os dados sanguineos revelaram
uma predisposicéo de elevagdo proteica até o nivel de 15,96 g. kg™ de lisina, seguida de reducéo.
Este padrdo se assemelha ao observado para a taxa de eficiéncia proteica, que considera o
consumo da proteina da dieta em relacdo ao desempenho do peixe, verificado em juvenis de
tambaqui alimentados com lisina por Liebl et al. (2019), onde a tendéncia de maior ganho
ocorreu no nivel de 15,96 g. kg™ de lisina.

A concentracdo de proteinas totais no sangue dos juvenis de tambaqui nutridos com
15,96 g. kg! de lisina aumentou cerca de 56,8 % em relagdo a dos peixes ndo alimentados com
dietas experimentais (p=0,01), enquanto a concentracdo de proteinas entre 0s peixes que
receberam dietas experimentais ndo expressou diferenca na analise de variancia. Porém, por
observacéo, o maior teor de proteina (7,35 g.dL™!) foi notado perante adigdo de lisina 15,96 g.
kg (Tabela 6).

O nivel em que Liebl et al. (2019) observaram a predisposicao para eficiéncia proteica
também proporcionou maior peso, seguido de diminuicdo deste pardmetro nas adicGes
seguintes (19,08 e 22,20 g. kg de lisina). Segundo NRC (2011) a eficiéncia da lisina e outros
parametros de desempenho animal sdo moderados pela composi¢do corporal. Assim sendo, as

observagbes sugerem que concentracOes de lisina no sangue de tambaqui superiores a
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necessidade do animal tendem a desbalancear reagcdes metabdlicas e degradar o aminoécido, o

que pode comprometer 0 maximo desempenho do peixe.

4.5 Enzimologia

4.5.1 Concentracao de proteinas no trato gastrointestinal

Concordando com a analise proteica do sangue, a adicdo de 15,96 e 19,08 g. kg* de
lisina na dieta proveu as maiores concentracdo de proteina intestino médio dos juvenis de
tambaqui (15,23 e 15,20 g.dL™?), que se diferenciaram das concentracGes menores (13,56 g.dL
Y verificadas nos peixes que receberam dieta inicial.

De modo geral, o tripsinogénio dos peixes é ativado em tripsina, que hidrolisa proteinas
e polipeptidios em aminoéacidos livres (biodisponiveis) nos enterécitos da mucosa intestinal e
disponibilizadas na corrente sanguinea no processo de absorc¢ao, ou permanecer no limen do
intestino até a excrecdo (NRC, 2011; Portz & Furuya, 2012). Segundo Rotta (2003) o intestino
médio ¢ especializado na absor¢éo das proteinas e aminoacidos biodisponiveis, 0 que esclarece
o fato de a influéncia da proteina total de dietas ricas em aminoacidos ter sido significativa
especificamente no intestino médio dos juvenis do tambaqui.

Em todas as porcdes intestinais dos tambaquis foi possivel observar a expressdo do
colageno evidenciada nas tunicas serosa, muscular, submucosa, e na extensao das vilosidades
promovida pela mucosa. O colageno € uma proteina sintetizada e composta (alem da alanina,
hidroxiprolina e hidroxilisina) essencialmente pelos aminoacidos glicina, prolina e pela lisina
absorvida da dieta (Damodaran & Parkin). Desta forma, dietas enriquecidas com L-lisina como
as trabalhadas neste estudo, tendem a favorecer aumento da sintese desta proteina, que em
quantidades insuficientes pode limitar o crescimento animal.

Células secretoras e células absortivas também foram evidenciadas mediante coloracéo.
As caliciformes sdo especializadas na producdo e secrecdo da proteina mucina que protege o
tecido epitelial da acdo de agentes bioldgicos, fisicos e quimicos, e ainda, contribuem com
processos de digestdo e emulsificacdo do quimo (Deplancke & Gaskins, 2001). Os enterdcitos
estdo distribuidos por toda mucosa intestinal, participam dos processos absortivos e de clivagem
dos nutrientes, sendo a absor¢do dos aminoacidos realizada na membrana apical da célula
(Rotta, 2003). Os aminoacidos sdo entdo transportados por difusdo para capilares sanguineos e

redistribuidos pelo corpo do peixe. Assim sendo, a deteccdo destas estruturas em quantidades
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no intestino dos peixes pode indicar maior disponibilidade orgénica para ocorréncia dos
procedimentos primordiais para eficiéncia das dietas.

4.5.2 Atividade das enzimas digestivas lipase e amilase

A enzima digestiva amilase tende a ndo manifestar atividade mediante associagdo com
a dextrina, com a albumina ou com amido néo processado. O processamento por extruséo ou
cozimento dos ingredientes naturais adicionados na dieta, como gréos e cereais, gelatiniza o
amido e cliva a albumina, o que otimiza a digestibilidade (Rotta et al., 2003).

Segundo Corréa et al. (2007), juvenis de tambaqui (peso medio de 167,7+8,09) sob dietas
com trés diferentes niveis de amido de milho (30, 40 e 50%) responderam ao tratamento
nutricional com aumento da acdo da amilase nos maiores niveis do amido, sendo mais
expressiva nos cecos piloricos dos peixes. De igual forma, Almeida et al. (2006) também
assumiram os cecos piloricos de juvenis de tambaqui (peso medio: 112,15 * 35,31 g) nutridos
com dietas distintas (Proteina: 205 a 350 g. kg?; Lipideos: 49 a 145 g. kg™) como a fragdo do
trato gastrointestinal com maior manifestacdo da atividade da amilase, sendo de 205 +8 U. mg
! de proteina. No trabalho atual com tambaqui nutridos niveis de L-lisina, as maiores atividades
foram igualmente verificadas nos cecos pildricos (250,9+39,08 U. mg™ de proteina), porém,
ndo houve diferenca entre os tratamentos.

Na andlise da atividade da lipase, Lundstedt et al. (2004) registraram para o TeleGsteo
carnivoro pintado (Pseudoplatystoma corruscans; Spix & Agassiz, 1829) com peso médio
inicial de 68.8g, alimentado com diferentes niveis de proteina (20, 30, 40 e 50%), expressao de
1,9+ 0,32 a 3,9+ 0,5 8 U. mg™ de proteina no estdmago, 5,53+ 0,46 a 14,49+ 2,4 8 U. mg* de
proteina no intestino anterior, sendo os maiores valores verificados no maior percentual
proteico da dieta. Outrossim, Almeida et al. (2006) verificaram maior atividade da lipase no
estdbmago de individuos de tambaqui na fase juvenil (469,4 + 41 U. mg* de proteina), sendo
observada reducdo da lipase gastrica na mesma propor¢do do aumento do Ipidio na dieta. No
entanto, os autores afirmam que a lipase também se expressou nas porcdes intestinais. Os
juvenis de tambaqui analisados sob lisina dietética tiveram as maiores expressdes de lipase no
estdbmago dos peixes alimentados com dietas sem adigéo de lisina (periodo inicial e 6,60 g. kg
! de lisina). Para dietas confeccionadas contendo niveis de lisina os maiores resultados foram

notados no intestino médio, ndo se diferenciando entre as dietas experimentais.
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O tambaqui possui a capacidade de modular a acdo das suas principais dietas a
composi¢do das dietas, quando necessario, permitindo melhor aproveitamento dos compostos
da fracdo aminoacidica, dos lipidios e dos carboidratos (Almeida et al., 2006). Lipidios e
carboidratos adicionados na dieta podem promover o efeito poupador dos componentess
aminoacidicos, substituindo aminoécidos que poderiam ser utilizados na formacdo de
glicogénio (neoglicogenese), e que desta maneira, serdo direcionados as suas demais funcdes
no organismo animal como sintese protéica, crescimento e reproducdo (Barroso et al., 2001;
Nyina Wamwiza et al., 2005).

5. CONCLUSAO

No estudo realizado conclui-se que niveis de lisina ndo influenciaram enzimas lipase e
amilase, e 0 hemograma, sendo a bioguimica sérica expressiva quanto a obtencéo de proteinas,
juntamente com a bioquimica do tecido intestinal, que se manifestou sobre a absorcdo de
proteina indicando o nivel da exigéncia nutricional, em 15,96 g. kg de lisina total, que

corresponde a 5,91 % da proteina da dieta.
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RESUMO

A lisina participa de processos bioldgicos do crescimento do filé, da pele e das demais porc¢des
dos rendimentos dos peixes. Objetivando avaliar rendimentos dos subprodutos, residuos e
morfometria de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) sob nutricdo com niveis de
lisina, foram elaboradas dietas contendo 6,60, 9,72, 12,84, 15,96, 19,08 e 22,20 g. Kg* de lisina
total (respectivamente: L-lisina 0,00, 4,00, 8,00, 12,00, 16,00 e 20,00 g. Kg™), e ofertadas aos
peixes (33,88 + 2,479 e 11,72+ 0,36 cm) distribuidos em 18 tanques (310 L) durante 90 dias.
Para morfometria, as medidas dos peixes inteiros (n=9 peixes/ dieta) foram aferidas e
relacionadas entre si, e para 0s subprodutos e residuos cada porcdo foi pesada em balanca
(0,0019). Todas as variaveis foram validadas por ANOVA, teste de Tukey, e analise de
regressdo quadratica (p<0,05). Nao foram verificadas diferencas para as variaveis
morfométricas (p>0,05). A razdo entre os dados morfométricos dos comprimentos padrao e
total apresentou significancia nos niveis 9,72 e 15,96 g. Kg* (p=0,03). O peixe eviscerado e 0s
filés, os teores proteicos e lipidicos dos filés, e 0s pesos e 0s comprimentos dos intestinos, ndo
alteraram (p>0,05). O maximo de filé com pele foi estimando pela regressdo quadratica com
platé em 18,22 g. Kg* de lisina total (p=0,00). A umidade modificou com lisina 22,20 g. Kg™
(p=0,00), e os minerais, entre 6,60 e 22,20 g. Kg! (p=0,01). O nivel de lisina 9,72 g. Kg*
proporcionou maior resultado para a pele bruta (p=0,03). O acréscimo dos niveis de lisina na
dieta propiciou aumento das nadadeiras (p=0,00). Desta forma, conclui-se que a adi¢éo de lisina
na dieta ndo influenciou diretamente a morfometria e rendimentos dos peixes na fase juvenil,
mas atuou sobre o residuo nadadeiras e estimulou o subproduto pele, estimulando outras

pesquisas em igual condic¢des para a fase adulta do tambaqui.

Palavras-chave: Piscicultura, nutricdo, aminoacido, rendimento, espécie nativa.
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ABSTRACT

Lysine participates in biological processes of fillet growth, skin growth and other portions of
fish yields. In order to evaluate yields of byproducts, residues and morphometry of juveniles of
tambaqui (Colossoma macropomum) under nutrition with lysine levels, diets containing 6.60,
9.72, 12.84, 15.96, 19.08 and 22 were prepared. 20 g. Kg-1 of total lysine (respectively: L-
lysine 0.00, 4.00, 8.00, 12.00, 16.00 and 20.00 g. Kg-1), and offered to fish (33.88 + 2.47g and
11.72 + 0.36 cm) distributed in 18 tanks (310 L) for 90 days. For morphometry, the
measurements of whole fish (n = 9 fish / diet) were measured and related to each other, and for
the byproducts and residues each portion was weighed (0.001g). All variables were validated
by ANOVA, Tukey's test, and quadratic regression analysis (p <0.05). No differences were
found for morphometric variables (p> 0.05). The ratio between morphometric data of standard
and total lengths was significant at levels 9.72 and 15.96 g. Kg -1 (p = 0.03). Gutted fish and
fillets, protein and lipid contents of fillets, and intestinal weights and lengths did not change
(p> 0.05). Maximum skin fillet was estimated by quadratic regression with plateau at 18.22 g.
Kg -1 of total lysine (p = 0.00). Moisture changed with lysine 22,20 g. Kg-1 (p = 0.00), and
minerals between 6.60 and 22.20 g. Kg -1 (p = 0.01). The lysine level 9.72 g. Kg-1 provided
higher results for raw skin (p = 0.03). The increase in dietary lysine levels led to increased fins
(p =0.00). Thus, it was concluded that the addition of lysine in the diet did not directly influence
the morphometry and yield of fish in the juvenile phase, but it influenced the fin residue and
stimulated the skin byproduct, stimulating other research in equal conditions for the tambaqui

adult phase.

Keywords: fish farming, nutrition, amino acid, yield, native species.
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1. INTRODUCAO

O aumento da produtividade de peixes modera a producédo de subprodutos e residuos da
espécie sob cultivo e oportuniza o aproveitamento das fragdes com baixo, ou isentas de, valor
comercial, quando conhecido o rendimento e composi¢do quimica destas. Desta forma, a
organizacao logistica da producdo de peixes implica no conhecimento que néo se restrinja a
quantidade de produtos comestiveis, mas inclua informages sobre os subprodutos e residuos
do processamento, analisando a viabilidade, ganhos em produtividade e retorno das aplicacfes
financeiras (Simdes et al., 2007). Dos investimentos com a producdo, a dieta € a mais
dispendiosa, sendo o percentual de aminoacidos o que mais requer valores (NRC, 2011; Oliva-
Teles, 2012; Souza et al., 2019).

A lisina € um aminoacido limitante nas dietas para peixes elaboradas com produtos de
origem vegetal, direcionado para sintese proteica, tendendo a aumentar o rendimento do corte
do produto principal do peixe, o filé, dos subprodutos como a pele e o tronco, além dos residuos
da filetagem, tais como a cabeca e nadadeiras (Furuya et al., 2006; Gaylord & Barrows, 2009;
Ovie & Eze, 2013; Hua et al., 2019).

Residuos e subprodutos do peixe podem ser direcionados para preparo de ingredientes
da dieta animal, extracdo de colageno, para producdo de fertilizantes, de produtos quimicos,
produtos artesanais e outros produtos para nutricdo humana, considerando que residuos de peixe
sdo ricos em proteinas e 6mega-3 (Cavalcante Junior et al., 2005; Feltes et al., 2010; Souza et
al., 2016).

A exploracdo das porc¢des residuais do peixe eleva a qualidade da industria da pesqueira
ao superar a demanda tradicional e ofertar produtos oriundos de reaproveitamento de materiais
com alto valor nutritivo, favorecendo precos mais acessiveis a populacées menos privilegiadas
economicamente, reduzindo descartes que, sendo realizados corretamente tendem a gerar
entraves ambientais e na saude publica (Feltes et al., 2010).

O peso dos residuos e as caracteristicas anatdmicas do corpo do peixe, estdo entre as
condicionantes para maior rendimento do corte do produto (Contreras-Guzman, 1994;
Leonardth et al, 2006; Basso & Ferreira, 2011). Cooperando com a determinagdo do rendimento
do produto e dos subprodutos, estdo as caracteristicas morfométricas, que sdo parametros
indicativos para o percentual dos cortes do peixe, sendo de grande relevancia em avaliagdes
genéticas, na escolha da espécie a ser produzida e no planejamento e padronizagdo das porcoes

do pescado industrializado, em especial, o filé (Mafra et al., 2016).
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Além dos aspectos anatdbmicos do corpo do peixe, o rendimento do produto filé esta
também vinculado a outras condicionantes, incluindo, peso dos residuos, sexo do animal,
composi¢do quimica corporea, além das maquinas e habilidade humana no processo de
filetagem (Contreras-Guzman, 1994; Leonardth et al., 2006; Basso & Ferreira, 2011).

A lisina estd inserida no processo metabolico de alongamento dos midcitos que
compdem o filé atuando na hipertrofia e desdobramento do tecido e na hiperplasia das células,
que em peixes, operam em concomitancia e sdo controladas por agentes como espécie, fase da
vida e nutri¢do do peixe (Aguiar et al., 2008; Valente et al., 2013; Michelato et al., 2016; Chu
et al., 2018).

O tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818) é um peixe amazoOnico
consolidado na industria pesqueira brasileira em funcdo da alta produtividade, facil manejo,
rusticidade, e por possuir carne com textura e sabor fortemente apreciados pelo mercado
consumidor (Araujo-Lima & Gomes, 2005; Souza & Inhamuns, 2011; Rodrigues et al., 2014;
Buzollo et al., 2019).

Embora o tambaqui possua boa aceitagdo ao sistema nutricional comum a peixes de
producéo, as dietas fornecidas desconsideram condi¢des intrinsecas da espécie para rendimento
do produto e o efeito sobre os subprodutos e residuos potencialmente aproveitaveis, outrossim,
sobre a morfometria do corpo do peixe, dada a existéncia de uma lacuna de informacgoes
nutricionais especificas, como a do aminoacido lisina. Diante do exposto, este trabalho foi
realizado com objetivo de verificar a influéncia da inclusdo do aminoacido cristalino L-lisina
na dieta sobre os rendimentos dos subprodutos, residuos, e caracterizacdo do filé e morfometria

dos tambaqui.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Etica animal

O experimento foi desenvolvido com o0s regimentos dos principios éticos na
experimentacdo animal consentidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo
Animal (CONCEA), perante aprovago das Comissdes de Etica no Uso de Animais — CEUA’s
da Universidade Federal do Amazonas sob protocolo n® 005/2016 e da Universidade Nilton
Lins sob protocolo n° 003/2017.

142



Liebl et al. (2019) Aquaculture Nutrition
Artigo IV

2.2. Local do experimento, Dietas experimentais

Juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818) da Estacdo de
Piscicultura de Balbina (Centro de Treinamento, Tecnologia e Producdo em Aquicultura —
CTTPA; Presidente Figueiredo - AM) foram analisados biometricamente (33,88 £ 2,47 g e
11,72+ 0,36 cm) no Laboratério de Producdo de Organismos Aquaticos - LaPOAq - AM
(Universidade Nilton Lins; Manaus - AM) apds aclimatacdo em 18 tanques aerados (10
peixes/tanque) de polietileno (310 L), recebendo dieta comercial (28% de proteina bruta) até o
inicio do experimento, conforme Liebl et al. (2019).

Apos serem formuladas, as dietas experimentais (27 % de proteina bruta) com 6,60,
9,72,12,84, 15,96, 19,08 e 22,20 g. Kg'* de lisina total, respectivamente, 0,00, 4,00, 8,00, 12,00,
16,00 e 20,00 g. Kg™* de L-lisina (Ajinomoto®, Chuo, Japan), foram extrusadas no Laboratorio
de Aquicultura do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA, Manaus — AM (Liebl
et al., 2019).

Os ingredientes da composicdo da dieta (Tabela 1) foram moidos finamente em moinho
de facas tipo Wiley (Tecnal®, Piracicaba, Brasil), e somados aos nutrientes cristalinos DI-
metionina, L-arginina, L-histidina, L-isoleucina, L-fenilalanina e L-treonina, na quantidade de
2,50 g cada, e os nutrientes L-acido glutdmico, L-triptofano e L-valina, adicionados em
respectivamente, 10 a 50 g; 1,6 g e 1,0 g (Liebl et al., 2019). Confeccionadas, as dietas foram
fornecidas quatro vezes ao dia até a saciedade aparente dos juvenis de tambaqui monitorados

durante 90 dias.

Findado o periodo, a alimentacdo foi interrompida por 24 horas, os peixes foram
coletados (n= 9 peixes/dieta), anestesiados com benzocaina (100 mg. L), eutanasiados,
lavados em agua clorada (5 ppm), embalados individualmente em sacos plasticos e
armazenados a -20°C até o descongelamento em temperatura ambiente (20°C) para analises
(Simdes et al., 2007; Maghelly et al., 2014). Apo6s a verificacdo morfométrica, foi sequenciada
a extracdo e pesagem em balanca (precisdo de 0,001g; Gehaka®, Sao Paulo, Brasil) de partes

do corpo do peixe para verificacdo dos rendimentos.

Tabela 1. Dietas elaboradas com niveis de lisina para juvenis de tambaqui (Colossoma

macropomum) (Liebl et al., 2019).

Lisina (g. Kg™)
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Ingredientes! (g/Kg) 6.60 972 12.84 1596 19.08 22.20
Milho 356.20 360.20 364.20 368.20 372.20 376.20
Glaten de milho 60 230.00 230.00 230.00 230.00 230.00 230.00
Quirera de arroz 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00
Farelo de trigo 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00 120.00
Farinha de peixe 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00
Fosfato bicélcico 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
Oleo de soja 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Suplemento mineral e vitaminico 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00
Calcério calcitico 5.00 5.00 5.00 500 5.00 5.00
Bicarbonato de sédio 2.00 2.00 2.00 2.00 200 2.00
Antiflingico 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Antioxidante BHT? 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
L-lisina HCI 0,00 4.00 8.00 12.00 16.00 20.00

1Composicao calculada segundo Furuya et al. (2006) e Rostagno et al. (2011)
‘BHT: Butil-hidroxi-tolueno

2.3. Analise morfométrica

Os dados para a analise morfométrica foram verificados utilizando ictibmetro e
paquimetro (Mitutoyo®, Sao Paulo, Brasil). Os parametros analisados foram (Figura 1):
comprimento total - CT, comprimento padrdo - CP, comprimento do tronco - CTR,
comprimento da cabeca - CC, altura da cabeca - AC, altura do corpo - ACO, altura da cauda -
ACD, comprimento da nadadeira caudal inferior - CNCI, comprimento da nadadeira caudal

superior - CNCS e espessura lombar — EL (Pires et al., 2011).

Também foram verificadas as razdes (cm. cm™) entre os pardmetros analisados segundo
Adames et al. (2014):

e CC.CP: Comprimento da cabeca/Comprimento padrio;
e CC.AC™: Comprimento da cabega/Altura da cabeca;
e CP.CT: Comprimento padrdo/Comprimento total;

e ATR.CTR: Altura do tronco/Comprimento do tronco.
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ACD
AC

Figura 1. Medidas morfométricas em tambaqui (Colossoma macropomum) na fase juvenil: comprimento total -
CT, comprimento padrdo - CP, comprimento do tronco - CTR, comprimento da cabeca - CC, altura da cabeca -
AC, altura do corpo - ACO, altura da cauda - ACD, comprimento da nadadeira caudal inferior - CNCI,

comprimento da nadadeira caudal superior - CNCS e espessura lombar - EL.

2.4. Caracterizacao do filé: Rendimentos do corte e composi¢do quimica

Foram verificados o percentual do peixe eviscerado (carcaca), do filé com pele e filé
sem pele, utilizando tesoura, bisturi, ld&minas cortantes, pingas, e alicate especifico para o

processo da filetagem com retirada da pele.

Os produtos foram calculados segundo Souza & Inhamuns (2011) através das formulas:
e Peixe eviscerado (PEV): [(Peso do peixe sem visceras).(Peixe inteiro) ] x 100;
e Filé com pele (FCP): [(Peso do filé com pele. (Peso do peixe inteiro) ] x 100;
e Filé sem pele (FSP): [(Peso do filé sem pele) . (Peso do peixe inteiro) 1] x 100.
Na verificacao centesimal dos componentes (%) proteina bruta e extrato etéreo (AOAC,
2005), os filés extraidos foram moidos, homogeneizados (Leonhardt et al., 2006), secos em
estufa a 105°C e trituradas para analises com correcao do teor de umidade.
Na andlise da proteina bruta foi praticado o método MicroKjehldal, com etapas de

digestdo e destilagdo da matéria, seguida de titulacdo com &cido. Os lipidios totais (extrato
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etéreo), foram verificados pelo método Bligh e Dyer, analisando lipidios neutros, fosfolipidios
e glicolipidios, com extracdo livre de aquecimento. Para verificacdo dos minerais totais, a
matéria organica foi incinerada na mufla a 550°C. Os dados coletados foram inseridos nas
seguintes equacdes:

e Extrato etéreo (EE): [(Peso dos lipidios x 4) . (Peso da amostra) ] x 100;

e Proteina integral na amostra (PT): (Proteina total . Fator de correcdo da umidade) *;

e Fator de correcdo da umidade (FCU): (100 . Matéria seca) *;

e Matéria Seca (MS): [(Peso da amostra seca . Peso da amostra imida) "] x 100;

e Minerais totais ou cinzas (MT): [(Peso das cinzas x 100) . Peso da amostra] .

2.5. Analise dos subprodutos e residuos

O peixe inteiro (g) foi pesado para as relagfes entre seu peso e 0 peso dos subprodutos
e residuos. Os subprodutos verificados foram: tronco limpo e pele bruta; e os residuos foram:
cabeca, musculatura abdominal ventral, nadadeiras, branquias e visceras.

Os peixes foram processados utilizando tesoura, bisturi, ldminas cortantes, pingas, e
alicate anatdbmico para o processo da retirada da pele, que foi extraida no sentido céfalo-caudal.
Para evisceracgdo foi realizado inciséo no sentido dorso ventral.

A relacdo em porcentagem entre o peso do peixe inteiro e 0 peso do tronco limpo, foi
originada ap6s 0s processos de extracdo da cabeca, pele e nadadeiras dorsal, caudal, pélvica,
peitoral e ventral. O peso da porcéo residual cabeca foi determinado apds decapitacao do peixe
inteiro.

Para o célculo percentual da musculatura abdominal ventral foi realizado um corte na
extensdo lateral do ventre do peixe, seguindo até o término das costelas (Souza et al., 2002).

O peso das nadadeiras e 0 peso das branquias foram verificados apos a retirada destas
porc¢des residuais dos juvenis de tambaqui.

Os produtos (%) foram calculados segundo Souza e Inhamuns (2011) e Costa et al.
(2014), através das formulas:

e Carcaca sem cabega (CSC): [(Peso do peixe e sem cabeca) . Peixe inteiro™] x100;
e Filé com pele (FCP): [(Peso do filé com pele) . Peso do peixe inteiro ] x 100;
e Filé sem pele (FSP): [(Peso do filé sem pele . Peso do peixe inteiro™] x 100.
Os subprodutos (%) e os residuos (%) da filetagem dos peixes foram calculados de

acordo com Pires et al. (2011):
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e Pele bruta (PB): (Peso da pele . Peso do peixe inteiro®) x 100;

e Tronco limpo (TL): (Peixe decapitado . Peso do peixe inteiro) x100;

e Cabeca (CB): (Peso da cabega com branquias . Peso do peixe inteiro™) x100;

e Musculatura abdominal ventral (MAV): (Peso da musculatura abdominal ventral . Peso
do peixe inteiro™*) x100;

e Nadadeiras (ND): (Peso das nadadeiras . Peso do peixe inteiro™) x 100;

e Branquias (BQ): (Peso das branquias . Peso do peixe inteiro™) x 100;

e Visceras (VS): (Peso das visceras . Peso do peixe inteiro™) x 100.

2.6. Monitoramento da qualidade da agua

As concentracles de oxigénio dissolvido (mg. L), temperatura (°C) e pH foram
verificadas diariamente utilizando aparelho multiparametro (G-50, Horiba®, Quioto, Japéo) e
o teor de nitrito (mg. L) foi monitorado semanalmente utilizando Kkits colorimétricos
especificos, seguindo orientacbes do fabricante (Alfakit®, Florianopolis, Brasil). A
manutencdo da qualidade da agua ocorreu mediante sifonamento e reposi¢éo diaria de agua (20 %
do volume), de acordo com Liebl et al. (2019).

Os valores médios obtidos para pH, temperatura da agua, oxigénio dissolvido e teor de
nitrito foram, respectivamente: 5,74 + 0,07; 26,25 + 0,06 °C; 4,95 + 0,32 mg. L e 0,013 +
0,008 No monitoramento da qualidade da agua, os valores médios obtidos para o pH,
temperatura da agua, oxigénio dissolvido e teor de nitrito, foram mantidos nos niveis
recomendados para o cultivo do tambaqui (Aride et al., 2007; Araujo-Lima & Gomes, 2005;
Mendonca et al., 2012; Reboucas, et al., 2014).

2.7. Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado — DIC, com seis
tratamentos e trés repeticdes. Os tratamentos trabalhados foram dietas contendo aminoéacido
lisina nos niveis 6,60, 9,72, 12,84, 15,96, 19,08 e 22,20 g. Kg™. As respostas obtidas para os
rendimentos, morfometria e composicdo quimica foram verificadas na analise de variancia —
ANOVA (p<0,05), teste de comparacdo multipla de Tukey, e interpretados com modelos de
regressdo linear, quadratico, quadratico com platd ou exponencial, de acordo com o melhor

ajuste para a variavel.
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Os dados em porcentagem foram padronizados antes de serem analisados estatisticamente,
utilizando a férmula: arc. sen. v P%/100 (Haddad & Vendramim, 2000; Furuya et al., 2006).
O software R® (r-project, Auckland, Nova Zelandia), versdo 3.5.3, foi utilizado para atestar
estatisticamente todas as analises realizadas.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros morfométricos e razoes morfométricas

Na analise dos parametros morfométricos nao foi encontrada significancia estatistica
entre os niveis de lisina para os dados do comprimento total, comprimento padrdo, comprimento
do tronco, comprimento da cabega, altura da cabeca, altura do tronco e altura da cauda (p>0,05).
De igual forma, para espessura caudal inferior, espessura caudal superior e espessura lombar, a

diferenca significativa entre os tratamentos ndo ocorreu (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo morfométrica dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)

alimentados com dietas com niveis crescentes de lisina.

Lisina (9. Kg™)

Variavel
morfométrica (cm) 6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 22.20 1p
Comprimento total 1433+£1,0 1447+09 15.05+09 1560+0,7 1477+x13 1540+0,3 0.48

Comprimento padrdo 11.30+0,8 11.63+0,7 11.75+0,4 1270+0,6 11.90+1,13 12.27+0,2 0.28
Comprimento do tronco 750+05 763+x04 7.40 +04 827 05 74002 8.10 0,1 0.10
Comprimento dacabe¢ca 3.90+0,2 3.97+02 425+00 4.47+01 413+54 4,17+0,1 0.53

Altura da cabeca 360+03 343+03 360+01 373+02 330%+54 360+01 0.14
Altura do tronco 6.00+0,3 590+04 6.05+03 6.47+03 6.40+07 6.43+00 0.32
Altura da cauda 6.50 +0,4 7.10 +0,5 6.90+05 7.40+04 7.10+0,7 7.53+03 0.5
Comprimento da NCI 330+03 347+03 360+01 367+01 343+02 377+00 054
Comprimento da NCS 330+0,0 363+04 355+00 353+02 337+01 3.70+0,1 0.27
Espessura lombar 400+0,3 4.00+03 455+02 4.37+05 463+0,5 4.87+0,2 0.18

LAnélise de variancia (p<0,05). NCI: nadadeira caudal inferior; NCS: nadadeira caudal superior.

Na verificacdo das razGes morfométricas as médias das relagdes do comprimento da
cabeca e comprimento padrdo (CC/CP), comprimento e altura da cabeca (CC/AC) e da altura

do tronco e comprimento do tronco (ATR/CTR), ndo apresentaram variacdes (Tabela 3). No
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entanto, na razdo entre o comprimento padrdo e o comprimento total (Figura 1) foram

detectadas diferencas significativas (p=0,03).

Tabela 3. Razdes morfométricas dos juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)

alimentados com dietas com niveis crescentes de lisina.

Lisina (g. Kgt)

Razoes

morfométricas

(cm. cm™) 6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 22.20 1p
cc.cpt 0.48 +0,01 0.45+0.01  0.490.01 0.45++0.01 045+0.03  0.44+0.00 0.73
CCc.AC™ 0.60 + 0,07 0.58+0,06  0.60+002 058+006 052+002  056+005  0.93
cp.cT? 0.66+0,01ab 0.65+00lab 0.63+00la 0.65+0,01b 0.62+0,01lab 0.66+0,01ab 0.03*

ATR.CTR™ 1.67 0,01 1.79 0,02 1.62+0,00 166+003 1.72+0,08 1.81 + 0,00 0.18

1Anélise de variancia (p<0,05). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

CC.CP'L: comprimento da cabega/comprimento padréo; CC.AC: comprimento da cabeca/altura da cabega; cp.CcT®:

comprimento padréo/comprimento total; ATR.CTR™: altura do tronco/comprimento do tronco.

3.2. Caracterizacao do filé: Rendimentos do corte e composi¢do quimica

Os produtos carcaca eviscerada, filé sem pele e filé com pele ndo apresentaram diferenca
significativa entre os niveis de lisina adicionados nas dietas (p>0,05). Na analise de regresséo
(efeito quadratico com plat6) foi verificada formacéo de plat6 para filé com pele sob adicéo de
1,37% de L-lisina ou 18,22 g. Kg? de lisina total (y=34,00273+4,532873x-1,657618x?;
R2=0,13), com producéo de 37,10% do filé (p=0,00).

A composicao do filé, a proteina bruta e o extrato etéreo foram igualmente ausentes de
expressao que diferenciasse estatisticamente as médias dos tratamentos (p>0,05).

O maior teor de minerais totais ou cinzas foi verificado no tratamento experimental
contendo 15,96 g. Kg* de lisina. Os teores dos minerais nos filés dos peixes nutridos com 22,20
e 6,60 g. Kg! de lisina diferenciaram entre si, sendo 22,20 g. Kg* de lisina o nivel que

apresentou menor percentual de minerais na diferenca (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacdo do filé e rendimento de carcaga dos juvenis de tambaqui (Colossoma

macropomum) alimentados com dietas elaboradas com niveis crescentes de lisina.
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Lisina (g. Kg?)

Variaveis (%) 6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 22.20 1p
Produto
Carcaca
eviscerada 89.37+0,80 89.76+1,18  90.12+0,70  90.83+129  82.28+9,05  9042+170  0.29
Filé sem pele 24.66+11,01 2464+403 2291+228  2666+293 2575+204  28.81+1,93 0.27
Filé com pele 3492+353  3456+574  3654+244  3824+144  3575+269  37.08+2,00 0.71
Composicao
quimica

“Protefnabruta  18.26+0,65  16.94+043  1428+068  1634+194  1813+036  16.80+005  0.05
Extrato etéreo 2.53+0,16 1.62+0,21 2.25+0,01 251+0,73 2.08 +0,45 1.75 + 0,06 0.06
Minerais totais 1.28+0,03a 1.30+0,0labc 1.22+0,0lab 1.31+0,0labc 1.16+0,0lab 1.27+0,01c 0.01*
Umidade 76.16 £0,0la 77.26+0,0la 77.75+0,0la 77.95+0,1la 77.49%0,12a 79.12+0,04b 0.00*

1Analise de variancia (p<0,05); P: Probabilidade de significancia; *: Diferenca significativa entre os dados. Médias seguidas de mesma letra

minuGscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3. Subprodutos e residuos

O peso médio do peixe inteiro foi de 61,32 + 5,48 g. Foram verificados subprodutos e
residuos da filetagem de tambaqui sob influéncia de niveis de lisina, ndo sendo constada
significancia estatistica (p>0,05) sobre o subproduto tronco limpo e as porcdes residuais da
cabeca, musculo abdominal ventral, branquias e visceras.

A porcentagem do subproduto pele bruta expressou diferenca entre os niveis de 12,84 e
22,20 g. Kg* de lisina total (p=0,03) adicionados nas dietas dos juvenis de tambaqui, com dados

correspondentes, respectivamente, a 13,63 e 8,27% do peso dos peixes analisados (Tabela 5).

Tabela 5. Rendimentos medios dos subprodutos e residuos do corte de juvenis de tambaqui

(Colossoma macropomum) alimentados com dietas contendo niveis crescentes de lisina.

Lisina (g. Kg?)

Variaveis 6.60 9.72 12.84 15.96 19.08 22.20 P
Peixe inteiro (g) 58.22+9.17 57.77+835 57.89+503  70.47%6.97 57.76 + 10.87 65.82+1.38 0.46
Subprodutos (%)

Tronco limpo 23.01+1,06 2436+4,88  2454+086  25.63+165 23.44+0,72 27.08+2,00 0.66
Pele bruta 1026+0,71ab  9.92+1,83ab 1363 +4,34a 1157+169ab  10.01+049ab 827x08lbh 0.03*
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Residuos (%0)
Cabega 21.29+1,98 20.08 + 1,44 20.83+0,59 19.37+1,12 20.15+ 1,06 2096 +£0,90 0.59
MAV 3.16 £0,61 2.94 +1,00 3.38+0,93 3.93+0,85 3.21+0,96 3.19 0,63 0.77
Nadadeiras 1.628 +0,64a 267+1,23b 285+0,07b 284+0,29b 2.76+£0,09b 254+0,25b 0.00*
Branquias 3.63+0,37 3.38+0,36 3.49 £ 085 3.89+0,36 3.70+0,64 359+0,31 0.89
Visceras 8.37 £0.00 7.95+0.01 7.37+051 7.43+0.00 7.18+0.01 8.42+0.01 0,12

LAnalise de variancia (p<0,05). Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). MAV: Musculo
abdominal ventral.

Com os dados obtidos neste trabalho, foi possivel estimar a equagdo quadratica
y=1,47232-0,06487134x+0,03726182x? para o percentual de pele dos juvenis de tambaqui
(p<0,03; R2 =0,39), onde a curva evoluiu de forma crescente a partir da adi¢do de 13,96 g. Kg
"L de lisina total (0,87 % de L-lisina ) gerando producao de pele calculada como 1,44% do peso
do peixe (Figura 2).

a y=1.47232-0.06487134x+0.03726182x° R® = 0.3845
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Figura 2. Efeito da regressdo quadratica sobre o percentual de rendimento da pele bruta de juvenis de tambaqui

(Colossoma macropomum) alimentados com dietas contendo niveis lisina.

As médias das nadadeiras observadas se diferenciaram estatisticamente quando
comparadas amostras dos niveis testados com amostras da dieta com lisina 6,60 g. Kg* (0,009
de L-lisina) (p=0,00). A adicdo nos niveis de lisina possibilitou estimar o crescimento das
nadadeiras de forma quadratica (p=000), gerando valores de x e y descritos na formula algébrica:
y=1,552856-0,019362x+0,00799914x2? (R?=0,7568) com resposta positiva a partir da adicao de
18,36 g. Kg* de lisina e rendimento estimado em 1,54% (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do modelo de regressdo quadratica sobre o percentual (arc. sen. ¥ P%/100) de rendimento das

nadadeiras de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com dietas contendo niveis de lisina.

4. DISCUSSAO
4.1 Parametros morfométricos e razao morfométrica

A morfometria da estrutura corporal do peixe é uma das ferramentas utilizadas para
otimizacdo da industria de pescado fomentando normatizacdo dos cortes dos subprodutos e
produtos, sendo também trabalhada como ferramenta no processo de melhoramento genético
das espeécies produtivas (Santos et al., 2007; Adames et al., 2014).

Confrontando as respostas obtidas neste trabalho, Mourad et al. (2018) avaliaram o
crescimento morfométrico do tambaqui, do pacu e dos hibridos tambacu e paqui (Piaractus
mesopotamicus X Colossoma macropomum), objetivando estimar medidas finais e obter
parametros genéticos, e verificaram diferencas significativas sobre o comprimento padrao,
comprimento da cabeca, altura do corpo, e largura do corpo em modelos estatisticos. Os
tambaquis com peso inicial de 54,59 + 11,01 g cultivados por Mourad et al. (2018) tiveram o
peso final estimado em 1056,82g, com comprimento padrdo calculado em 30,47 cm,
comprimento da cabeca em 9,69 cm, e a altura e a largura do corpo em, respectivamente, 15,35
e 4,10 cm.

A anélise métrica das formas do peixe sinaliza a conformacao do filé e dos rendimentos,
favorecendo o esclarecimento do potencial econdmico e no planejamento da elaboragdo do

produto (Carneiro et al., 2004; Maghelly et al., 2014). A auséncia de significancia estatistica

152



Liebl et al. (2019) Aquaculture Nutrition
Artigo IV

verificada na morfometria sugere igual comportamento para os dados dos rendimentos dos
juvenis de tambaqui sob nutrigdo com L-lisina.

A razdo morfométrica CP.CT! compreende o comprimento padrdo (CP), que é
verificado na extensdo da extremidade da cabeca até a insercdo da nadadeira caudal, e 0
comprimento total (CT), aferido da extremidade da cabeca até a extremidade da cauda do peixe
(Figura 1). Sendo o comprimento da nadadeira caudal total (sequéncia horizontal do inicio até
0 extremo da nadadeira) o que difere uma medida e outra, a diferenca encontrada para CP.CT"
! (p=0,03) pode estar relacionada a influéncia da inclusdo de lisina nas dietas sobre esta porcao.
No entanto, neste trabalho foram verificadas apenas o comprimento das nadadeiras caudais na
porcdo inferior e superior (Figura 1), e imprecisbes humanas sobre a medicdo ndo estdo

descartadas, podendo ter contribuido para a resposta da razdo morfomeétrica entre CP e CT.

4.2. Caracterizacao do filé: Rendimentos do corte e composi¢do quimica

Michelato et al. (2016) encontraram para tilapia do Nilo na fase final de producéo 30,69
+ 0,04% de filé com pele no nivel observado de 15,1 g. Kg* de lisina, sendo o rendimento

maximo estimado em 14.6 g kg™, correspondendo a 5,8% da proteina da dieta. O percentual se

manteve abaixo dos dados observados para o rendimento dos tambaquis analisados, onde a
maior resposta foi no nivel de 15,96 g. Kg™ de lisina com 38,24% de filé (Tabela 4).

Tambaqui coletados em rios amazonicos rendem cerca de 32,00 a 35,96% de filé com
pele e de 25,7 a 29,08% de file sem pele (Souza & Inhamunz, 2011). Assim, somente 0O
tratamento com 0,8% de L-lisina se manteve abaixo desses valores (22,91%), estando os demais
proximo ou superando o descrito.

A porcentagem de rendimento do filé pode variar entre 25,4% a 42% de acordo com
particularidades bioldgicas de cada espécie e fatores administrados como a nutricao (Adames
etal., 2014).

Carneiro et al. (2004) verificaram para o jundia cinza (Rhamdia quelen Quoy & Gaimard,
1824), rendimentos maximos de filé de 34,74%, enquanto para o barbado (Pinirampus
pirinampu Spix & Agassiz, 1829) a porcentagem do filé em relacdo ao peso do peixe inteiro
encontrada por Adames et al. (2014) foi de 38,57 a 42,13%.

Trabalhando com o tambaqui, Lima et al. (2018) encontraram maiores percentuais em
peixes com menores pesos, sendo o rendimento de filé com pele de até 57,5 + 8,7%,
extrapolando o valor de 35,96% verificados por Souza e Inhamunz (2011) (pesos entre 1.071,2

e 1.2299).
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Ainda que a projecao dos dados do filé com pele para os juvenis de tambaqui analisados
neste trabalho tenha sido de 18,22 g. Kg* de lisina e alcance rendimento de 37,10%, somente
13% desta tendéncia é explicada pela adicdo de lisina na dieta (R%=0,13), evidenciando a
possibilidade da influéncia de outras variaveis nutricionais na resposta equacionada.

A composi¢do quimica do filé do peixe caracteriza nutricionalmente a porcao para
consumo humano, sendo fator determinante na definicdo dos equipamentos, no seguimento dos
processos industriais e definicdo dos padrfes para comercializagdo do pescado (Leonhardt et
al., 2006).

Os teores dos componentes quimicos dos peixes oscilam entre 70 e 85% para umidade,
15 e 24% para proteina, 1 e 2% para minerais, podendo variar entre espécies e dentro de uma
mesma espécie, sendo influenciados pela idade, condi¢6es de cultivo, por¢ao do corpo e dieta
consumida (Arbeldez-Rojas et al., 2002).

Minerais complexados com aminoacidos tendem a aumentar a absorgéo do nutriente no
intestino, propiciando o transporte por meio das membranas da mucosa e evitando a formacéo
de compostos insollveis com possiveis fatores antinutricionais da dieta (Barros, et al
2004). Para a maior concentracdo de minerais nos filés de tambaquis sem adicéo de L-lisina €
sugestivo a necessidade do peixe em criar mecanismos para aumentar a absorcao do nutriente.

Nos filés dos peixes alimentados com 22,20 g. Kg™* de lisina total o teor de umidade
encontrado superou os demais e expressou diferenca significativa na ANOVA (Tabela 4).
Contudo, os dados se aproximam das informacGes verificadas por Oetterer et al. (2004) com
tilapia vermelha (79,20%) e com tilapia do Nilo (78,43%), mas séo inferiores aos valores
encontrados por Arbelaez-Rojas et al. (2002) no tempo 0 (zero) do trabalho com juvenis de
tambaqui (86,2+ 10,9 g e15,1 + 0,5 cm) em cultivos intensivos e superintensivos.

Alguns pesquisadores observaram uma relacdo inversamente proporcional entre teores
de umidade e proteina nos filés de peixes (Oliveira et al., 2008; Moura et al., 2009). Porém,
para 0s juvenis de tambaqui, 0 aumento da umidade observado nos filés das dietas com 22,20
g. Kg? de lisina total nfo alterou o teor de proteina.

A ndo diferenciacdo do teor de proteina nos filés dos tambaquis pode ser vinculada com
a auséncia de significancia entre as medias dos rendimentos dos filés e do rendimento de
carcaca.

Para carcaga eviscerada Furuya et al. (2006) obtiveram resultado diferente do
encontrado neste trabalho, examinando tilapias do Nilo (5,72 £+ 0,10 g) sob adi¢éo de niveis de

lisina na dieta. Os autores verificaram comportamento linear positivo, atribuido a condigéo da
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lisina como aminoacido com preferéncia de deposi¢do no tecido muscular. No entanto, esta
tendéncia ndo ocorreu para tambaqui, sendo possivel que o periodo necessario para o equilibrio
da relacdo da lisina da dieta com o perfil de aminoacidico corporal sob expressao do rendimento
da carcaga, seja maior que o tempo experimental trabalhado para a espécie amazénica.

4.3. Subprodutos e residuos

As informacOGes obtidas sobre os subprodutos cooperam para inovagdes no
aproveitamento do peixe e promovem opc¢des no processamento de espécies nativas, que
tendem a serem comercializadas de formas tradicionais como peixes inteiros, eviscerados ou
filetados (Bombardelli & Sanches, 2008).

Segundo Contreras-Guzman (1994), por¢des como cabeca, nadadeiras, pele e visceras,
séo classificadas como residuos. No entanto, Souza et al., (2001) trabalha a pele bruta de tilapia
do Nilo como um subproduto da filetagem, considerando possivel comercializacdo para
curtumes, e as demais partes analisadas (nadadeiras, cabeca e visceras) como residuos do
processamento do filé.

As porcentagens do rendimento de pele atestadas para o tambaqui variam entre 6,29 a
6,89%, para o0 pacu a oscilacdo esta entre 8,90 a 9,58% e para matrinxa (Brycon amazonicus
Spix & Agassiz, 1829), entre 9,46 a 12,8% (Souza & Inhamunz, 2011). Porém, de modo geral,
o0 percentual de pele para peixes teledsteos é de 7,5% (Contreras-Guzman, 1994; Simdes et al.,
2007).

Embora os dados obtidos (Tabela 5) superem a quantidade esperada do tecido epitelial
para peixes 0sseos, 0s juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818)
alimentados com 22,20 g. Kg* de lisina total se mantiveram proximos desta estimativa. No
entanto, 0 mesmo ndo ocorreu para tambaquis dos demais tratamentos, sobretudo para os peixes
que receberam dietas contendo 12,84 g. Kg™* de lisina total, que produziram maior quantidade
de pele bruta e se diferenciaram estatisticamente dos peixes alimentados com 22,20 g. Kg™ de
lisina total. Esta tendéncia observada nos niveis mais altos de lisina adicionados na dieta (15,96,
19,08 e 22,20 g. Kg* de lisina total) em reduzir o percentual de pele preconiza que a lisina ndo
traduzida em pele possa ter sido utilizada para manter outros processos bioldgicos ou gerar
maior quantidade de filé.

Para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758) na fase adulta Souza e

Maranhdo (2001), investigando peixes com pesos entre 300 e 500g, encontraram os valores de
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6,16 e 6,56% de pele bruta, Souza et al. (2005) registraram dados para percentual de pele entre
6,30 a 6,71% (500 a 800g), enquanto as pesquisas de Silva et al. (2009), entre 5,77 a 6,31%
(200 a 600g). Todos estes dados ficaram abaixo do rendimento do subproduto pele para juvenis
de tambaqui nutridos com lisina, que pode ser direcionada para aproveitamento em outros
alimentos, manufaturas ou extracdo de colageno.

Niveis adequados de lisina na dieta auxiliam na prevencdo de danos nas nadadeiras e
tendem a aumentar pardmetros do desempenho zootécnico rendimentos das fracdes
aproveitaveis do peixe (Takishita et al., 2009; Furuya et al., 2013).

Os valores observados e estimados para nadadeiras s&o menores do que as porcentagens
entre 8,0 a 8,14 encontradas para tilapia por Souza e Maranh&o (2001) avaliando rendimentos
deste parametro em tilapia do Nilo (300 a 500g), e que os valores de 3,61 a 4,17% verificados
por Silva et al (2014) trabalhando com tilapias com pesos entre 300 e 500g.

No entanto, as informac6es sobre o rendimento das nadadeiras de tambaqui com maiores
percentuais observados em 12,84 e 15,96 g. Kg* de lisina total concordam com a resposta
obtida na morfometria para razéo entre CP.CT ! que indicou possivel influéncia da lisina sobre

as nadadeiras, proporcionando efeito sobre o CT e sobre CP.CT™,

5. CONCLUSAO

Diante das respostas obtidas, conclui-se que a incluséo de lisina em dietas para juvenis
de tambaqui ndo favoreceu de maneira expressiva o percentual de subprodutos, residuos e a
morfometria dos peixes, evidenciando a necessidade de maiores investigacdes acerca do
comportamento do nutriente sobre as porcbes potencialmente comercializaveis da espécie
amazonica, condicionando providéncias no cultivo e no processamento que permitam maior

aproveitamento do peixe e maximize o ganho produtivo.
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CONCLUSAO GERAL

As muitas pesquisas disponiveis sobre exigéncias de amino&cidos para diversas
espécies de peixes cultivados permitem avaliagcbes sobre os resultados alcancados e
projecOes sobre aperfeicoamentos de métodos e modelos matematicos, e envolvendo
méaximo de informagdes possiveis (desempenho, metabolismo, fisiologia, histologia,
genética, economia e etc) em estudos futuros, especialmente para espécies altamente
produtivas e que ndo possuem exigéncias determinadas, como o tambaqui.

De acordo com os dados de desempenho zootécnico a exigéncia de lisina para
juvenis de tambaqui é de 15,96 g.Kg™ de lisina total, com verificaces de hepatodistrofias
(degeneracdo hidrépica, aumento do indice hepatossomatico e esteatose em intensidade
leve), e baixo desempenho quando alimentados com dietas nas concentragdes
insuficientes do aminoéacido.

Com 15,96 g.Kg* de lisina total houve maior expressao, com diferenca estatistica
entre as dietas elaboradas, da densidade celular da mucosa no intestino anterior
condicionando, possivelmente, maior absorcao e contribuindo para os maiores ganhos de
peso total, crescimento e conversdo alimentar evidenciados na analise do desempenho. A
altura das vilosidades foi estrategicamente aumentada no nivel de menor adigdo de L-
lisina, seguindo diminuicdo nos niveis de maior adicdo da lisina na dieta, agregando
eficiéncia no aproveitamento dos nutrientes de acordo com a necessidade nutricional. A
elevada incidéncia de mucinas acidas secretadas por células caliciformes no intestino
anterior dos tambaqui nutridos com 22,20 g. Kg de lisina expressa possivel degradacéo
proteolitica e maior protecdo das vilosidades.

No intestino médio e no sangue, as proteinas totais também foram expressivas
com 15,96 g. Kg? de lisina total, mantendo-se dentro da normalidade, e indicando
possivel resposta positiva da proteina mantida na corrente sanguinea e nas areas de
absorcdo quando a exigéncia de lisina € suprida. Diferencas entre indices hematimétricos
(VCM e HCM), neutrofilos e linfécitos do periodo final e inicial, possivelmente foram
sanadas com a dieta, ndo sendo notada nenhuma influéncia do hemograma no
desempenho dos peixes. Entre as dietas elaboradas, informacgdes do leucograma,
eritrograma e trombograma nao variaram, ressaltando a ndo influéncia dos niveis de lisina
da dieta sobre 0 hemograma de tambaqui juvenis.

A atividade das enzimas digestivas amilase e a lipase ndo variou em relagcdo aos

niveis de lisina, sugerindo que o balanceamento das dietas foi suficiente para demanda
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energética do tambaqui, ndo requerendo utilizacdo da lisina como compensagdo. Para
formacdo de filé em peixes adultos, o percentual de lisina estimado a partir de juvenis foi
18,22 g. Kg* de lisina total. No entanto, é sugestivo a validacdo deste dado através de
tambaquis na fase adulta.

Diante dos resultados obtidos, aceita-se as hipdteses alternativas Hi, H2 e Hz como
verdadeiras (p<0,05), concluindo que a exigéncia de lisina para tambaqui na fase juvenil
€ 15,96 g. Kg* de lisina ou 5,91 % da proteina da dieta.
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