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RESUMO

O trabalho foi realizado para avaliar os efeitosnagtionina e/ou colina sobre o
desempenho produtivo, morfologia do figado e doamédsbranco da tilapia-do-nilo, da
linhagemSupreme Foram utilizados 160 peixes com peso vivo médicial de 77 + 0,8 g,
distribuidos em 16 tanques (100@adda) com 10 peixes/tanque, em sistema de regémjla
durante 87 dias. Foram utilizadas quatro racées 38¥%h PB e 3.000 kcal ED Kgde racéo:
controle (CT); com suplementacéo de 0,3% de metzo(VT); 0,2% de colina (CL) e, 0,3%
de metionina e 0,2% de colina (MT+CL). Os peixesain alimentados com dietas
peletizadas, manualmente até consumo voluntario. figados foram analisados e
caracterizados macroscopicamente e microscopicanadratves da coloracdo do parénquima
hepético com Hematoxilina-Eosina e, histoquimicea pevidenciacdo glicogénica (P.A.S.) e
lipidica (Sudan Ill). Amostras de musculo brancordgido dorsal foram utilizadas para
avaliacdo morfologica e morfometria do menor digmeg célula. Nao foi observado efeito
do fornecimento de metionina e/ou colina na dietares 0 ganho de peso diario, conversao
alimentar, rendimento de filé, indice hepatossarpateé gordura visceral. Os peixes
alimentados com dietas suplementadas com colinetmmma apresentaram menor teor de
gordura nos filés. Os peixes alimentados com asgi€L e MT+CL apresentaram maior
acumulo de inclusbes glicogénicas e menor de idekidipidicas no tecido hepatico, em
relacdo aos peixes do tratamento CT e MT. A supiégéo de colina e/ou metionina nao
afetou o diametro da fibra muscular branca dosgseioncluiu-se que a suplementacao de
colina e/ou metionina ndo afeta o desempenho pradumas a colina possui acdo importante

na utilizacdo do lipidio hepatico, evidenciado pelducéo de inclusdes lipidicas.

Palavras-chave aminoacido, figado, musculo, peixe, vitamina
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effectsyethionine and / or choline on
performance, morphology of liver and white muscfeNde tilapia, Supremestrain. One-
hundred and sixty fish with average weight of 70.& g were distributed in 16 tanks (1000 L
each) with 10 fish/tank, in a recirculation systetaring 87 days. Four diets with 33% CP and
3,000 kcal DE kg were used: control (CT), supplemented with 0.3%hinaine (MT), 0.2%
of choline (LC) or 0.3% of 0.2% of methionine arftbbne (MT + CL). Fish were fed were
hand fed until apparent satiation. Livers were rascopically and microscopically examined
and characterized by staining of hepatic parenchymth Hematoxilin-Eosin, and for
inclusion glycogenic histochemistry (P.A.S.) anpidi(Sudan IIl). Samples of white muscle
of dorsal region were used for morphological andrghometric evaluation of the minor
diameter of the cell. No effects of methionine andZholine on daily weight gain, feed
conversion, fillet yield, hepatosomatic index, e fat and white muscle fiber diameter
were observed. Fish fed diets supplemented withirdh@nd methionine showed lower fat
content in the fillets. Fish fed CL and CL+MT shalnv@gher glycogenic inclusion and lower
lipidic inclusion in the liver, compared to fishdfeCT and MT diets. It was concluded that
choline supplementation reduces lipid inclusiorthia liver and fatty degeneration occurs in
fish fed CT and MT diets.

Keywords: amino acid, fish, liver, muscle, vitamin



| — INTRODUCAO GERAL

1. Tilapia do Nilo

As tilapias pertencem a famil@ichlidae nativas da Africa. Esta espécie foi
amplamente difundida pelo mundo, por varios sécytoscipalmente em paises de
clima tropical ou subtropical, introduzidas deld#®mente ou acidentalmente. Somente
na década de 20 e 50 passaram a ser criadas deifagemsiva. Encontram-se descritas
77 espécies de tilapias, sendo que 22 tém siddasriam escala experimental e/ou
comercial (Ribeiro, 2001).

No Brasil, a tildpia do Nilo foi introduzida na i&g nordeste em 1971,
originaria da Costa do Marfim no Oeste africana, artir dai foi distribuida em todo
territério, sendo cada vez mais, melhorada gematioée. E uma das espécies que mais
se adaptou ao nosso clima (El-Sayed, 2006), senddacdesde a bacia do rio
Amazonas até o Rio Grande do Sul. O interesse ragdor de tilapia cresceu
rapidamente na década de 90, devido a introducéecdalogia de reversdo sexual para
produzir populagbes somente de machos. A possil#idde produzir peixes para
pesque-pague e industrias de filetagem no Sul essigpor um prego alto também
contribuiu para o desenvolvimento da tilapicult{iravshim, 2002).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de tilag@Nilo da América do Sul,
seguido respectivamente, por Coldmbia e Equaddrgsstotalizando em 2006, 98,5%

deste continente (FAO, 2008). Sua criacdo € bastgmbmissora devido as



caracteristicas de rapido crescimento, precocidadsticidade e por possuir carne com
boas caracteristicas organolépticas e possibilidedeeomercializacdo de filés sem
espinhos intramusculares (Degani & Revach, 1991).

De hébito alimentar onivoro, consome racao logas apicio da alimentacéo
exdgena e utilizando eficientemente os carboidretmso fonte de energia (Degani &
Revach, 1991; Tengjaroenkul et al., 2000), o quenge reduzir os custos com a
alimentacdo (Pezzato et al., 2002). Utilizam efienente os alimentos de origem
vegetal (Pezzato et al., 2001), uma vez que possagaptacoes morfoldgicas e
fisiolégicas como dentes faringeanos, pH estomacialo e intestino longo (Kubarik,
1997). A atividade enzimatica no intestino delgapermite a assimilacdo de
polipeptideos de forma semelhante aos peptidecadisa curta (Tengjaroenkul et al.,
2000).

No Brasil, a criacdo de tilapias dessa espécieopads sistema tradicional em
tanques de terra para a criacdo intensiva, primog#e em tanques-rede, pela
disponibilidade de uma extensa area alagada apdapruma alternativa para producéo

intensiva para 0s mercados interno e externo.

2. Colina

A colina foi isolada pela primeira vez por Strecken 1849 a partir de bile de
suinos, mas sua importancia nutricional foi desdabem 1932 por Best e
colaboradores, que relataram a prevencdo de figgdodurosos em caes apos
pancreatectomia com lecitina dietética em que opoorente efetivo da lecitina era a
colina. Essa vitamina atua como fator lipotrépipoesente tanto em células vegetais

como animais. Sua suplementacédo pode melhoratesside lipoproteinas (Swenson &



Reece, 1996). E um nutriente essencial em dietasades vertebrados, incluindo
humanos, caes, gatos, suinos, ratos, coelhosegaazes (Kasper et al., 2000).

A classificacdo da colina como vitamina é questiehgois ela é requerida em
maiores quantidades que outras vitaminas. A cdirsntetizada pelo organismo na
presenca de quantidades adequadas de precursmieesomo o fosfatidil-serina e
metionina (Swenson & Reece, 1996; Case et al., ;1B88per et al., 2000), sendo
necessarios também, o acido félico e a vitamipg([Bvell, 1989; Case et al., 1997). A
biossintese hepatica de colina pode néo ser suticpara o rapido crescimento de aves
ou outras espécies jovens quando alimentadas cetasdieficientes em doadores de
grupo metil ou metionina. A metionina em excessaepdispensar a necessidade
dietética de colina, atuando como um doador met(liovell, 1989; Swenson & Reece,

1996; Case et al1997).
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Figura 1. Forma molecular da colina; trés gruposlme

A colina pode ser encontrada de trés formas: cdivn@, acetilcolina ou lecitina
em fosfolipidios (Vieira et al2001). As moléculas de colina possuem trés gropais
(-CHs), cuja funcéo final é como fonte de grupos medilapreacdes de metilacdo. A
colina reage com a acetil coenzima A, atuando cpmecursor da acetilcolina, um
neurotransmissor (Lovell, 1989; Shiau & Lo, 200@jsél, 2000) e da fosfatidilcolina
que é um elemento estrutural da membrana celulda éransmissdo do impulso

nervoso, atuando também na utilizacédo de lipiddander, 2003; Zeisel, 2000; Vieira



et al., 2001). A colina tem funcdes nos tecidos@am componente da lecitina e pode
ser incorporada diretamente no 1,2-digliceridiosapdosforilacdo por ATP e formacgéo
de difosfocolina de citidina (Swenson & Reece, 1996

A colina pode ser oxidada a betaina, um doadorwagog metil para as reacdes
de metilacéo, convertendo a homocisteina em maaqi@wenson & Reece, 1996; Case
et al, 1997; Vieira et al., 2001; Wu & Davis, 2005). Aethina é um composto
aromatico encontrado naturalmente nas células @idia na regulacéo do equilibrio
osmotico, sendo a Unica fonte de doacao de gruptisprontamente ativa, permitindo
a sintese de metionina, carnitina, fosfatidilcolen@reatina, compostos chave para o
metabolismo protéico e energético (El-Husseinyl.et2808). Outros doadores como a
colina e a metionina, necessitam passar por tranaffbes, para serem utilizados pelos
animais. A colina é convertida em betaina na mitdoa celular e a metionina precisa
ser ativada por meio da sintese de S-adenosil-nietioSAM) (Finkelstein, 1990;
Zeisel, 2000). O figado além de ser o 0rgao ced#aintese e degradacdo de SAM, é
também o meio central da homeostase (Finkelst®90)1 E absorvida por processo
mediado por um carreador em baixas concentracoes.

A deficiéncia de colina pode resultar em acumuldigdios, por causa da falta
de fosfolipidio para transportar gordura do figads tecidos (Swenson & Reece, 1996;
Zeisel, 2000). Os sinais clinicos e lesdes assasi@om a deficiéncia de colina em
peixes incluem reducdo no ganho de peso e efiaéionentar, lipidose hepética e
hemorragia nos rins, figado e intestino (Wilson @& P1988; Lovell, 1989; Chan, 1991,
Griffin et al., 1994; Kasper et al., 2000). A déitcia de colina estimula o processo de
apoptose, morte programada de células, portantonutmente essencial as células

(Ziesel, 2000).



Roem et al. (1990) determinaram que a exigéncieotiea para tilapia azul estéo
entre os niveis de 1000 a 2000 g'kdieta. Viera et al. (2001) avaliaram dietas
purificadas, suplementadas com 0; 375; 750; 113801e 1875 g k§ dieta para
tilapias do Nilo e concluiram que o melhor nivelsd@lementacdo para alevinos foi de
375 mg de cloreto de colina gkdieta.

Ha grande variacdo nos valores recomendados deqmira a tilapia do Nilo em
funcdo da relacdo com outros compostos, fase dendalsimento dos peixes,
parametro utilizado para determinar a exigénciaeato e processamento utilizados
para compor a dieta, e sistema de criacdo, No tentpoucos sédo os trabalhos que
associam, além do desempenho, os efeitos da @limeationina sobre a morfologia do

tecido hepéatico e muscular.

3. Metionina

A metionina € um aminoacido sulfurado, que atuash@ese protéica e
desempenha funcdes fisioldgicas importantes, akised essencial para o crescimento
normal dos peixes (Lovell, 1989; Teshima et alQZlam et al., 2005). A metionina
€ um dos aminoacidos mais limitantes da dieta pamaioria dos peixes de clima
tropical, (Lovell, 1989). E também uma fonte de afrx, que é exigido a sintese de
muitos outros compostos sulfurados (Bender, 2003).

No organismo, a metionina é utilizada para simdetizisteina, de modo que
aproximadamente metade da exigéncia de metionida ger atendida mediante niveis
adequados de cisteina. Por este motivo, é prefedwnsiderar que os animais ndo tém
exigéncia especifica de metionina, mas de aminoacidlfurados totais (Case et al.,

1997).



A principal utilizacdo de metionina é como doader grupos metil para as
reacdes de metilacdo pela via SAM (Bender, 20035AM é sintetizado a partir da
metionina, que transfere o adenosil para o adetrfsisfato pela enzima metionina
adenosiltransferase, permitindo a doacdo de grupetl para uma variedade de
substratos, incluindo acidos nucléicos, proteirfiasfolipidios e aminas biogénicas
(Mato et al, 1997). A via SAM gera compostos como a carni{f®aenson & Reece,
1996), cistina (Zhou et al., 2006), colina (Swen&dReece, 1996; Kasper et al., 2000),
poliaminas e outros intermediarios metabdlicos, @oma fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina (Bender, 2003).

Em humanos, tem se calculado que 85% das reacopwetilacdo e 48% do
metabolismo de metionina ocorrem no tecido hepdtitato et al, 1997). Na doacao
de grupos metil, 0 SAM é convertido em S-adencsthbcisteina (SAH), um potente
inibidor competitivo das reacdes de transmetilagdoaumento de SAH diminui o
SAM, ocorrendo reducdo na taxa SAH/SAM, inibindoee;oes de metilacdo no tecido
hepatico (Espe et al., 2008).

Poucas séo as informacdes sobre as exigénciasideaaidos sulfurados para
tilapias. A determinacdo de suas exigéncias € imaptm em dietas praticas,
principalmente quando o farelo de soja é a prindgae de proteina, por conter baixo
nivel de metionina. De acordo com o NRC (1993),déstas para peixes onivoros, 0s
aminoacidos sulfurados devem estar presentes pamgém de 3% da proteina, sendo
que a mesma deve estar na proporcdo de 2,68% ¢as giera a tildpia do Nilo ou
0,75% da dieta. Mais recentemente, Furuya et D4R determinaram exigéncia de
0,6% de metionina, que correspondeu a 2% da pegteom 1,11% de aminoacidos

sulfurados totais para alevinos dessa espécie.



4. Interagé@o Metionina e Colina

A colina e metionina sdo os maiores doadores dgogrumetil, tendo
importancia vital para todos os animais terrestraguaticos. Eles atuam em reacdes de
metilacdo de aminoacidos, em que a homocisteinangedida em metionina e a
creatina em acido aceético e fosfatidilcolina (Rf@xa fosfatidiletanolamina (PE) (NRC,
1993; Craig & Gatlin, 1996; Wu & Davis, 2005).

Em trabalhos realizados por Wilson & Poe (1988)aigr& Gatlin (1996),
Kasper et al. (2000), Nordrum et al. (2000), Skéauo (2000), Zeisel (2000), Vieira et
al. (2001), Kasper et al. (2002), Michael et aDQ@), Zhou et al. (2006), Espe et al.
(2008), Mai et al. (2009) entre outros, foram desti@uas a importancia da metionina
e/ou colina sobre o desempenho e salude dos pgxesjpalmente no aspecto
relacionado ao metabolismo hepatico. Kasper ef28D0) avaliaram dietas contendo
0,28% ou 0,50% de aminoéacidos sulfurados totais Dod®; 2000; 3000 e 4000 mg de
cloreto de colina k§ dieta para juvenis de tilapia do Nilo. Os auta@®scluiram que os
melhores resultados de ganho de peso e convers@ntdr com 0,5% de aminoacidos
sulfurados e 3000 mg de cloreto de colind kigta. Ndo foram observados efeitos da
metionina e/ou colina sobre a composicao em ligidio figado e histologia do figado.
Ainda, a inclusdo de 4000 mg de cloreto de colghdieta (aproximadamente 3000 de
colina kg' dieta), resultou em piora sobre 0 ganho de pesmeersio alimentar.

Torna-se entéo, interessante a avaliacdo da cogdlarte metionina e colina na
dieta, considerando que atualmente em criacdo siveenha elevada demanda dos
mesmos, para 0 adequado metabolismo dos lipidiogue reflete na saude e,

consequentemente, no desempenho produtivo dosspeixe



5. Figado

A hepatologia dos vertebrados é amplamente baseadanhecimento adquirido
pelo estudo de figados de mamiferos, especialmeatdres e humanos. O estudo do
figado de peixes € de grande interesse e podeossiderado como ponto de partida
para estudos comparativos e filogenéticos entitelwerdos, o qual pode ser dificultado
devido a grande diversidade de espécies. Aindaaguearacteristicas morfologicas
comuns entre ordens tenham sido determinadas, l@sstens sdo utilizados como
modelo padrdo para a descricdo especifica do figAdtem desta variabilidade
especifica, alguns caracteres fisiologicos dos gseigontribuem para ampliar o
polimorfismo hepéatico (Bruslé & Anadon, 1996).

O figado de peixes teleosteos € um o6rgdo densoaljeluicalizado na regiao
cranial da cavidade celomatica (Bruslé & Anadorf@)9derivado embrionariamente
do intestino e, na maioria das espécies é sepa@dam septo transversal da cavidade
pericardica (Loures & Lima, 2001). O figado poddaesseparado na cavidade
celomatica ou dividido em lobos interligados a@stino, estendendo seu comprimento
ao longo da cavidade abdominal (Roberts, 2001;ursian, 2006). A superficie do
orgao é revestida por uma membrana serosa e patézido conjuntivo da capsula se
invagina para o parénquima para dar sustentackagfiena & Hibiya, 1995).

O figado de teledsteos pode apresentar formasdea;i com lobos pares e
impares (Loures & Lima, 2001) ou com auséncia telagdo. O tamanho, a forma e
volume sdo adaptados ao espaco entre outros arg@esais (Bruslé & Anadon, 1996).
A coloracédo descrita varia de escura (Loures & Lig2@01) a avermelhado (Ostrander,
2000) ou marrom-avermelhado devido a rica vas@ae#io, tendendo ao amarelado
quando os estoques de lipidios séo altos (Brusl&n&don, 1996). A organizacao

vascular deste 6rgéo consiste em dois vasos saugudifierentes (artéria hepatica e veia



porta) e um vaso sanguineo eferente (veia hepdtcalizados em um hilo (Takashima
& Hibiya, 1995). O figado possui como anexo a wdsidiliar, que também pode
apresentar formas diversas (Loures & Lima, 2001).

O figado da tilapia do Nilo foi descrito por Vindere et al. (2005) como um
orgao largo e dividido em dois lobos. O lobo esdqae¥ maior e se estende por toda a
cavidade. Na face visceral do figado se obsermapaeisséao intestinal. A vesicula biliar
é bem desenvolvida e com formato arredondado.

Em algumas espécies de teledsteos, o figado € géo @ompacto que se
combina com o pancreas, formando o hepatopan&egsanto em algumas espécies se
encontrem completamente separadas (Roberts, 2@ 13istema biliar difere dos
mamiferos, em que os canaliculos biliares intrdaeda se anastomosam para formar os
ductos biliares (Roberts, 2001, Ferguson, 2006).

As funcdes dos hepatocitos envolvem os processefmiise protéica, secrecao
biliar, armazenamento de glicogénio e gordura agbiotransformacéo e detoxificacao
(drogas, poluentes), metabolismo (conversdo de cuitos e lipidios em glicose)
(Takashima & Hibiya, 1995; Coelho, 2002; Samuels2dQ7), incluindo a funcdo
endocrina de producdo de insulina e glucagon (lsshe 2006), realizando a
homeostasia da glicose (Banks, 1992; Storer €1296).

Em peixes o figado pode ser considerado como u@odthave que controla
muitas fungbes vitais, tendo grande papel na @gial tanto no anabolismo, que
envolve o metabolismo de proteinas, lipidios e aidrbtos (Bruslé & Anadon, 1996),
como no catabolismo, que envolve a detoxicacaoxieds e poluentes, glicogendlise e
catabolismo do nitrogénio (Bruslé & Anadon, 1996tor& et al., 1998). A
detoxificagdo de substancias estranhas € uma dasmpertantes fungdes do figado de

peixes, sendo por esta razdo, considerado o 6hgdia@ muitos parametros bioldgicos
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e ambientais que possam causar alteracdes nauestrat metabolismo, como
alimentacéo, parasitas, microrganismos, toxinasig|Br & Anadon, 1996) e, como
indicadores de poluicdo ambiental, causadas, pempbo, por organoclorados e
xenobidticos (Fredello et al., 2001).

O tecido hematopoiético do figado € representadospeentros melano-
macrofagicos, dispostos em menor ou maior quargi@adredor dos principais vasos
(Roberts, 2001). Sao atribuidas ao figado as fungéirnoverdas células sanguineas,
digestao (producéo de bile), e capacidade de esteglipidios, carboidratos, vitamina
A e ferro.

O figado tem papel importante na reproducédo, partigpa do processo de
vitelogénese. A substancia depositada nos ovosites) rica em vitelo € sintetizado
por produtos precursores (vitelogenina) através @dévidade hepatica.
Consequientemente existem diferencas na estrutyraite entre machos e fémeas,
peixes maduros e imaturos (Bruslé & Anadon, 199®)figado também atua nos
mecanismo de defesa, representado pelo sistencaloedndotelial e pela producéo
imunoglobulinas (Powell, 2000).

Ultraestruturalmente os hepatocitos dos teledést@ospoligonais e fracamente
basofilicos quando comparado aos de mamiferospstisp como corddes ao redor de
sinusoides, com nucleos esféricos bem desenvoledngléolos centrais e na periferia
encontram-se a cromatina, que € granular com leetenatina condensada (Takashima
& Hibiya, 1995; Bruslé & Anadon, 1996; Santos, 2003erguson, 2006). Os
hepatdcitos de peixes sdo mais pobres em orgamatags mamiferos, sugerindo baixa
atividade sintética e, portanto, baixa secreca¢ejma (Bruslé & Anadon, 1996). As
mitocdndrias tém formato arredondado ou alongadst&o associadas com o reticulo

endoplasmatico rugoso (REr), o qual esta dispamtalglamente ao nucleo (Takashima
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& Hibiya, 1995; Vincentine et al., 2005). O REr lBuadante devido a alta atividade
sintética (Takashima & Hibiya, 1995), enquanto tictdo endoplasmatico liso é quase
sempre ausente (REI). O aparelho de Golgi € poaserdolvido e localizado proximo
ao nucleo e area canalicular, onde se encontrappdis0SSOMOS € peroxissomos. As
organelas se encontram concentradas ao redor deondu na periferia da célula
(Bruslé & Anadon, 1996; Ferguson, 2006).

O figado de mamiferos € provido das células de Kigrifer, que se encontram
revestindo as regides dos sinusoides hepaticas fungdo esta associada a fagocitose.
Estas células fazem parte do sistema macrofagiswaepresenca no tecido hepatico
caracteriza uma atividade fagocitica (Banks, 199fas et al., 1998). Na maioria dos
peixes teledsteos, existe auséncia de um sistemma desenvolvido de células de
Kupffer na linha dos sinusodides, portanto, possaixd capacidade de bloquear
antigenos circulantes, o que explica em partelta & reconhecimento das lesbes
hepaticas quando comparados aos mamiferos (Bruskn&don, 1996; Ferguson,
2006). Estas células estelares e polimorficas aéas re dificilmente observadas no
figado de peixes. Ja os melano-macrofagos (MM), wategoria especial de
macrofagos, sdo comumente observadas nos peixeseecentram concentradas no
interior dos centros melano-macrofagicos (CMM) @ason, 2006), localizados
préximo as artérias hepaticas, veias portais, dugil@res e hepatopancreas. Os CMM
concentram materiais heterogéneos, como lipofugeimearela), melanina (marrom ou
preta), cerbide (PAS-positivo) ou hemossiderinarl$R@sitivo) (Bruslé & Anadon,
1996; Ferguson, 2006).

O figado é capaz de estocar tanto glicogénio capidids, os quais podem ser
observados microscopicamente, através de técnisagqghimicas. O glicogénio é

reconhecido pela afinidade PAS-positivo, enquastmeusdes lipidicas pela afinidade
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Sudan-positivo (Bruslé & Anadon, 1996). Em algunespécies deCiprinidae e
Salmonidae os estoques de glicogénio sdo abundantes, poisseapam baixa
capacidade em aproveitar carboidratos (Fergusd)28s reservas de glicogénio nos
hepatocitos dos peixes sédo consideradas um destabaiico, induzido por desbalanco
na dieta, dimorfismo sexual ou apos longo perioganéntenca em aquario. Alguns
autores sugerem que poucos peixes possuem habilidadsintetizar ou quebrar
glicogénio. Algumas espécies, commdon SR Gadus morhuglLota lotae Scarus spp
acumulam grandes quantidades de lipidios. Na naaidais espécies de peixes 0s
estoques de lipidios sdo abundantes e represgmtacpal fonte de energia, sendo
constituido principalmente por acidos graxos pséitnrados e vitamina A (Bruslé &

Anadon, 1996; Fergunson, 2006).

5.1. Papel do Figado no Metabolismo de Lipidios

O figado é indispensavel na digestdo de lipidiogd® em que a bile é
produzida, ficando armazenada na vesicula bilidreeada quando o alimento chega ao
intestino. A bile contém éacido galico que emulsifecgordura, aumentando a superficie
de contato para a acdo das enzimas que digeremrgpaiassificadas como lipoliticas
e lipase (Silva & Anderson et al., 1995).

Os produtos hidrossoltveis da digestéo lipidica, camo os acidos graxos de
cadeia curta e média e os lipidios que circulanfgrgramente estdo sujeitos a acao
hepatica (Swenson & Reece, 1998). O figado possiginsas enzimaticos ativos para
sintese de &cidos graxos, colesterol, fosfolipjdtaacilgliceréis, acidos biliares e
formas menos toxicas ou mais hidrossolUveis de ostop excretados pela urina e
fezes. Possui também sistemas enzimaticos paragiadde acidos graxos em £a

em corpos cetonicos (Reece, 2006). Somente umaepaquoporcao de lipidios do
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corpo permanece como acidos graxos livres. Nostbepzs, os acidos graxos livres
sao esterificados a triacilgliceréis (MacLachlariCé&llen, 1998).

Em teledsteos, os maiores sitios de estoque dkokpsédo o figado e o musculo
vermelho, além de depodsitos de lipidios, predonteraante triacilglicerais,
encontrados no tecido subcutéaneo e cavidade abdbrassociado ao intestino e ceco
pilérico (Mommsen, 1997).

O figado é a maior fonte de lipoproteinas plasragtialém dos quilomicrons.
Os acidos graxos chegam ao figado por via do plasmados de duas fontes: como
triglicerideos dos depositos de gordura e comanudrons do intestino. Estes acidos
graxos ou sdo usados no figado nos processos rietabdu sdo ligados as proteinas
produzidas no reticulo endoplasmatico e secretdnldigado para o plasma (Thomson,
1983). As lipoproteinas séo a principal forma dante de lipidios e séo utilizadas
amplamente pelo tecido adiposo e muscular. Asqodais lipoproteicas incluem os
quilomicréns, as lipoproteinas de muito baixa diade (VLDL), as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e a lipoproteina de alta idieale (HDL).

Os triacilglicerdis normalmente ndo se depositanfigendo, mas sao envolvidos
com fosfolipidios, colesterol, ésteres de colesteapolipoproteinas, formando o VLDL
e HDL para secrecdo no sangue por pinocitose iavéReece, 2006). O VLDL,
lipoproteina de muito baixa densidade € prontamkmeeada como fonte de energia
para muitos tecidos (Mommsen, 1997; MacLachlan &eby1998).

As lipoproteinas tém tanto a fungcdo de tornar pglibs sollveis, como de
transporté-los pelo plasma, providenciando um nisganeficiente de distribuicdo de
lipidios aos tecidos (Champe et al., 1994).

A sintese da parte protéica das lipoproteinasced® no figado e é uma etapa

limitante de taxa para a liberagdo hepatica depliteinas. A taxa de transporte de
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gordura para fora do figado depende da capacidadéddo para sintetizar a parte
protéica das lipoproteinas. Quando a mobilizacaaci#os graxos nao esterificados de
tecido adiposo supera a secrecao de VLDL pelo digadumulam-se triacilglicerdis no

figado, resultando em figado gorduroso ou dege@eraprdurosa (Reece, 2006),
levando ao acumulo visivel de goticulas de gordwacitoplasma dos hepatoécitos
(Thomson, 1983).

Existem substancias lipotréficas induzidas nutnalmente que melhoram a
sintese de lipoproteinas e evitam o figado gordumstre elas estdo a colina, o inositol
e o lipocaico, dos quais a colina € o mais efdi8wenson & Reece, 1996).

Os mecanismos potenciais pelo acumulo excessivggatdura no figado
incluem: 1) a entrada excessiva de acidos graxos @digado, devido a ingestao
excessiva ou pelo aumento na mobilizacdo de teidoms do tecido adiposo (por
exemplo, jejum prolongado), 2) funcdo anormal dgabécito, podendo levar ao
acumulo excessivo de trigliceridios no hepatociwidb a reducdo da oxidacdo dos
acidos graxos, 3) ingestdo excessiva de carbogdna#o alimentacdo resultando na
sintese aumentada de &cidos graxos, com formagéessixa de trigliceridios; 4)
aumento na esterificacdo de acidos graxos a erjfios, 5) reducdo na sintese de
apoproteinas e subsequente decréscimo na prodegdmeacao de lipoproteinas pelo
hepatdécito (MacLachlan & Cullen, 1998).

O figado com degeneracdo gordurosa é amarelado,gcau de intensidade
proporcional ao acumulo de gordura. Em alguns c¢asdfgado pode apresentar-se
aumentado de tamanho e uniformemente amarelo, ¢oasuperficie gordurosa na
superficie de corte (Thomson, 1983; MaclLachlan &lledy 1998). O aspecto
microscopico da gordura é o de gotas claras e lefimidhs ou de inUmeras goticulas

gue ddo uma aparéncia espumosa ao citoplasma.iidade de gordura pode ser tao
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extensa que desloca o nucleo do hepatdcito paifernpee, da ao parénquima hepatico

a aparéncia de um tecido adiposo (Thomson, 1983).

6. Tecido Muscular Esquelético

A maior parte da massa corporal em quase todas @&xiespde peixes é
compreendida pelo musculo esquelético (Alexand#$9), representada pelos grandes
musculos do corpo e da cauda responséaveis pelanémém ou “natacdo”, embora
existam outros pequenos musculos associados aacaebegdadeiras (Moyle & Cech,
1996).

As fibras musculares de quase todas as espécmsdars estao distribuidas em
areas ou compartimentos distintos, diferentemerde distribuicdo em mosaico
observado em mamiferos (Close, 1992). No movimeddonatagcdo existe uma
dependéncia de ac¢des harmoniosas de musculos lentdpgidos. Os musculos de
movimento lento realizam contra¢des por periodos loagos, enquanto os musculos
de movimento rapido apresentam contracfes de durtgdo. VAarios tipos diferentes
de fibras musculares sdo encontrados nos mus@atkrsik dos peixes e, 0s miétomos
podem ser divididos anatomicamente dentro de thstiregides (Jobling, 1995).

A musculatura lateral é dividida verticalmente anglo do corpo em uma série
de arranjos, denominado de mioméros (miotomosjjuass sdo delimitados por feixes
de tecido conjuntivo (Moyle & Cech, 1996). Os mioo® sao divididos por um
miosepto de tecido conjuntivo colagenoso, dentre gaais as fibras musculares se
inserem (Jobling, 1995). O miosepto forma uma sénomes sobreposto que sao
dispostos paralelamente ao longo da linha médiafedado uma forma de W ao
midtomo quando observado em uma seccao longitu@lobling, 1995; Moyle & Cech,

1996). Um septo vertical separa a metade diredsgeierda dos miomeéros no corpo e,
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um septo horizontal separa a massa muscular eiesegpaxial (superior) e hipaxial
(inferior) (Moyle & Cech, 1996).

As fibras musculares de contracdo sdo compostadilpas musculares de
contracao rapida (“branco”) e de contracao lentar(helho”), posicionados ao lado do
musculo branco (Jobling, 1995). As propor¢des decmd branco e vermelho variam
muito entre as espécies (Webb, 1997). Existe tamlmencamada de fibras musculares
rosasque apresentam acao contratil e metabdlica intaémadAs fibras musculares
rosas ocorrem entre as areas do miétomo ocupatissfiigas brancas rapidas e fibras
vermelhas lentas (Jobling, 1995). As fibras mugeslade peixes contraem mais

lentamente que as fibras musculares de anfibiosamuiferos.

6.1. Muasculo Vermelho

As fibras musculares vermelhas comumente se rgstrinao longo da linha
lateral. Constituem menos de 10% da musculaturdomel e apresentam diametro
menor entre 25-45 um (Kiessling et al., 2006). &&odos queapresentam extenso
suprimento sanguineo (Jobling, 1995), com muitpdar@s por milimetro cubico e que
possuem altas concentragbes de hemoglobina (sargumlioglobina (musculo),
suprindo adequadamente o musculo de oxigénio, gio® €m mitocdndrias. As fibras
musculares vermelhas metabolizam a gordura aerobit®, o que a torna dependente
do fornecimento de oxigénio (Moyle & Cech, 1996n&er & Stoiber, 2001).

Os principais combustiveis do metabolismo aerols@o os acidos graxos
derivados do tecido adiposo (reserva lipidica) gli@ose das reservas de glicogénio
hepatico e muscular. Estes substratos respirat@s&o usualmente presentes em
grandes quantidades e apresentam alta energia @orRnidade de substrato, o que os

tornam ideais para providenciar a energia requepdea realizacdo de trabalho
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constante (Jobling, 1995). As fibras muscularemeéitas sdo também chamadas fibras
lentas e sdo usadas principalmente como energgasientacdo para natacao eficiente,

como durante a migracao (Sanger & Stoiber, 2001).

6.2. Musculo Branco

As fibras musculares brancas compdem em torn@#eddb muasculo esquelético
do peixe (Sanger & Stoiber, 2001). As fibras brangaresentam maior didmetro, em
torno de 50-100 pm (Kiessling et al., 2006). Agdth musculares brancas sdo mais
espessas que as vermelhas, pobres em suprimeguairsm e ndo tem alta afinidade
pelos pigmentos que transportam oxigénio, como aglobina. Devido a estas
caracteristicas a contracdo do musculo branco néepéndente do suprimento de
oxigénio, convertendo o glicogénio a acido lacpeta via anaerébica (Moyle & Cech,
1996; Sanger et al., 1992; Kiessling et al., 2006).

O suprimento imediato de energia para a contragiioweniente da hidrélise da
fosfocreatina citosélica e ATP, presente no musdD® estoques de fosfocreatina sédo
extremamente limitados, sendo necesséria a suplagden da contracdo da fibra
muscular pela ativagdo da glicogendlise anaerdMogle & Cech, 1996; Sanger et al.,
1992; Kiessling et al., 2006). O glicogénio estacad musculo é usado como fonte de
energia e como resultado ocorre acumulo de &cichicda (lactato) (Jobling, 1995).
Apés uma intensa atividade de natacdo, o peix@uesta energia pela conversao
glicogénica no figado, isto é, do acido lactico gicogénio a glicose, que ocorre
lentamente no musculo branco Posteriormente, attagbode ser utilizado como
combustivel do metabolismo aerdbico (Moyle & Cek906).

Os estoques de glicogénio e fosfocreatina diminugpidamente quando o0s

musculos contraem anaerobicamente e, desta formpeixe nada em alta velocidade.
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Assim, o musculo branco € mais utilizado em movio®rturtos e domina a massa
muscular para atividades de natacdo classificadaoctibras musculares rapidas

(Jobling, 1995).

6.3. Crescimento P6s-Natal do Musculo

Em peixes, os mecanismos de crescimento das fibragutanss esqueléticas
envolvem os processos de hipertrofia e hiperpldagfibras, partindo da proliferacéo
dos mioblastos indiferenciados (Dal-Pai et al., 3306). Na hiperplasia ocorre a
formacao de novas fibras musculares, enquantoatiofia € a fusdo dos mioblastos
indiferenciados com as fibras musculares ja existenresultando no aumento do
namero de ndcleos para uma maior sintese de miaifdohnston et al., 2000).

Apoés o inicio das duas camadas musculares tereonfeithadas durante a vida
embrionaria, o crescimento hiperplasico continuaderais sucessivas e distintas fases.
A primeira é a continuacdo da miogénese embrioméaciampleta a formacao definitiva
das camadas musculares (fibras vermelhas, rosareds), seguindo o segundo e
completo processo de diferenciacéo hiperplasicaltesido no aumento do numero de
fibras musculares em todas as camadas musculapesi@mente a branca (Rowlerson
& Vegetti, 2001).

Durante o processo hiperplasico, observa-se umiowoda fibras de diferentes
idades ou diametros, com predominancia de fibras d@éametro menor a 25 um
(Veggetti et al., 1993), padréo observado prinoigaite nas fibras brancas (Veggetti et
al., 1993; Rowlerson et al., 1995). O crescimentoscular hiperplasico ocorre
principalmente na fase juvenil (Rowlerson & Vege®001). A hipertrofia s6 ocorre
apos a vida embrionaria, até alcancar o diametromug que atinge a taxa de 100-300

pum para fibras brancas em peixes (Rowlerson & \fe@&01) e persiste por um longo
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periodo apds o crescimento hiperplasico ter cesgHikssling et al., 2006). A
observacao de fibras com diferentes tamanhos imd@ascimento muscular tanto por
hipertrofia como por hiperplasia (Veggetti et 4093; Johnston, 1999; Valente, 1999;

Rowlerson & Veggetti, 2001).
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Metionina e colina em dietas para juvenis de tilapi-do-nilo, desempenho

produtivo, morfologia hepética e muscular

RESUMO - O trabalho foi realizado para avaliar tstes da metionina e/ou
colina sobre o desempenho produtivo, morfologidigado e do musculo branco da
tilapia-do-nilo, da linhagenBSupreme Foram utilizados 160 peixes com peso Vivo
médio inicial de 77 * 0,8 g, distribuidos em 16ques (1000 Lcada) com 10
peixes/tanque, em sistema de recirculacdo, du@htdias. Foram utilizadas quatro
racBes com 33% PB e 3.000 kcal ED'idp racéo: controle, sem adicdo de metionina e
colina (CT); com suplementacdo de 0,3% de metio(iB); 0,2% de colina (CL) e,
0,3% de metionina e 0,2% de colina (MT+CL). Osxesiforam alimentados com
dietas peletizadas, por arragoamento manual aguow voluntario. Os peixes foram
abatidos e os figados coletados para andlise dastedsticas macroscopicas e
microscopicas através da coloracao do parénquimpatibe com Hematoxilina-Eosina
e, histoquimica para evidenciacéo glicogénica (RAg)idica (Sudan IIl). Amostras de
musculo branco da regido dorsal foram utilizadasa pavaliacdo morfoldgica e
morfometria do menor didmetro da célula. Nao faesldado efeito do fornecimento de
metionina e/ou colina na dieta sobre o ganho de pk&rio, conversao alimentar,
rendimento de filé, indice hepatossomatico e gardisceral. Os peixes alimentados
com dietas suplementadas com colina e metioniresaptaram menor teor de gordura
nos filés. Os peixes alimentados com as dietas QUTeCL apresentaram maior
acumulo de inclusdes glicogénicas e menor de idekidipidicas no tecido hepatico,
em relacdo aos peixes do tratamento CT e MT. Aesuphtacdo de colina e/ou
metionina néo afetou o diametro da fibra musculanta dos peixes. Concluiu-se que a
suplementacdo de colina e/ou metionina ndo afetiesempenho produtivo, mas a
colina possui acdo importante na utilizacdo dodigihepatico, evidenciado pela

reducao de inclusdes lipidicas.

Palavras-chave aminoacido, figado, musculo, peixe, vitamina
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Dietary methionine and choline for juvenile Nile tlapia, performance,

hepatic morphology and muscular fiber morphology

ABSTRACT - This study was conducted to evaluate the effectmethionine
and / or choline on performance, morphology ofrigad white muscle of Nile tilapia,
Supremestrain. One-hundred and sixty fish with averagegimeof 77 + 0.8 g were
distributed in 16 tanks (1000 L each) with 10 fiahk, in a recirculation system, during
87 days. Four diets with 33% CP and 3,000 kcal BE Wwere used: control (CT),
supplemented with 0.3% methionine (MT), 0.2% oflole (LC) or 0.3% of 0.2% of
methionine and choline (MT + CL). Fish were fed &drand fed until apparent
satiation. Livers were macroscopically and micrgécally examined and characterized
by staining of hepatic parenchyma with Hematoxiiosin, and for inclusion
glycogenic histochemistry (P.A.S.) and lipid (Suddh Samples of white muscle of
dorsal region were used for morphological and monpétric evaluation of the minor
diameter of the cell. No effects of methionine anaholine on daily weight gain, feed
conversion, fillet yield, hepatosomatic index, @sd fat and white muscle fiber
diameter were observed. Fish fed diets supplemewidd choline and methionine
showed lower fat content in the fillets. Fish fed @hd CL+MT showed higher
glycogenic inclusion and lower lipidic inclusion the liver, compared to fish fed CT
and MT diets.

Keywords: amino acid, fish, liver, muscle, vitamin
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Introducao

Atualmente a aquicultura tem crescido mais rapigaengue qualquer outro
setor de alimentos de origem animal, representamd@ taxa de crescimento médio
anual de 6,9%. A contribuicdo da aquicultura pafareecimento mundial de pescado,
crustaceos, moluscos e outros animais aquaticosatenentado, passando de 3,9% da
producao total em peso em 1970 para 36% em 20006,(EB08).

A tilapia do Nilo tem sido considerada como uma eggecies mais importantes
para a piscicultura devido a rapida taxa de cremuio adaptacdo a diversas condi¢cfes
de criacdo e boa aceitagdo pelo consumidor (DegdRevach, 1991; Macintosch &
Little, 1995; Boscolo et al., 2001; Meurer et @002). No Brasil, 37,96% do total de
peixes produzidos em 2005 foi de tilapias (IBAMA)0Z). Em 2006 a tilapia foi a
espécie de agua doce mais produzida (27,8%), sedeianoluscos (27%) e crustaceos
(9%), provenientes da pesca continental (FAO, 2008)

O organismo pode sintetizar colina na presencaudatmglades adequadas de
precursores, tais como o fosfatidil-serina e mét@r{Case et al., 1997; Kasper et al.,
2000). Nesta reagcdo a metionina atua como doadgruge metil, sendo necessarios
também, o acido félico e a vitamina BLovell, 1989; Swenson & Reece, 1996; Case
et al., 1997). A molécula de colina possui trégpgsumetil (-CH), cuja funcéo final &
como fonte de grupos metil para reacdes de metilakdcolina reage com a acetil
coenzima A, atuando como precursor da acetilcoluma, neurotransmissor (Lovell,
1989; Shiau & Lo, 2000; Zeisel, 2000) e da fosfwtadina, que € um elemento
estrutural da membrana celular e da transmissdmplolso nervoso, atuando também
no metabolismo e transporte de lipidio-colestdBainder, 2003; Zeisel, 2000; Vieira et
al., 2001). Atua também, como fator lipotrOpicoegente tanto em células vegetais

como animais, melhora a sintese de lipoproteirasta o figado gorduroso (Swenson
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& Reece, 1996). A colina pode ser oxidada a betaimadoador de grupos metil para as
reacdes de metilacdo, convertendo a homocisteinenetionina (Swenson & Reece,
1996; Case et al., 1997; Vieira et al., 2001; WD&vis, 2005).

A metionina € um aminoacido essencial que atua ingesg protéica e
desempenha funcdes fisioldgicas importantes, akised essencial para o crescimento
normal dos peixes (Lovell, 1989). A principal wdcéo de metionina é como doador de
grupos metil, requeridas as reacdes de metilaci@ovjge S-adenosil metionina (SAM)
(Bender, 2003). O SAM é sintetizado a partir daiométa, que transfere o adenosil
para o adenil trifosfato (ATP), permitindo a doagd® grupos metila para uma
variedade de substratos, incluindo acidos nuclg¢iposteinas, fosfolipidios e aminas
biogénicas (Mato et al1997). A via S-adenosil metionina gera compostoso a
carnitina (Swenson & Reece, 1996), cistina (Zhowalet2006), colina (Swenson &
Reece, 1996; Kasper et al., 2000), poliaminas eosuntermediarios metabdlicos,
como a fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamifPE) (Bender, 2003).

Em trabalhos realizados por Kasper et al. (2000ydiNim et al. (2000), Zeisel,
2000; Vieira et al. (2001), Kasper et al. (2002ichael et al. (2006), Espe et al. (2008),
Mai et al. (2009), entre outros, foram demonstraaasportancia da metionina e/ou
colina sobre o desempenho e saude dos peixes.

As tilapias tém sido criadas de forma intensivaBmasil, 0 que demanda a
utilizacdo de dietas que permitam além das respattaganho de peso e converséo
alimentar, a producdo de peixes adequados parairoongjuer seja em termos de
rendimento de filé, bem como para sua composi¢cdmiga, principalmente pela
reducdo de lipidios. A deposicdo de lipidio no digade peixes cultivados é
frequentemente intensa, indicando um desbalancacionil das dietas artificiais

(Takashima & Hibiya, 1995). Assim, o presente thabdoi realizado com o objetivo
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de avaliar dietas sem e com metionina e/ou colieso desempenho e morfologia

hepatica e muscular.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Agiiwra (DBI-UEM) da
Universidade Estadual de Maringa, localizada nadgdde Maringa — PR, durante o
periodo de marco a maio de 2008, durante 87 dias.

Foram utilizados 160 peixes revertidos em machoardar a fase larval
provenientes da Piscicultura Aquabel, Rolandia + ¢/ peso inicial de 77 + 0,8 g,
distribuidos em 16 tanques (1oada).

Foi utilizado um delineamento inteiramente casadliz com quatro tratamentos
(CT = sem adicdo de metionina e colina; MT = 0,38&6ntketionina; CL = 0,2% de
colina e MT+CL = 0,3% de metionina e 0,2% de cqlin@atro repeticdes e dez peixes
por unidade experimental.

Todos os peixes foram pesados individualmente elandta digital (0,01 g) no
inicio e ao final do experimento.

A dieta controle foi elaborada com base em valdeeaminoéacidos digestiveis do
milho, farelo de soja, farelo de trigo e farinhapedxes determinados para a tilapia do
Nilo por Furuya et al. (2001a). Para a farinha dene, foram utilizados os valores de
aminoécidos digestiveis determinados por Guimasfias (2008 a;b)A dieta controle,
foi realizada a suplementacdo com DL-metionina 98%%), cloreto de colina 75%
(CL) ou DL-metionina 99% + cloreto de colina 75%TMCL) (Tabela 1).

Todos os ingredientes foram moidos em moinho noad® atingirem diametro
igual ou inferior a 0,50 mm e armazenados. Paréecoéo das dietas, apds pesagem e

homogeneizacdo dos ingredientes, foi pulverizadia §65C) na proporcdo de 35% de
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seu peso total e, em seguida, agregadas em maoenterice e desidratadas em estufa de
ventilacdo forcada (5&), durante um periodo de 24 horas, obtendo gramaim 3 mm
de diametro. Os peixes foram alimentados trés veaeha (8; 14 e 18 horas) por meio

de arracoamento manual, até saciedade aparente.
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Tabela 1. Composicao percentual e calculada dassaxperimentais

Rac&o
Controle MT CL MT+CL
Milho gréo 16,57 16,27 16,37 16,07
Farinha de carne e 0sso (45%) 10,00 10,00 10,00 10,00
Soja farelo (45%) 52,00 52,00 52,00 52,00
Trigo grao 8,00 8,00 8,00 8,00
Farinha de peixe (55%) 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 5,00 5,00 5,00 5,00
Fosfato bicacico 2,00 2,00 2,00 2,00
L-Lisina HCI 0,20 0,20 0,20 0,20
L-treonina 0,20 0,20 0,20 0,20
DL-metionina 0,00 0,30 0,00 0,30
Colina Cloreto 0,00 0,00 0,20 0,20
Sal comum 0,20 0,20 0,20 0,20
Suplemento mineral e vitaminfco 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamina C 0,20 0,20 0,20 0,20
BHT? 0,03 0,03 0,03 0,03
Antifungico 0,10 0,10 0,10 0,10
Composicao calculada (%)
Matéria seca 88,51 88,91 8851 88,91
Proteina bruta 33,63 33,73 33,63 33,73
Energia digestivel, kcal/Rg 332 3307 3302 3307
Fibra brut 3,56 3,56 3,56 3,56
Extrato etéred 7,83 7,83 7,83 7,83
Calcid 2,11 2,11 2,11 2,11
Fosforo disponivél 0,65 0,65 0,65 0,65
Metionina + cistina total 0,99 1,23 0,99 1,23
Metionina total 0,52 0,81 0,52 0,81
Colina total 325 325 1825 1825

' Dieta controle; MT= DL-metionina; CL = Cloreto delina e MT + CL = DL-metionina + Cloreto de colina

2 Suplemento mineral e vitaminico (Supre Mais): cosigip por kg: Vit. A = 1200.000 Ul; vit. D3 = 200@ UI; vit. E = 12.000
mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit. B1 = 4.800 mg; vit. B24.800 mg; vit. B6 = 4.000 mg; vit. B12 = 4.80@;mc. félico = 1.200 mg;
pantotenato de Ca = 12.000 mg; vitamina C = 48rBf0biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg; niacina4-000 mg; Fe = 10.000
mg; Cu = 600 mg; Mg = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg;A6-mg; Co = 2 mg e Se = 20 mg;

3 Vitamina C sal célcica 2-monofosfato de 4cido ascérbico atf(de principio ativo)

“Hidroxitolueno butilado

>®De acordo com Furuya et al. (2001b), Pezzato ¢2@02), Rostagno et al. (2005), respectivamente.
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Uma vez por semana, foram tomadas as medidas geratra (8 e 16 h), pH e
oxigénio dissolvido (mg/L) da agua de cada tanqbg&dos por meio de "kit" digital.

Ao término do experimento, dez peixes foram abatidendo sete utilizados para
rendimento e composi¢cao quimica do filé e trészatlos para analise morfolégica do
figado e musculo. Apdés a pesagem final, sete paieesada unidade experimental
foram eviscerados, e os filés retirados com pelsemtido da musculatura dorsal para a
ventral, procedendo-se em seguida a remocao danpealentido longitudinal, da cauda
para a extremidade anterior, com o auxilio de @iedaca.

As andlises quimicas das dietas, filés, e figad@sf analisadas no Laboratério de
Andlise de Alimentos do Departamento de Zootecrmaldhiversidade Estadual de
Maringa, seguindo-se metodologia citada por Silva@ueiroz (2002).

As anadlises dos aminoacidos das dietas foram agaliz pela Ajinomoto
Biolatina (Nutricdo Animal) do Brasil.

Todos os figados coletados foram submetidos a waliagdo macroscopica, na
qual foi avaliada a coloracdo, aspecto, consisdémoorfologia geral e presenca de
lesbes, classificadas de acordo com a forma, qmadedo de distribuicdo, segundo a
classificacéo proposta por Thomson (1983).

A analise histologica foi realizada no Laboratode Histotécnica Animal do
Departamento de Morfologia da Universidade EstadeaMaringa. Foram utilizados
12 peixes por tratamento e, coletadssfigados para andlise histoldégica. As amostras
foram fixadas e armazenadas separadamente, endicaacformol tamponado a 10%
por aproximadamente 24 horas e posteriormenteféraiss para frascos, contendo
alcool 70%, com a finalidade de conservacdo do nmht@osteriormente, seguiu-se 0
processo de desidratacdo através de passagens rem c@scentes de alcodis,

diafanizadas em xilol e incluidas em parafinasa dotencéo de cortes transversais. A
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preparacao das laminas seguiu a rotina histola@gdgcnica de inclusdo em parafina, e
realizados cortes transversais semi-seriados c@asgsra de fum em micrétomo
rotativo. Duas laminas contendo quatro cortes ldigicos/figado foram coradas com
HE e empregadas para avaliacdo e descricdo da logafce integridade do tecido
hepético, utilizando-se ocular micrométrica (400X).

Para as analises de inclusdo de glicogénio hepgtita técnica histoquimica
P.A.S. foram utilizadas 12 peixes/tratamento, e aia amostra de figado,
confeccionado duas laminas contendo quatro caeteelas capturadas 20 imagens da
veia centrolobular, utilizada como referéncia devacauséncia de lobulacao hepética.

Para as analises de inclusao de lipidio hepatizotpenica histoquimica Sudan I
foram coletadas amostras de figado e congeladasnigogénio liquido, sendo
posteriormente transferidas para um freezer & -C8(Para evidenciacdo de inclusées
lipidicas no tecido hepético, os figados foram sefimos a microtomia (criostato Leica
CM 1850®), com cortes histologicos de uh de espessura, com temperatura interna de
- 27°C e associada a coloracao histoquimica Subdamkematoxilina para evidenciacao
do nucleo do hepatdcitos.

Para andlise morfométrica do material evidenciadla istoquimica P.A.S. e
Sudan lll, foram capturadas imagens do parénquiepatito através de uma Céamera
digital de alta resolucéo Pro - Series da MediaeBgienicS, acoplada ao microscépio
Olympus Bx 4%, utilizando como referéncia a veia central. Reitara das imagens
foi utilizado o programa Image-Pro Plus 4%.Para avaliar o percentual da area
glicogénicallipidica presente nos hepatdcitos, idensu-se como medida padréao a area

total do campo microscépico (20458.§in°) subtraida da area ocupada pela veia

centrolobular (2184.441im?), correspondendo a 18274.}im?. Para cada técnica
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histoquimica foram capturadas vinte campos/lameisdp totalizando 240
imagens/tratamento.

Foram utilizados os mesmos peixes (12 peixes/texttoh, para as analises
histolégica (HE) e de histoquimica P.A.S. e Sudanpbrém amostras diferentes de
figado, jA que os cortes para técnica HE e histoigai P.A.S. foram obtidos por
inclusdo em parafina (bloco), enquanto para a dusioica Sudan Ill, as amostras de
figado foram fixadas em nitrogénio.

Doze peixes por tratamento foram utilizados par@isa de fibra muscular. As
amostras do musculo foram colhidas, fixados enogémnio liquido e submetidos a
microtomia (criostato Leica CM 188pa 10 pm de espessura (Pullen, 1977), com
temperatura interna de - 27°C. Posteriormentepaexforam corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE) (Lillie, 1954), para bagéo da morfologia geral do tecido
e mensuracdo do menor do diametro das fibras narssul(Dubowitz & Brooke,
1973). Para realizacao dessas etapas, foram adptuimagens utilizando uma camera
digital de alta resolugdo 3CLD Pro - series da Me@ibertecnicd acoplada ao
microscépio Olympu’s America inc Bx Bputilizando para a leitura de imagens o
programa Image Pro-Plus 4.8.1Esta avaliacdo foi realizada pela captura de dez
campos microscépicos (10.9ig%) por peixe, totalizando 120 imagens/tratamento e a
mensuracgao realizada em 10 células/campo, totdliza@0 células/tratamento, 100X.

Os peixes foram distribuidos em um delineament@irarhente casualizado com
quatro tratamentos e quatro repeticdes para ossdddsempenho produtivo. Para
analise da morfologia e histoquimica hepatica, €atagia muscular foi utilizado um
delineamento com quatro tratamentos e nove regstigs analises estatisticas dos
dados foram realizadas de acordo com o programaGSAEY, 1982) e submetidos a

analise de variancia (ANOVA), individualmente, pegala variavel resposta a um nivel
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de 5% de significancia, tanto para os dados dems=sgho quanto para a histoquimica.

Resultados e Discusséo

N&o foram observadas diferengg@s>0,05)sobre o peso final, ganho de peso
diario, conversao alimentar, rendimento de filéjda hepatossomatico, sobrevivéncia e
gordura visceral da tilapia do Nilo alimentada ametionina e/ou colina.

Foi observada menor concentragédo (p<0,05) de goms filés nos peixes que
receberam dieta suplementada com metionina e cqhig+CL), ndo havendo
diferencas entre os dados dos tratamentos corf@€dlg metionina (MT) e colina (CL)
(Tabela 2).

Avaliando trabalhos relacionados a suplementacacotiea ou a interagdo da
metionina e colina, pode se observar varia¢coess@osta de desempenho produtivo, as
quais podem ocorrer em funcdo da biossintese deaa@lou a fonte protéica utilizada
na dieta que por sua vez variam em funcdo da espise de desenvolvimento e
sistema de criacao (Zhang & Wilson, 1999).

Tabela 2. Valores médios de desempenho e compogigadca do filé da tilapia do
Nilo alimentada com as dietas experimentais

Foac

CT MT CL MT+CL CV
Peso final (g) 415,80 424,72 418,97 424,15 6,12
Ganho de peso diario (g) 3,90 4,00 3,93 3,99 7,38
Converséao alimentar 1,72 1,51 1,48 1,66 15,02
Rendimento de filé (%) 34,10 34,37 33,79 34,43 1,79
indice hepatossomatico (%) 1,88 2,11 1,98 2,28 41,2
Sobrevivéncia (%) 97,5 97,5 97,5 96,67 4,70
Gordura visceral (%) 1,92 1,78 1,79 2,03 17,00

Composi¢do quimica dos files (%)

Umidade 77,65 77,43 78,04 78,45 1,05
Proteina bruta 18,64 18,99 18,34 18,22 5,03
Gordura 5,03 55F 5,09 4,77 14,22
Cinzas 3,72 3,68 3,76 3,71 7,87

Na mesma linha, médias com letras diferentes indiiferencas significativas (P<0,05); Teste de Juke
CT= Dieta controle; MT= DL-metionina; CL = Cloretie colina e MT + CL = DL-metionina + Cloreto deioal



37

Roem et al. (1990), ndo observaram diferencas sohgamho de peso, converséo
alimentar e sobrevivéncia da tilapia aurea alingatacom racdes purificadas
suplementadas com 0; 250; 500; 1.000 ou 2.000 mgotiea kg' de racéo. Estes
autores consideram que tilapias criadas em sistedeasrecirculacdo de agua,
provavelmente conseguem aproveitar a colina dafies presentes na agua, o que
reduziria o custo de alimentacdo com a suplememtdeécolina. Shiau & Lo (2000),
trabalhando com a tilapia-do-nilo utilizaram niveis suplementacédo de 0, 100, 200,
400, 600, 800, 1000 e 2000 mg de colind Kieta, obtiveram em seus estudos boa
resposta nos parametros de ganho de peso, efi@imientar e sobrevivéncia. Mai et
al. (2009), avaliaram a exigéncia de colina paneenis de cobia Rachycentron
canadun), com peso vivo médio inicial de 4,2 + 0,4 g, frando dietas purificadas
suplementadas com 133; 350; 548; 940; 2017 e 398Icofina kg'. Os autores
concluiram que os niveis de colina para ganho de,peoncentracdo de colina no
figado e no musculo de 696; 877 e 950 md, keespectivamente. Ketola (1976)
trabalhando com a truta do lagBafvelinus namaycughHung (1989) com esturjao
(Acipenser transmontanysRumsey (1991) com truta-arco-ir@r{corhyinchus myki}s
e Craig & Gatlin (1996) com “red drumS¢iaenops ocellatyisobtiveram aumento no
ganho de peso dos peixes, que responderam propaloiente a suplementacdo de
colina na dieta.

Kasper et al. (2000), avaliaram para tildpia dooNih¢cdes com valores
crescentes de colina (1000, 2000, 3000 ou 4000 gy kom 0,28 ou 0,5% de
aminodacidos sulfurados totais (matéria seca) elgmam que 0s peixes alimentados
com a ragdo com 3000 mgkgle colina e 0,5% de aminoéacidos sulfurados olztier

melhores resultados de ganho de peso e eficiélttiardar.
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Ainda que a metionina seja um aminoacido limitapteessencial para o
crescimento normal dos peixes (Lovell, 1989) namarfo observados seus efeitos
positivos sobre o desempenho, indicando que a moigé&e metionina é inferior ao
recomendado pelo NRC (1993), de 0,75% de metionimad,9% de aminoacidos
sulfurados totais, ou seja, 0,15% de cistina. Nisgmte trabalho, a menor exigéncia de
metionina pode estar relacionada com os maioresreslde cistina da dieta, pois
enquanto os valores recomendados de cistina peld NR93) sdo de 0,15%, no
presente trabalho a dieta controle possuia 0,47étstlea. Considerando que a cistina é
obtida a partir da metionina (transulfuracdo), éspeel que a metionina tenha sido
“poupada” para a producdo de cistina. Assim, Furaiyal. (2004) determinaram
exigéncia de 0,54% de metionina em dieta com 1,d8%minoacidos sulfurados totais
(0,6% de cistina) para alevinos de tilapia do Miimentados com dieta pratica.

A exigéncia de colina para peixes varia de 50 038 colina ki de dieta
(NRC, 1993; Kasper et al., 2000), sendo determirmadrigéncia de 500 mg kglieta
para hibrido de striped bass (Griffin et al., 19988 mg kg dieta para red drum
(Craig & Gatlin, 1996), 400 mg Kgdieta para bagre do canal (Zhang & Wilson, 1999),
596-634 mg kg' dieta para “yellow perch” (Twibell & Brown, 200@) 696 mg kg
dieta para o cobia (Mai et al., 2009). Para saldwwd, Ketola (1976) e Rumsey (1991)
determinaram exigéncia de 1030 e 850 mg g colina para a truta do lago e truta
arco-iris, respectivamente. Mais especificamenten d¢itdpias, Roem et al. (1990)
observaram crescimento maximo da tilapia a@uedchromis aureysalimentada com
dieta contendo 500 mg Rginferior ao valor descrito por Shiau & Lo (200@pra a
tilapia hibrida Qreochromis niloticux O. aureu$, de 1000 mg K§de dieta, superior
ao valor determinado por Vieira et al. (2001) palevinos de tilapia do Nilo, de 375

mg kg® dieta.
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No presente trabalho, foi utilizada adicdo de 26@Dcloreto de colina Kgna
dieta, nivel superior ao recomendado por diverstsres. Considerando os valores de
colina dos alimentos, foi obtido valor final de ioal préximo de 3000 mg Kg Este
nivel de colina baseou-se no estudo realizado pep&r et al. (2000), que obtiveram
melhores resultados no desempenho produtivo gaatith Nilo, suplementando a dieta
com 3000 mg de colina Kglieta.

A reducdo de gordura no filé, obtida nos peixedesnpntados com 0,3% de
metionina 99% e 0,2% de colina, pode ter ocorrieidb a conversao da metionina em
carnitina. A L-carnitina pode promover a reducadigimio muscular e hepatico (Dias
et al., 2001). Por outro lado, Mai et al. (2009s@tvaram aumento na quantidade de
lipidio muscular do cobia suplementadas com nis@scentes de colina, o que pode ter
ocorrido em funcédo do maior peso final dos peixas gceberam dietas com valores
mais elevados de colina.

Ketola (1976) trabalhando com truta do lago, Wil&€oRoe (1988) com catfish,
Griffin et al. (1994) com hibrido de “striped bas#ai et al. (2009) com cobia
observaram que a concentracéo de lipidio hepaice$ponsiva a suplementacdo com
colina e, que a deficiéncia deste nutriente resutim acumulo de lipidios no figado.
Shiau & Lo (2000), ndo observaram acumulo de lgsidno figado de tilapias nao
suplementadas com colina, no entanto, observaraen aqeoncentracdo de lipidio
hepatico foi menor nos peixes alimentados com #adientrole, intermediaria nos
peixes suplementados com 100-600 mg de coliffakglta nos peixes suplementados
com > 800 mg de colina Kg Esta observacéo foi semelhante ao encontradGzig
& Gatlin (1991) com “red drum”Sciaenops ocellatisem que a adicdo gradual de
colina na dieta resultou em acumulo de lipidiogigado. Em outros estudos, como o

de Rumsey (1991) com truta arco-i@ngcorhynchusnykiss), Kasper et al. (2000) com
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tilapia, Twibell & Brown com yellow perch (2000),i&ra et al. (2001) e Kasper et al.
(2002), ambos com tilapia nilética, a concentrad@dipidios no figado nao foi afetada.

Pela avaliacdo macroscopica, foram observados d&gdém desenvolvidos,
localizados ventralmente na cavidade celoméatiqaarae€la da cavidade pericardica por
um septo transversal. Observou-se que sdo divididodois lobos, direito e esquerdo,
sendo o ultimo maior, estendendo-se por toda cdeid® maioria dos figados
analisados apresentou superficie lisa e brilhaotasisténcia firme e coloracéo
vermelho vivo amarronzada. A analise macroscopicéighdo descrita anteriormente
esta de acordo com o relatado por Vicentine (2p&E a tilapia do Nilo.

No tratamento com a MT, foi observado que dois geipresentaram figados
de coloracédo acinzentada, que pode ser interpretada uma alteraggmost-morteme,
um peixe apresentou figado com coloracdo amaretadgrindo figado gorduroso. De
acordo com Thomson (1983); Bruslé & Anadon (1996fjgado tende a coloracéao
amarelada quando os estoques de lipidios séo altos.

Lesdes circulares esbranquicadas na superficidibem®dm aproximadamente
0,2 a 0,3 mm de diametro com distribuicdo focal dussédo) ou multifocal (mais de
uma lesdo), além de estrias esbranquicadas enttamea parénquima hepatico com
distribuicdo focal, difusa ou generalizadas, foraohados macroscopicos evidentes
(Tabela 3).

As lesdes esbranquicadas circulares foram clasddie em grau 1 (leve, uma
leséo, focal), grau 2 (moderada, uma a trés lesdalsifocal), grau 3 (severa, acima de
trés lesdes, multifocal). Asstriacbes de coloracdo esbranquicada foram oloserva
distribuidas pelo parénquima hepético de formalfatifusa ou generalizada. Estas
estrias ocorreram associadas ou nao as manchasa®s arredondadas. Alguns

figados ndo apresentaram nenhuma das lesdes.
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Tabela 3. Frequéncia de ocorréncia de lesdes bapata avaliacdo macroscopica do
figado da tildpia do Nilo em func&o dos tratamentos

Tratamento
CT MT CL MT+CL

Mana(s) esbranquicada (%)
Grau 1l 5,13 15,79 20,51 27,02
Grau 2 38,46 36,84 23,08 16,21
Grau 3 23,08 15,79 7,69 10,81
Sem alteracdes 33,33 31,58 48,72 45,94

Essriasbranquicadas (%)
Grau 1 513 2,63 25,64 32,43
Grau 2 30,77 47,37 17,95 10,81
Grau 3 41,03 31,58 12,82 10,81
Sem alteracdes 23,08 18,42 43,59 45,95
NUmero peixes 39 38 39 37

CT = controle; MT = DL-metionina; CL = Cloreto dwlina e MT + CL = DL-
metionina + Cloreto de colina

Na avaliacdo microscopica das laminas coradas c&nadHservou-se que a
maior parte do parénquima hepatico era constitpmtahepatdcitos poligonais, com
nucleos grandes, centrais e arredondados, sendant@nvisualizacdo de hepatdcitos
com dois nacleos em todos os tratamentos, devilaadntensa atividade metabdlica.
Notou-se, hepatdcitos dispostos no parénquima emafole corddes continuos e entre
dois corddes se encontrava um pequeno vaso, oogleugjue se comunica a vasos
maiores. Em alguns sinusdides hepaticos foram whdas as células endoteliais, que
sdo mais alongadas e compdem a parede dos vasobémafoi observada dilatacao
dos sinusodides hepaticos compativeis a conges@aitbplasma dos hepatdécitos foi
observada a presenca de goticulas de coloracdcormasupostamente ferritina,
indicando uma intensa atividade metabodlica. Nenhlwbalacdo foi observada no
parénquima dos figados analisados. Em um estudmteecealizado por Akyoshi &
Inoue (2004) com 200 espécies de peixes teledstavgue a tilapia esta incluida, foi
demonstrado predominantemente auséncia dos lohelodticos, unidades estruturais

do figado.
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Dispersos no parénquima, foram evidenciadas nu@&rasas centrais, as quais
foram encontradas isoladas ou associadas a duxteseja porta e artéria hepatica
(sempre em pares) e, a formacéo do espaco pgtasemtado por uma triade de veia,
artéria e ducto. Foi observado com freqiiéncia tep@hcreéatico exdcrino, conhecido
como hepatopancreas, composto por células acimmsasercom concentracbes de
granulos de zimogénio eosinofilicos no citoplasmpigad, enquanto que o citoplasma
basal apresenta coloracdo basofila devido a camlgdat de reticulo endoplasmatico
rugoso. O hepatopancreas distribui-se por todonpaia, associado a vasos e/ou
artérias e canaliculos. Foi comum a observacaoegatbpancreas associado a maior
veia porta, formando uma estrutura isolada, dedacoom o observado por Roberts
(2001) e Fergunson (2006) em peixes teledsteos.

Centros melano-macrofagos (CMM) foram observadosnémero e tamanhos
variados. Sao centros grandes, de coloracédo casetmtiira devido ao armazenamento
de substancias como a melanina, lipofuscina e aes0i0Os CMM foram observados
aleatoriamente no parénquima hepatico, principalenproximo as células pancreaticas
exdcrinas e vasos. Segundo Fergunson (2006), sefkdM podem se encontrar
dispersos no tecido pancreatico. Os CMM fazem mhoteecido hematopoiético, cujas
funcdes estdo associado a degradacao de eritré#odefesa, por meio de atividade
fagocitica.

A descricdo da histomorfologia dos figados anatisatb presente trabalho foi
semelhante ao padrédo geral de outros teledstesxsjtdepor Bruslé & Anadon (1996),
Santos (2003), Ferguson (2006), Costa (2007), Ld&eédalbarba (2007) e para a
tilapia do Nilo, por Vicentine (2005). Estudos aittees demonstram que ha grande

variedade na estrutura do 6rgdo em varias espéeipsixes (Schar et al., 1985), que se
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devem as diferencas entre as espécies e que @nicitido pela estacdo, status
nutricional, idade, sexo e exposi¢cao a poluentegy(fson, 2006).

A presenca de vacuolos claros no citoplasma detdwfms foi observada em
graus variados. No tratamento CL e MT + CL foi olaada moderada vacuolizacdo do
citoplasma, enquanto no tratamento CT e MT a vaag#o foi intensa. Em algumas
laminas, a vacuolizacdo citoplamatica foi intermsppnto de deslocar os ndcleos para a
periferia (Figura 1), aspecto compativel com o dgethieracdo gordurosa. Segundo
Thomson (1983), o aspecto microscopico da degeergordurosa € o de gotas
grandes, claras e bem definidas ou de inUmerasuigdi que quando em grande
quantidade, deslocam o ndcleo do hepatdcito, dandmarénquima hepatico o aspecto

de tecido adiposo.
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Figura 2. FigadoA: sem lesdes, tratamento CL (Colin®: lesdes circulares
esbranquicadas (setas), tratamento Colina + Me@oi@: estrias esbranquicadas
(setas), tratamento Contro®: lesbes circulares esbranquicadas associadasas estr
esbranquicadas (setas), tratamento Metionina. ddw@@atico de tilapia-do-nilé& e

F: visao geral, veia centrolobular (VC), corddes deahécitos, area de intensa
vacuolizacdo citoplasmatica (setas largas), nudessocados para periferia (setas
finas), tratamento Controle e Metionina, 400X;e H: area de leve e moderada
vacuolizacédo, tratamento Colina e Metionina+Colkg, 400X.
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Kasper et al. (2000), realizaram dois experimenéstudando a interacéo
metionina/colina em dietas para tilapia do Nilo,velando na avaliacdo da
histopatologia hepatica, quantidades variaveis @gemeracdo macrovesicular e
microvesicular de todos os grupos, indicando acamutracelular de lipidio e
glicogénio respectivamente, sem diferencas disegimientre os tratamentos. Porém,
nao realizaram coloracdes especificas para ideatéio de glicogénio ou de inclusdes

lipidicas.

O acumulo de glicogénio e gordura é observado draimbas coradas com HE
como estruturas vacuolizadas nos hepatécitos (hakas & Hibiya, 1995). O
glicogénio pode acumular-se de forma anormal replEsma e aparecer como vacuolos
claros, no entanto, € mais comum que a vacuolizdg&wtoplasma dos hepatdcitos se
deva as inclusdes lipidicas (Thomson, 1983).

Desta forma no presente trabalho, foram aplicadatenicas histoquimicas,
método que origina substancias insolaveis colorigas permite a localizacdo de
moléculas por microscopia de luz, como o Acido dttico de Schiff (P.A.S.) para
evidenciacdo do glicogénio hepético e Sudan lllapavidenciagdo de inclusbes

lipidicas. Os resultados sao apresentados na R2gura
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Figura 2.Morfometria da area glicogénica e lipidica pelasitgas histoquimiceP.A.S.
e Sudan lll, respectivamente, do tecido hepétictilapia do Niloalimentada com as
dietas experimentais sem ou com metionina e/ouna. Médias com letras diferent
indicam diferencas significativas (P<0,05); TesteTdike' Dieta CL= controle; MT=
DL-metionina; CL= Cloreto de colina e MT CL = DL-metionina + Clore¢o de colina.

Pela morfometria do glicogénio hepatico e de iridgslipidicas pelas técnic
de P.A.S.e Sudan lll, respectivamente, foi observado queeadses alimentados co
dietas suplementadas com coliilCL) e, metionina +colina (MT+CL) apresentaram
uma maior area do figado ocupada por glicogéniceromarea ocupada por lipidis
gue os peixes alimentados com a dieta controT) e dieta suplementada cc
metionina (MT). Nao houve diferencas entre o traamCL e CL + MT (p>0,05)
tanto na mensucdo do glicogénio hepatico como na mensuragaads, indicandc
gue nao houve efeito da metionina e/ou colina sabrénclusdes glicogénicas e
somente a colina foi efetiva na reducéo de inclidipédicas. O tratamento CT difel
do tratamento NI (p<0,05) em relagédo & técnica P.A.S, apresentando uma ma
area ocupada por glicogénio, no entanto, ndo apeagsen diferencas (p>0,05) quant
mensuracgao das inclusdes lipidic

Foi observado quas laminas coradas com Sudan llis ge@ixes dc tratamentos

CT e MT, apresentaram gc de gordura, mquanto o figado dos peixeos tratamentos
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CL e MT+CL apresentaram goticulas. Em humanos,dgsgotas de gordura, livres e
que podem fundir-se, estdo associadas a deficiéec@lina, enquanto que pequenas
goticulas envoltas por membrana e que ndo se fureléo associadas a ingestéao
excessiva de gordura (Thomson, 1983).

Dentre uma série de funcdes do figado, destacasseapacidade de acumular
substéancias de reserva, especialmente sob a famicdgénio e lipidios (Storer et al.,
1996; Ferguson, 2006), sendo as variacbes no anavamesto de substancias
dependentes da espécie, idade, sexo, condicAciondl, maturacdo gonadal e de
aclimatacao térmica. As espéctamonidae Ciprinidae apresentam baixa capacidade
de aproveitar carboidratos e em decorréncia agsdies glicogénicas no figado podem
ser abundantes. Outras espécies apresentam gestdgses de lipidio hepatico, sendo
a principal fonte de energia (Bruslé & Anadon, 199€rgunson, 2006).

N&o foi observado acumulo excessivo de glicogéamhepatocitos em nenhum
dos tratamentos, embora nos tratamentos CL e MTa-@tlumulo de glicogénio tenha
sido superior aos tratamentos CT e MT. O figadondeniferos normalmente contém
glicogénio em pequenas quantidades, no entantimriizss metabdlicos associados a
diminuicdo na producdo de insulina ou de seus temp ou em doencas do
armazenamento do glicogénio, as inclusdes glicogénpodem estar aumentadas
(Thomson, 1983; Carlton & McGavin, 1998). Nos peias particulas de glicogénio
podem se encontrar dispersas no citoplasma ou aaseg formando grandes
concentracdes (Takashima & Hibiya, 1995). No tratatm CL e MT+CL observou-se
uma importante reducdo de inclusbes lipidicas quacmmparado aos peixes que
receberam a dieta controle e a suplementada somentemetionina, afirmando os

efeitos benéficos da colina sobre o metabolismati@p Nos trabalhos realizados com
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colina e/ou metionina existem poucas informacdésesos efeitos dos mesmos sobre a
histologia do figado, dificultando a comparacaaldéos.

A colina é considerada uma substancia lipotropicanefator anti-hemorragico
que, quando suplementada na dieta, pode melhaiatese de lipoproteina, evitando o
figado gorduroso (Halver, 2002). A deficiéncia adima estd associada a reducdo no
ganho de peso e eficiéncia alimentar, hemorragiaring, figado e intestino (Wilson &
Poe, 1988; Chan, 1991, Griffin et al. 1994; Kasgiaal., 2000; Zeisel, 2000).

O figado desempenha um papel essencial no metaoolipidico, sendo o
anico sitio que realiza a sintese da fracdo pmté#s lipoproteinas. A Gnica forma de
exportar os lipideos do figado é sob a forma dephpteinas (Reece, 2006), principal
forma circulante de lipidios, sendo amplamentezatilo no tecido adiposo e muscular,
por ser mais soluvel (Champe et al., 1994). O tiggmrduroso ocorre porque a colina é
requerida para sintese de uma porcao da fosfalidéc porcdo da particula VLDL. Na
auséncia de colina o VLDL néo é secretado e oilgimerol se acumula no citosol
hepatico (Zeisel, 2000). A capacidade do figado semtetizar a parte protéica das
lipoproteinas determina a taxa de transporte déugamara fora do figado (Thomson,
1983).

Embora o organismo seja capaz de sintetizar caitdgssintese hepatica pode
nao ser suficiente para peixes em fase de crestmenincipalmente quando é
alimentada com dietas deficientes em doadores wigogmetil ou metionina, 0 que
torna a suplementacgéo de colina indispensavel. fomea em excesso, pode dispensar
a suplementacgédo dietética de colina, atuando camaaador metilico (Lovell, 1989;
Swenson & Reece, 1996; Case et 4097). No entanto, humanos alimentados com
nutricdo parenteral total suplementada com nivdegqaados de metionina e &cido

félico e deficiente em colina, desenvolveram figadoduroso e danos hepaticos, que
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foram resolvidos apos a inclusao de colina na diet@eficiéncia de colina causa morte
das células hepéaticas porque os hepatdcitos iniaiamoptose. A suplementacdo com
doadores de grupo metil, como a betaina, metiodicidp folico ou vitamina B ndo
previnem a apoptose causada pela deficiéncia deaud dieta (Zeisel, 2000).

No presente trabalho ficaram evidente os efeit@stigos da colina na reducao
de inclusdes lipidicas no tecido hepatico, o queepser evidenciado nos peixes que
receberam as dietas CL e MT+CL. No tratamento MT+@h foi observada acéo da
metionina como doador de grupos metil na sintekeacgrovavelmente porque o nivel
de metionina utilizado atendeu as exigéncias demea para a tilapia do Nilo.

N&ao foi observado efeito (p>0,05) dos tratamentdsesa morfometria (menor
didmetro) do musculo branco. Para os tratamentgsMJf CL e MT + CL foram
obtidos valores de 63,28; 63,54; 62,83 e 64,73 p@spectivamente. Quanto a
morfologia, observou-se que o tecido conjuntivai(pisio) que envolve cada uma das
fibras apresentou-se pouco desenvolvido, conferasg@cto compacto as mesmas.

As fibras musculares apresentaram acentuado grhipektrofia, observando-se
que as de menor didametro apresentaram aspectohipaigrofico tiveram contorno
poligonal. Foi observada a ocorréncia de células d@ametro médio proximo de 60
pum, caracterizando crescimento muscular hipertwofido entanto, a presenca de
poucas células musculares com diametro menor qugn2entre as fibras maiores
indicam que a hiperplasia das fibras ainda esté@utdo (Aguiar, 2005).

Durante o processo hiperplasico, observa-se umiowoda fibras de diferentes
idades ou diametros, com predominancia de fibras dédmetro menor a 25 um
(Veggetti et al., 1993), padrao observada prinanealte nas fibras brancas (Veggetti et
al., 1993; Rowlerson et al., 1995), fato demonstrach larvas de tildpias por Aguiar et

al. (2005).
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Em peixes, os mecanismos de crescimento das fibrasutanss esqueléticas
envolvem os processos de hipertrofia e hiperpldagfibras, partindo da proliferacéo
dos mioblastos indiferenciados (Dal-Pai et al., 2@0) b). Na hiperplasia ocorre a
formacédo de novas fibras musculares, enquantoatiofia € a fusdo dos mioblastos
indiferenciados com as fibras musculares ja existenresultando no aumento do
namero de ndcleos para uma maior sintese de miaii§dohnston et al., 2000).

Assim, € importante a determinacdo do periodo denso crescimento
hiperplasico que poderdo ser estimuladas nutribiterde para crescimento
hipertréfico na fase de terminacdo, objetivandoomaendimento de filés. Nesse
sentido, a suplementacédo de metionina e/ou cobisaafietou o crescimento do tecido

muscular.



51

Conclusodes

Concluiu-se que a suplementacdo de colina e/ouonieti ndo afeta o
desempenho produtivo, mas a colina possui acaoriemge na utilizacdo do lipidio
hepatico, evidenciado pela reducdo de inclusdddidgs, nos peixes suplementados
com colina (CL) e metiona + colina (MT+CL), enquams figados dos peixes dos
tratamentos controle (CT) e suplementados somemtencetionina (MT) apresentaram
aspecto caracteristico de degeneragao gordurosa.

A suplementacdo de colina e/ou metionina ndo afetdiametro da fibra

muscular branca dos peixes.
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Figura 4 Morfologia hepética de tilapia-do-nik. hepatopancreas (H) associado a
veia (V) e ducto (D), melano-macrofago (seta), 40BXespago porta (EP) — triade
de veia (V), artéria (A) e ductos (D) associadoshapatopancreas (H), 200X
hepatopéncreas associado a ducto e veig Kidpatopancreas associado a veia porta
(H2), 100X.D: veias centrolobulares (VC), 400K: melano-macréfagos (setas) ao
redor da veia centrolobular, 400K. melano-macréfagos (seta) no interior da veia
centrolobular, 400X. HE.
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Figura 5 Tecido hepatico de tilapia-do-nild\: histoquimica P.A.S. para
evidenciacdo de inclusbes glicogénicas (cor virgeta).B: técnica histoquimica
Sudan lllpara evidenciacao de inclusdes lipidicas (cor Jaraeta)C e D: imagem
do campo microscopico avaliado para as técnicaschignicas P.A.S. e Sudan llI,
respectivamente, subtraida da &rea ocupada pelaesmtrolobular (A).
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Figura 6 Musculo branco de tilapia-do-ni: musculo dorsalB: amostra de tecido
muscular congelado em nitrogénio liqui€d. cortes transversais das fibras musculares
brancas, visdo geraD: mensuracdo do menor di@metro da célula muscullar pe
programa analisador de imagens Image Pro-Plus®4 36, 100X.



