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O sonho

Sonhe com aquilo que vocé quer ser,
porque vocé possut apenas uma vida
e nela so se tem uma chance

de fazer aquilo que quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazeé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tem as melhores cotsas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades
que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem

a importancia das pessoas que passaram por sua vida

Clarice Lispector
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RESUMO

Dois experimentos foram conduzidos para determinar a exigéncia dietética de histidina para
alevinos e juvenis de tildpia do Nilo com base no desempenho produtivo, desenvolvimento

muscular, expressdo dos genes relacionados ao crescimento muscular (Myod, miogenina e

miostatina) e respostas hematoldgicas e bioquimicas. No primeiro experimento, foram
utilizados 540 alevinos de tildpia do Nilo com peso médio inicial de 4,84 (+ 0,04 g),
distribuidos em 18 caixas de fibra de vidro com capacidade de 250 litros, em um
delineamento inteiramente casualizado composto por seis tratamentos, trés repeticoes e trinta
peixes por unidade experimental, por um periodo de 110 dias. Seis dietas isoproteicas (265,7
g kg'! de proteina bruta) e isoenergéticas (3821,41 kcal kg! de energia bruta) contendo niveis
crescentes de inclusdo de histidina (4,2; 5,4; 7,1; 8,9; 9.8 e 11,5 g kg'1 da matéria seca) foram
elaboradas. Os melhores resultados de ganho em peso, conversio alimentar e taxa de
eficiéncia proteica foram observados nos peixes que receberam a dieta com 8,9 g kg'! de
histidina. Foi observado processo de crescimento hipertr6fico nos peixes alimentados com a
dieta contendo 8,9 g kg'! de histidina em comparacdo com os peixes que receberam a dieta
contendo 5,4 g kg! de histidina. A suplementagio de 9,8 g kg! de histidina na dieta
proporcionou maior expressdo dos niveis de mRNA da MyoD. Contudo, a expressdo dos
niveis de mRNa da miogenina foi mais elevada nos peixes que receberam as dietas contendo
9,8 ¢ 11,5 g kg'! de histidina. A expressdo da miostatina ndo foi influenciada pelos niveis de
histidina da dieta. Com base na regressdo polinomial de segunda ordem a exigéncia de
histidina para o miximo ganho de peso de alevinos de tildpia foi estimada em 8,2 g kg! de

histidina, correspondente a 3,1% da proteina bruta da dieta. No segundo experimento, foram

utilizados 288 juvenis de tilapia do Nilo com peso médio inicial de 64,15 (= 0,49 g),
distribuidos em 24 caixas de fibra de vidro com capacidade de 500 litros, em um
delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e quatro repeti¢des, por um

periodo de 65 dias. Foram elaboradas seis dietas isoproteicas (267,3 g kg™! de proteina bruta) e



isoenergéticas (4048 kcal kg! energia bruta) contendo niveis crescente de inclusio de
histidina digestivel (3,50; 5,50; 7,50; 9,50; 11,50 e 13,50 g kg‘l da matéria seca). Os peixes
foram alimentados com dietas extrusadas, até a saciedade aparente. Os melhores resultados
(P<0,05) de ganho em peso, conversdao alimentar e taxa de eficiéncia proteica foram
observados em peixes que receberam as dietas com 9,50 a 11,50 g kg™ de histidina digestivel
em comparacdo com os peixes que receberam dieta contendo 3,50 g kg! de histidina
digestivel. Com base no modelo de regressdo polinomial de segunda ordem a exigéncia de
histidina digestivel para o maximo ganho em peso de juvenis de tilapia do Nilo foi estimada
em 10,5 g kg'! de histidina digestivel. A composi¢do corporal e os parAmetros hematolégicos
e bioquimicos nao foram influenciados (P>0,05) pelos diferentes niveis de histidina digestivel
na dieta. O crescimento muscular ocorreu por hiperplasia e hipertrofia entre todos os
tratamentos. Peixes que receberam dietas com 9,50 a 13,50 g kg!' de histidina digestivel
apresentaram maior expressao dos niveis de mRNA para o gene Myod em comparacdo aos
peixes que receberam a dieta contendo 3,50 g kg™! de histidina digestivel. A maior expressio
dos niveis de mRNA para o gene miogenina foi observada nos peixes alimentados com a dieta
contendo 9,50 a 11,50 g kg™ de histidina digestivel. No entanto, a maior expressdo dos niveis
de mRNA do gene miostatina foi observada nos peixes que receberam dietas contendo 3,5 a
9,5 g kg! de histidina digestivel. Conclui-se que a exigéncia de histidina digestivel para
juvenis de tilapia do Nilo para o miximo ganho em peso foi estimada em 10,5 g kg
correspondente a 3,7% da proteina bruta da dieta.

Palavras-chaves: aminoacidos essenciais, expressao génica, miogénese



ABSTRACT
Two studies were carried out to determine the dietary histidine requirement for Nile tilapia
fingerling and juveniles based on growth performance, muscle fibers morphometry,
expression of muscle growth-related genes (MyoD, myogenin and myostatin), and

hematological and biochemical parameters. In the first experiment, 540 Nile tilapia

fingerlings with initial average weight of 4.84 (+ 0.04 g) were distributed in 18 fiberglass
boxes with 250 liter capacity in a completely randomized design composed of six treatments,
three replicates and thirty fish per experimental unit, for a period of 110 days. Six isoproteic
(265,7g kg'! crude protein) and isoenergetic diets (3821.41 kcal kg'!' gross energy) containing
increasing levels of histidine inclusion (4.2; 5.4; 7.1; 8.9; 9.8 and 11.5 g kg‘1 of dry matter)
were prepared. The best results of weight gain, feed conversion and protein efficiency ratio
were observed in fish fed diet containing 8.9 g kg! of histidine. Hypertrophic growth process
was observed in fish fed the diet containing 8.9 g kg™ of histidine when compared to the fish
fed diets containing 5.4 g kg'! of histidine. Supplementation of 9.8 g kg™!' of histidine in the
diet provided higher expression of the MyoD mRNA levels. However, the expression of
myogenin mRNA levels was higher in the fish fed diets containing 9.8 kg and 11.5 g kg of
histidine. The myostatin expression was not affected by histidine levels in the diet. Based on
the polynomial regression of the second order, the histidine dietary requirement for maximum
weight gain of tilapia fingerlings was estimated at 8.2 g kg'!, corresponding to 3.1% of the
diet crude protein. In the second study, 288 Nile tilapia juveniles with initial average weight
of 64.15 (£ 0.49 g) were used, distributed in 24 fiberglass boxes with 500 liters capacity in a
completely randomized design with six treatments and four replicates, for a period of 65 days.
Six isoproteic (267.3 g kg! of crude protein) and isocaloric diets (4048 kcal kg!' of gross
energy) were prepared containing increasing levels of digestible histidine inclusion (3.50;
5.50; 7.50; 9.50; 11.50 and 13.50 g kg'1 of dry matter). The fish were fed with extruded diets,

manually and at ease. The best results (P <0.05) of weight gain, feed conversion and protein



efficiency ratio were observed in the fish fed diets containing 9.50 to 11.50 g kg'! of
digestible histidine, compared to fish fed the diet containing 3.50 g kg™! of digestible histidine.
Based on the polynomial regression of the second order model, the histidine digestible
requirement was estimated at 10.5 g kg'!, in which no increase of weight gain was observed
from that histidine inclusion level. Body composition and hematological, biochemical
parameters were not affected (P> 0.05) by the different levels of digestible histidine in the
diet. Muscle growth occurred by hyperplasia and hypertrophy among all treatments. Fish fed
diets containing 9.50 to 13.50 g kg™ of digestible histidine presented higher expression of
mRNA levels for Myod gene compared to fish fed diet containing 3.50 g kg™! of digestible
histidine. The increased expression of mRNA levels for myogenin gene was observed in the
fish fed the diet containing 9.50 to 11.50 g kg! of digestible histidine. However, the highest
expression of the myostatin gene mRNA levels was observed in the fish fed diets containing
3.5 t0 9.5 g kg'! of digestible histidine. The conclusion is that the requirement of digestible
histidine for a maximum weight gain of Nile tilapia juveniles was estimated at 10.5 g kg,
corresponding to 3.7% of the protein.

Keywords: essential amino acids, gene expression, myogeny



I. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura € a atividade agropecudria em maior expansdo na produc¢do de alimentos
de origem animal para o consumo humano, sendo uma importante alternativa para uma
populacdo cada vez mais numerosa, servindo como fonte alimentar de alto valor proteico.
Dentre as atividades desenvolvidas pela aquicultura, destaca-se a piscicultura, que engloba a
criacdo de véarias espécies de peixes com alto potencial comercial, que estdo contribuindo
cada vez mais para o desenvolvimento e crescimento dessa atividade.

Dentre as espécies de peixes mais produzidas, destaca-se a tildpia do Nilo, que lidera a
producdo aquicola no Brasil com uma producdo de 198,49 mil toneladas no ano de 2014,
equivalente a 41,9% do total produzido na piscicultura. A espécie registrou um aumento de
17,3% em relacdo a producdo alcangada em 2013 (IBGE, 2016). Caracteristicas favoraveis
como rusticidade, rapido crescimento, facilidade reprodutiva e aceitacao da racdo, desde o
periodo pos-larval até a fase de terminacdo, foram fatores importantes para expansdao na
criacdo de tildpias em nosso pais.

Diversos estudos estdao sendo desenvolvidos no campo da nutri¢do, pois a alimentacao
representa grande parte dos custos da producdo de peixes. Dentre os nutrientes que compdem
as dietas dos peixes, a proteina € o principal componente e o mais oneroso nas formulacoes
das racoes. A proteina pode ser definida devido a sua sequéncia de aminoacidos, que € unica,
e pela forma como sdo decodificadas geneticamente no organismo animal; dessa forma,
apresentam inimeras estruturas e participam de todos os processos metabdlicos vitais (NRC,
2011). Os peixes ndo possuem exigéncia dietética especifica para proteina, mais sim de um
balango de aminoacidos adequado (Bicudo e Cyrino, 2009). Assim, a formulacdo de dietas
levando-se em consideragdo as exigéncias nutricionais de aminoécidos tem sido foco de
pesquisa na nutricdo de peixes.

A histidina é um aminoacido considerado essencial, bédsico, que contém um grupo
funcional carregado positivamente, denominado de anel imidazol. Esse anel desempenha um
importante papel, pois faz ligagdes com as metaloproteinas e também atua como um local
catalitico para determinadas enzimas, auxiliando as funcdes cataliticas da quimiotripsina e das
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e proteinas. Além disso, esta presente de
forma abundante na hemoglobina e, ainda, ¢ uma importante fonte de 4tomos de carbono para

sintese de purinas (NRC, 2011).



O crescimento muscular nos peixes ocorre por meio de dois processos distintos, a
hipertrofia e hiperplasia, que podem variar de acordo com a espécie, fase de crescimento
estudadas (Johnston, 1993) e fatores nutricionais. Esses processos sdo controlados por
indmeros genes, dentre os quais se destaca a familia dos fatores de regulacdo miogéncia
(MRFs): MyoD, Myf5, miogenina e MRF4. A MyoD e o Myf5 sdo conhecidos como fatores
primarios, sendo expressos na fase de proliferacio dos mioblastos, enquanto os fatores
secundarios, miogenina € MRF4, sdo expressos em mioblastos nas fases de fusdo e
diferencia¢do em fibras musculares (Watabe, 1999). Enquanto a miostatina ¢ uma proteina
que atua no controle e também na proliferacdo e diferenciagdo dos mioblastos, desempenha
um papel negativo durante a regulacdo do crescimento muscular, atuando na atenuacdo dos
processo hiperplésico e hipertréfico (McPherron e Lee, 1997).

Embora muitos estudos na area de nutricdo para a tilapia do Nilo tenham sido
desenvolvidos, suas exigéncias nutricionais ndo foram totalmente estabelecidas. Estudos
avaliando a exigéncia de histidina nas fases de alevinos e juvenis e seus efeitos sobre os
mecanismos moleculares envolvidos no crescimento muscular ainda ndo foram relatados na
literatura. Assim, o estudo € de extrema relevancia, visto que a tilapia do Nilo € a principal
espécie produzida comercialmente no Brasil, e determinar as suas exigéncias dietéticas em
aminoécidos aliado ao entendimento do comportamento dos mecanimos moleculares sobre o
crescimento muscular é fundamental na contribuicdo para maximizacdo da producdo com

consequente reducao dos custos com alimenta¢do na piscicultura.

1.0 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Tilapia do Nilo

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um peixe teledsteo pertencente a familia
Cichlidae, sendo originaria do continente africano, mais precisamente da Bacia do Rio Nilo.
Ha registros de que as tilpias eram cultivadas pelos egipcios em tanques ornamentais, para
consumo em ocasides especiais, hd mais de dois mil anos antes de cristo (Nogueira, 2007).
Cerca de 22 espécies de tilapias sdo cultivadas no mundo, contudo a tildpia do Nilo
Oreochromis niloticus, a tilipia mossambica O. mossambicus, a tilapia azul O. aureus, O.
maccrochir, O. hornorum, O. galilaeus, Tilapia zillii e a T. rendalli sdo as espécies mais

criadas comercialmente (El-Sayed, 1999).



No Brasil, a tilapia do Nilo foi introduzida em 1971, na regido do nordeste, por meio
do programa brasileiro de produgdo de juvenis realizado pelo Departamento Nacional de
Obras contra a Seca — DNOCS, com o objetivo de repovoar os reservatdrios publicos daquela
regido. Posteriormente, logo se espalhou pelo pais, sendo que o cultivo dessa espécie abrange
desde o rio Amazonas até o Rio Grande do Sul (Castagnolli, 1992).

A tildpia do Nilo é um dos peixes que apresenta maior potencial para piscicultura,
devido ao seu ripido crescimento, rusticidade, auséncia de espinhas intramusculares, habito
alimentar onivoro e facilidade para a aceitac@o de racdes (Hayashi, 1995). Além disso, é uma
das espécies que apresenta maior resiténcia a doencas, oscilacdes de temperatura, a baixas
concentracdoes de oxigénio e altas concentracdes de amodnia na 4gua de cultivo. Outra
caracteristica importante € que esse peixe apresenta um ciclo relativamente rapido em relagao
as outras espécies de peixe, além de se adaptar facilmente as inumeras condi¢des de criagdo,
desde tanques-rede, escavados até “raceways”, incluindo as diferentes regides do Brasil
(Turra et al., 2010).

A expansdo da tilapicultura em todo o territorio brasileiro deve-se em parte ao
estabelecimento de pacotes tecnoldgicos decorrentes de pesquisas relacionadas com essa
espécie. Porém, mais estudos devem ser realizados em diversas dreas, desde a nutri¢do até a
genética, com intuito de maximizar ainda mais a criacdo de tilapias de uma forma rentavel e

aliada a sustentabilidade.

1.2 Proteinas e aminoacidos para peixes

As proteinas incluem os compostos organicos mais comuns no organismo. Depois da
agua, sdo as moléculas mais abundantes nos seres vivos, aprensentando maior variedade
molecular, sendo encontradas em todas as estruturas celulares (Nelson e Cox, 2008). As
proteinas desempenham papel fundamental nas atividades organicas, atuam como reguladoras
do metabolismo na forma de enzimas e hormonicos; além disso, sd@o elementos essenciais para
todos os tipos celulares corporais, desde orgdos, ossos, musculos até tenddes e ligamentos
(NRC, 2011). No organismo dos peixes, as proteinas sdo classificadas de acordo com a sua
solubilidade ou funcdo. Assim, as proteinas fibrosas sdo aquelas altamente indigestiveis, que
incluem gelatina, queratina e colageno. Ja as proteinas globulares sdo aquelas soldveis em
agua ou solugdes salinas, as quais incluem proteinas hormonais, enzimas e proteinas do

sangue (Lovell, 1998).



As proteinas sdo constituidas por carbono (50,0 — 55,0%), hidrogénio (6,5 - 7,5%),
nitrogénio (15,5 - 18,0%), oxigénio (21,5 - 23,5%) e enxofre (0,5 - 2,0%). Ainda, sdo
formadas estruturalmente por aminodcidos e esses, por sua vez, sa0 compostos por um atomo
central (carbono alfa), ao qual um grupo carboxilico (-COOH), um grupo amino (-NHz) e um
atomo de hidrogénio estdo covalentemente ligados. O dtomo de carbono alfa esta ligado a um
grupo quimico especifico, denominado R ou radical, e € esse grupo que difere cada
aminoacido (Lovell, 1998).

Por muitos anos, as dietas para peixes foram formuladas com base na exigéncia em
proteina bruta para os animais. Com o passar dos anos, estudos permitiram concluir que a
proteina bruta ndo poderia atender as exigéncias nutricionais para os peixes, devido a
possibilidade de ocorrer a deficiéncia de alguns dos aminodcidos. Nesse sentido, o0s
pesquisadores na drea de nutri¢cdo concluiram que era necesséario levar em consideracao nas
formulacdes as exigéncias especificas para cada aminodcido considerado essencial para os
peixes, com o objetivo de suprir as possiveis defici€éncias. Assim, muitas pesquisas foram e
estdo sendo desenvolvidas para determinar as exigéncias em aminodcidos para as espécies de
peixes que apresentam potencial para piscicultura (Portz e Furuya, 2012).

Os aminoéacidos sao classificados nutricionalmente em essenciais € ndo essenciais. Os
aminoécidos essenciais sdo aqueles que o organismo ndo sintetiza, ou nao consegue produzir
em proporg¢des suficientes para o crescimento do animal ou para desenvolver as suas fungdes
metabolicas; devido a isso, devem ser adicionados na dieta. Dentres os aminoacidos
essenciais estdo a arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina. J4 os aminoicidos ndo essenciais podem ser sintetizados de
forma eficaz pelo organismo, ndo sendo necessario suplementar na dieta; incluem a a alanina,
aspargina, aspartato, cisteina, glicina, glutamina, glutamato, prolina, serina e tirosina (NRC,
2011).

Além de levar em consideracdo as exigéncias minimas de cada aminoécido, deve-se
certificar que a dieta assegure uma relacdo adequada entre os aminoicidos. Dietas com
desequilibrio entre os aminodcidos podem interferir no consumo da ragdo e, como
consequéncia, pode haver reducdo da ingestdo na quantidade do aminoicido limitante,
resultando na diminui¢do do crescimento do animal (D’Mello, 2003). Além disso, esse
desequilibrio pode acarretar no aumento no custo da produgdo e elevar a excrecdo do
nitrogénio para o meio aquatico, causando problemas como a eutrofiza¢do (Furuya et al.,

2001).



Diante disso, mais estudos sdao necessarios com intuito de determinar a exigéncia de
aminoacidos para espécies de peixes que apresentam pontencial para aquicultura. A tilapia do
Nilo, que ocupa o primeiro lugar na produc@o nacional aquicola no Brasil, ¢ um dos peixes
mais utilizados em estudos relativos a nutri¢do. No entanto, ainda ndo foram determinadas as
exigéncias de todos os aminoécidos essenciais para essa espécie, em suas diferentes fases de

criacao.

1.3 Absorc¢ao e excrecao dos aminoacidos em peixes

Nos peixes, os processos digestivos iniciam na boca, seguindo para a cavidade
faringeana, local onde ocorre a reducdo de forma mecanica do tamanho das particulas
alimentares e posteriormente essas particulas sdo dirigidas para a regido do esdfago, que tem
como fun¢do a condugdo dos alimentos (Horn, 1998). Os peixes que apresentam estomago
funcional realizam a secrecdo de dois componentes: o 4cido cloridrico € o pepsinogénio. O
acido cloridrico atua na digestdo inicial pela desnaturacdo da proteina e também para
conversdo do pepsinogénio em enzima proteolitica ativa (Nelson e Cox, 2008).

No intestino € realizada a maior parte da digestdo dos peixes, sendo que no intestino
médio ocorre a absor¢do dos nutrientes. Assim, no intestino dos peixes, a absorcdo dos
aminoacidos livres € realizada na membrana apical do enterdcito, por meio de transportadores
especificos dependentes ou ndo de Na™ e ainda por difusdo. Durante o processo de absor¢do
do aminoéacido e do s6dio, ndo ocorre gasto de energia de forma direta, porém, é dependente
de um gradiente formado por um sistema de transporte ativo, denominada de bomba Na'/K".
Essa bomba cria um gradiente de sédio que facilita a sua entrada no enterdcito. Assim, o Na*
tende a entrar e, como o transportador sé funciona se houver um aminoacido conectado, acaba
por carregar ambos para dentro da célula, levando assim a uma absor¢do de Na™ pela célula. O
aminoécido passa por difusdo do interior do enterdcito para os capilares sanguineos existentes
nas dobras intestinais. Quando ocorre a absorcio de dois aminodcidos pelo mesmo
transportador, a presenca de grandes quantidades de aminoacidos pode agir de forma
inibitéria para absor¢@o de outro (Rotta, 2003).

Nos peixes, a maior parte da producdo da amonia € realizada no figado, sendo cerca de
50 a 70%. Porém, em menores quantidades, € produzida no musculo, rins e intestino (Smunta
et al., 2002). Apoés a transaminagd@o e posteriormente desaminagdo, os aminoacidos que estao

em excesso sao convertidos para glutamato, esse por sua vez € entdo desaminado, resultando



em alfa-cetoglutarato e amonia, a qual € liberada na circulacdo sanguinea. Cerca de 80% do
nitrogénio metabolizado é excretado por meio das lamelas branquiais.

A amonia ocorre em duas formas nas solugdes aquosas, ou como um gas NH3 (ndo
ionizada) ou na forma de fon amonio NH4", a soma dessas duas formas é chamada de amonia
total. A presenca de uma ou de outra forma estd diretamente relacionada com o pH e a
temperatura. A amoénia € a forma mais toxica, pois é facilmente difusivel pelas membranas
celulares, necessitando apenas de diferencas de gradientes para ser transportada. A ureia e a
creatinina sao produzidas em menores quantidades, e podem ser excretadas pela pele, urina e

branquias (Tomasso, 1994).

1.4 Histidina

A histidina ¢ um aminoicido basico considerado essencial, que contém um grupo
funcional carregado positivamente, denomindado de anel imidazol (Figura 1). Pode atuar
tanto como um acido quanto uma base, podendo aceitar e doar prétons sob algumas
condi¢des. O anel imidazol desempenha um importante papel, pois faz ligacdes com as
metaloproteinas e também atua como um local catalitico para determinadas enzimas,
auxiliando as fungdes cataliticas da quimiotripsina, por exemplo, e das enzimas envolvidas no
metabolismo de carboidratos e proteinas. A desaminacio da histidina € catalisada pela enzima
histidase, resultando na formacdo do acido urocanico. Ela é convertida em 4cido 4-
imidazolona-5-propidnico sob a acdo catalitica da enzima urocanase, com a subsequente
formacdo de acido glutdmico através do acido N-formimico-glutamico. A histidina esta
presente de forma abundante na hemoglobina, e ainda, € uma importante fonte de d4tomos de
carbono para sintese de purinas (NRC, 2011).
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Figura 1. Férmula estrutural da histidina.
Fonte: Rodwell (2003).



O plasma sanguineo apresenta um nivel elevado de uma glicoproteina (HRG) rica em
histidina, que apresenta uma estrutura de multiplos dominios, que regula uma série de
processos biologicos, os quais incluem adesdo e migracao celular, depuragdo de complexos
imunes e fagocitose de células apoptéticas (Jones et al., 2005).

A histidina € precursora da histamina, a partir da descarboxilagao da L-histidina que é
metabolizada pela acdo da enzima L-histidina descarboxilase, sendo que sua sintese pode ser
inibida pela enzima a-fluormetilhistidina. A histamina apresenta a férmula quimica: CsHoNj3 e
a féormula estrutural contém um nuicleo de imidazol unido a uma cadeia lateral de dois
carbonos ligados a uma amina terminal, sendo que o nitrogénio do anel imidazol (NH)
apresenta carater acido (Figura 2). O principal local de armazenamento da histamina nos
tecidos € nos mastocitos, sendo que no sangue é estocada em uma das células de defesa
leucocitaria, o basoéfilo. Recentemente, estudos demonstraram que a histamina pode ser
sintetizada em células progenitoras hematopoiéticas, macrofagos, plaquetas, células
dendriticas e ainda nos linfocitos T (Haas et al., 2008; Deml et al., 2009; Dy e Shneider,
2004).

A histamina atua como um neurotransmissor no sistema nervoso central (SNC),
estando envolvida na modulacdo de diferentes fungdes fisiologicas (Onodera et al., 1994)
como ritmos circadianos incluindo o sono, a atividade motora, os comportamentos agressivos,
alimentar, as fun¢des neuroenddcrinas e vestibulares. Além disso, pode atuar no controle

homeostatico do metabolismo energético e no sistema imunoldgico (Sakata et al., 1997).
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Figura 2. Biotransformagdo da L-histidina em histamina. Fonte: Vieira (2005).



O tecido animal contém alguns diferentes dipeptideos relacionados a L — histidina.
Destes dipeptideos, a carnosina, anserina e balenina podem ocorrer no musculo esquelético
dos vertebrados, em grandes quantidades, dependendo da espécie. Em peixes com
musculaturas vermelhas, a concentracdo de peptideos relacionados a histidina geralmente é
baixa, quando comparada aos peixes que apresentam musculatura branca, sendo que essa
distribuicao de peptideos esta relacionada como a capacidade de natacdo das espécies (Abe,
1995).

Algumas enfermidades sdo observadas em humanos, decorrentes das alteragdes no
metabolismo da histidina, como por exemplo a histidinemia, que é uma doenca causada pela
deficiéncia da atividade da enzima histidase (enzima que converte a histidina em é&cido
urocdnico e amonia), presente na pele e figado. Essa deficiéncia causa a elevacdo nas
concentracdes de histidina no sangue, até quinze vezes acima do valor normal, elevacdo da
urina e fluido cérebro-espinhal, reducao do acido urocinico no sangue e na pele e aumento da

excrecao urinaria de metabdlitos da histidina (Wu, 2013).

1.5 L - histidina em dietas para peixes

Assim como os outros animais, 0s peixes ndo apresentam uma exigéncia em proteina,
mas sim de uma dieta contendo uma mistura balanceada de aminoécidos essenciais € nao
essenciais. Deste modo, a determinacdo das exigéncias em aminoicidos € fundamental para
maximizar a qualidade e a eficiéncia das dietas. Nesse sentido, inlimeras pesquisas estdao
sendo realizadas por meio da suplementacdo de aminodcidos industriais nas dietas. Contudo,
até o momento, o unico estudo avaliando a exigéncia de histidina para a tildpia do Nilo foi
conduzido por Santiago e Lovell (1988). Esses autores utilizaram uma racao purificada para
larvas de tildpia do Nilo e observaram um melhor crescimento nos peixes que receberam a
dieta contendo 4,8 g kg'! de histidina, correspondente a 1,72% de proteina da dieta.

Dentre os estudos para outras espécies de peixes, Gao et al. (2015), conduzindo
estudos com juvenis de carpa capim Ctenopharyngodon idella, demonstraram que os peixes
alimentados com dietas deficientes em histidina apresentaram maior fragilidade osmotica dos
eritrocitos e menor atividade das enzimas antioxidantes e por meio da regressiao polinomial de
segundo grau, estimaram a exigéncia de 12,1 g kg™ de histidina, correspondente a 3,2% de
proteina dietética, para um melhor crescimento e uma maior atividade enzimaética.

Avaliando a suplementacdo de histidina em dietas para o bagre Heteropneustes

Jossilis, Khan e Abidi (2014) observaram que a exigéncia de histidina para adequada taxa de



hemoglobina e percentual de hematdcrito foi 4% maior do que a estimada para o maximo
ganho em peso. Esses autores estimaram niveis entre 15,1 a 15,6 g kg de histidina,
correspondente a 3,51 a 3,63% da proteina da dieta, para o melhor desempenho e eritropoiese
dos animais, respectivamente. Trabalhando com alevinos de Labeo rohita Abidi e Khan
(2004) relataram exigéncia 8,2 a 9,0 g kg'1 de histidina, correspondente a 2,05 a 2,25% da
proteina da dieta, para melhor crescimento e conversdo alimentar. Para o catfish (Ictalurus
punctatus) Wilson et al. (1980) observaram melhor desempenho produtivo para os peixes que
consumiram a dieta com 4,0 g kg'1 de histidina, correspondente a 1,77% da proteina da dieta.

Farhat e Khan (2013) relataram que a suplementacdo de histidina em dietas para
alevinos de stinging catfish Heteropneustes fossilis melhorou a conversdo alimentar, a
retencdo de proteina e o crescimento dos animais. Além disso, as respostas hematoldgicas
como taxa de hemoglobina, contagem total de eritrocitos e percentual de hematdcrito
melhoraram em peixes que receberam a dieta suplementada com histidina. Com base na
analise de regressdo de segunda ordem, foi estimada exigéncia de 9,4 g kg!' de histidina,
correspondente a 2,48% da proteina da dieta.

Zehra e Khan (2014) observaram que alevinos da carpa maior da India Catla catla
apresentaram melhor desempenho produtivo nos parametros hematologicos e na taxa de
RNA/DNA, indicando melhor sintese de proteina corporal em peixes que receberam 6,3 a 6,8
g kg'! de histidina, correspondente a 1,91 a 2,06 % da proteina da dieta. Foi relatado por Zhao
et al. (2012), para juvenis de carpa Jian, que a melhor deposicao corporal de proteina, melhor
desempenho produtivo e maior atividade enzimatica intestinal foram observadas nos peixes
que receberam dieta com 7,8 g kg™! de histidina, correspondente a 2,38% da proteina da dieta.

Uma série de estudos tém demonstrado que a histidina pode atuar como um fator
preventivo no desenvolvimento de catarata em juvenis de salmdo do Atlantico. A catarata é
uma patologia nos olhos que consiste na opacidade parcial ou total do cristalino ou de sua
capsula, podendo acometer um ou ambos os olhos e ser reversivel ou ndo, dependendo da
causa e da longevidade (Wall e Bjerk, 1999; Breck e Sveier, 2001). Essa enfermidade tem
sido descrita hd mais de duas décadas e t€ém causado perdas significativas na produ¢do do
salmio do Atlantico (Midtlyng et al., 2000). No entanto, ndo ha registros de ocorréncia de
catarata relacionada a deficiéncia de histidina em tilapias.

Waagbg et al. (2010), estudando o salmdo do Atlantico adulto, observaram maior risco
de desenvolvimento de catarata no periodo de transicdo da dgua doce para dgua do mar.
Segundo esses autores, essa patologia pode ser prevenida e tratada com a suplementacio de

histidina. Breck et al. (2005) e TroBe et al. (2009) trabalharam com o salmdo do Atlantico e
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observaram melhor desempenho e redu¢do na ocorréncia de catarata em peixes alimentados
com dietas suplementadas com histidina. Esses autores também observaram uma interacao
significativa entre o genoétipo, salinidade e temperatura da dgua sobre o desenvolvimento da

catarata no salmio do Atlantico.

1.6 Hematologia em peixes teledsteos

O sangue € um tecido de matriz fluida, composto por plasma e células. Desempenha
indmeras fungdes no organismo, como o transporte de gas carbonico, oxigénio, nutrientes e
produtos em degradacdo, além disso, flui através de tecidos sensoriais especializados, capazes
de reagir seletivamente a fatores, tais como pressao osmoética, pH, temperatura e niveis de
alguns hormonios, atuando também no sistema imunolégico do organismo (Ranzani-Paiva et
al., 2013).

A hematologia é uma ferramenta que permite a avaliacdo das condic¢des de higidez
dos animais, permitindo aos pesquisadores e também piscicultores identificar as respostas dos
peixes, perante os desafios durante a criagao (Ranzani-Paiva et al., 2013). O hemograma ¢ um
dos exames de sangue mais utilizados, devido a sua praticidade, e ao baixo custo na parte
clinica. Pode ser dividido em trés partes: Eritrograma, leucograma e trombograma. O
eritrograma € composto pela contagem total de eritrdcitos, percentual de hematdcrito e taxa de
hemoglobina; ainda é composto pelos indices hematimétricos, o VCM (volume corpuscular
médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentracio de hemoglobina
corpuscular média).

O leucograma estuda a série branca, ou seja, os glébulos brancos, por meio de técnicas
de identificacdo, quantificacdo e avaliacdo morfoldgica dos leucdcitos. As células que
compdem o leucograma dos peixes incluem os linfécitos, neutrofilos, mondcitos, eosindfilos,
basofilos e a célula granulocitica especial (PAS). Os leucdcitos sdo responsaveis pela defesa
do organismo, utilizam a corrente sanguinea para realizar o monitoramento de possiveis
infec¢des ou injurias teciduais (Tavares-Dias e Moraes, 2004).

J4 o trombograma estuda os trombdcitos, que sdo células similares as plaquetas dos
mamiferos. Realizam a coagulacio sanguinea e, ainda, possuem func¢do de defesa do
organimo por meio da atividade fagocitica (Tavares-Dias e Moraes, 2004).

O estudo dos parametros bioquimicos em conjunto com o hemograma ¢ de grande

importancia na piscicultura, pois serve como auxilio para avaliacdo do estado fisioldgico dos
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animais. O perfil bioquimico também pode ser utilizado como indicador dos processos
adaptativos do organismo, no metabolismo energético, proteico e mineral, ainda, pode
oferecer subsidios na interpretacdo do funcionamento hepético, renal, pancreatico, 6sseo e
muscular (Gonzalez e Silva, 2006).

Dentre os pardmetros bioquimicos avaliados, as proteinas plasmaéticas totais podem ser
divididas em albuminas e globulinas. A concentracdo das proteinas estd relacionada com o
estado nutricional do animal e a qualidade do alimento. A diminui¢do nos valores de proteinas
totais e albumina sérica pode ter uma implicagdo significativa sobre as atividades fisioldgicas
e ainda pode ser vital na imunossupressdo dos peixes, podendo causar impacto negativo sobre
o desempenho produtivo dos animais (Gbore et al., 2010).

Da mesma forma que as proteinas plasmaticas totais, a glicose € um pardmetro
importante a ser avaliado. Seu nivel no plasma pode apresentar variacOes intraespecificas,
devido a vérios fatores, como o estresse, estado nutricional, reprodutivo, peso, idade e
também a temperatura ambiental. A elevagdo ou a redugdo dos niveis de glicose no plasma
pode sugerir uma resposta ao estresse causada por inimeros fatores relacionados ao
metabolismo ou a fisiologia do animal, ao originar a quebra de carboidratos ou a utilizacao
elevada da glicose para finalidades metabolicas (Kavitha et al., 2009).

Nos tecidos corporais o esteroide mais comum € colesterol. Esse composto atua como
precursor na sintese de hormonios esteroides e sais biliares. Além disso, € um dos
componentes estruturais das membranas celulares. Circula no plasma em forma livre e
esterificada, sendo que normalmente durante as analises, pode-se determinar a soma de ambos
ou do colesterol total (Duncan, 2000). Nos peixes, o nivel de colesterol total no plasma é um
bom indicador de sadde, pois estd relacionado com o estado nutricional e metabdlico dos
animais. Seus niveis no plasma podem ser influenciados pelos nutrientes da dieta, como a
fonte proteica, energética e ainda a composicdo dos acidos graxos (Eliason et al., 2010;
Messina et al., 2013). Os triglicerideos incluem a classe mais importante de gordura na dieta e
os seus niveis plasmaticos sdo determinados pela natureza quimica de seus 4cidos graxos
constituintes. Como todo lipideo, uma das suas principais funcdes € fornecer energia para
diversas funcdes vitais do organismo (Guyton e Hall, 2002).

Tanto os parametros hematoldgicos quanto os bioquimicos podem ser influenciados
por diversos fatores ambientais como: temperatura, pH, oxigénio dissolvido, fotoperiodo, bem
como a assimilagdo de nutrientes e por fatores fisiol6gicos, como tamanho, comprimento
corporal dos animais, sexo e fatores ambientais (Tavares-Dias e Moraes, 2004). Além disso,

as variacdoes nos parametros podem ser decorrentes das metodologias empregadas nas
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andlises. Devido a esses diversos fatores, divergéncias entre os valores sdo encontradas na
literatura, dificultando a comparacdo dos dados encontrados para uma determinada espécie.
Assim, mais informacdes sdo necessarias para determinagdo de valores de referéncias para os
pardmetros sanguineos da tilapia do Nilo, contribuindo para drea hematoldgica, que pode ser

usada como uma ferramenta, auxiliando no controle da homeostase nos animais.

1.7 Musculatura estriada esquelética nos peixes

Nos peixes, o tecido muscular estriado esquelético compde em torno de 40 a 60% do
peso total do animal, perfazendo a maior parte da massa corporal. Além de atuar como um
mecanismo especifico para adaptacdo dos peixes ao meio aquético (Bone, 1978), essa parcela
de massa corporal também € utilizada como estoque de proteinas que sdo empregadas em
atividades que exigem elevada demanda de energia; ainda, compde uma importante fonte de
proteina para alimentagdo humana (Weatherley e Gill, 1985).

A musculatura nos peixes estd organizada em unidades morfofuncionais, como os
midmeros que apresentam formato em “W” em corte longitudinal e que ao longo do corpo do
animal estdo dispostos lado a lado e a sua divis@o ocorre por bainhas do tecido conjuntivo, os
miosseptos, onde estdo inseridas as fibras musculares (Figura 3). A forma com que os
midmeros estdo dispostos nos peixes permite uma melhor mobilidade e agilidade durante a

realizacdo dos movimentos ondulatérios de natacdo (Alexander, 1969; Leeuwen, 1999).

Agnathan

Elasmobranch

Figura 3. Estrutura dos midmeros do musculo lateral. No lado direito sdo mostrados os
midmeros isolados. Fonte: Altringhan & Ellerby (1999).
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Nos peixes, as fibras musculares distribuem-se em trés areas ou compartimentos
distintos, sendo eles: compartimento vermelho (superficial), intermediario e branco
(profundo), essa distribuicdo pode variar em fungcdo da espécie em estudo e a fase de
crescimento, conforme observado na (Figura 4) (Furuya et al., 2005).

O compartimento denominado vermelho ou superficial € composto por fibras menores
com didmetro variando entre 25 e 45 um. Apresenta velocidade lenta de contracdo, elevada
concentracdo de mioglobina, grande quantidade de mitocOndrias, lipideos e com excelente
suprimento dos capilares sanguineos (Bone, 1978; Johnston, 1981). As fibras musculares
vermelhas sao responsaveis pelos movimentos lentos e de sustentagdo, sendo utilizadas pelos
peixes durante o processo em que realizam a migracdo (Johnston, 1999). As fibras do
compartimento vermelho normalmente correspondem de 10 a 30% de toda a musculatura
miotomal (Greer-Walker e Pull, 1975; Sénger e Stoiber, 2001).

As fibras que compdem o compartimento branco ou profundo constitui a maior parte da
massa muscular miotomal dos peixes, ocupando em torno de 70 a 90% do volume total
(Weatherley e Gill, 1989; Kilarski, 1990). Essas fibras sdao maiores em comparacao com as
fibras vermelhas, com diametro entre 50 e 100 pm ou mais; caracterizam-se por apresentar
velocidade de contracdo ripida, menor suprimento de capilares sanguineos, baixa
concentracdo de mioglobina, pouca quantidade de mitocOndrias e lipideos (Bone, 1978;
Sénger e Stoiber, 2001). A utilizacdo dessas fibras ocorre durante a realizacdo de movimentos
bruscos de natacdo, como por exemplo, na fuga de predadores ou na captura de alimentos.

As fibras musculares intermediarias encontram-se inseridas entre as fibras musculares
vermelhas e brancas, e a sua quantidade € diferente entre as espécies e durante os estagios de
desenvolvimento dos peixes. O didmetro médio das fibras musculares intermedidrias
encontra-se entre o didmetro das fibras vermelhas e brancas. Como caracteristicas adicionais,

apresentam contragdo rapida, metabolismo oxidativo/glicolitico intermediario e resisténcia a

fadiga (Johnston, 1981; Sénger e Stoiber, 2001).
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Figura 4. Corte transversal da musculatura estriada esquelética da tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), mostrando o compartimento vermelho superficial (FV),
compartimento intermediario (FI) e compartimento branco profundo (FB). Fonte: Furuya et
al. (2005).

O crescimento muscular nos peixes ocorre por meio da ativacdo, diferenciacdo e
proliferagao dos mioblastos. Diferentemente dos mamiferos, a maioria dos peixes apresenta
crescimento continuo ao longo do ciclo de vida, ocorrendo por meio da hipertrofia e
hiperplasia. Durante o crescimento hipertrofico, as células satélites fundem-se com as fibras
musculares existentes, aumentando o numero dos nucleos e a sintese de miofibrilas,
ocasionando o aumento do didmetro ou a area das fibras musculares, mantendo constante a
razao entre o nucleo e citoplasma. Na hiperplasia, os mioblastos em proliferacdo agregam-se a
superficie das fibras musculares e formam novos miotubos multinucleados, que se separam
das fibras dando origem as novas fibras musculares (Figura 5) (Johnston, 1999; Rowlerson &
Veggetti, 2001). Essa producdo de miotubos e formacdo de novas fibras musculares continua
até o momento em que o peixe alcance aproximadamente 40% do comprimento maximo do
corpo (Johnston & Haal, 2004).

Nas espécies de peixes que chegam ao tamanho final de poucos centimetros de
comprimento total, o crescimento muscular ocorre pelo mecanismo de hipertrofia de fibras na
fase embrionéaria, sendo que o periodo de crescimento hiperplasico € mais curto. Enquanto
que em peixes que atingem um tamanho em comprimento final maior, novas fibras
musculares sdo continuamente recrutadas em todas as fases de crescimento, inclusive na vida
adulta (Weatherley et al., 1988; Rowlerson e Veggetti, 2001). No entanto, esses processos
podem ser influenciados por inimeros fatores, como a espécie de peixe estudada, fase de
crescimento, temperatura, fotoperiodo, composi¢do da dieta e regime alimentar (Johnston,

2001; Dal Pai-Silva et al., 2003).
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Figura 5. Esquema demonstrativo dos principais mecanismos de crescimento muscular em peixes. Os
mioblastos indiferenciados proliferam e podem se fundir entre si para formar uma nova fibra muscular
(hiperplasia) ou podem sofrer fusdo com uma fibra muscular, aumentando a 4rea da fibra muscular, sob
influéncia dos Fatores de Regulacio Miogénica (MRFs) e dos Fatores de Crescimento. (Adaptado de
Johnston, 1999).

Estudos relacionando o crescimento muscular associados a nutri¢do, ainda nao foram
totalmente elucidados para peixes de interesse comercial no Brasil. Assim, pesquisas
avaliando o comportamento muscular em fun¢do da dieta, sdo necessarios para auxiliar no

entendimento desse mecanismo no organismo dos peixes.

1.8 Controle molecular da midogenese em peixes teleosteos

Nos peixes, o processo de diferenciacido das células precursoras miogénicas nas fibras
musculares € regulado por meio da expressao diferencial de fatores reguladores da miogénese
(do inglés myogenic regulatory factors ou MRFs), sendo composta pelos genes MyoD, Myf5,
miogenina e MRF4 (Watabe, 2001). Durante o processo da miogénese, os MRFs (MyoD e
Myf5) atuam na proliferacdo dos mioblastos ou das células satélites, enquanto que a
expressao da miogenina € MRF4 sdo requeridos na determinacdo do processo de
diferenciacdo dos mioblastos, durante as fases de fusido e diferenciacdo em fibras musculares

maduras ou das células satélites (Rescan, 2001).
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Esses fatores reguladores da expressdao miogénica sdo fosfoproteinas nucleares que
conttm um dominio que é considerado altamente conservado, com aproximadamente 60
aminoacidos, conhecido como “basic Helix-Loop-Helix” (bHLH). Esses fatores tém
capacidade de conectar-se a sequéncias de DNA (5 — CANNTG-3"), sendo conhecidas como
Ebox; podem ser encontrados na regido promotora de inimeros genes musculo-especifico,
levando a expressdo dos mesmos. Ainda, possuem a habilidade de iniciar a transcri¢do dos
seus proprios genes durante o crescimento muscular dos animais (Murre et al., 1989; Sassoon,
1993).

O processo de proliferacao dos mioblastos e a hiperplasia celular nos peixes podem ser
induzidos pela maior expressdo dos genes MRFs, MyoD e Myf5, durante a fase de
crescimento inicial, enquanto que a expressdo da Miogenina e MRF4 estd relacionada com os
processos de diferenciacio dos mioblastos e hipertrofia das fibras musculares, agindo de
forma mais intensa na fase adulta (Johansen e Overturf, 2005). Além de desempenhar um
importante papel no desenvolvimento muscular, a MyoD € essencial no processo de
regeneracao do musculo esquelético. Posteriormente a uma lesdo, inicia-se o processo de
regeneracdo muscular, onde as células satélites sdo ativadas; essas células sdo indiferenciadas
e ficam localizadas entre a ldmina basal e o sarcolema das fibras maduras. Em condicoes
consideradas normais, elas permanecem em estado quiescentes.

Em condicdes onde ha necessidade de novos mioblastos para o crescimento ou para
regeneragdo muscular, essas c€lulas sdo ativadas, tanto apos injdrias, traumas, exposi¢ao a
substancias toxicas, desnervacao, entre outros (Lieber, 2002). Ap0Os a ativacao dessas células,
inicia-se o processo de proliferacdo e diferenciacdo das células satélites, sendo esse processo
semelhante ao das células musculares durante o desenvolvimento embrionario, € os MRFs
desempenham importante papel nesses casos (Chargé e Rudnicki, 2004).

A miogenina, juntamente com os genes MRFs secundirios e MRF4, atuam na
diferenciagcdo dos midcitos e na maturacao das miofibrilas. A miogenina desempenha papel de
forma direta na diferenciagdo muscular e ativacdo de genes musculo—especificos, sendo que a
expressdo da miogenina € controlada pela expressio do MRF4. Deste modo, pode-se dizer
que o gene MRF4 age de maneira sinérgica com a miogenina na diferenciacdo celular e,
ainda, na maturac¢do dos mioblastos (Puri e Sartorelli, 2000).

Durante o crescimento dos animais, a manutencdo do fendtipo muscular € resultante
do equilibrio entre a sintese proteica e a degradacdo proteica. Esses processos sdao controlados

por meio da acdo de hormonios, fatores de crescimento e também pela acdo dos fatores de
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regulacdo miogénicas como a miostatina. Em conjunto, esses fatores iniciam uma cascata de
eventos, culminando na sintese ou degradagdo proteica (Matsakas e Patel, 2009).

A miostatina pertence a superfamilia dos fatores de crescimento TGF-B (Transforming
Growth Factor- B) e atua na regulacdo do crescimento do musculo estriado esquelético nos
animais vertebrados. Desempenha papel de forma negativa na regulacdo da miogénse,
silenciando a ativacdo dos fatores de transcricdo. Além disso, controla a formacio de novas
fibras musculares e impede a hipertrofia das fibras existentes, por meio da reducdo da
expressdao dos MRFs (Langley et al., 2002). Estudos indicam que em animais adultos a
miostatina parece agir sobre as células satélites, mantendo-as em estado de repouso, podendo
suprir a proliferagcdo e a diferenciacdo. Em algum momento, quando necessario, a miostatina
pode sofrer inibi¢do e entdo as células satélites sdo ativadas (Lee, 2007). Nos mamiferos, a
expressao do gene miostatina € encontrada exclusivamente no musculo esquelético, ocorrendo
nas fases de desenvolvimento e adulto, enquanto que nos peixes esse gene pode ser
encontrado nos olhos, branquias, tecido muscular, intestino, cérebro, ovérios e testiculos,
exercendo importante papel na manutencdo da homeostase do crescimento do tecido,
regulando ainda, a osmolaridade e atuando na regulacdo do aparelho reprodutivo
(Maccatrozzo et al., 2001; Rios et al., 2002; Rodgers et al., 2001).

A modulacdo do crescimento muscular esti diretamente relacionada com a expressao
dos fatores de regulacdo miogénica realizada pelos mioblastos, e pode exercer influéncia no
tamanho dos peixes na fase adulta. Fatores como a temperatura, potencial de Hidrogénio,
oxigénio dissolvido e a composi¢do da dieta também podem influenciar a expressdao dos
fatores reguladores miogénicos durante o crescimento, podendo modificar o fenétipo das
fibras de acordo com as necessidades dos animais (Heap et al., 1985). Nesse sentido, estudos
focando o efeito da nutricdo sobre a expressdo dos genes envolvidos no crescimento muscular
em diferentes espécies de peixes produzidos comercialmente sdo relevantes, pois podem

proporcionar melhores respostas zootécnicas e, ainda, reduzir os custos com a alimentacao.
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2.0 OBJETIVOS

Determinar a exigéncia de histidina em dietas para alevinos e juvenis de tildpias do Nilo

(Oreochromis niloticus).

2.2 ESPECIFICOS

v

v

Determinar as exigéncias dietéticas de histidina para alevinos e juvenis de
tilapias do Nilo por meio do desempenho produtivo;

Analisar a expressao dos genes MyoD, miogenina e miostatina de alevinos e
juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de
histidina;

Avaliar o crescimento muscular hiperplasico e hipertrofico de alevinos e
juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de
histidina;

Examinar as respostas hematologicas e bioquimicas do sangue de alevinos e
juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de
histidina;

Analisar a composi¢do corporal de alevinos e juvenis de tilapia do Nilo

alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina.
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3.0 CAPITULO I
Exigéncia de histidina para alevinos de tilapia do Nilo com base no desempenho
produtivo, expressao de genes relacionados ao crescimento muscular e parametros

hematolégicos!

Resumo: O objetivo do presente trabalho foi determinar a exigéncia de histidina para alevinos
de tilapia do Nilo com base no desempenho produtivo, desenvolvimento muscular, expressao
dos genes relacionados ao crescimento muscular (MyoD, miogenina e miostatina) e respostas
hematologicas e bioquimicas. Foram utilizados 540 alevinos de tildpia do Nilo com peso
médio inicial de 4,84 (+ 0,04 g), distribuidos em 18 caixas de fibra de vidro com capacidade
de 250 litros, em um delineamento inteiramente casualizado composto por seis tratamentos,
trés repeti¢des e trinta peixes por unidade experimental, por um periodo de 110 dias. Seis
dietas isoproteicas (265,7 g kg! de protefna bruta) e isoenergéticas (3821,41 kcal kg! de
energia bruta) contendo niveis crescente de inclusio de histidina (4,2; 5,4; 7,1; 8,9;9,8; 11,5 g
kg'! da matéria seca) foram elaboradas. Os melhores resultados de ganho em peso, conversio
alimentar e taxa de eficiéncia proteica foram observados nos peixes que receberam a dieta
com 8,9 g kg'! de histidina. A protefna corporal foi mais elevada nos peixes alimentados com
as dietas contendo 7,1 € 9,8 g kg'! de histidina em comparagdo aos animais que receberam a
dieta contendo 11,5 g kg™!' de histidina. Foi observado processo de crescimento hipertréfico
nos peixes alimentados com a dieta contendo 8,9 g kg™!' de histidina em comparacdo com os
peixes que receberam a dieta contendo 5,4 g kg'! de histidina. A suplementacdo de 9,8 g kg!
de histidina na dieta proporcionou maior expressao dos niveis de mRNA da MyoD. Contudo,
a expressdo dos niveis de mRNa da miogenina foi mais elevada nos peixes que receberam as
dietas contendo 9,8 e 11,5 g kg! de histidina. A expressdo da miostatina ndo foi influenciada
pelos niveis de histidina da dieta. Com base na regressdo polinomial de segunda ordem, a
exigéncia de histidina para o maximo ganho de peso de alevinos de tilapia foi estimada em 8,1
g kg'! de histidina, correspondente a 3,1% da proteina bruta da dieta.

Palavras-chave: aminoacidos, hematologia, crescimento muscular esquelético MyoD,
miogenina e miostatina.

| Manuscrito redigido de acordo com as normas da Aquaculture
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Histidine requirement for Nile tilapia fingerlings based on growth performance,
expression of muscle growth-related genes, and hematological parameters

Abstract: The purpose of this study was to determine the dietary histidine requirement for
Nile tilapia fingerling based on growth performance, muscle development, expression of
muscle growth-related genes (Myod, myogenin and myostatin), hematological and
biochemical responses. Five hundred and fourty Nile tilapia fingerlings with initial average
weight (4.84 = 0.04 g) were used, distributed in 18 fiberglass boxes with 250 liter capacity in
a completely randomized design composed of six treatments, three replicates and thirty fish
per experimental unit, for a period of 110 days. Six isoproteic (265,7g kg™ crude protein) and
isoenergetic diets (3821.41 kcal kg gross energy) containing increasing levels of histidine
inclusion (4.2; 5.4;7.1; 89;9.8; 11.5 g kg‘l of dry matter) were prepared. The best results of
weight gain, feed conversion and protein efficiency ratio were observed in fish fed diet
containing 8.9 g kg'! histidine. The body protein was higher for the fish fed diets containing
7.1 and 9.8 g kg'! of histidine compared to animals that received the diet containing 11.5 g kg~
! of histidine. Hypertrophic growth process was observed in fish fed the diet containing 8.9 g
kg! of histidine when compared to the fish fed with diets containing 5.4 g kg™! of histidine.
Supplementation of 9.8 g kg™! of histidine in the diet provided higher expression of the MyoD
mRNA levels. However, the expression of the myogenin mRNA levels was higher in the fish
fed diets containing 9.8 kg and 11.5 g kg™! of histidine. The myostatin expression was not
affected by histidine levels in the diet. Based on the polynomial regression of the second
order, the histidine dietary requirement for maximum weight gain of tilapia fingerlings was
estimated at 8.1 g kg™!, corresponding to 3.1% of the diet crude protein.

Keywords: amino acids, skeletal muscle growth hematology, MyoD, myogenin, myostatin.

Introducao

A proteina € o principal nutriente e também o mais oneroso na formulagdo das dietas
para tildpias. Os peixes, assim como outros animas, ndo apresentam uma exigéncia verdadeira
em proteina, mas sim de uma combina¢do de aminoicidos que atenda as exigéncias
quantitativas em que os aminoécidos estejam presentes em propor¢des adequadas de forma a
evitar toxicidade, antagonismos ou interrelagdes.

Dentre os aminoécidos, a histidina € considerada essencial e pode estar presente em
quantidade limitante em dietas elaboradas com base em ingredientes de origem vegetal. Atua

na manuten¢do da osmorregulacdo (Abe e Ohmama, 1987) e possui fungdes cataliticas vitais
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no metabolismo dos aminoacidos (NRC, 2011). Ainda, a histidina esta presente em grande
quantidade na glicoproteina (HRG) presente no plasma e essa, por sua vez, € responsavel por
uma série de processos, incluindo adesdo e migracdo celular, funcdes fagociticas e apoptose
das células (Jones et al., 2005).

A exigéncia de histidina foi determinada para diversas espécies de peixes, incluindo a
carpa comum Cyprinus carpio (Nose, 1979); truta arco-iris Oncorhynchys mykiss
(Rodehutscord et al., 1997); carpa maior da India Cirrhinus mrigrala (Ahmed e Khan, 2005);
Jian carpa C. carpio (Zhao et al., 2013); Stingin catfish H. fossilis (Farthat e Khan, 2013);
Singhi H. fossilis fry (Khan e Abidi, 2014); Catla C. catla (Zehra e Khan, 2014); bagre
Africano Clarias gariepinus (Khan e Abidi, 2009). Até o momento, somente um estudo
avaliando a exigéncia de histidina para larvas de tildpia do Nilo O. niloticus foi realizado
(Santiago e Lovell, 1988). A tilapia do Nilo esta entre as espécies de peixes mais cultivadas
no mundo. Portanto, dietas balanceadas que atendam as exigéncias nutricionais e propiciem o
melhor desempenho dos peixes sdo fundamentais para incrementar a producio dessa espécie.

Nos peixes, o crescimento muscular ocorre por hipertrofia e hiperplasia a partir da
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos em fase adulta ou por célula satélites. Em geral,
esses dois tipos de crescimento muscular ocorrem durante todo o periodo de crescimento dos
peixes. No entanto, a hiperplasia é um processo de cresimento mais acentuado durante a fase
juvenil, enquanto o crescimento hipertrofico ¢ mais intenso e evidente na fase adulta do
animal (Almeida et al., 2010).

A formacdo do tecido muscular envolve a acdo de diversos fatores regulatdrios. Dentre
eles, estdo os fatores de regulagdo miogénica (MRFs), como a MyoD e a miogenina. Os
MRFs compartilham um dominio altamente conservado, conhecido como basic Helix-Loop-
Helix (bHLH), que apresenta 80% de similaridade na sua sequéncia de aminodcidos
(Edmondson e Olson, 1993). Os MRFs ligam-se a sequéncias especificas de DNA, presentes
na regido promotora de genes musculo-especificos, levando a sua expressao (Watabe, 1999).
Enquanto a miostatina atua controlando o crescimento muscular de forma negativa, ela evita a
hipertrofia das fibras musculares, agindo na reducdo da expressao dos MRFs (Langley et al.,
2002).

Estudos avaliando a exigéncia de histidina e de como esse aminoicido influencia a
expressao dos genes relacionados ao crescimento muscular da tildpia do Nilo ainda ndo foram
relatados na literatura. Assim, o objetivo desse trabalho, foi determinar a exigéncia de

histidina em dietas para alevinos de tilapias do Nilo com base no desempenho produtivo,
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parametros hematol6gicos, bioquimicos, expressdo dos genes MyoD, miogenina, miostatina e

crescimento das fibras musculares.

Material e métodos

Peixes e condigcoes experimentais

O experimento foi conduzido no periodo de fevereiro a junho de 2014 no Laboratério
de Aquicultura do Grupo de Estudos em Manejo na Aquicultura — (GEMAQ), da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, UNIOESTE, Campus Toledo, e foi aprovado pelo Comité de
Etica da mesma instituicdo, sob o protocolo N°05/14. Foram utilizadas 540 tildpias com peso
médio de 4,80 = 0,07 g, distribuidas em caixas de fibra de vidro circulares com capacidade de
250 litros, sendo cada unidade composta por 30 peixes. Os parametros fisicos e quimicos da
agua foram monitorados diariamente como o aparelho YSI Professional Plus Multiparameter
Water Quality Meter; o oxigénio dissolvido foi mantido por meio de um soprador (5,97 + 0,
28 mg LY, a temperatura foi controlada com a utilizagio de um termostato digital (28,22 =+
0,88 °C), o pH manteve-se em 7,12 * 0,19 e a condutidade elétrica apresentou média de

108,24 + 6,32 uS.cm™'.

Dietas experimentais

Foram elaboradas seis dietas com 265,75 g kg™! de proteina bruta e 3821,41 kcal kg’!
de energia bruta com niveis crescentes de suplementagdo de L -histidina (Ajinomoto — Divisao
de Nutricio Animal, SP, Brasil) de 0; 1,5; 3,0; 4,5; 6,1 e 7,6 g kg'l, em que foram obtidas
dietas com 4,2; 54; 7,1; 89; 9.8 e 11,5 g kg'1 de histidina em substituicdo a L-alanina,
seguindo as recomendagdes propostas por Furuya (2010) e NRC (2011) para o atendimento
das exigéncias nutricionais de alevinos de tildpia do Nilo, conforme a Tabela 1. Os
ingredientes selecionados foram moidos individualmente em moedor tipo martelo (Vieira,
MCS 280, Tatui-SP, Brasil) com peneira de malha 0,3 mm de didmetro. Posteriormente, as
racdes foram processadas de maneira extrusada (Extec, Ex-Micro, Ribeirdo Preto-SP, Brasil)

para terem didmetros de aproximadamente 2,0 mm. O arragcoamento foi realizado quatro
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vezes ao dia (8h00, 11h00, 14h00 e 17h00) até a saciedade aparente, por um periodo de 110
dias. A composicao dos aminoicidos essenciais € ndo essenciais encontram-se na Tabela 2.
As andlises foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC- High-
Performance Liquid Chromatography) no Laboratério da Ajinomoto do Brasil Inddstria e

Comércio de Alimentos Ltda. — Animal Nutrition, Sao Paulo, Brasil.

Tabela 1 Formulacdo e composicdo quimica das dietas experimentais (g kg™! matéria seca)
Niveis de histidina (g kg!)

Ingredientes 4,2 5,4 7,1 8,9 9.8 11,5
Arroz, quirera 662,0 662.,0 662,0 662,0 662.0 662.0
Farinha de visceras de aves 145,5 145,6 145.,6 145.,6 145,6 145,6
Farinha de penas 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Farinha de carne e ossos 45% 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Oleo de soja 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
Sal comum 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
L-alanina 10,0 8,4 6,9 5,4 3,9 2,4
L-lisina — 78,4% 6,4 6.4 6,4 6,4 6,4 6.4
L-treonina — 98,5% 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2
DL-metionina — 99% 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20
L-triptofano — 99% 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
L-histidina — 99% 0,0 1,5 3,0 4,5 6,0 7,5
Supl. mineral e vitaminico' 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Vitamina C 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Antiftingico 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Antioxidante 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Composicio analisada com base na matéria seca (g kg!)

Matéria seca 9244 9239 9237 9249 9243 924.8
Energia bruta, kcal kg™! 3822 3820 3819 3824 3821 3820
Proteina bruta 2659  265,8  265,8 265,7 2657 265,6
Lipideos totais 44,3 44,9 442 44,7 442 44,9
Fibra bruta 2,1 2,1 2,0 2,2 2,1 2,0
Calcio 1,3 1,2 1,3 1,3 1,2 1,3
Fosforo total 9,0 9,2 9,1 9,0 9,0 9,2

'Suplemento mineral e vitaminico: niveis de garantia por kg do produto - Premix (DSM-Roche®): Vita, 24.000
UL Vit p3, 6.000 UI; Vit g, 300 mg; Vit.x3, 30 mg; Vitg:, 40 mg; Vitsy, 40 mg; Vitgs, 35 mg; Vitgi2, 80 mg; Ac.
folico, 12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vitc, 600 mg; Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg; Niacina; Ferro, 200
mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; Iodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.

BHT = Butil Hidroxi Tolueno

Baseado nos valores propostos por Furuya (2010) e NRC (2011).
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Tabela 2. Composicdo de aminoacidos das dietas experimentais (g kg™' da matéria seca)'

Dietas
4,2 5,4 7,1 8,9 9,8 11,5
Aminodcidos essenciais
Arginina 15,8 16,0 17,3 15,5 16,4 16,2
Fenilalanina 11,4 11,8 12,1 11,8 11,5 11,4
Histidina 4,2 54 7,1 8,9 9,8 11,5
Isoleucina 10,3 10,2 10,4 10,4 10,5 10,0
Leucina 19,0 19,0 194 19,2 19,3 19,0
Lisina 15,6 15,3 154 15,9 16,0 16,7
Metionina 6,0 6,1 6,0 6,1 6,2 6,2
Treonina 12,0 12,1 12,7 12,7 12,7 12,4
Triptofano 3,3 3,2 3,3 3,2 3,2 3,1
Valina 13,5 13,8 13,3 13,9 13,9 13,0
Aminodcidos ndo essenciais

Acido aspirtico 18,5 18,7 19,0 19,2 19,0 18,5
Acido glutdmico 30,4 30,3 31,7 32,0 31,6 31,4
Alanina 247 22,6 20,8 18,8 16,8 14,3
Cistina 5,9 5,9 6,5 59 6,2 5,9
Glicina 23,6 24.5 24,7 24,6 25,1 249
Serina 16,7 17,3 17,9 18,0 17,8 17,3
Tirosina 8,2 8,1 8,4 7,5 7.9 7.8

! Anéalises realizadas pela Ajinomo Animal Nutrition

Coleta de dados e desempenho produtivo

Ao final do experimento, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas, para
esvaziamento do trato gastrointestinal e, posteriormente, para coleta de sangue, foram
anestesiados com benzocaina (100 mg L' de 4gua) em seguida foram submetidos & eutandsia
com benzocaina (250 mg L), para realizagio dos pardmetros de desempenho produtivo e
composi¢ao corporal seguindo protocolo de Gomes et al. (2001).

Para o desempenho produtivo, foram avaliados os parametros de ganho em peso (g)
[(peso final) — (peso inicial)]; conversdo alimentar [(consumo de racdo) / (ganho de peso)];
sobrevivéncia (%) [(nimero de animais final + nimero de animais inicial) X 100]; indice
hepatossomatico [(peso do figado/peso final) x 100]; taxa de eficiéncia proteica [ganho de

peso/ (consumo de ragdo X % da proteina da dieta) x 100].



32

Andlises hematologicas e bioquimicas

Para as andlises hematoldgicas, trés peixes de cada unidade experimental foram
capturados, o sangue foi coletado por puncdo do vaso caudal, com seringas e agulhas
contendo EDTA 10%, posteriormente com o sangue total realizou-se a contagem total de
eritrécitos com utiliza¢do da camara de Neubauer, taxa de hemoglobina, realizada por meio da
metodologia descrita por Collier (1944), percentual de hematdcrito seguindo a metodologia de
Goldenfarb et al. (1971), e os indices hematimétricos como volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média, de acordo
com Wintrobe (1934): Volume corpuscular médio (fL) = [(hematdcrito X 10)]/eritrcitos;
hemoglobina corpuscular média (pg) = [(hemoglobina X 10)]/eritrécitos e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (gdL'l) = [(hemoglobina x100)]/ hematdcrito.

As primeiras gotas de sangue foram utilizadas para confec¢do de extensdes sanguineas
em laminas de vidro com extremidades foscas, coradas pelo método de Rosenfeld (1947). A
leitura foi realizada em microscopio Optico com aumento de 100x, utilizando 6leo de imersao.
A contagem total de leucdcitos e trombdcitos foram realizadas pelo método indireto (Ranzani-
Paiva et al., 2013): Leucocitos totais (uL) = [ (nimero de leucdcitos contados na extensao X
nimero de eritrocitos em camara de Neubauer) /2000]; e Trombdcitos totais (uL) = [(nimero
de trombdcitos contados na extensdo X numero de eritrocitos em camara de Neubauer) /
2000].

A contagem do diferencial de leuc6citos consistiu em determinar a proporcao existente
entre as distintas variedades de leucdcitos: neutrdfilos, eosindfilos, basoéfilos, linfécitos e
monocitos. Em microscopio de luz comum, com objetiva de imersdo 100 vezes foram
contados 200 leucdcitos. A contagem foi feita no corpo da extensdo, percorrendo-se todo o
material, movimentando-se a lamina em “zig-zag”. O nimero de cada elemento foi expresso
em porcentagem.

Para realizac@o das analises bioquimicas, as amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm
por 10 minutos para obtencdo do soro. A determinagdo do colesterol total, triglicerideos e
glicose plasmatica foram realizadas com uso de Kits especificos (Gold Analisa Diagnéstica, ®
Belo Horizonte-MG, Brasil) e procedidas conforme instru¢cdes do fabricante, sendo a leitura

realizada em espectrofotometro.
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Morfometria da fibra muscular

A andlise morfoldgica e morfométrica do musculo branco das tilapias foi realizada no
Laboratério de Histologia Animal do Grupo de Estudos e Manejo na Aquicultura da
Universidade Estadual do Oeste do Parana.

Para a avaliacdo do tecido muscular, foram capturados trés peixes de cada unidade
experimental e em seguida os animais foram submetidos a eutanisia. Posteriormente, com
auxilio de uma lamina de bisturi retirou-se uma amostra do musculo branco do lado direito do
peixe, acima da linha lateral. As amostras foram fixadas imediatamente em formol tamponado
em 10% por 24 horas. Apos esse periodo, foram transferidas e conservadas em alcool 70% até
o momento da realizacdo das analises. As amostras foram desidratadas em séries ascendentes
de alcool, diafanizadas em xilol, e em seguida incluidas em parafina histoldgica,
posteriormente foram realizados os cortes dos blocos de parafina por meio do micrétomo
(MICROM, International Gmbh 69190, Walldorf, Alemanha).

Os cortes transversais (5 um) foram obtidos e submetidos a coloracdo hematoxilina-
eosina. As laminas coradas foram observadas em Microscopio Optico P1 Olympus BX 50
(Manila, Filipinas) acoplado a uma camera digital Olympus PMC 35B (Berlim, Alemanha)
sendo as imagens capturadas digitalmente, utilizando objetiva de 40X. Para a morfometria,
utilizou-se um sistema de anélise de imagens Image Pro-Plus versdo 4.5, e foi determinado o
menor didmetro de 200 fibras musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de
diametros (< 20 um, 20-50 um e > 50 um) para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e

hipertrofia para o crescimento muscular (Almeida et al. 2008).

Expressdo génica

As andlises da expressdao dos genes foram realizadas no Laboratério de Biologia
Estrutural, Molecular e Genética da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa —
PR.

Foram coletados fragmentos da musculatura branca dorsal dos mesmos peixes
utilizados para andlise de fibra muscular. As amostras foram dissecadas, congeladas em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em freezer — 80 °C até o processamento. A
expressao dos genes da MyoD, miogenina e miostatina foram realizadas por reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa em tempo real apds transcri¢do reversa (RT-qPCR), seguindo as

orientacdes do MIQE: Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
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Experiment (Bustin, 2009). O RNA total das amostras congeladas foi extraido com
TRIzolTM (Invitrogen Life Technologies), seguindo-se o protocolo do fabricante.

Para verificar a integridade do RNA obtido, 1 uL de solucdo de RNA foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1%. A concentragdo de RNA, em ng/uL, foi determinada
através de espectrofotdmetro a 260 nm de absorbancia. A pureza do RNA foi confirmada pela
obtenc¢do da razdo entre as absorbancias 260/280 nm igual a 2. Para eliminar os residuos de
DNA gendmico contaminante, as amostras de RNA foram submetidas ao tratamento com a
enzima DNase, conforme as instru¢des do protocolo DNase I - Amplification Grade
(Invitrogen Life Technologies). Para a reacdo de transcricdo reversa, foi utilizado o High
Capacity cDNA archive kit (Applied Biosystems Life Technologies), seguindo-se as
instrucdes do fabricante, ¢ 0 DNA complementar (cDNA) resultante foi armazenado em
freezer a -20°C e utilizado nas reacdes de RT-qPCR. Os niveis de expressao dos genes alvo
MyoD e miogenina foram detectados por RT-qPCR através do sistema Rotor Gene-Q
(Qiagen). Os resultados de expressdo, obtidos para esses genes, foram normalizados pelos
valores obtidos para o gene de referéncia 18S ribosomal DNA (/85rDNA).

As reacoes de RT-qPCR foram realizadas utilizando-se o Rotor-Gene SYBR Green
PCR Kit (Qiagen), seguindo-se as instrucdes do fabricante. Um conjunto de primers senso e
antisenso, para cada gene analisado, foi construido através do software Primer Express 3.0
(Applied Biosystems Life Technologies), a partir das sequéncias de RNAm descritas para a
tilapia e publicadas no GenBank (numeros de acesso: MyoD 1: GU246722.1; miogenina:
GU246725.1, 18S ribosomal DNA (/8SrDNA) (Tabela 3). Todos os conjuntos de primers
foram sintetizados pela s.

As reagdes para cada gene foram realizadas em duplicatas, utilizando-se as condi¢des
de termociclagem: 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e
60 °C por 1 minuto. Ao término de cada reagdo, a amplificacdo especifica de cada gene foi
confirmada pela andlise da curva de dissociagdo dos fragmentos amplificados. A
quantificacdo relativa da expressdao génica foi realizada pelo Método do CT, apds sua
validacdo, e foi dada pela féormula 2-AACT, conforme metodologia descrita por Livak e

Schmittgen (2001).



Tabela 3. Primers utilizados para amplificacdo da MyoD, Miogenina, Miostatina e 18S ribossomal DNA (18SrDNA)

por PCR em tempo real

Gene

GenBank

Sequéncia do Primer (5°-3")

Myogenic Factor (MyoD)

GU246722

Forward: CCACCTGTCAGACAACCAGA
Reverse: ACTGCGTTCGCTCTTCAGAC

Myogenin

GU246725

Forward: CTCAACCAGCAGGACACTGA
Reverse: ATCCTCGCTGCTGTAGCTCT

Myostatin 1

FJ972683

Forward: TCCACATGACCCTGCAGAC
Reverse: TGCACCACACATACTCCTCATC

18S ribosomal DNA (/8SrDNA)

JF698683

Forward: GACACGGAAAGGATTGACAG
Reverse: GTTCGTTATCGGAATTAACCAGAC

35
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Andlise proximal

Para as anélises centesimais, no inicio do experimento, 20 peixes foram eutanasiados e
ao final dez peixes de cada unidade experimental foram utilizados. A composi¢do corporal
dos animais seguiu o protocolo preconizado pela AOAC (2005) para analises de umidade (pré
secagem a 55°C por 72 horas seguida de secagem a 105°C por oito horas), proteinas (método
de Kjeldhal; Modle MA-036, Piracicaba-SP, Brasil), extrato etéreo (extrator de Soxhlet com
éter como solvente; Model TE-0,44, Piracicaba-SP, Brasil), e matéria mineral (calcinacdo das
amostras a 550°C por 6 horas; Modle 2000B, Belo Horizonte-MG, Brasil). As anélises foram
realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade de Alimentos do Grupo de Estudo e

Manejo na Aquicultura — GEMAq, UNIOESTE-Toledo, Parana.

Delineamento e andlise estatistica

Foi utilizado um modelo inteiramente casualizado com seis niveis e trés repeti¢des. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando foram observadas
diferencas significativas, aplicou-se teste de comparacdo de médias de Tukey, ao nivel de 5%
de significancia. Para verificagdo dos dados das fibras musculares foi aplicada a andlise nao
paramétrica de Kruskal-Wallis complementada com o teste de compara¢do multipla de Dunn.
A exigéncia de histidina foi estimada com base na andlise de regressao de segunda ordem com
base no ganho em peso. As andlises foram efetuadas por meio do programa computacional

Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).

Resultados

Desempenho produtivo e composicdo proximal

O desempenho produtivo dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis
crescentes de histidina estdo apresentados na Tabela 4. Foram observadas diferencas

significativas (P<0,05) para as varidveis: peso final, ganho em peso, conversdao alimentar e
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taxa de eficiéncia proteica. Contudo, o consumo das dietas contendo histidina ndo influenciou
(P>0,05) os parametros de sobrevivéncia, indice hepatossomatico e gordura visceral.

O peso final e o ganho em peso foram maiores (P<0,05) nos peixes que receberam a
dieta contendo 8,9 g kg'1 de inclusdo de histidina, porém, ndo diferindo estatisticamente dos
tratamentos com 5,4 € 9,8 g kg'1 de inclusdo de histidina. Os peixes alimentados com a dieta
em que ndo foi suplementada a histidina apresentaram crescimento inferior, demonstrando
que a histidina ndo estava presente em quantidade adequada na dieta e sua deficiéncia resultou
em menor crescimento dos peixes. A dieta suplementada com 8,9 g kg'1 de histidina,
proporcionou melhor conversdo alimentar e maior eficiciéncia na utilizacdo da proteina

dietética.



Tabela 4. Desempenho produtivo de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de histidina

Variaveis

Niveis de histidina (g kg™!)

4,2 5,4 7,1 8,9 9,8 11,5 P
Peso inicial (g) 4,81+0,05 4,83+0,03 4,87+0,04 4,89+0,01 4,79+0,07 4,84+0,04 0,6382
Peso final (g) 39,68+3,92¢ 48,12+3,38% 47.26+4,21° 50,23+3,10° 48,35+4,02 43,7943 62¢ <0,0001
Ganho em peso (g) 34,87+4,544 43,29+3 97 42.39+4 .28 45,34+3,87% 43,56+4,86% 38,95+5,32¢ <0,0001
Conversio alimentar 1,37+0,012 1,33+0,03% 1,37+0,01% 1,14+0,01¢ 1,28+0,02° 1,38+0,01% <0,0001
Taxa de eficiéncia proteica 2,63+0,02¢ 2,71£0,06 2,63%0,02¢ 3,17+0,032 2,84+0,03° 2,63%0,00° <0,0001
Sobrevivéncia (%) 83,3+6,6 91,2+3,3 92,2+1,92 93,3+1,92 95,5%5,0 95,5+1,9 0,3932
Indice hepatossomatico (%) 2.42+0,56 2,27+0,26 2,560,122 2,40+0,10 2,50+0,15 2,32+0,05 0,9716
Gordura visceral (%) 3,11+0,14 3,29+0,78 3,70x0,19 3,100,16 3,28+0,18 3,49+0,26 0,8395

Equacdes P
Peso final Y=-0,6188x> + 10,14489x + 8,564; R?>=0,90: His = 8,1 g kg! 0,01734
Ganho em peso Y=-0,616092x2 + 10,10051x + 3,8844; R>=0,90: His = 8,1 g kg 0,01847
Conversao alimentar Y=9,2811x>— 154,515x + 1,8958; R>= 0,60: His = 8,3 g kg'1 0,01839

"Valores sdo médias + desvio padrio de trés repeticdes. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Com base no peso final e ganho em peso, foram estimadas as exigéncias de histidina para
alevinos de tilapia do Nilo. A partir do ajuste dos dados ao modelo de regressdao polinomial de
segundo grau, a exigéncia de histidina para o ganho em peso foi estimada em 8,1 g kg™!,
correspondente a 3,05% da proteina bruta da dieta (Figura 1). Verificou-se efeito similar para
a conversdo alimentar, estimando-se o valor de 8,3 g kg‘l histidina, correspondente a 3,13%
da proteina bruta da dieta. Contudo, o aumento adicional de 11,5 g kg™ de histidina na dieta

reduziu o crescimento, piorou a conversao alimentar e reduziu a retengao corporal de proteina.

N
=
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vy =-0,616092x + 10,10051x + 3,8844
R?=0.90
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ed L L L
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Figura 1. Ganho em peso de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo
niveis crescentes de histidina.

Os niveis de histidina ndo influenciaram (P>0,05) os parametros de composi¢do corporal
de umidade e extrato etéreo. Contudo, o teor corporal de proteina bruta foi maior (P<0,05)
para os peixes que receberam as dietas contendo 7,1 € 9,8 g kg'! de histidina, em comparacio
aos peixes alimentados com a dieta contendo 11,5 g kg! de histidina. Os peixes que
receberam as dietas 5,4, 9,8 e 11,5 g kg'! de histidina apresentaram o menor teor corporal de
matéria mineral em comparacdo com os peixes que receberam a dieta com 4,2 g kg'! de

histidina, conforme demonstrado na Tabela 5.



Tabela 5. Composicdo corporal de alevinos de tilapia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina

Niveis de histidina (g kg™!)

Varidveis 4,2 5.4 7,1 8,9 9,8 11,5 P

Umidade 67,74%1,0 67,46+1,89 66,05+1,46 65,58+0,99  66,15+0,87 66,72+1,28  0,2286
Proteina bruta 15,23£0,26®  15,28+0,55®  16,50+0,40° 15,170,428 15,48+0,27*° 13,98+0,86°  0,0021
Extrato etéreo 15,23+0,18 15,28+1,88 16,50+0,96 15,17+0,15  15,48+0,62 13,98+0,28  0,0861
Matéria mineral 4,46+0,10? 3,62+0,14° 4,35+0,20%  4,25+0,16®  3,65+0,18"  3,69+0,73°  0,0069

"Valores sdo médias + desvio padrdo de trés repeti¢des. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Morfometria do miisculo

Os niveis dietéticos de histidina influenciaram (P<0,05) a frequéncia da ocorréncia das
fibras musculares brancas entre os tratamentos. Comparando os efeitos da histidina na
frequéncia das fibras musculares entre os tratamentos, os peixes que receberam a dieta
contendo 8,9 g kg! de histidina apresentaram menor ocorréncia (P<0,05) na frequéncia das
fibras de <20 pm em comparagdo dos peixes alimentados com as dietas contendo 5,4, 9,8 e
115¢ kg'1 de histidina. De forma similar, foi observada uma maior ocorréncia (P<0,05) na
frequéncia das fibras musculares na classe de >50 um de didmetro nos peixes alimentados
com a dieta suplementada com 7,1 e 8,9 g kg! de histidina em comparaciio com os peixes que

receberam a dieta com 5,4 g kg™ de histidina (Figura 2).

E<20pm 0O20-50 pm MW>50 pm

100 -~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A 4

Frequéncia de fibras (%)

10 4 ab a ) ab a b ab ab

0 J—‘—J—M

4,2 5,4 7,1 8,9 9,8 11,5
Niveis de histidina (g kg?)

Figura 2. Frequéncia de distribuicao das fibras musculares brancas de tilapias do Nilo (O. niloticus)
alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina.

Diferencas entre as letras mintdsculas indicam diferencas entre os tratamentos (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.

Expressdo génica da miogenina, MyoD e miostatina

A expressdo dos niveis de mRNA da MyoD e miogenina foram influenciados (P<0,05)
pelos niveis de histidina no musculo branco (Figura 3). Contudo, a expressdao dos niveis de

mRNA da miostatina nao foi influenciada (P>0,05) com a suplementacdo de histidina na
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dieta. A suplementacio de 9,8¢ kg! de histidina na dieta proporcionou uma maior expressio
(P<0,05) dos niveis de mRNA da MyoD, quando comparada com os tratamentos contendo
42,54,7,1,89 e 11,5 g kg'! de histidina. De forma similar, foi observada maior expressio
(P<0,05) nos niveis de mRNA da miogenina para os peixes que receberam as dietas contendo
98 e 11,5 ¢ kg'1 de histidina, porém, nao diferindo estatisticamente dos peixes que
consumiram a dieta com 8,9 g kg'! de histidina. A menor expressio dos niveis de mRNA da
miogenina, foi observada nos peixes que consumiram as dietas com 4,2 a 7,1 g kg'!' de

histidina.
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Figura 3. Quantificacdo da MyoD, miogenina e miostatina realizado no tecido
muscular esquelético branco da tilapia do Nilo (O. niloticus) detectados por RT-
gPCR. Barras representam médias + Desvio padrdo para cada tratamento (n=9)
Letras distintas indicam diferenca significativa a nivel de (P>0,05) de
significancia pelo teste de Tukey.
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Pardmetros hematologicos e bioquimicos

Niao foram observadas diferencas (P>0,05) para a contagem total de eritrdcitos,
taxa de hemoglobina, percentual de hematdcrito, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média. De
forma similar, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) para os parametros
bioquimicos de triglicerideos, colesterol total e glicose plasmética dos alevinos de
tilipia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina (Tabela

6).



Tabela 4. Parametros hematoldgicos e bioquimicos de alevinos de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina
Niveis de histidina (g kg

Variaveis 4,2 6,0 6,5 8,9 9,8 11,5 P
Parametros hematolégicos

Eri (106 pL™) 1,95+0,06 2,01+0,09 1,96+0,02 2,01+0,06 2,00%0,04 1,99+0,10 0,8844
Hb (g dL'h) 8,11+0,25 8,42+0,65 8,54+0,30 7,60+0,71 8,33+0,58 7,60+0,54 0,2284
Htc (%) 36,55+0,84 37,22+1,35 37,23+0,84 34,66+2,33 33,66+2,84 34,66+1,17 0,1762
VCM (fL) 187,51+6,30 186,0£7,32 189,26+£3,19  172,93%£13,34  167,99+12,76 174,93£10,93 0,119
HCM (%) 41,78+2,81 41,72+2,08 43,39+1,97 37,77£3,82 41,73%£3,38 38,58+4,82 0,3512
CHCM (g dL'h) 22,21+0,79 22,68+1,90 22,95+1,20 22,15£3,42 24,962,227 22,21+£2,08 0,6225
Parametros bioquimicos

TGL (mg dL) 320,08+£97,16  328,37+£68,30 367,20+98,69 295,23+72,07 274,26£30,08 326,99+85,26 0,8600
COL (mg dL!) 216,94+£28,48  229,74+4321 263,36+£52,15 201,89+31,19 193,10+£34,27 257,24%+11,32 0,1459
GLI (mg dL'!) 92,84%+11,66 94,57£16,64 94,04+12,44 97,93£16,70 97,15%13,49 97,44+9,43 0,3432

Valores sdo médias + desvio padrio de quatro repeticdes. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P>0,05). Eri= eritrécitos totais; Hb= hemoglobina; HTC=
Hematécrito; VCM= volume corpuscular médio; HCM= concentracido de hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentra¢do de hemoglobina corpuscular média; TGL= Triglicerideos; Col=
Colesterol; Gli= Glicose plasmética.

45



46

Os peixes alimentados com as dietas contendo niveis crescentes de histidina nao
apresentaram alteracdes (P>0,05) para os valores de leucdcitos e trombdcitos totais. Os
leucdcitos oscilaram de 24147 a 30458 uL!, enquanto os trombdcitos totais variaram de
22559 a 20233 uL'l. Em relacdo ao diferencial de leucécitos, o maior percentual, foi
observado para os linfécitos que oscilaram de 88,44 a 89,33%, seguido pelo percentual dos
neutr6filos com variagdo de 8,44 a 9,55% e menor percentual de mondcitos em torno de

1,77 a 2,88% (Tabela 7).



Tabela 5. Leucdcitos totais, trombdcitos totais, percentual de linfocitos, neutrofilos e mondcitos de alevinos de tildpia do Nilo alimentadas com dietas
contendo niveis crescentes de histidina

Niveis de histidina (g kg™)

Variaveis 4,2 6,0 6,5 89 9,8 11,5 P

Leuc (uL™) 28263+10318 3011246272 26855+3976,49 30458+2974,78 26264+2418,94 24147+5543 0,2312
Tromb (uL™) 20233+2940 225596597 20798+4263 26414£3588 2114048631 22009+3995 0,3753
Linf (%) 89,22+1,47 88,88+2,02 89,33+1,73 88,55+1,81 88,44+2,12 88,77%2,16 0,7388
Neut (%) 8,44+1,34 8,44+1,74 8,88+0,92 9,55+0,88 8,66+3,31 8,77+1,39 0,1069
Mon (%) 2,33+0,94 2,66+0,5 1,77+1,20 1,88+1,16 2,88+1,89 2,44+1,13 0,4252

'Valores sdo médias + desvio padrdo de quatro repetigdes. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P>0,05). Leuc = leucécitos totais; Tromb = trombdcitos totais; Linf =
linfocitos; Neu = neutr6filos; Mon = mondcitos
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Discussao

A determinagdo da exigéncia de aminoacidos é importante, pois essas moléculas
sdo constituintes do organismo animal em todas as fases de desenvolvimento e sdo
responsaveis pela formacdo de enzimas e hormoénios (Wu, 2013), e ainda exercem
importante papel estrutural, atuando no processo metabdlico (NRC, 2011). A inclusao
de concentracdes adequadas de aminoacidos em dietas tem sido foco de muitos estudos
na nutri¢do dos peixes, com intuito de diminuir o custo de produ¢do e maximixar o
desempenho produtivo.

Neste estudo, a inclusdo de 8,9 g kg'1 de histidina na dieta resultou em maior
peso final e ganho em peso. De forma similar, uma melhor conversdo alimentar e taxa
de eficiéncia proteica também foram obtidas com esse mesmo nivel.

No entanto, por meio da anélise de regressdao polinomial de segundo grau, para o
méximo peso final e ganho em peso dos peixes, foi estimada exigéncia de 8,1 g kg! de
histidina (3,05% da proteina bruta da dieta). A melhor resposta de conversdo alimentar
também foi descrita por meio da regressdo polinomial de segundo grau, em que foi
estimada exigéncia de 8,3 g kg™! histidina, correspondente a 3,13% da proteina bruta da
dieta. O manejo alimentar foi realizado de forma cuidadosa garantindo perda de racdo
muito baixa, mesmo sendo a alimentacdo praticada até a saciedade aparente,
proporcionando resultados satisfatorios de conversdo alimentar.

As informagdes a respeito das exigéncias nutricionais de histidina para tilapia do
Nilo sdo escassas. Ainda que esse aminodcido apresente diversas funcdes metabolicas e
seja um aminoécido essencial e potencialmente limitante, at€é 0 momento apenas um
estudo foi conduzido com o objetivo de determinar suas exigéncias para tilapias do Nilo
e foi conduzido por Santiago e Lovell (1988). Os autores, em contraste com o este
estudo, encontraram valores inferiores de exigéncia em histidina, sendo 4,8g kg‘l,
correspondente a 1,72% de proteina bruta da dieta para larvas de tilapia do Nilo por
meio de utilizacdo de dieta purificada. De acordo com Griffin et al. (1992), as dietas
purificadas t€ém reconhecidamente menor aceitabilidade pelos peixes em comparacao as
dietas praticas, o que ocasiona menor ganho em peso. A exigéncia de histidina estimada
no presente estudo, para o maximo ganho em peso (8,1 g kg™ de histidina; 3,05% da
proteina bruta da dieta), é superior as exigéncias encontradas por Mukthar e Khan

(2004), que ao avaliarem niveis de histidina em dietas de alevinos de Labeo rorhita,
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estimaram a exigéncia em 9,0 g kg! de histidina (2,25% da proteina bruta da dieta). Da
mesma forma, Zhao et al. (2012) determinaram a exigéncia de 7,8g kg™' de histidina
(2,38% da proteina bruta da dieta) para juvenis de C. carpio para melhor crescimento e
atividade de enzimas intestinais. Avaliando niveis de histidina para alevinos de C.
mrigala, Ahmed e Khan (2005) determinaram exigéncia de 8,5g¢ kg™ de histidina
(2,12% da proteina bruta da dieta) para maximo ganho em peso. Enquanto Khan e Abidi
(2009) sugeriram 4,0 a 4,2 g kg'! de histidina (1,0 a 1,05 da proteina bruta da dieta) para
melhor crescimento e retencdo de nutrientes, para alevinos de C. gariepinus. J4 Akyama
et al. (1985) estimaram a exigéncia de 7,0 g kg™ histidina (1,6% da proteina bruta da
dieta) para alevinos de Oncorhynchys keta. Por outro lado, Khan e Abidi (2014)
conduziram estudo com alevinos de H. fossilis e observaram maximo ganho em peso e
melhora na hematopoiese em peixes que receberam dietas co 15,1 a 15,6 g kg™ de
histidina (3,5 e 3,6 da proteina bruta da dieta), sendo superiores ao valor estimado para
maximo ganho de peso dos peixes deste estudo.

A exigéncia nutricional dos peixes € influenciada por diversos fatores, entre eles
o estado fisioldgico, as condi¢des ambientais, a densidade de estocagem, o tamanho e a
idade dos animais (Wilson, 2002). As variacdes observadas na literatura em relagdo a
exigéncia de histidina entre as espécies de peixes podem ser devidas as diferencas na
composi¢do e valor nutritivo das fontes proteicas das dietas, condi¢des de cultivo
(Benakappa e Varghese, 2003) e também ao modelo matematico aplicado para estimar
as exigéncias (Abidi e Khan, 2004).

O menor ganho em peso relacionado com o consumo de histidina acima ou
abaixo da exigéncia também foi relatado por diversos autores (Ahmed e Khan, 2005;
Zhao et al., 2012; Farthat e Khan, 2013; Khan e Abidi, 2014). A deficiéncia de um
unico aminodcido essencial pode reduzir a sintese proteica, assim como o excesso de
um tnico aminoicido pode causar desequilibrio e consequente aumento no catabolismo
dos aminoédcidos dietéticos, causando reducdo na utilizacio da proteina, e
consequentemente comprometendo o ganho em peso dos peixes (Coloso et al., 1999). O
excesso de aminodcido na racdo, além de suprir as necessidades da sintese proteica, €
degradado e o nitrogénio obtido é excretado em maior parte pelas lamelas branquiais,
sendo que o esqueleto de carbono pode ser usado para sintese da glicose, podendo ser
convertido em gordura ou agua, causando um aumento no metabolismo energético

(Scott et al., 1982).
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Neste estudo, os niveis crescentes de histidina ndo influenciaram o indice
hepatossomatico e gordura visceral dos peixes. Resultados distintos foram observados
por Zehra e Khan, (2014) e Farhat e Khan, (2013), que relataram efeitos da histidina
sobre o indice hepatossomético e indice viscerossomético em alevinos de C. catla e H.
fossilis, respectivamente. O 1indice hepatossomitico e a gordura visceral sdo
frequentemente utilizados como indicadores da condicdo do estado nutricional dos
peixes. Assim, alteracdes no estado nutricional bem como processos infecciosos, dentre
outros, podem modificar o indice hepatossomatico dos animais (Quintana, 2010).

Os niveis de histidina avaliados no presente estudo influenciaram (P<0,005) o
teor de proteina bruta corporal dos peixes. Resultados similares foram obtidos por
Farhat e Khan (2013) na composi¢do corporal de H. fossilis, bem como por Zhera e
Khan (2014), para C. Catla, e por Khan e Abidi (2014) para H. fossilis, que observaram
que a inclusdo de histidina na dieta resultou em aumento na proteina corporal dos
animais. Neste estudo, a suplementacdo de histidina na dieta pode ter otimizado a
proteina corporal, por meio de uma melhor utilizacdo dos aminoacidos para sintese
proteica.

A presenca de fibras com didmetros menores que 20 pm indicam ocorréncia do
processo de hiperplasia, enquanto que fibras maiores que 50 pm estdo relacionadas com
o processo de hipertrofia no musculo esquelético dos peixes (Valente et al., 1999;
Rowlerson e Veggetti, 2001). Conduzindo estudos com juvenis e alevinos de Piaractus
mesopotamicus, Almeida et al. (2008) observaram aumento na frequéncia de
distribuicdo das fibras musculares menores que 20 pm de didmetro em juvenis quando
comparados com adultos, enquanto que a frequéncia de distribuicio de fibras
musculares maiores que 50 um foram mais elevadas em adultos. No presente estudo, a
frequéncia de distribuicdo de fibras entre 20 - 50 um de didmetro foi semelhante em
todos os tratamentos, sugerindo que o crescimento muscular, nessa fase, ocorreu por
meio dos processos de hipertrofia e hiperplasia. O processo do crescimento muscular
por hipertrofia e hiperplasia das fibras musculares € um mecanismo regulado por vérios
fatores, incluindo os de regulacdo miogénica (MRFs), entre os quais estdo a MyoD e a
miogenina (Watabe, 2001). A MyoD ¢é considerada um fator de transcri¢do importante
na formacdo da linhagem muscular, além disso, atua regulando positivamente a
transcricdo génica da miostatina durante o processo de maturacdo do miécito (Bradley;

Yaworsky; Walsh, 2008).
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Estudos relacionando a interacdo da nutri¢do com a expressao génica estdo cada
vez mais comuns na producdo animal, no entanto, essa € a primeira pesquisa avaliando
o efeito da histidina sobre a expressdo génica no musculo de tildpias do Nilo. Neste
estudo, a expressdo da MyoD e da miogenina foram mais elevadas nos peixes que
receberam a dieta contendo 9,8 g kg! em comparagdo com os animais alimentados com
a dieta contendo 5,4 g kg! de histidina, indicando uma elevada taxa de proliferacio
celular e diferenciacdo de células satélites relacionadas com o processo de hiperplasico
e hipertréfico durante o crescimento muscular (Levesque et al., 2007).

Os niveis de mRNA da miostatina foram menores em todos os tratamentos em
comparacdo com os niveis mRNA da MyoD e miogenina, ndo sendo observadas
diferencas significativas nos niveis de mRNA da miostatina entre os tratamentos. Dessa
forma, sugere-se que a adequada suplementacdo de histidina inibiu a expressdo da
miostatina, melhorando assim o desempenho produtivo dos peixes durante o periodo
experimental.

A miostatina desempenha papel de forma negativa na regulacio da miogénese,
pois silencia a ativacdo dos fatores de transcricdo (Langley et al., 2002). Nebo et al.
(2013), avaliando a expressdo de genes relacionados ao crescimento muscular durante a
restricdo alimentar e realimentacdo em juvenis de tilidpia do Nilo, observaram um
aumento na expressio da miostatina, apés um curto periodo de jejum. Apds a
realimentacdo, os niveis da miostatina diminuiram, enquanto que um aumento na
expressao da MyoD foi observado, sendo possivel inferir que em condi¢des normais de
alimentacdo a expressdo da miostatina permanece baixa.

De forma similar a este estudo, outras pesquisas foram conduzidas com intuito
de avaliar a expressdo dos MRFs em peixes em resposta aos fatores nutricionais. Nesse
sentido, Campos et al. (2010) testaram niveis crescentes de lipideos na dieta para
linguados (Solea senegalensis Kaup) e demonstraram que os peixes que receberam a
dieta com o maior nivel de lipideos apresentaram a menor expressdo génica dos MRFs
como a MyoD, MRF4 e miogenina, quando comparados aos animais que receberam a
menor porcentagem de lipideos na dieta. Testando duas dietas com diferentes fontes de
vegetais e aminodcidos para juvenis de truta arco-iris, Alami-Durante et al. (2010)
observaram maior expressao do MyoD no miusculo branco nos peixes que receberam a
dieta controle. Contudo, a expressio da MyoD no misculo vermelho nao apresentou

alteracoes nos animais que receberam ambas as dietas. Isso demonstrou que as
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diferentes fontes de aminoacidos fornecidas na dieta podem influenciar na expressao de
genes musculo especificos.

O estudo dos componentes sanguineos e as suas fung¢des sdo de grande
importancia para o conhecimento das condi¢des do equilibrio basal e patoldgicas nos
animais, auxiliando na determinacdo de situacdes que possam afetar a homeostase,
influenciadas tanto pelas dietas, quanto por enfermidades e outras situacdes de estresse
ambiental, colaborando com possiveis diagndsticos de condi¢cdes adversas (Tavares-
Dias et al., 1999; Tavares-Dias e MoraeS, 2004; Tavares-Dias e Moraes, 2007). As
informacdes sobre a influéncia da histidina sobre os pardmetros hematolégicos da
tilapia do Nilo ainda sdo escassas na literatura. No presente estudo, os niveis de
histidina avaliados ndo afetaram na eritropoiese dos peixes e os valores mantiveram-se
dentro do intervalo de referéncia estabelecido para a espécie (Hrubec e Smith, 2010;
Hrubec, 2000), e ao obtido para tilapias higidas em condi¢des experimentais (Araujo et
al. 2011; Jerénimo et al. 2011).

Han et al. (2013) testaram a combinac¢@o dos aminoacidos arginina e histidina na
dieta de juvenis de P. olivaceus e ndo observaram diferencas nos pardmetros da série
vermelha do sangue. Por outro lado, Farhat e Khan (2013) verificaram que o incremento
de histidina na dieta de alevinos de H. fossilis resultou em aumento na contagem total
de eritrocitos, taxa de hemoglobina e percentual de hematdcrito, até o nivel de 9,4 gkg™!
de histidina na dieta (2,48% da proteina bruta da dieta), ndo apresentando melhoras a
partir deste nivel. Da mesma forma, Zehra e Khan (2014) observaram melhoras no
perfil hematoldgico de alevinos de C. Catla e estimaram exigéncia de 6,3 a 6,8 g kg de
histidina (1,91 a 2,06% de histidina da proteina bruta na dieta), como o ideal para uma
melhor eritropoiese. Neste estudo, os niveis de histidina testados ndo influenciaram a
eritropoiese, mantendo-se semelhante nos peixes de todos os tratamentos.

Os valores médios dos indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM) sio
empregados para determinar e classificar os quadros anémicos, uma condicdo em que é
reduzida a capacidade do sangue em transportar o oxigénio. De uma forma geral, as
anemias sdo caracterizadas pela diminuicdo do nimero de eritrdcitos, juntamente com a
taxa de hemoglobina e percentual de hematdcrito (Ranzani-Paiva et al., 2013). No
presente estudo, os indices hematimétricos ndo foram alterados pelo conteido de
histidina da dieta. Tais indices estdo dentro da amplitude de variag@o e sdo considerados

normais para peixes teledsteos, como descrito por Tavares-Dias e Moraes (2004).
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A composi¢do bioquimica do plasma e soro sanguineo auxiliam na avaliacdo da
situacdo metabdlica dos tecidos animais. Por meio delas € possivel detectar alteracdes
no funcionamento dos 6rgios e a adaptacdo do animal diante dos desafios nutricionais,
fisiologicos e desequilibrios metabdlicos, (Gonzélez e Silva 2006). No presente estudo,
ass variaveis bioquimicas das tildpias alimentadas com niveis crescentes de histidina
ndo foram influenciadas pelo nivel dietético de histidina na dieta. A concentracio de
triglicerideos observadas nesse estudo variou de 274,26 a 367,20 mg dL"!, enquanto que
o colesterol total variou dede 193,10 a 263,36 mg dL!, sendo esses valores
considerados normais para a tilapia do Nilo (Hrubec et al., 2000).

A glicose pode ser utilizada para indicar um quadro de estresse nos peixes,
sendo que os seus niveis plasmaticos variam de acordo com o tipo e a dura¢do do
estresse e estao relacionados a alteracdo de temperatura, manejo e transporte (Martins et
al.,, 2004; Urbinati et al., 2004). No presente estudo, os valores médios de glicose
mantiveram-se dentro da faixa considerada normal para a tilapia (Hrubec, 2000),
apresentando variacdes de 92,84 a 97,93 mg dL!, resultados esses ji esperados, pois os
peixes nao foram submetidos a nenhum desafio e o manejo dos animais foi realizado de
forma a ndo induzir qualquer quadro de estresse.

Os leucocitos sdo células que atuam no sistema de defesa do organismo animal,
utilizam as vias sanguineas para realizar o monitoramento de possiveis infeccdes ou
lesdes teciduais (Tavares-Dias e Moraes, 2003). Sdo diferenciados morfologicamente
pela presenca ou auséncia de granulacdes, assim como pelas suas caracteristicas
morfoldgicas e tintoriais (Satake et al., 2009). J& os trombdcitos sao células andlogas as
plaquetas dos mamiferos e atuam na coagulacdo sanguinea. No presente estudo, as
células da série branca do sangue das tilapias do Nilo e os trombdcitos totais ndo foram
influenciadas pelos diferentes niveis de histidina na dieta. Os valores dos leucocitos
totais oscilaram entre 24147 a 30458 uL! e os trombdcitos totais variaram entre 22559
a 20233 uL!. De acordo com a literatura, as médias de leucdcitos totais para tildpias
sadias variam de 21600 a 154700 uL! no sangue (Hrubec et al., 2000). Da mesma
forma, o nimero de trombdcitos totais permaneceu dentro da faixa considerada normal
para peixes higidos. O nimero médio de trombocitos em teledsteos de dgua doce pode
variar de 2.000 a 68.400 uL! no sangue (Tavares-Dias e Moraes, 2004)

Os tipos celulares de leucdcitos circulantes mais abundantes encontrados neste
trabalho foram os linfécitos, sendo essas células as mais numerosas na circulacdo

sanguinea em diversas espécies de teledsteos (Ranzani & Paiva e Silva & Souza 2004),
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incluindo a til4pia. Estes resultados corroboram os encontrados por Ugwem et al., 2011;
Ighwela et al., 2012; Barros et al., 2014 em condicdes experimentais para a tilapia do
Nilo. A imunidade inata, que corresponde a primeira linha de defesa, é composta por
neutr6filos e macréfagos (Tizard, 2002). Quando ocorre invasdo por patdégenos no
organismo dos animais, as células que aparecem em maior porcentagem Ss3ao 0S
neutrdfilos, pois estes atuam no combate das infec¢des, portanto a caracterizagdo e a
identificacdo deste parametro sdao importantes na avaliagdo das alteragdes do estado
fisiologico dos peixes (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004). Deste modo, pode-se inferir
que os peixes permaneceram sadios e que a adi¢do de histidina na dieta ndo causou
alteracdes no diferencial de leucdcitos. Além disso, o percentual de linfécitos mais
elevado entre todos os tratamentos refletiu o estado de higidez entre os animais.

Os resultados desse estudo demonstraram que os niveis de histidina dietéticos
podem influenciar o ganho em peso, a conversdo alimentar, taxa de efici€ncia proteica,
expressdo dos genes MyoD, miogenina e a frequéncia de distribuicdo das fibras
musculares de tildpias do Nilo nessa fase de estudo. A partir do ajuste dos dados ao
modelo de regressdo polinomial de segundo grau, a exigéncia de histidina foi estimada

em 8,1g kg!, correspondente a 3,05% da proteina bruta da dieta.
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4.0 CAPITULO II
Exigéncia de histidina digestivel em dietas para juvenis de tilapia do Nilo com base
no desempenho produtivo, expressao dos genes MyoD, miogenina e miostatina,

parametros hematolégicos e crescimento muscular >

Resumo: O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de
niveis crescentes de histidina digestivel em dietas para juvenis de tilapias do Nilo com
base no desempenho produtivo, morfometria das fibras musculares, expressdo dos genes
relacionados ao crescimento muscular (MyoD, miogenina e miostatina) e parametros
hematolégicos e bioquimicos. Foram utilizados 288 juvenis de tilapia do Nilo com peso
médio inicial de 64,15 (* 0,49 g), distribuidos em 24 caixas de fibra de vidro com
capacidade de 500 litros, em um delineamento inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e quatro repeticoes, por um periodo de 65 dias. Foram elaboradas seis dietas
isoproteicas (267,3 g kg™! de proteina bruta) e isoenergéticas (4048 kcal kg! energia
bruta) contendo niveis crescente de inclusdo de histidina digestivel (3,50; 5,50; 7,50;
9,50; 11,50 e 13,50 g kg‘l da matéria seca). Os peixes foram alimentados com dietas
extrusadas, até a saciedade aparente. Os melhores resultados (P<0,05) de ganho em
peso, conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica foram observados em peixes que
receberam as dietas com 9,50 a 11,50 g kg'! de histidina digestivel em comparaciio com
os peixes que receberam dieta contendo 3,50 g kg! de histidina digestivel. Com base no
modelo de regressao polinomial de segunda ordem a exigéncia de histidina foi estimada
em 10,0 g kg! e ndo foi observado aumento no ganho em peso a partir desse nivel de
inclus@do de histidina A composicdo corporal e os parametros hematologicos e
bioquimicos ndo foram influenciados (P>0,05) pelos diferentes niveis de histidina
digestivel na dieta. O crescimento muscular ocorreu por hiperplasia e hipertrofia entre
todos os tratamentos. Os peixes que receberam dietas com 9,50 a 13,50 g kg'! de
histidina digestivel apresentaram maior expressdo dos niveis de mRNA para o gene
MyoD em compara¢do aos peixes que receberam a dieta contendo 3,50 g kg'! de
histidina digestivel. A maior expressao dos niveis de mRNA para o gene miogenina foi
observada nos peixes alimentados com a dieta contendo 9,50 a 11,50 g kg™ de histidina
digestivel. No entanto, a maior expressdao dos niveis de mRNA do gene miostatina foi

observada nos peixes que receberam dietas contendo 3,5 a 9,5 g kg de histidina

2 Manuscrito redigido de acordo com as normas da Aquaculture
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digestivel. Conclui-se que a exigéncia de histidina digestivel para juvenis de tilapia do
Nilo para o mdximo ganho em peso foi estimada em 10,0 g kg!, correspondente a 3,7%
da proteina da dieta.

Palavras-chave: Aminoécidos essenciais, expressao génica, hiperplasia e hipertrofia.

Digestible histidine requirement in diets for Nile tilapia juveniles based on growth
performance, expression of MyoD, myogenin and myostatin genes, hematological
parameters, and muscle growth
Abstract: The purpose of this study was to evaluate the effects of the increasing levels
of digestible histidine supplementation in diets for Nile tilapia juveniles based on
growth performance, muscle fibers morphometry, expression of muscle growth-related
genes (MyoD, myogenin and myostatin), and hematological and biochemical
parameters. Two hundred and eighty-eight Nile tilapia juveniles with initial average
weight of 64.15 (£ 0.49 g) were distributed in 24 fiberglass boxes with 500 liters
capacity in a completely randomized design with six treatments and four replications,
for a period of 65 days. Six isoproteic (267,3 g kg'! of crude protein) and isocaloric diets
(4048 kcal kg! of gross energy) were prepared containing increasing levels of digestible
histidine inclusion (3.50; 5.50; 7.50; 9.50; 11.50 and 13.50 g kg! of dry matter). The
fish were fed with extruded diets, manually and at ease. The best results (P <0.05) of
weight gain, feed conversion and protein efficiency ratio were observed in the fish fed
with diets containing 9.50 to 11.50 g kg! of digestible histidine, compared to fish fed
with the diet containing 3.50 g kg™!' of digestible histidine. Basead on the polynomial
regression of the second order the histidine dietary requeriment for maximum weight
gain of tilapia juvenis was estimated at 10.0 g k g, and there was no increase in weight
gain from this level of inclusion of histidin. Body composition and hematological,
biochemical parameters were not affected (P> 0.05) by the different levels of digestible
histidine in the diet. Muscle growth occurred by hyperplasia and hypertrophy among all
treatments. Fish fed diets containing 9.50 to 13.50 g kg' of digestible histidine
presented higher expression of mRNA levels for Myod gene compared to fish fed diet
containing 3.50 g kg™ of digestible histidine. The increased expression of mRNA levels
for myogenin gene was observed in the fish fed the diet containing 9.50 to 11.50 g kg™!
of digestible histidine. However, the highest expression of the myostatin gene mRNA
levels was observed in the fish fed diets containing 3.5 to 9.5 g kg of digestible

histidine. The conclusion is that the requirement of digestible histidine for a maximum
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weight gain of Nile tilapia juveniles was estimated at 10.0 g kg™!, corresponding to 3.7%

of the diet crude protein.

Keywords: Essential amino acids, gene expression, hyperplasia and hypertrophy.

Introducao

A tilapia do Nilo é a segunda espécie de maior importancia para aquicultura
continental mundial. No Brasil, é a espécie mais cultivada, principalmente na
piscicultura intensiva. Nesse sistema de cultivo, os peixes exigem dietas completas, uma
vez que o alimento natural disponivel no ambiente aquéitico ndo atende as suas
exigéncias nutricionais.

Dentre os nutrientes, a proteina é o componente principal e também o mais
oneroso na formulagio de dietas para animais aquaticos (Wilson, 2002). E importante
maximizar a eficiéncia de utilizacdo da proteina dietética (Verstegen e Jongbloed,
2003). Portanto, os aminoicidos devem estar presentes em quantidades e proporcoes
adequadas, de forma a evitar a presenca de aminoacidos limitantes, antagonismos e
toxidez.

A deficiéncia de um tunico aminoicido na dieta pode limitar a utilizacdo da
proteina pelos peixes. Além disso, a digestibilidade dos amino4cidos € bastante varidvel
entre os ingredientes, sendo importante considerar a digestibilidade dos aminoacidos
para formular dietas mais precisas (Furuya et al., 2001). Considerando que ainda sdo
poucas as informacdes sobre as exigéncias de aminoécidos digestiveis para a tildpia do
Nilo, € importante apresentar a exigéncia na forma de aminoédcido digestivel para
permitir a adequada utilizacdo da fracdo proteica da dieta e maximizar a sintese proteica
pelos animais.

A histidina é considerada um aminoicido essencial e desempenha diversas
funcdes biologicas e cataliticas vitais no organismo (Wu, 2013). Também se encontra
em abundancia na hemoglobina, sendo precursora direta da histamina e uma fonte
importante de atomos de carbono na sintese de purinas (NRC, 2011). Diversos
pesquisadores determinaram a exigéncia de histidina total para intimeras espécies de
peixes, incluindo a truta arco-iris O. mykiss (Ogino, 1980); bagre do canal 1. puncatus
(Wilson, 1980); carpa maior da India Cirrhinus mrigala (Ahmed e Khan, 2005); bagre
africano C. gariepinus (Khan e Abidi, 2009); Catla C. catla (Zehra e Khan, 2013);
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bagre H. fossilis (Farthat e Khan, 2013); tilapia do Nilo O. niloticus (Santiago e Lovell,
1988), contudo, a maioria dos estudos ndo levou em consideracdo as alteracodes
fisiologicas, a morfometria das fibras musculares e a expressdo dos genes relacionados
ao crescimento muscular, provocadas pelos nutrientes das dietas.

O estudo sobre a expressao génica € considerado promissor para o entendimento
das respostas as diferentes condi¢des as quais os animais sdo submetidos, incluindo as
mudancas ocasionadas por diferentes dietas fornecidas aos peixes (Sanchez-Vazquez et
al., 2001; Lilleeng et al., 2007). Assim, o conhecimento sobre a expressdo dos fatores de
regulacdo miogénica (MRFs), como a MyoD e a miogenina, que regulam os
mecanismos de hiperplasia e hipertrofia muscular nos peixes, podem ser utilizadas para
a compreensdo da influéncia dos fatores nutricionais sobre o crescimento animal e
auxiliar na formulacido de dietas especificas para as espécies de interesse comercial.
Nesse contexo, o objetivo do presente trabalho foi determinar as exigéncias de histidina
digestivel em dietas para juvenis de tildpia do Nilo com base no desempenho produtivo,
parametros hematologicos, bioquimicos, expressio dos genes relacionados ao

crescimento muscular (MyoD, miogenina, miostatina) € morfometria muscular.

Material e métodos

Peixes e condicoes experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Aquicultura do Grupo de
Estudos de Manejo na Aquicultura (GEMAq) da Universidade Estadual do Oeste do
Parana — UNIOESTE — campus Toledo, e foi aprovado pelo comité de ética da mesma
instituicdo sob o protocolo N°20/2014 de 20 de outubro de 2014. Foram utilizados 288
juvenis de tilapia do Nilo revertidos sexualmente durante a fase larval, com peso médio
inicial 64,15 +£0,49g, provenientes da piscicultura Dalbosco — Toledo-PR. Os peixes
foram distribuidos em 24 caixas circulares de fibra de vidro com capacidade de 500
litros, dotadas de um sistema de recirculagdo de 4gua com um biofiltro central, aeracdao
constante por meio de soprador de ar central e aquecimento constante através de
termostato. O delineamento foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e quatro
repeticoes, sendo cada unidade experimental composta por 12 peixes. Os parametros

fisicos e quimicos da agua foram monitorados diariamente com o aparelho YSI
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Professional Plus Multiparameter Water Quality Meter: temperatura da agua (28,05 %
0,12 °C), oxigénio dissolvido (5,20 + 0,23 mg.L'l), pH (7,12 £ 0,19) e condutidade
elétrica (129,31 * 5,48 pS.cm‘l).

Dietas experimentais

Foram elaboradas seis dietas experimentais com aproximadamente 267,3 kg™! de
proteina bruta e 4048 kcal kg! de energia bruta, contendo niveis crescentes de
suplementagdo de L -histidina (Ajinomoto — Divisdo de Nutricdo Animal, SP, Brasil) de
0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 g kg'l, onde foram obtidas dietas com 3,50; 5,50; 7,50;
9,50; 11,50 e 13,50 g kg'! de histidina digestivel (baseados nos valores propostos por
Guimaraes et al., 2008a; 2008b) (Tabela 1). Os ingredientes selecionados foram moidos
individualmente em moinho tipo martelo (Vieira, MCS 280, Tatui-SP, Brasil) com
peneira de malha 0,3 milimetro de didmetro. As racdes foram processadas da forma
extrusada (Extec, Ex-Micro, Ribeirdo Preto-SP, Brasil) para terem peletes com
diametros de aproximadamente 3,0 milimetros. O arracoamento foi realizado quatro
vezes ao dia (8h00, 11h00, 14h00 e 17h00) até a saciedade aparente. A composi¢ao dos
aminoacidos essenciais e ndo essenciais encontram-se na (Tabela 2). As anélises foram
determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC: High-Performance
Liquid Chromatography) no Laboratério da Ajinomoto do Brasil Inddstria e Comércio

de Alimentos Ltda. — Animal Nutrition, Sao Paulo, Brasil.
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Tabela 1. Formulagdo e composi¢do quimica das dietas experimentais (g kg' matéria
seca).

Niveis de histidina digestivel
3,50 5,50 7,50 9,50 11,50 13,50

Quirera de arroz 654,70 654,70 654,70 654,70 654,70 654,70
Farinha de visceras de aves 145,50 145,50 145,50 145,50 145,50 145,50
Farinha de penas 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Farinha de carne e ossos 45% 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Oleo de soja 580 58 580 58 580 5,80
Sal comum 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
L - alanina 15,00 13,00 11,00 9,00 7,00 5,00
L -lisina 6,40 6,40 6,40 6,40 6,40 6,40
L -treonina 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
DL -metionina 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
L -triptofano 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
L -histidina 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Supl. mineral e vitaminico' 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Vitamina C 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Antifingico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Composigdo analisada com base na matéria seca (g kg

Matéria seca 9244 9239 923,77 9249 9243 9248
Energia bruta kcal kg! 4047,8 4047,8 4047,8 4047,8 4047,8 4047,8
Proteina bruta 265,5 266,5 267,7 2674  268,1 2688
Lipideos totais 443 449 44,2 44,7 442 449
Fibra bruta 2,1 2,1 2,0 2,2 2,1 2,0

'Suplemento mineral e vitaminico: niveis de garantia por kg do produto - Premix (DSM-Roche®): Vit 4,
24.000 UI,; Vitps, 6.000 UI; Vit g, 300 mg; Vit k3, 30 mg; Vitgi, 40 mg; Vitg,, 40 mg; Vitge, 35 mg; Vit i,
80 mg; Ac. félico, 12 mg; Pantotenato Ca, 100 mg; Vit. C, 600 mg; Biotina, 2 mg; Colina, 1.000 mg;
Niacina; Ferro, 200 mg; Cobre, 35 mg; Manganés, 100 mg; Zinco, 240 mg; Iodo, 1,6 mg; Cobalto, 0,8 mg.
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Tabela 2. Composi¢io dos aminoacidos das dietas experimentais (g kg™! da matéria seca)’

Dietas
3,50 5,50 7,50 9,50 11,50 13,50
Aminodcidos essenciais
Arginina 17,4 18,4 17,4 18,4 17,8 18,4
Fenilalanina 12,8 13,2 13,2 13,4 12,8 12,9
Histidina 5,1 7,2 9,1 11,4 13,9 15,8
Isoleucina 11,0 10,8 10,9 10,7 10,5 10,1
Leucina 20,9 20,7 20,8 20,9 20,9 20,6
Lisina 17,7 17,5 17,6 18,1 17,3 17,7
Metionina 9,3 9,6 9,9 10,0 9,8 9,7
Treonina 13,3 13,4 13,3 13,7 13,3 12,9
Triptofano 3,2 3,2 3,2 3,34 3,0 3,3
Valina 14,4 15,2 15,2 14,9 14,3 14,7
Aminodcidos ndo essenciais

Acido aspartico 21,6 21,3 21,3 21,7 21,3 20,8
Acido glutdmico 37,2 36,4 36,6 38,1 37,1 36,5
Alanina 31,7 29,1 25,6 22,5 19,0 16,2
Cistina 6,0 5,9 6,1 5,94 5,8 6,1
Glicina 24,2 24.4 24.5 25,0 249 24,7
Serina 16,8 16,9 16,7 16,9 16,9 17,7
Tirosina 8,8 8,9 9,3 9,3 8,7 8,6

! Andlises realizadas pela Ajinomo Animal Nutrition

Coleta de dados e desempenho produtivo

Ap0s o periodo experimental de 65 dias, os peixes foram mantidos em jejum por
24 horas, para o esvaziamento do trato gastrointestinal, posteriormente os animais foram
insensibilizados em benzocaina na dose de 100 mg L"!, seguindo o protocolo de Gomes
et al., 2001, para realizagao das medidas individuais de peso e coleta de sangue. Trés
animais de cada unidade experimental foram eutanasiados na dose de 250 mg L
(Gomes et al., 2001) para retirada do figado. Para as analises de composicao corporal
seis animais de cada tanque, apds a eutandsia, foram encaminhados para o Laboratério
de Controle de Qualidade do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura — GEMAq e
acondicionados em freezer, para realizacdo de analises.

Para o desempenho produtivo, os seguintes parametros foram avaliados para
todos os animais: o peso final médio (g); ganho em peso (peso corporal final — peso

corporal inicial); conversdo alimentar aparente (dieta consumida/ganho em peso); taxa
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de eficiéncia proteica (ganho de peso/proteina consumida); sobrevivéncia (100(nimero
de peixes final/nimero de peixes inicial)) e indice hepatossomético (100 (peso figado,

g) / (peso corporal final, g)).

Andlises hematologicas e bioquimicas

Para as andlises hematoldgicas e bioquimicas, trés peixes de cada tanque foram
capturados e anestesiados, e por pun¢do da veia caudal o sangue foi coletado com
seringas e agulhas banhadas com EDTA (10%). Com o sangue total foram realizadas as
andlises de contagem de eritrocitos totais em camara de Neubauer, utilizando-se o
liquido de Hayen na proporcdo de 1:200. O percentual de hematocrito foi realizado
utilizando-se o método do microhematdcrito, de acordo com Goldenfarb et al. (1971). A
taxa de hemoglobina foi determinada pelo método da cianometahemoglobina,
utilizando-se “’kit” comercial (Gold Analisa Diagnéstica®, Belo Horizonte-MG, Brasil),
proposta por Collier (1944). A partir dos dados obtidos, foram calculados os indices
hematimétricos como (volume corpuscular médio), (hemoglobina corpuscular média) e
(concentragdo de hemoglobina corpuscular média), utilizando-se as formulacdes
estabelecidas por Wintrobe (1934): Volume corpuscular médio (fL) = [ (hematdcrito X
10) ] /eritrocitos; hemoglobina corpuscular média (pg) = [ (hemoglobina x 10) ]
/eritrocitos e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (gdL!) = [ (hemoglobina
x100) ] / hematdcrito.

Foram feitas extensdes sanguineas em laminas de vidro com extremidades
foscas, secas ao ar e coradas pelo método de Rosenfeld (1947). A leitura foi realizada
em microscopio optico com aumento de 100x, utilizando 6leo de imersdo. A contagem
total de leucdcitos e trombdcitos foram realizadas pelo método indireto (Ranzani-Paiva
et al., 2013).

Para a contagem do diferencial de leucoOcitos foram contadas 200 células,
estabelecendo-se o percentual de cada componente celular (linfocitos, neutrofilos e
mondcitos). A contagem foi realizada no corpo da extensdo, percorrendo-se todo o
material, movimentando-se a ldmina em “zig-zag”. O numero de cada elemento foi
expresso em porcentagem.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2.500 rpm por dez minutos

(Quimis, T2, Diadema-SP, Brasil) para obtencdo do soro que foi utilizado para a
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quantificacdo de proteinas plasmiticas totais (g dL), triglicerideos (mg dL™),
colesterol total (mg dL™) e glicose plasmética (mg dL'!). As anélises foram realizadas
com o uso de “kits” especificos colorimétricos comerciais (Gold Analisa Diagnostica,
Belo Horizonte-MG, Brasil) e procedidas conforme instru¢des do fabricante, sendo a

leitura processada em espectrofotometro.

Morfometria da fibra muscular

Para a coleta do tecido muscular, trés exemplares de cada unidade experimental
foram capturados, e eutanasiados em benzocaina 250 mg L!. Posteriormente, foi
retirada uma amostra do musculo branco do lado esquerdo do peixe, abaixo da
nadadeira dorsal e acima da linha lateral. As amostras foram imediatamente fixadas em
formol tamponado 10% por 24 horas, e em seguida conservadas em alcool 70% até o
momento da realizacdo das andlises. As amostras passaram pelo processo de inclusdao
em parafina e posteriormente foram realizados os cortes dos blocos de parafina em
micrétomo (MICROM, International Gmbh 69190, Walldorf, Alemanha) com lamina
de vidro. Sec¢des transversais de 5 pum foram obtidos e submetidos a técnica de
coloracdo hematoxilina e eosina (HE). As laminas coradas foram observadas em
microscopio Optico (400x) acoplado a uma camera digital, sendo documentadas
digitalmente. Para a morfometria das imagens digitalizadas, utilizou-se um sistema de
andlise de imagens, e foi determinado o menor didametro de 200 fibras musculares, por
animal, que foram agrupadas em classes de diametros (< 20 um, 20-50 um e > 50 pum)
para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e hipertrofia para o crescimento muscular
(Almeida et al., 2008). Essas anélises morfoldgicas e morfométricas do musculo branco
das til4pias foram ralizadas no Laboratério de Histologia Animal do Grupo de Estudos e

Manejo na Aquicultura da Universidade Estadual do Oeste do Parana.

Expressdo génica

As andlises de expressdo génica foram realizadas no Laboratério de Biologia
Estrutural, Molecular e Genética da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta

Grossa — PR.
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Foram coletados fragmentos da musculatura branca dorsal dos mesmos peixes
utilizados para andlise de fibra muscular. As amostras foram dissecadas, congeladas em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em freezer — 80 °C até o
processamento. A expressao dos genes da MyoD, miogenina e miostatina foi realizada
por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real apds transcri¢io reversa
(RT-gPCR), seguindo as orientagdes do MIQE: Minimum information for Publication
of Quantitative Real-Time PCR Experiment (Bustin, 2009). O RNA total das amostras
congeladas foi extraido com TRIzolTM (Invitrogen Life Technologies), seguindo-se o
protocolo do fabricante.

Para verificar a integridade do RNA obtido, 1 pL de solu¢cdo de RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1%. A concentracdo de RNA, em ng/uL, foi
determinada através de espectrofotometro a 260 nm de absorbancia. A pureza do RNA
foi confirmada pela obten¢do da razdo entre as absorbancias 260/280 nm igual a 2. Para
eliminar os residuos de DNA gendmico contaminante, as amostras de RNA foram
submetidas ao tratamento com a enzima DNase, conforme as instru¢des do protocolo
DNase I - Amplification Grade (Invitrogen Life Technologies). Para a reacdo de
transcricdo reversa, foi utilizado o High Capacity cDNA archive kit (Applied
Biosystems Life Technologies), seguindo-se as instrugdes do fabricante, e o DNA
complementar (cDNA) resultante foi armazenado em freezer a -20°C e utilizado nas
reacoes de RT-qPCR. Os niveis de expressao dos genes alvo MyoD e miogenina foram
detectados por RT-qPCR através do sistema Rotor Gene-Q (Qiagen). Os resultados de
expressao, obtidos para esses genes, foram normalizados pelos valores obtidos para o
gene de referéncia 18S ribosomal DNA (/8SrDNA).

As reacdes de RT-qPCR foram realizadas utilizando-se o Rotor-Gene SYBR
Green PCR Kit (Qiagen), seguindo-se as instrucdes do fabricante. Um conjunto de
primers senso e antisenso, para cada gene analisado, foi construido através do software
Primer Express 3.0 (Applied Biosystems Life Technologies), a partir das sequéncias de
RNAm descritas para a tilapia e publicadas no GenBank (nimeros de acesso: MyoD 1:
GU246722.1; miogenina: GU246725.1, 18S ribosomal DNA (/8SrDNA) (Tabela 3).
Todos os conjuntos de primers foram sintetizados pela s.

As reagdes para cada gene foram realizadas em duplicatas, utilizando-se as
condi¢Oes de termociclagem: 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C por

15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Ao término de cada reacdo, a amplifica¢do
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especifica de cada gene foi confirmada pela andlise da curva de dissociagdo dos
fragmentos amplificados. A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada
pelo Método do CT, ap6s sua validacdo, e foi dada pela formula 2-AACT, conforme

metodologia descrita por Livak e Schmittgen (2001).



Tabela 3. Primers utilizados para
(18SrDNA) por PCR em tempo real

amplificacio da MyoD, Miogenina, Miostatina e 18S ribossomal DNA

Gene name GenBank Primer sequence (5'-3")

Myogenic Factr (MyoD) GUMETZ s ACTGCGTICGCICTICAGAC
Myogenin GUMSTZS il ATCCTCGCTGOTGTAGCTCT
Myostatin | FIOTZ68 o se: TGCACCACACATACTCCICATC
18S ribosomal DNA (1/8SrDNA) JF698683 Forward: GACACGGAAAGGATTGACAG

Reverse:GTTCGTTATCGGAATTAACCAGA
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Andlise proximal

No inicio do periodo experimental, seis peixes foram eutanasiados e ao final trés
peixes de cada tanque foram utilizados para a determinacdo da composi¢ao corporal. A
composi¢do centesimal dos animais seguiu o método preconizado pela AOAC (2005)
para anélises de umidade (pré-secagem a 55°C por 72 horas, seguida de secagem a
105°C por oito horas), proteinas (método de Kjeldhal; Modle MA-036, Piracicaba-SP,
Brasil), extrato etéreo (extrator de Soxhlet com éter como solvente; Model TE-0,44,
Piracicaba-SP, Brasil), e matéria mineral (calcinacdo das amostras a 550°C por 6 horas;

Modle 2000B, Belo Horizonte-MG, Brasil).

Delineamento e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com seis tratamentos e
quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
quando foram observadas diferencas significativas, aplicou-se teste de comparacio de
médias de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Para verificacdo dos dados das fibras
musculares foi aplicada a andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis. Para a
determinagdo da exigéncia da histidina foi aplicada a andlise de regressd@o polimomial
de segunda ordem. As andlises foram efetuadas por meio do programa computacional

Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).

Resultados

Desempenho produtivo e composicdo proximal

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) para as varidveis de ganho
em peso, conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica. Contudo, o consumo das
dietas contendo histidina ndo influenciou (P>0,05) o parametro de sobrevivéncia

(Tabela 4).
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O ganho em peso foi maior (P<0,05) para os peixes que receberam a dieta com
11,50 g kg! de histidina digestivel, porém, no diferiu estatisticamente dos peixes que
receberam a dieta com 9,50 de histidina digestivel. Peixes que consumiram dieta com
11,50 g kg'! de histidina digestivel apresentaram melhor taxa de eficiéncia proteica. Foi
observada melhor conversdo alimentar para em peixes que receberam a dieta com 9,50 e
11,50 g kg'1 de histidina, contudo, ndo diferiu (P<0,05) dos peixes que receberam dieta
com 7,50 g kg!' de histidina digestivel, que por sua vez ndo diferiu dos peixes que
receberam a dieta com 13,50 g kg™!' de histidina digestivel. A pior conversio alimentar
foi observada nos peixes que receberam as dietas contendo 3,50 e 5,50 g kg'!' de

histidina digestivel.



Tabela 4. Desempenho produtivo de juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina (g kg™' da matéria seca).

Niveis de histidina digestivel (g kg™!)

Varidveis 3,50 5,50 7,50 9,50 11,50 13,50 P
Peso inicial (g) 63,9+0,25 64,0+0,46 64,1%0,49 64,2+0,63 64,0+0,33 64.,4+0,83 0,8146
Ganho em peso (g) 123,5 +7,644 129,5+ 8,13 136,4+ 2,954 163,6+4,68°  170,9+10,09°  154,07+0,25" 0,0002
Conversio alimentar 1,2+0,10° 1,1£0,9° 1,1+0,4% 1,0+ 0,32 1,0 0,12 1,0+0,2% 0,0008
Taxa de eficiéncia proteica 1,9+0,09° 2,0+0,12° 2,120,04% 2,5+0,08% 2,6%0,172 2,3+0,26% 0,000940
Sobrevivéncia (%) 97,9+4.8 95,8+4.8 97,9+4.8 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 0,3489
Equacao P
Ganho em peso Y=-0,8424x + 17,701x + 65,115; R?=0,75: His = 10,5 g kg 0,001

'Valores sdo médias + desvio padrdo de quatro repeti¢des. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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O melhor ajuste mateméitico foi obtido por meio do modelo de regressao
polinomial de segundo grau, para o maximo ganho em peso dos peixes, em que foi

estimada exigéncia de 10,5 g kg'! de histidina (Figura 1).
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Figura 1. Ganho em peso de juvenis de tildpia do Nilo alimentados com niveis
crescentes de histidina digestivel.

Nao foram observadas diferencas (P>0,05) para a composi¢do corporal dos
peixes para os parametros de umidade, proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral

(Tabela¥).



Tabela 5. Composicdo corporal de juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de

histidina.

Niveis de histidina digestivel (g kg™!)
Variaveis 3,50 5,50 7,50 9,50 11,50 13,50 P
Umidade 72,89+£0,55 71,92+0,51  72,22+0,50  72,72+0,50  72,21+0,51 72,61+0,53 0,1724
Proteina bruta 14,50+0,38 15,376+0,44 14,19+0,98 15,18+0,50 15,06+0,60 15,03+0,71  0,5093
Extrato etéreo 9,99+0,26 9,39+0,31 9,93+0,53 9,780,80 9,92+0,13 9,83+0,41 0,5093
Matéria mineral 4,68+0,37 4,61+0,52 4,80+0,44 5,10+0,50 4,40+0,47 4,72+0,37  0,4305

Valores sdo médias + desvio padrio de quatro repeti¢des.
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Morfometria muscular

Os niveis dietéticos de histidina ndo influenciaram (P>0,05) a frequéncia da
ocorréncia de fibras musculares brancas entre os tratamentos (Figura 2).

100 - @<20 pm [020-50 um  m>50 pm
90
a0

70 —

S0
40

30

Frequéncia de fibras (%)

20

10

o Il _ml il il = |

3,50 5,50 .50 9.50 11,50 13,50

Niveis de histidina digestivel (g kg!)

Figura 2. Frequéncia da distribui¢do das fibras musculares brancas de juvenis de
tilipias do Nilo (O. niloticus) alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de
histidina digestivel.
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Expressdo génica

A expressdo dos niveis de mRNA da MyoD, miogenina e miostatina foram
influenciados (P<0,05) pelos niveis de histidina digestivel no muisculo branco de juvenis
de tilapia do Nilo (Figura 3). A suplementa¢io de 9,50 a 13,50 g kg! de histidina
digestivel proporcionou maior expressdao (P<0,05) dos niveis de mRNA da MyoD,
quando comparada com os tratamentos contendo 3,50, 7,50 e 9,50 g kg'1 de histidina
digestivel. A maior expressao dos niveis de mRNA da miogenina foi observada para os
peixes que receberam as dietas contendo 9,50 e 11,50 g kg'! de histidina digestivel,
quando comparada com os animais que receberam dietas com 3,50, 7,50 e 13,50 g kg'l,
porém, ndo diferindo dos peixes que receberam a dieta com 7,50 g kg! de histidina
digestivel. A menor expressdo (P<0,05) dos niveis de mRNA da miostatina foi
observada em peixes que receberam a dieta contendo 11,50 e 13,50 g kg‘1 de histidina
digestivel, enquanto que a maior expressdo (P<0,05) dos niveis de mRNA da miostatina
ocorreu em peixes alimentados com a dieta contendo 3,50 a 9,50 g kg™!' de histidina

digestivel.
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Figura 3. Quantificacdo da MyoD, miogenina e miostatina realizada no tecido muscular
esquelético branco da tilapia do Nilo (O. niloticus) detectados por RT-qPCR. Barras
representam médias * Desvio padrdo para cada tratamento (n=9) Letras distintas indicam
diferenca significativa a nivel de (P>0,05) de significancia pelo teste de Tukey.
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Pardmetros hematologicos e bioquimicos

Nao foram observadas diferencas (P>0,05) para as varidveis de contagem total de
eritrécitos, taxa de hemoglobina, percentual de hematdcrito, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média,
triglicerideos, colesterol total, proteinas plasmaticas totais e glicose plasmatica dos juvenis
de tilapia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina (Tabela
6). Da mesma forma, nao foram observadas alteragoes (P>0,05) nos valores de leucécitos e
trombocitos totais. Os leucocitos oscilaram de 46864,5 a 58306,5 uL‘l, enquanto 0s
trombocitos totais variaram de 27256,13 a 43264,50 uL‘l. Em relagcdo ao diferencial de
leucocitos, o maior percentual, foi observado para os linfocitos que oscilaram de 88,87 a
89,5%, seguido pelo percentual dos neutr6filos com variacdo de 9,25 a 10% e menor

percentual de mondcitos, em torno de 1,12 a 1,50% (Tabela 7).



Tabela 6. Parametros hematoldgicos e bioquimicos de juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de histidina

Niveis de histidina digestivel (g kg™!)

Variaveis 3,50 5,50 7,50 9,50 11,50 13,50 P
Eri (106 pL™) 2,05+1,10 2,03+0,92 2,12+0,82 2,10+1,14 2,10+1,12 2,07+1,11 0,7988
Hb (g dL) 10,27£2,0 10,30%0,82 10,95+2,28 11,01+1,40 11,74%1,79 11,67%1,16 0,3507
Htc (%) 38,50+0,9 38,70%0,7 39,52+1,30 39,12+0,83 39,23+0,75 38,25+0,70 0,0969
VCM (fL) 187,16+6,53 190,99+5,03 187,86+20,21 187,19+16,15 185,55+8,14  184,41+9,80 0,9268
HCM (%) 26,69+4,56 26,63+£3,21 27,81£5,64 28,16+4,23 30,08%5,12 30,52+4.,45 0,3544
CHCM (g dL'h 50,17+5,38 50,89+2,46 52,19£5,24 52,51£3,77 55,80+4,23 56,17+3,01 0,6430
Pardmetros bioquimicos

TG (mg dL!) 253,05+40 210,66+38,48 275,11+£33,15  215,70%£17,79  257,5+38,57 237,33+40,78 0,0577
COL (mg dL™!) 200,44+32.20 164,68+34,57 162,11£38,60  167,54+42.80 197,94+£37,80 175,84+43,60 0,2927
PPT (g dL-!) 4,18%0,55 3,89+0,68 3,90%0,60 4,08+0,88 4,38+0,92 4,02+0,83 0,6048
GLI (mg dL) 92,17+£8,20 94,64+14,10 91,76%9,12 93,07£10,76 91,41%8,71 96,13+11,10 0,9656

"Valores sdo médias + desvio padrdo de quatro repeti¢des. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P>0,05). Eri= eritrécitos totais; Hb= hemoglobina; HTC=
Hematécrito; VCM= volume corpuscular médio; HCM= concentracdo de hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentracdo de hemoglobina corpuscular média; TG= Triglicerideos; Col=
Colesterol total; PPT= Proteinas plasmaticas totais; Gli= Glicose plasmética.
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Tabela 7. Leucodcitos totais, trombdcitos totais, percentual de linfocitos, neutréfilos € mondcitos de juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas
contendo niveis crescentes de histidina

Niveis de histidina digestivel (g kg™!)

Variaveis 3,50 5,50 7,50 9,50 11,50 13,50 P

Leuc (uL™) 5830616810 48189+17169 4686415054 52320+12119 50877+8164 54763£7799 0,2667
Tromb (uL1) 33913+2371 2836316052 37334+12848 43264+13980 38026+12870 27256%14543 0,7454
Linf (%) 89,37£1,30 89,12+1,45 89,5+0,92 89+1,51 88,87+0,83 890,78 0,8976
Neut (%) 9,25+1,03 9,62+1,06 9,37+1,19 9,75+1,08 101,16 9,5+1,09 0,6991
Mon (%) 1,5+0,98 1,25+0,77 1,12+0,82 1,25+0,78 1,37+0,91 1,5+0,88 0,9228

Valores sdo médias * desvio padrio de quatro repeti¢des. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P>0,05). Leuc = leucdcitos totais; Tromb = trombdcitos totais; Linf =
linfécitos; Neu = neutr6filos; Mon = mondcitos.
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Discussao

Tanto a deficiéncia como o excesso dietético de aminodcidos interferem
negativamento sobre o desempenho produtivo, composicdo corporal e rendimento de
filé dos peixes. Além disso, o excedente do nitrogénio é excretado para o meio aquético,
sendo um dos elementos reponsaveis pela eutrofizacdo excessiva nos ambientes de
criacdo (Furuya et al., 2001). Portanto, € importante considerar cada aminoacido durante
a formulacdo de dietas para propiciar adequada relacdo custo-beneficio e desempenho
produtivo dos peixes. Neste estudo, a suplementacdo de histidina digestivel na dieta
influenciou (P<0,05) o ganho em peso, conversdao alimentar e a taxa de eficiéncia
proteica. O melhor ajuste matematico foi obtido por meio do modelo regressdo
polinomial de segundo grau, para 0 maximo ganho em peso dos peixes, em que foi
estimada exigéncia de 10,0 g kg™ de histidina (3,7% da proteina bruta da dieta).

Até o momento, ainda nao ha relatos de pesquisas sobre a exigéncia de histidina
digestivel para a tilapia do Nilo, sendo encontrada apenas uma pesquisa que determinou
a exigéncia de histidina total utilizando dieta purificada, que foi realizada por Santiago e
Lovell (1988). Os autores, em contraste com o este estudo, encontraram valores
inferiores de exigéncia em histidina total, de 4,8g kg‘l, correspondente a 1,72% de
proteina bruta da dieta para larvas de tildpia do Nilo.

A exigéncia quantitativa de histidina obtida neste experimento para 0 maximo
ganho em peso, de 10,0 g kg'! de histidina digestivel, é superior aos resultados obtidos
por Zhao et al. (2012), que determinaram a exigéncia de histidina para juvenis de C.
carpio de 7,8g kg'! (2,38% da proteina bruta da dieta) para um melhor crescimento e
atividade de enzimas intestinais. Os resultados sdo superiores também aos obtidos por
Akyama et al. (1985), que estimaram exigéncia de histidina em 7,0 g kg!' (1,6% da
proteina bruta da dieta) para alevinos de Chum Salmao. Em contrapartida, Khan e Abidi
(2014), conduzindo estudos com alevinos de H. fossilis fry, observaram miximo ganho
em peso € melhora na hematopoiese em peixes que receberam a dieta com 15,1 a 15,6 g
kg! de histidina (3,5 e 3,6% da proteina bruta da dieta). Esses valores sdo superiores
quando comparados ao encontrado para O. niloticus do presente estudo. Deve-se levar
em consideracdo que a exigéncia nutricional dos peixes pode ser influenciada por
inimeros fatores, incluindo a espécie, habito alimentar, condi¢cdes em que os animais

foram criados, fase de desenvolvimento dos peixes, dietas, densidade de estocagem e
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estado fisiologico, ainda, ao modelo matemético aplicado, entre outros fatores que
possam alterar as exigéncias dos animais.

Uma melhora na conversao alimentar e na taxa de eficiéncia proteica (P<0,05)
foi observada com o aumento nos niveis de histidina nas dietas. A pior conversao
alimentar e taxa de eficiéncia proteica foi observada em peixes que receberam a dieta
que ndo foi suplementada com histidina, semelhante aos resultados observados por
Zehra e Khan (2014) para alevinos de C. catla alimentados com niveis crescente de
histidina e também por Abidi e Khan (2004) para alevinos de Labeo Rohita. A taxa de
eficiéncia proteica demonstra a capacidade que o animal tem em aproveitar a proteina
da dieta. Neste estudo, foi possivel observar que os animais que receberam as dietas
suplementadas com histidina digestivel apresentaram melhoras para esse indice em
comparacdo aos peixes que receberam a dieta sem suplementacdo de histidina. Khan e
Abidi (2009) também observaram melhor taxa de eficiéncia proteica para alevinos de C.
gariepinus, alimentandos com dietas contendo niveis crescentes de histidina.

O aumento nos niveis de histidina digestivel nas dietas ndo influenciou (P>0,05)
o teor de umidade, gordura corporal, proteina bruta e matéria mineral dos peixes. Esses
resultados diferem dos obtidos por Zhao et al. (2012), que relataram modificacdes no
conteddo de proteina corporal, matéria mineral e lipideos corporais de C. carpio devido
ao aumento nos niveis de histidina na dieta. Porém, esses resultados corroboram os
encontrados por Abidi e Khan (2014), que ndo observaram efeito na composi¢do
corporal de H. fossilis fry (Bloch), alimentados com dietas contendo niveis crescentes
de histidina.

Por meio da analise morfométrica das fibras musculares, foi possivel observar que
entre todos os tratamentos o crescimento muscular ocorreu por hiperplasia e hipertrofia.
As fibras que apresentam diametros menores que 20 pm sugerem a ocorréncia do
processo hiperplésico (recrutamento de novas fibras musculares), enquanto que as fibras
com diametros maiores que 50 um indicam o processo hipertréfico pelo aumento do
diametro das fibras musculares (Valente et al., 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001).

Tanto o processo hiperplasico quanto o hipertréfico sdo mecanismos regulados
por inimeras moléculas, incluindo os fatores de transcricdo miogénica (MRFs), entre os
quais estdo a MyoD e a miogenina (Watabe, 2001). Durante a miogénese, a MyoD e o
myf5 determinam a proliferacdo dos mioblastos ou das células satélites, enquanto o

processo de diferenciacdo dos mioblastos, durante as fases de fusdo e diferenciagdo em
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fibras musculares maduras, é regulado pela expressdo da miogenina e MRF4 (Rescan,
2001; Watabe, 1999).

A maior expressao dos niveis de mRNA da Myod foram observadas nos peixes
que receberam a dieta contendo os maiores niveis de histidina digestivel (9,50; 11,50 e
13,50 g kg'!) em comparagiio com peixes alimentados com a dieta sem suplementacio
de histidina. Assim como a MyoD, a maior expressdo dos niveis de mRNA da
miogenina foi observada nos peixes que receberam as maiores inclusdes de histidina
digestivel (9,50 e 11,50 g kg'l). No entanto, peixes que receberam a dieta suplementada
com 13,50 g kg'! de histidina apresentaram menor expressio dos niveis de mRNA de
miogenina, ocorrendo 0 mesmo para peixes que receberam os menores niveis de
histidina digestivel (3,50 e 5,50 g kg!). Pode-se inferir que a histidina pode modificar a
expressao dos genes MyoD e miogenina. O processo de proliferacio dos mioblastos e a
hiperplasia celular nos peixes podem ser induzidos pela maior expressdo do gene
MyoD, enquanto a expressio da miogenina esti relacionada com os processos de
diferenciacdo dos mioblastos e hipertrofia das fibras musculares (Johansen e Overturf,
2005). Esses resultados corroboram a analise morfométrica, onde o crescimento
muscular dos peixes ocorreu tanto por hiperplasia como hipertrofia entre os tratamentos.

Assim como demonstrado na presente pesquisa, outros pesquisadores relataram
que alteracdes dos nutrientes na dieta podem induzir a modificacdes na expressdao de
alguns fatores miogénicos na musculatura branca dos peixes. Nesse sentido, Campos et
al. (2010) avaliaram a inclusdo de lipideos na dieta para linguados (Solea senegalensis
Kaup) e observaram que os peixes que receberam o maior nivel de dcidos graxos nas
dietas apresentaram a menor expressao génica dos MRFs como a MyoD, MRF4 e
miogenina, quando comparados aos que receberam o menor percentual de lipideos.

A miostatina € reconhecida por inibir a expressdao dos fatores de transcricao
miogéncia (MyoD e miogenina), atuando de forma negativa no crescimento muscular
(Lopes, 2010). No presente estudo, a expressdo dos niveis de mRNA da miostatina foi
maior nos peixes que receberam a dieta contendo os menores niveis de histidina
digestivel (3,50; 5,50; 7,50 e 9,50 g kg'!), enquanto que os peixes que receberam as
dietas com a maior inclusdo de histidina digestivel (11,50 e 13,50 g kg'!) apresentaram
menor expressdo dos niveis de mRNA da miostatina. Provavelmente, os niveis de
histidina suplementados nas dietas inibiram a expressdo da miostatina. Pela anédlise
morfométrica, pode-se inferir que a miostatina nio inibiu a expressdo da miogenina e

MyoD, pois em todos os tratamentos o crescimento ocorreu por hipertrofia e
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hiperplasia. Os relatos sobre o comportamento da miostatina no crescimento muscular
dos peixes ainda ndo foram totalmente esclarecidos, apresentando resultados
contraditérios na literatura. Em estudos realizados com truta, Seiliez et al. (2012),
observaram que a miostatina ndo inibiu a expressdo da miogenina e MyoD. Por outro
lado, Xu et al. (2003) relataram que a miostatina exerceu fun¢@o inibitéria sobre o
crescimento muscular hiperplasico do zebrafish (Danio rerio).

A criacdo de tilapias tem se intensificado cada vez mais nos ultimos anos em
nosso pais. Atrelado a esse crescimento, surgem problemas que estdo relacionados com
o estado de higidez dos animais, sendo que esses se tornam cada vez mais frequentes.
Dessa forma, se faz necessario o controle do estado de saide dos peixes que s@o criados
em ambiente confinado.

Diante desse cenério, a hematologia desempenha um importante papel, atuando
como ferramenta rapida e eficaz na avaliacdo das condi¢des de defesa orginica dos
animais, expostos aos desafios durante a criacdo (Ranzani-Paiva et al., 2013). As
informacdes sobre a influéncia da histidina sobre os parametros hematologicos da
tilipia do Nilo, ainda sdo escassas na literatura. No presente estudo, os niveis de
histidina testados ndo afetaram na eritropoiese dos peixes, € os valores mantiveram-se
dentro do intervalo de referéncia estabelecido para a espécie (Hrubec e Smith, 2010;
Hrubec, 2000), e ao obtido para tilapias higidas em condi¢des experimentais (Aradjo et
al., 2011; Jer6bnimo et al., 2011). No entanto, os valores considerados padrdo para os
parametros hematoldgicos em peixes ndo foram totalmente padronizados. Muitos dados
discrepantes sdo encontrados na literatura, devido ao fato de intimeros fatores
influenciarem significativamente as respostas hematoldgicas dos peixes, incluindo a
idade, sexo, peso, condi¢cOes ambientais manejo, método de colheita, anticoagulantes
utilizados e a execugao das analises.

A proteina hemoglobina é rica em histidina (Sebrell e McDaniel, 1952; NRC,
2011). Dessa forma, a exigéncia para uma melhor eritropoise € geralmente maior
quando comparada com a estimada para o crescimento, como demonstrado por Khan e
Abidi (2014) ao testarem niveis de histidina para H. fossilis. Esses autores observaram
que a exigéncia de histidina encontrada para a taxa de hemoglina e para o percentual de
hematdcrito foi 4% maior do que a estimada para o maximo ganho em peso.

Os indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM) sdo utilizados na
determinacdo e classificacdo dos quadros anémicos (Ranzani-Paiva et al., 2013). Além

disso, podem ser utilizados para avaliacio de um quadro de estresse. No presente
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estudo, os valores obtidos para os indices hematimétricos nao foram alterados pelo
conteddo de histidina da dieta. Tais varidveis estdo dentro da amplitude de variagdo e
sdo considerados normais para peixes teledsteos (Tavares Dias e Moraes, 2004).

O perfil bioquimico do plasma e soro sanguineo fornecem informacdes
importantes em relacao as condicdes nutricionais, estado metabdlico, clinico e produtivo
dos animais (Gonzalez e Silva, 2006). Deste modo, os parametros bioquimicos podem
ser utilizados para avaliar a condi¢do de saude dos animais. As varidveis bioquimicas
das tilapias alimentadas com niveis crescentes de histidina na dieta ndo diferiram nos
peixes que receberam dietas com niveis crescentes de histidina. A concentracdo de
triglicerideos observada nesse estudo variou de 210,66 a 275 mg dL!, enquanto que o
colesterol total apresentou oscilacdo de 162,11 a 200,44 mg dL!, sendo esses valores
considerados normais para a tildpia do Nilo (Hrubec et al., 2000). Os triglicerideos sao
utilizados no organismo principalmente como fonte de energia para realizacdo dos
distintos processos metabolicos. Contudo, alguns lipideos, como o colesterol total,
fosfolipideos e uma pequena parcela dos triglicerideos, sdo empregados na formacdo da
membrana de todas as células e na realizacdo de inimeras funcdes celulares, que sdao
vitais para o organismo animal (Guyton e Hall, 2011). A quantidade de gordura nas
dietas pode alterar os niveis de triglicerideos e colesterol total no sangue, podendo
causar um incremento desses parametros na corrente sanguinea. As racdes do presente
experimento foram formuladas de forma a serem isoenergéticas e apresentarem O
mesmo teor lipidico em todas as formulagdes. Portanto, essa condicdo pode ter
influenciado os resultados obtidos para essas variaveis.

A glicose plasmatica pode ser empregada como um indicador de distirbio
fisiolégico nos animais, pois é uma das principais fontes de energia utilizada pelos
peixes em situacOes consideradas desfavoriveis durante o cultivo (Morgan e Iwama,
1997). No presente estudo, os valores médios de glicose mantiveram-se dentro da faixa
considerada normal para a espécie em estudo (Hrubec, 2000).

A concentracdo de proteinas plasmaticas totais neste estudo variou de 3,89 a
4,38 g dL -!, sendo que esses valores estio dentro da amplitude de variacdo para tildpias
saudaveis. De acordo com Chen et al. (2003) e Mauel et al. (2007), as médias de
protefnas plasmaticas totais oscilam de 3,0 a 7,7 g dL-!. Esse parimetro sanguineo
reflete o estado nutricional, balanco hormonal, hidrico e as condi¢des de saidde dos
animais. Os principais constituintes das proteinas plasmaticas incluem a albumina,

globulina e o fibrinogénio. Essas, por sua vez, desempenham indmeros fungdes no
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organismo animal, como transporte de nutrientes, hormonios e produtos de excregao,
manutencdo da pressdo osmotica e viscosidade do sangue, regulagdo do pH e ainda
participam da coagulacdo sanguinea. A redugdo das proteinas totais no plasma pode
estar relacionada a falhas hepaticas, transtornos renais e intestinais e ainda deficiéncia
na nutricio (Gonzélez e Silva, 2006). Assim sendo, pode-se sugerir que 0s peixes
permaneceram em condi¢des experimentais € manejo apropriado.

Os leucotcitos ou glébulos brancos sdo considerados unidades moéveis de
protecdo do sistema de defesa do organismo animal; utilizam as vias sanguineas para
realizar o monitoramento de possiveis agentes agressores (Guyton e Hall, 2011;
Tavares-Dias e Moraes, 2003). Nos peixes, os leucdcitos incluem os linfécitos,
neutrdfilos, mondcitos, eosindfilos, basoéfilos e a célula granulocitica especial. Os
trombdcitos sdo células andlogas aos mamiferos e desempenham importante papel na
coagulacdo sanguinea e nos processos inflamatorios no organismo dos animais (Tavares
e Moraes, 2004). No presente estudo, a contagem de células da série branca do sangue
dos juvenis de tilapias do Nilo e os trombdcitos totais ndo foram influenciadas (P>0,05)
pelos diferentes niveis de histidina avaliados. Os valores médios dos leucdcitos totais
oscilaram entre 46864 a 58306 pL! e os trombdcitos totais variaram entre 27256 a
43264 pL!'. Esses valores estdo dentro da faixa considerada normal para tildpias
saudaveis (Hrubec et al. 2000).

Foi observado que a suplementacdo de histidina influenciou o ganho em peso, a
conversdo alimentar, taxa de eficiéncia proteica, expressao dos genes relacionados ao
crescimento muscular (MyoD, miogenina e miostatina). A partir do ajuste dos dados ao
modelo de regressdo polinomial de segunda ordem, a exigéncia de histidina digestivel
para o maximo ganho em peso foi estimada em 10,5 g kg'! correspondente a 3,7 % da
proteina. Os resultados obtidos nessa pesquisa podem ser utilizados nas formulagdes de

dietas comerciais para a tildpia do Nilo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A piscicultura é uma das atividades agropecudrias em expansdo no territdrio
nacional. A tilapia do Nilo inclui a espécie exética mais cultivada no Brasil. Esse
crescimento exige o uso de dietas balanceadas, pois apenas a alimentagdo natural ndo é
o suficiente para garantir uma boa nutricio dos peixes. Assim, se faz necessaria a
determinac¢do das exigéncias nutricionais para elaboracdo de dietas adequadas para cada
espécie em foco, e para cada fase de desenvolvimento.

Nas condi¢des em que o experimento foi realizado, a suplementacio da histidina
na forma sintética demonstrou ser importante na dieta dos peixes, pois em condicdes
adequadas resultou em um bom desempenho produtivo dos animais, aumento no
processo hipertrofico dos peixes e maior expressdo dos genes MyoD, miogenina e
miostatina, bem como manteve uma adequada homeostase dos peixes.

A suplementacdo de histidina para fase de alevinos de til4pia do Nilo foi estimada
em 8,1 g kg'! para 0 méximo ganho em peso. Para fase de juvenis de tildpia do Nilo, a
sumplementacdo de histidina estimada foi em 10,5 g kg! para 0 maximo ganho em

peso.



