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SUPLEMENTACAO DE GLUTAMINA PARA TILAPIAS DO NILO
(Oreochromis niloticus) ALIMENTADAS COM RACOES COM
SUBSTITUICAO DE MILHO POR FARELO DE ALGAROBA (Prosopis
juliflora)

RESUMO: O crescimento do setor aquicola estimula pesquisas na utilizacdo de
alimentos alternativos, como o farelo de algaroba (Prosopis juliflora), que vezes
possuem a presenca de fatores antinutricionais (FAN) que prejudicam o desempenho
zootécnico e o trato gastrointestinal. A glutamina é notdria por apresentar a capacidade
de estimular o crescimento e restauracdo do trato. Desta forma, objetivou-se com este
trabalho, avaliar se a glutamina é capaz de neutralizar os efeitos indesejaveis dos FANS.
Foram utilizadas 264 tilapias do Nilo (Oreochrimis niloticus) com peso inicial de 37,85
+ 3,75 g, divididas em 12 tanques de 100 | de capacidade. As dietas experimentais
foram compostas de: DC - dieta controle, DA - dieta com substitui¢do de 30% do milho
por farelo de algaroba, e DAG - dieta com substituicdo de 30% do milho por farelo de
algaroba e adicdo de 1,2% de glutamina. Foram avaliados os parametros de desempenho
zootécnico, parametros bioquimicos sanguineos, de atividade enzimatica, composicao
centesimal da carcaca, e analise histomorfométrica. Em relacdo aos parametros de
desempenho zootécnico, foi observado que com a suplementagdo da glutamina os
peixes da dieta DAG foram capazes de obter um desempenho semelhante
estatisticamente aos peixes da dieta controle. Quanto a composicdo da carcaca, pode-se
observar que a algaroba foi responsavel por aumentar os niveis de umidade, proteina
bruta e matéria mineral, ja o extrato etéreo foi menor nas dietas com presenca de
algaroba. Os dados enzimaticos e hematoldgicos e bioguimicos sanguineos mostraram
que a algaroba diminuiu a atividade da AST, aumentou a concentracdo de glicose no
sangue, enquanto a glutamina diminuiu a atividade da sacarase e a concentracdo de
HDL no sangue. A analise histomorfométrica mostrou que a glutamina foi responsavel
por aumentar tanto a altura da vilosidade quanto a espessura do epitélio no apice da
vilosidade, mesmo com a substituicdo do milho pela algaroba. Desta forma, a glutamina
influenciou positivamente, no desempenho dos animais, em funcdo da melhora no trato
gastrointestinal através do aumento da altura das vilosidades, além de que a glutamina é
um aminodcido importante na sintese proteica, na proliferacdo dos enterdcitos e esta
intimamente ligada ao metabolismo energético, através da conversdo de glutamina em
glutamato. Conclui-se que a suplementacdo de 1,2% de glutamina foi capaz de
neutralizar os efeitos indesejaveis dos FANSs presentes no farelo de algaroba.

Palavras Chave: nutricdo de peixes, alimentos alternativos, aminoacidos
condicionalmente essenciais, histologia



GLUTAMINE SUPPLEMENTATION FOR NILE TILAPIA (Oreochromis
niloticus) FED RATION WITH SUBSTITUITION OF CORN BY MESQUITE
MEAL (Prosopis juliflora)

ABSTRACT: The growth in the aquaculture sector stimulates research in the utilization
of alternative feed, as mesquite (Prosopis juliflora) meal, which in many occasions have
the presence of anitnutritional factors (ANF) that jeopardize the performance and the
gastrointestinal tract. Glutamine is notorious for presenting the capacity to stimulate the
growth and to restore the tract. Thus, the aim of this study was to evaluate if glutamine
is capable of neutralize the undesired effects of ANF. It was utilized 264 Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) with initial weight of 37,85 + 3,75 g, divided in 12 tanks with
100 L capacity. The experimental diets were composed of: CD — control diet, MD — diet
with the substitution of 30% of corn by mesquite meal, and MGD - diet with the
substitution of 30% of corn by mesquite meal and addition of 1.2% of glutamine. It was
evaluated the zootechnical performance, hematological and biochemical blood
parameters, enzymatic activity, centesimal composition of carcass, and
histomorphometric analysis. For zootechnical performance parameters, it was observed
that the supplementation of glutamine the fish of diet MGD was capable of obtaining a
statistically similar performance as the fish from the CD. Regarding the carcass
composition, it could be observed that mesquite was responsible for increasing the
humidity, crude protein, and mineral matter levels, for ethereal extract it was lower in
the diets with the presence of mesquite. Enzymatic, hematological and biochemical
blood data showed that mesquite decreased the activity of AST, increased the blood
glucose concentration, while glutamine decreased the activity of sucrose and the HDL
concentration in the blood. Histomorphometric analysis showed that glutamine was
responsible for increasing both villus height and apex epithelium thickness, even with
the substitution of corn by mesquite. In this manner, glutamine influenced positively the
performance of the animals, because of the improvement in the gastrointestinal tract by
means of the villus height increase, besides glutamine is an amino acid important in
proteic synthesis, enterocytes proliferation, and it is intimately related to the energetic
metabolism, through the conversion of glutamine to glutamate. It can be concluded that
the supplementation of 1.2% of glutamine was capable of neutralize the undesirable
effects of ANF present in the mesquite meal.

Keywords: fish Nutrition, alternative feed, conditionally essential amino acids,
histology
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1. INTRODUCAO

O aumento no setor aquicola nos Gltimos anos tem impulsionado pesquisas, que
visam o aperfeicoamento da utilizacdo de alimentos alternativos na nutricdo de peixes,
sobretudo a tilapia. E importante levar em consideragio diversos fatores na escolha de
um alimento alternativo, como por exemplo, sua similaridade nutricional aos alimentos
tradicionais. Neste sentido, a algaroba apresenta-se como uma boa alternativa ao milho,
pois apresenta valores semelhantes quando se trata de energia e proteina (Pezzato et al.,
2004; Rostagno et al., 2017). Entretanto, alimentos de origem vegetal apresentam
fatores antinutricionais (FANs), que se complexam com 0s nutrientes presentes nos
alimentos, como proteinas, vitaminas e minerais, os deixando indisponiveis para

absorcéo no intestino.

Alem de impactos negativos a nutricdo, os FANs também provocam efeitos
deletérios para o trato gastrointestinal, causando anomalias as vilosidades intestinais. As
principais mudancgas causadas pelos FANSs sdo a diminuigéo das vilosidades e atrofia da
mucosa, 0 que reflete em menor absorcdo e maior permeabilidade a patdgenos através
da mucosa epitelial. Sendo assim, faz-se necessario utilizar algum componente que
possa combater os efeitos indesejados causados pelos FANSs, sendo a glutamina uma das

alternativas que podem ser verificadas quanto a sua eficacia em reverter este processo.

A glutamina € um aminoacido condicionalmente essencial, utilizado em diversas
situacOes pelo organismo animal, seja no metabolismo energético, sintese proteica ou na
reversdo de prejuizos ao trato gastrointestinal (Schroder et al., 1995). Desta forma, é
necessario verificar se a glutamina € capaz de recuperar e neutralizar os efeitos delirios
provocados pelos FANs presentes na algaroba, sobretudo no que diz respeito a

arquitetura intestinal.

O objetivo desta pesquisa foi verificar a capacidade da glutamina em reverter o
quadro de danos as vilosidades intestinais, além de verificar os parametros de
desempenho, atividade das enzimas digestivas, parametros hematoldgicos e de
composicdo da carcaca de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com
farelo de algaroba em substituicdo ao milho e com suplementacdo de glutamina na

ragao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Integridade intestinal

O papel do intestino é fundamental na digestdo e absorgdo dos nutrientes
(Trushenski, 2015), e a manutencdo da integridade e funcbes do trato gastrointestinal
refletem no crescimento (Pohlenz et al., 2012) e satde dos animais, uma vez que o trato
funciona como uma barreira fisica contra patdgenos (Salinas e Parra, 2015). Além disso,
0 bom funcionamento do sistema gastrointestinal é fundamental para a homeostase
nutricional dos animais, a manutencdo do sistema imune e sintese de diversos fatores

importantes como enzimas e imunoglobulinas (Trushenski, 2015).

Os peixes possuem incontaveis projecdes no trato gastrointestinal conhecidas
como vilosidades (Genten et al., 2009), que sdo as principais estruturas responsaveis
pela absor¢do dos nutrientes (Kuperman e Kuz'mina, 1994; Honorato et al., 2011). De
acordo com D'mello (2006), uma vilosidade morfologicamente normal deve ser delgada
e longa, engquanto vilosidades que apresentam anomalias fazem com que a morfologia
desta estrutura se tornar curtas e mais largas, com desorganizacdo da arquitetura dos
enterdcitos. Além disto, as vilosidades apresentam em sua estrutura células calciformes,
responsaveis por secretarem muco, que age protegendo a mucosa intestinal, impedindo
a ligacdo de possiveis antigenos presentes nos alimentos a mucosa epitelial (D'mello,
2006), sendo que a diminuicdo de células calciformes presentes nas vilosidades esta
intimamente ligada a diminuicdo da imunidade dos animais (Wang, F. et al., 2018).
Desta forma, a altura das vilosidades é um dos parametros que pode ser utilizado para
avaliar a absorcao e utilizacdo dos nutrientes (Qiyou et al., 2011), uma vez que quanto

maior estas estruturas forem maiores sera a superficie de contato para absorcéo.

Assim, é de fundamental importancia que na formulacdo das racdes sejam
utilizados ingredientes que promovam a saude do trato gastrointestinal dos animais,
desta forma, mantendo um bom funcionamento do trato, e refletindo em uma absorcao

mais eficaz de nutrientes.

2.2. Algaroba
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Dentre as fontes alternativas de origem vegetal que podem ser utilizadas na
formulacéo de deitas, as leguminosas, principalmente suas sementes, podem representar
uma Otima alternativa para alimentacdo de peixes, uma vez que sao ricas em proteinas,
lipidios e carboidratos (Bhatt et al., 2011). A algaroba (Prosopis juliflora) é uma
leguminosa de origem africana que se desenvolve bem em regides aridas e semiaridas
do planeta (Mahgoub et al., 2005). No Brasil, a algaroba é amplamente utilizada na
regido Nordeste do Brasil para a alimentagcdo animal (Stein et al., 2005), sobretudo para
ruminantes. A algaroba também apresenta produtividade grande mesmo em épocas de
seca, devido a boa adaptacdo a escassez de chuva (Silva et al., 2007), e ao fato de que
sua estacdo de maior producdo coincide com a estacdo de menor produgdo de outros
alimentos comumente utilizados na alimentagdo animal (De Souza et al., 2018),
tornando uma Otima alternativa a alimentacdo animal em épocas que os alimentos

comumente utilizados estdo escassos.

Na formulacdo de ragdes, a algaroba pode ser utilizada na forma de farelo,
através de secagem e moagem das vagens. Segundo Pezzato et al. (2004) o farelo de
algaroba pode ser considerado um alimento energético, apresentando composicao
quimica semelhante ao milho, com 8,79% de proteina bruta e 4.501 Kcal/kg de energia
bruta, em comparacdo com os valores de 8,26% para proteina bruta e 4.216 Kcal/kg
para energia bruta encontrados no milho (Rostagno et al., 2017), além do perfil de
aminoacidos semelhante, sendo assim uma boa alternativa a utilizagdo do milho.
Segundo De Souza et al. (2018) a algaroba pode ser utilizada na alimentacéo de tilapias,
substituindo o milho, entretanto, sua utilizacdo esta limitada a uma substituicdo de no
méaximo 20%, sem causar maiores danos ao desempenho dos animais, porém além desta

proporcao, hd uma queda no desempenho dos animais.

2.3. Fatores antinutricionais

Alimentos de origem vegetal, de forma geral contem componentes naturais que
dificultam sua absor¢do (Trushenski, 2015). Desta forma, a utilizacdo da algaroba na
alimentacdo animal encontra uma limitacdo nos fatores antinutricionais (FANS)
presentes nesta leguminosa, que diminuem o crescimento e podem provocar danos a
salde dos animais. Fatores antinutricionais sdo moléculas capazes de se ligar a

nutrientes presentes nos alimentos, de forma a torna-los indisponiveis a absorcdo pelos
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organismos. Os FANs sdo produtos do metabolismo das plantas podem ser classificados
de acordo com sua composi¢cdo quimica ou levando em consideragdo suas propriedades
fisicas (D'mello, 2006).

Os FANs sdo propensos a exercer efeitos deletérios sobre utilizacdo de
nutrientes pelos peixes (Glencross et al., 2007), prejudicando assim o desenvolvimento
e desempenho dos animais. De acordo com Krogdahl et al. (2010), os fatores
antinutricionais encontrados nos alimentos de origem vegetal sdo capazes de afetar os
peixes de diversas formas, diminuindo a utilizagcdo dos nutrientes para o crescimento,
alterando o balango de nutrientes e inibindo o crescimento, podendo provocar também
danos ao figado, hipertrofia pancreética, hipoglicemia, bécio, disfuncBes intestinais,
alteracdo e diminuigdo da mucosa intestinal. De acordo com D'mello (2006), os FANs
também podem causar grande impacto sobre func¢des digestivas, podendo agir de forma
direta, diminuindo o consumo dos animais e alterando o suprimento de nutrientes; de
forma indireta, provocando dano aos 6rgaos, como figado, rins e 0 sistema nervoso,
pode provocar também alteracdes nas funcdes enddcrinas e prejudicar o sistema imune;

ou de forma conjunta, englobando tanto os impactos diretos e indiretos.

De acordo com os dados obtidos por Bhatt et al. (2011) os principais fatores
antinutricionais encontrados na algaroba séo o tanino (0,83%), os inibidores de tripsina
(6,03%) e o acido fitico (0,34%).

Os taninos sdo derivados fendlicos de flavonas, ocorrendo como glicosideos em
estado natural, estando presente na maioria das plantas (Mandal e Ghosh, 2010), e sdo
compostos de alto peso molecular (D'mello, 2006). Os taninos podem ocorrer em duas
formas, hidrolisavel e condensada, sendo a condensada a mais predominante em gréos e
legumes, e ocorrendo principalmente em sementes e cascas de cereais (Reddy e Pierson,
1994). Os taninos sdo solluveis em solucBes polares e possuem a capacidade de
precipitar as proteinas, formando um complexo com fortes liga¢bes cruzadas com as
proteinas (Silanikove et al., 2001), tornado este nutriente indisponivel para absorcao.
Desta forma, os taninos podem ser responsaveis pela diminuicdo da eficiéncia
alimentar, crescimento e absorcdo de ferro, além de causar danos a mucosa
gastrointestinal e aumentar a excrecdo de proteinas e aminoacidos essenciais (Reddy e
Pierson, 1994).
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Inibidores de tripsina fazem parte dos inibidores de proteinases, que inibem
enzimas importantes no processo digestivo dos animais. Os inibidores de proteinases
formam complexos estequiométricos com enzimas especificas, inibindo sua capacidade
de ser absorvidas no trato gastrointestinal (Krogdahl et al., 2010). A presenca de
inibidores de tripsina pode causar inibicdo de crescimento, hipertrofia pancredtica,
secrecdo excessiva de enzimas pancreaticas e disturbios metabolicos na utilizagdo de
aminoécidos sulfurados (Reddy e Pierson, 1994). Além disso, inibidores de tripsina,
podem causar interferéncia na digestdo de proteinas, as deixando mais propicias a
excrecdo sem serem absorvidas (Nikmaram et al., 2017).

O 4cido fitico, ou fitato, presente na algaroba, também assume caracteristicas
antinutricionais. Esta intimamente ligado ao fosforo, podendo representar até 85% do
fosforo presente em gréos, legumes e alguns tubérculos (Reddy e Pierson, 1994).
Segundo Bhatt et al. (2011), o acido fitico reduz a biodisponibilidade de minerais e
proteinas, reduzindo também a digestibilidade aparente das proteinas e a atividade da
tripsina (Robaina et al., 1995), ao formar quelatos com tais nutrientes (Raes et al.,
2014). Os peixes ndo secretam fitase, enzima fosfatase que € responsavel por remover o
grupo fosfato do fitato e ajudar na quebra da molécula, desta forma os peixes ndo séo
capazes de digerir e impedir que este fator antinutricional se complexe com proteinas,
lipidios, amido e cétions, tornando a maioria destes nutrientes indigestivel para 0s
peixes (Gongalves et al., 2005), e reduzindo assim o crescimento dos animais (Spinelli
et al., 1983).

2.4. Glutamina

Os aminoéacidos (AAs) sdo comumente classificados em essenciais e nao
essenciais. Entretanto, ha outras duas classificacdes para os AAs, sendo classificados
em AAs condicionalmente essenciais € AAs funcionais. A primeira classificacdo diz
respeito aos aminoacidos que podem ser sintetizados pelo organismo, mas que é
necessaria sua suplementacdo em situacdes nas quais a demanda destes aminoacidos é
maior que sua sintese (Wu et al., 2009). Ja a segunda classificacdo, diz respeito aos
aminodacidos que além de servirem na sintese proteica, também sdo importantes para o
crescimento, imunidade dos organismos (Wu et al., 2009; Wu, 2010; Pereira et al.,

2017) e participam em rotas metabdlicas, como a via glicolitica no qual a glutamina
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participa através de enzimas como glicoquinase, piruvato quinase, frutose 1,6-bifosfato,
entre outras enzimas (Caballero-Solares et al., 2015).

Dentre os amino&cidos funcionais/condicionalmente esséncias, um que se
destaca é a glutamina, podendo ser encontrada em abundancia no plasma sanguineo
(Wu et al., 1995), e no espaco intracelular, funcionando na sintese de aminoacidos,
proteinas, nucleotideos, entre outras moléculas bioldgicas importantes (Smith, 1990;
Silva et al., 2010). A glutamina é virtualmente sintetizada em todos os tecidos do corpo,
podendo ser sintetizada a partir de amonia e glutamato, catalisada pela a¢cdo da enzima
glutamina sintetase (Souba et al., 1985). Além disso, a glutamina é um aminoacido com
alta capacidade energética, devido a sua capacidade de poder ser convertida em
glutamato, que posteriormente pode ser convertido em a-cetoglutarato, um dos produtos

do ciclo do &cido citrico (Xiao et al., 2016).

A suplementacdo melhora as caracteristicas produtivas dos peixes, como ganho
de peso, atraves do aumento da sintese de aminoacidos e deposicao de proteina corporal
(Silva et al., 2010), além de melhorar a taxa de eficiéncia alimentar (Yan e Qiu-Zhou,
2006), retencdo de proteina (Caballero-Solares et al., 2015) e eficiéncia proteica, com
inclusdo variando de 1% a 2% (Pereira et al., 2017). Uma dessa melhora no
desempenho é devido a glutamina promover deposicao de proteina através do aumento
de sintese de aminoacidos ndo essenciais (Silva et al., 2010). Desta forma, a inclusdo de

glutamina as dietas de peixe aumenta o desempenho produtivo (Pereira et al., 2017).

Além de exercer funcdo no crescimento, a suplementacdo da glutamina promove
aumento dos enterdcitos (Pohlenz et al., 2012) e aumento das vilosidades intestinais
(Silva et al., 2010), o que resulta em maior absorcdo. De acordo com Schrdder et al.
(1995) a glutamina tem a capacidade de restaurar a arquitetura das vilosidades e reverter
atrofia da mucosa, diminuindo a permeabilidade da mucosa, assim aumentando a sadude

dos animais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condigdes experimentais e animais utilizados

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo e Comportamento
Alimentar de Peixes (AQUA-UFRB) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia,
localizado na cidade de Cruz das Almas — BA, no periodo de janeiro a marco de 2018.
O modelo experimental utilizado foi a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), obtida na
piscicultura Lago Dourado, localizada no municipio de Cabaceiras do Paraguagl. Antes
do comeco do periodo experimental, os animais foram acondicionados em um tanque
com capacidade de 3000 | por duas semanas com fornecimento da dieta comercial antes
de serem alocados no sistema experimental. Foram acondicionadas 264 tilapias do Nilo
com peso inicial de 37,85 * 3,75 g em 12 tanques de polietileno com capacidade de 100
| de agua e com uma densidade de 22 peixes por tanque, em um sistema com filtro
bioldgico e recirculagdo de agua continua. Os peixes foram alimentados 3 vezes ao dia,
as 09:00, 13:00 e 17:00. Os parametros de dgua foram mensurados 1 hora antes de cada
alimentacdo, com meédias para temperatura de 29,6 + 2,03 °C, pH de 6,67 £ 0,28,
oxigénio dissolvido de 5,77 + 0,46 mg/L-' e para mensuracdo da concentracdo de
amonia toxica foi utilizado semanalmente o teste colorimétrico LabconTest®, obtendo

concentracdo abaixo de 0,002 + 0,001 ppm de amdnia.

3.2. Dietas experimentais

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), composto de trés
tratamentos e quatro repeticGes. Cada tratamento representou uma das trés dietas
experimentais (Tabela 1), que foram formuladas para serem isoenergéticas, isofibrosas e
isoprotéicas, com 3050 Kcal/kg™® de energia digestivel. Os tratamentos foram
compostos de dieta controle (DC); dieta com a substituicdo do milho e do trigo pelo
Farelo de Algaroba (DA); e dieta com a substituicdo do milho e trigo pelo FA e
suplementacdo de glutamina na proporcdo de 1,2% da dieta (DAG). Para manter as
dietas isoproteicas foi adicionada Alanina nas demais dietas sem glutamina, e para

manter isofibrosa foi adicionado celulose a racéo controle.



Tabela 1 — Formulacéo das racfes experimentais utilizadas.

Ingredientes DC DA DAG
Farelo de soja 45% 20,00 20,00 20,00
Farinha de visceras de aves 10,00 10,00 10,00
Glaten de milho 60% 9,00 9,00 9,00
Farelo de trigo 28,15 22,19 22,19
Milho moido 24,85 4,13 4,13
Farelo de algaroba 0,00 30,00 30,00
Celulose 3,24 0,00 0,00
L-alanina 1,20 1,20 0,00
L-glutamina 0,00 0,00 1,20
L-lisina 0,43 0,47 0,47
DL-metionina 0,08 0,10 0,10
L-treonina 0,21 0,27 0,27
L-triptofano 0,04 0,04 0,04
Oleo de soja 1,19 0,98 0,98
Fosfato bicélcico 0,80 0,80 0,80
Premix vitaminico e mineral 0,50 0,50 0,50
Vitamina C 0,20 0,20 0,20
Antifangico 0,10 0,10 0,10
BHT 0,02 0,02 0,02
TOTAL 100,00 100,00 100,00
Composicéao centesimal calculada das racées

Energia Digestivel 3.050 3.050 3.050
Proteina Digestivel 27,00 27,00 27,00
Fibra Bruta 6,73 7,00 7,00
Extrato Etéreo 5,00 4,02 4,02
Fosforo Disponivel 0,56 0,54 0,54
Lisina Digestivel 1,55 1,53 1,53
Metionina Digestivel 0,54 0,52 0,52
Tronina Digestivel 1,20 1,18 1,18

Triptofano Digestivel 0,33 0,30 0,30
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3.3. Desempenho Zootécnico

Os parametros de desempenho zootécnicos avaliados foram obtidos a partir dos
dados coletados durante o periodo experimental, através de biometrias periddicas e dos

seguintes célculos:
Ganho de peso (g) = peso inicial — peso final

Ganho em biomassa (g) = biomassa inicial — biomassa final

3[Peso final — VYPeso inicial)

Coeficiente térmico de crescimento = l( ] x 1000

(Temperatura média x Dias)

Total de ragao consumida por tratamento

Consumo (g) = -
Numero de parcelas por tratamento

Racdo consumida

Converséo alimentar aparente =
Ganho de peso

Peso do fl'gado) x 100

indice hepatossomatico (%) = (
Peso corporal

Peso da gordura visceral

indice gorduroviscerossomatico (%) = ( ) x 100

Peso corporal

ganho de peso

Taxa de eficiéncia proteica (%) = - -
proteina consmida

Taxa de retengdo proteica (%) = [(Pf x PBCf) — (Pi x PBCi)] x 100

Onde, Pf = peso final; Pi = peso inicial; PBCf = proteina bruta da carcaca final,

PBCi = proteina bruta da carcaca inicial.

3.4. Analise histomorfométrica

No inicio do periodo experimental 10 animais foram anestesiados com eugenol
em concentracdo de 75 ppm (Vidal et al., 2008), eutanasiados por seccdo medular, e foi
coletada a porcdo anterior do intestino, e em seguida as amostras foram fixadas em
formol tamponado 10% (Carvalho et al., 2011) para posterior analise histoldgica. Ao
final do experimento foram eutanasiados 24 animais, dois por parcela (oito por
tratamento), e foi repetido o mesmo processo de coleta do intestino anterior e fixacdo

em formol.
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As amostras foram processadas de acordo com a metodologia de Genten et al.
(2009). Apos o processamento do tecido as amostras foram emblocadas em parafina
utilizando um Mddulo de inclusdo em parafina aquecida (Leica® EG1150 H), e
posteriormente resfriados em uma placa refrigeradora (Leica® EG1150 C). Os blocos
de parafina sélida com as amostras entdo foram cortados em uma expessura de 4 um
utilizando um micrétomo rotativo de parafina (Zeiss® Hyrax M 40). As amostras foram
dispostas em laminas individuais e levadas a estufa a uma temperatura de 58 °C para

que ocorresse a desparafinizagao.

Para 0 processo de coloracdo, as amostras passaram por um banho quente e um
banho frio de xilol, para remocdo da parafina remanescente da lamina e da amostra,
seguidas por banhos decrescentes de alcool, até o alcool 70%, para reidratacdo das
amostras. Apods lavagem em agua corrente, as ldaminas foram coradas com hematoxilina,
seguindo de lavagem em agua corrente e alcool absoluto, e posteriormente coradas com
eosina. Apds quatro banhos em alcool absoluto e dois banhos em xilol, as laminas
foram limpas e com a utilizacdo de meio de fixacdo (Entellan®), houve a colagem das

laminulas para preservacao das laminas.

A visualizacdo das laminas foi feita em microscopio bioldgico trinocular de Gtica
finita acromatica (Global Optics®), com as lentes objetivas de 40x para observacéo
minuciosa das vilosidades. Foi utilizada a metodologia adaptada de Carvalho et al.
(2011) para determinar a quantidade de observacdes das laminas. Para cada animal,
foram observadas 10 microvilosidades integras, mensurando a altura e largura média
das vilosidades. As fotos foram feitas com a camera acoplada ao microscopio, foram
tiradas fotos com o programa computacional ToupView, e através do aplicativo Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, MD), foi possivel mensurar a morfometria das
vilosidades intestinais (Imagem 2), com intuito de comparar o desenvolvimento das

mesmas em razao das diferentes ragdes.
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Imagem 1 — Vilosidades intestinais ao inicio do experimento.

3.5. Enzimas digestivas

Para as analises da atividade das enzimas digestivas, ao final do experimento foi
coletada a porgdo anterior do intestino para analise das enzimas amilase, protease e
sacarase, e também foi coletado o figado dos animais, para analise das enzimas Alanina
Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST). Para o0 processamento
dos tecidos, as amostras foram homogeneizadas sob refrigeracdo com tampéao (10 mM
fosfato/20 mM tris-pH 7,0), utilizando um homogeneizador tipo Potter (Marconi®),
seguindo o homogeneizado para as analises subsequentes. Foi obtido o valor da proteina
total das amostras através do kit de Proteinas totais (Labtest®), sequindo o protocolo

recomendado para o Kit.

Para AST e ALT, o homogeneizado do figado foi transferido para microtubos
(Eppendorf®) de 2 ml e centrifugado a 8.000 G por 10 minutos em centrifuga
(Eppendorf® 5430 R) refrigerada a 4°C. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi
coletado para procedimento de andlise conforme a marcha analitica dos Kits de
Transaminase (TGO K034 Bioclin®) (AST) e Transaminase (TGP K035 Bioclin®)
(ALT). Para a analise da amilase, o microtubo com o homogeneizado de intestino foi
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centrifugado sob refrigeracdo de 4° C a 6.000 RPM por 10 minutos, e o sobrenadante
foi coletado e seguiu-se o procedimento do kit de analise de Amilase (K003 Bioclin®).

A anélise da protease alcalina foi realizada de acordo com a metodologia de
Walter (1984), com a utilizacdo de uma solucdo de caseina 1% que serviu de substrato
para a reagdo. Para a mistura de incubagdo, 250-400 pl de azocaseina foi utilizada
juntamente com tampéo Tris/HCI 0.1 M (pH 8.0), seguido se incubacdo das amostras
por 30 minutos a 35°C. Apds incubagdo houve a interrup¢do da reagdo com adicao de 1
ml de &cido tricloroacético 15% (TCA 15%), seguido de centrifugacdo a 1.800 G por 10
minutos. Tirosina foi utilizada como padrdo e a atividade da enzima foi estabelecida
como a quantidade necessaria de enzima para catalisar o processo de formagao de 1 pg

de tirosina por minuto.

A anélise da sacarose, foi adicionado a um microtubo de 400 pul de tampéo
malato 0,1 M (malato de sddio 0,1 ml/L) com solucdo de sacarose 0,3 M (0,3 mol/L),
em seguida foi adicionado 100 pl do homogeneizado de intestino, € posteriormente
sendo incubado a 37 °C por 60 minutos. A reagdo foi interrompida com adi¢do de 200
ul de solucdo a 1,8% de Ba(OH);,, e depois neutralizada com 200 pl de solugdo a 2% de
ZnS0O,. Foi utilizado kit de glicose (Liquiform Labtest®) para finalizar a reacdo. A
atividade da enzima ¢ expressa em pmoles de glicose/minuto/mg de proteina da

amostra.

3.6. Andlises hematoldgicas e bioquimicas sanguineas

No final do periodo experimental, os peixes foram mantidos em decubito lateral
e contidos com a utilizacdo de tecido umido, o sangue foi coletado através de puncao
venocaudal, utilizando agulhas heparinizadas, e foi obtida uma aliquota de 1,5 ml de
sangue. Foi retirada uma quantidade de sangue para ser realizada a analise de volume
globular, através de centrifugacdo a 12.000 RPM por 5 minutos em centrifuga
microhematdécrito (SPIN 1000 Microspin®), e posteriormente foram mensurados 0s
valores do volume globular. A proteina total do sangue foi obtida com a utilizacdo de
um refratdmetro. As amostras restantes de sangue foram centrifugadas a 12.000 RPM

para obtengdo de soro para as demais analises hematoldgicas e bioquimicas sanguineas.
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As anélises de glicose, colesterol total, HDL e triglicérides foram obtidas por
Kits colorimétricos, sendo seguidas suas respectivas marchas analiticas e os valores
expressos em mg/dL. Para analise de glicose, foi utilizado o kit de Glicose Enzimatica
Liquida (Doles®), para colesterol total o kit de Colesterol Enzimatico Liquido
(Doles®), para triglicérides o kit de Triglicérides Enzimatico Liquido (Doles®), e para
HDL o kit Colesterol HDL (Doles®). Os valores de LDL foram obtidos subtracdo dos

valores de triglicérides pela soma dos valores de HDL e VLDL.

3.7. Analises de composicao da carcaca

Foram anestesiados e eutanasiados 10 animais no inicio do experimento, e ao
final do experimento foram anestesiados e eutanasiados 4 animais por repeticdo (cada
tanque foi considerado uma repeticdo), para constituir um pool de amostras para a

realizacdo da analise centesimal da carcaca.

Para a analise de matéria seca e matéria mineral, foi utilizada a metodologia da
AOAC (2005) com a pre-secagem de 2 g de amostra em estufa de circulacdo forcada de
ar a 55 °C, seguido de secagem definitiva em estufa a 105 °C por 16 horas. O valor de
matéria seca entdo foi calculado gravimetricamente. Para a matéria mineral, a amostra
foi queimada em Forno Mufla Microprocessado 3000-10P EDG® a 600 °C por 4 horas,

com a obtencdo do valor de matéria mineral por gravimetria.

A analise do conteudo de proteina bruta (PB) nas amostras foi obtido através do
método de Kjeldahl, seguindo protocolo adaptado do protocolo 955.04 de AOAC
(2005), em que uma aliquota de 0,2 g de amostra, 5 mL de acido sulfirico (H,SO,) 98%
e 1 g de mistura digestora (proporcao de 1:10 de CuSO,4 e Na,SO,4) foi digerida a 400
°C por 4 horas, para converter o nitrogénio da amostra em sulfato de ambnio
[(NH4)2S0,4]. A amostra digerida entdo foi destilada em um destilador de nitrogénio
TE-0363 Tecnal®, com a adicdo de solucdo de hidroxido de sodio (NaOH), este
processo libera a amdnia, que é incorporada por uma solucdo de acido bérico (H3BO3),
que € posteriormente titulado com &cido cloridrico (HCI) (AOAC, 2005). O resultado
do protocolo 955.04 entdo é submetido ao protocolo 954.01, multiplicando o valor de N

da amostra por 6,25 para obter o valor de proteina bruta.
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O percentual de extrato etéreo das amostras foi obtido através de adaptacdo do
protocolo 920.39 da AOAC (2005), com lavagem de 2 g de amostra, enrolada em
cartucho de papel filtro, em éter de petréleo a 100 °C por 2 horas, utilizando um
Determinador de gordura TE-044-8/50 Tecnal®. O valor de extrato etéreo foi obtido
pela diferenca de peso entre a amostra e 0 extrato etéreo remanescente no copo de vidro

borossilicato em que a amostra foi lavada com éter.

3.8. Andlise estatistica

Todos os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade. Foi
realizada uma analise variancia (ANOVA) a 5% de significancia (P < 0,05) para 0s
dados, e posteriormente foi realizado teste de Duncan para comparar as médias dos
tratamentos. A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando o software SAS

University Edition®.
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4. RESULTADOS

4.1. Desempenho zootécnico

Foi observada diferenca (P < 0,05) entre os tratamentos para as variaveis de
desempenho (Tabela 2). De forma geral os tratamentos DC e DA diferiram entre si e
foram semelhantes aos DAG.

Tabela 2 — Dados dos parametros de desempenho zootécnico de tilapias do Nilo

alimentadas com dietas experimentais.

Controle Algaroba Algaroba + EMP
Glutamina

PI (g) 37,88+ 0,08 37,84 +0,11 37,81+0,16 -
BI (g) 833,41+ 1,74 832,52 + 2,37 831,88 + 3,53 -
Cl (cm) 13,24 + 0,02 13,24 + 0,05 13,19 + 0,04 -
PF (g) 115,90 104,21° 113,61 5,97
BF (g) 2137,44° 1902,67° 2057,05% 113,82
CF (cm) 18,29 18,00 18,40 0,35
GP (g) 78,02° 66,28° 75,80%° 5,96
GB (g) 1304,03° 1070,15° 1225% 113,77
GPR (g) 156,49 128,55" 147,25 13,66
CTC 2,79° 2,40° 2,66%° 0,19
CR (g) 1675,37" 1799,09° 2091,85% 126,19
CAA 1,29° 1,68° 1,71° 0,09
TEP (%) 3,42 2,75 2,65 0,19
TRP (%) 42,06 31,46" 31,82° 8,11
IVS (%) 8,60 8,00 8,24 0,56
IHS (%) 2,42 1,89" 2,09% 0,23
IGVS (%) 1,53 0,90° 0,94° 0,31

Siglas: Pl — Peso Inicial; Bl — Biomassa Inicial; Cl — Comprimento Inicial; PF — Peso Final; Bl —
Biomassa Inicial; GP — Ganho de Peso; GB — Ganho em Biomassa; GPR — Ganho de Peso Relativo; CTC
— Coeficiente Térmico de crescimento; CR — Consumo de racdo; CAA — Conversdo Alimentar Aparente;
TEP — Taxa de Eficiéncia Proteica; TRP — Taxa de Retencdo Proteica; IVS — indice Viscerossomatico;
IHS — indice Hepatossomatico; IGVS — indice Gorduroviscerossomatico. EMP — Erro Médio Padrao.
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Para os parametros de retencdo proteica e taxa de eficiéncia proteica, houve
diferenca (P < 0,05), com os tratamentos DC e DA sendo diferentes entre si e
semelhantes ao DAG. Em relagdo ao consumo de ragéo, o tratamento DAG apresentou
0 0s maiores valores, e para a conversdao alimentar aparente, a DC apresentou 0s
menores valores. Quanto aos indices, para o hepatossoméatico DC e DA obtiveram
valores estatisticamente diferentes entre si e semelhantes em comparacdo a DAG. Ja

para o indice gorduroviscerossomatico o maior valor obtido foi no tratamento DC.

4.2. Histologia

Para os valores encontrados com a analise histomorfométrica do intestino das
tilapias (Tabela 3), em relacdo as vilosidades (Imagens 3, 4 e 5), houve diferenca
significativa (P < 0,05) apenas na altura da vilosidade, com os tratamentos DC e DA
sendo diferentes entre vi, e similares ao DAG.

Tabela 3 - Analise histomorfométrica das vilosidades do intestino anterior de tilapias do
Nilo alimentadas com dietas experimentais.

Controle Algaroba Algaroba + EMP

Glutamina
AV (um) 229,90 149,66° 184,63% 40,61
EVM (um) 85,08 76,52 79,34 7,77

Siglas: AV — Altura de Vilosidade; LVM — Largura da Vilosidade. EMP — Erro Médio Padrao.

Imagem 2 — Vilosidades de dois animais diferentes alimentados com a dieta controle.

a b
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Imagem 3 — Vilosidades de dois animais diferentes alimentados com a dieta com
substituicdo de milho por farelo de algaroba.

a b
100 pm 100 pm

Imagem 4 — Vilosidades de dois animais diferentes alimentados com a dieta com
substituicdo de milho por farelo de algaroba e adicéo de glutamina.

-
pm 100 pm

4.3. Composicao centesimal de carcaca (em base de matéria natural)

A analise de composicdo centesimal da carcaca dos peixes baseada na matéria
natural (Tabela 4) obteve diferenga estatistica significativa (P < 0,05) para todos 0s
parametros, exceto proteina bruta. Umidade, matéria seca e matéria mineral obtiveram
resultados similares, com DA e DAG diferindo estatisticamente da dieta controle. Ja

para o extrato etéreo (EE), a dieta controle apresentou os maiores valores.



30

Tabela 4 — Composicdo centesimal das tildpia do Nilo alimentadas com dietas

experimentais (em base de matéria natural).

Controle Algaroba Algaroba + EMP

Glutamina
MS (g kg™) 283,7° 267,1° 267,7° 0,90
UM (g kg™) 716,3" 732,9° 732,3° 0,90
PB (g kg™) 162,5 160,5 162,2 1,19
MM (g kg™ 43,9° 51,8 50,7 1,06
EE (g kg™ 63,8° 49,7° 52,7° 1,39

Siglas: MS — Matéria Seca; UM — Umidade; PB — Proteina Bruta; MM — Matéria Mineral; EE — Extrato
Etéreo. EMP — Erro Médio Padrao.

4.4. Dados hematologicos e bioquimicos

Nos resultados para os parametros do perfil hematoldgico e bioquimico (Tabela
5) houve apenas diferenca significativa (P < 0,05) nos niveis de glicose e HDL (High
Density Lipoprotein, Lipoproteina de Alta Densidade). Para glicose o tratamento DC e
DAG foram diferentes entre si e semelhantes a DA, e para 0 HDL o menor valor

encontrado foi no tratamento DAG.

Tabela 5 — Perfil hematologico e bioquimico de tilapias do Nilo alimentadas com dietas

experimentais

Controle Algaroba Algaroba + EMP
Glutamina

Glicose (mg dL™) 67,74 84,65 93,53 13,49
CT (mgdL™) 166,56 146,66 133,66 20,81
VG (%) 41,69 41,65 40,08 3,07
PT (gdL™) 7,14 6,97 7,54 0,51
Triglicérides (mg dL™) 127,03 125,31 105,20 18,70
HDL (mg dL™) 92,99 86,80° 76,87" 5,16
VLDL (mgdL™) 25,41 25,06 21,04 3,74
LDL (mg dL™) 57,15 55,65 35,75 23,66

CT - Colesterol total; VG — Volume Globular; PT — Proteina Total; HDL — Lipoproteina de Alta
Densidade; VLDL — Lipoproteina de Muito Baixa Densidade; LDL — Lipoproteina de Baixa Densidade.
EMP — Erro Médio Padréo.
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4.5. Atividade enzimatica hepética e intestinal

Para os dados das atividades enzimaticas, houve diferenca significativa (P <
0,05) apenas para AST e Sacarase, com 0 maior valor de AST sendo encontrado na
dieta controle, e ja para a sacarase os tratamentos DA e DAG diferiram entre si e foram

semelhantes a DC.

Tabela 6 — Atividade das enzimas hepaticas e digestivas de tilapias do Nilo alimentadas

com dietas experimentais

U/mg de Controle Algaroba Algaroba + EMP
proteina Glutamina

ALT 89,75 76,56 73,16 25,17
AST 62,05 46,60 43,82 29,81
Amilase 1,70 1,73 1,26 0,61
Protease 24,65 23,22 19,51 13,31
Sacarase 0,12 0,16 0,11° 0,05

ALT — Alanina Aminotransferase; AST — Aspartato Aminotransferase. EMP — Erro Médio Padré&o.
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5. DISCUSSAO

Os resultados de crescimento encontrados corroboram com o que foi observado
anteriormente para a tilapia do Nilo (Pereira et al., 2017) e outras espécies como
Sciaenops ocellatus (Cheng et al., 2011), Morone chrysops x Morone saxatilis (Cheng
et al., 2012), Scophthalmus maximus (Gu et al., 2017), Cynoglossus semilaevis Gunther
(Liu et al., 2015), Cyprinus carpio var. Jian (Yan e Qiu-Zhou, 2006), e Acipenser
schrenckii @ x Huso dauricus 3 (Qiyou et al., 2011), com aumento dos parametros de
crescimento dos animais com a adicdo de em media 1% de glutamina a dieta. A
literatura comprova que a adicdo de glutamina a dieta de peixes proporciona um
aumento nos parametros de crescimento, isto estd relacionado a capacidade da
glutamina estimular a sintese proteica nos enterdcitos (Higashiguchi et al., 1993) e
aumentar a altura das vilosidades (Pohlenz et al., 2012), o que reflete em melhor
crescimento. A glutamina também serve como fonte de nitrogénio em diversas rotas
biosintéticas, e até na formacdo de DNA, fornecendo os atomos de nitrogénio para a

formacdo de purinas e pirimidinas (Windmueller, 1980).

Contrario aos resultados obtidos no presente experimento, Graciano et al. (2014)
trabalhando com larvas de tilapia do Nilo, observaram que a adicdo da glutamina
provocou aumento linear nos valores da taxa de eficiéncia proteica. Por sua vez,
Caballero-Solares et al. (2015) e Coutinho et al. (2016) trabalhando com o dourada
(Sparus aurata), observaram que a suplementacdo de glutamina elevou a retencéo de
proteina e taxa de eficiéncia proteica, respectivamente. Estas diferencas na literatura em
relacdo ao presente trabalho estdo provavelmente relacionadas a diferenca entre espécies
e fase de vida, aléem do fato de que nenhum dos autores supracitados trabalhou com a

presenca de fatores antinutricionais (tanino, inibidores de tripsina e cido fitico).

Corroborando com este trabalho, foi observado na literatura que para tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) (Pereira et al., 2017) e bagre do canal (Ictalurus
punctatus) (Pohlenz et al., 2012), ndo houve efeito em relacdo a adicdo de glutamina a
dieta, ndo interferindo na retencéo e eficiéncia proteica, quando comparado com a dieta
controle. Desta forma, comparando a divergéncia entre os resultados encontrados na
literatura, é possivel creditar os fatores antinutricionais (FANs) como a principal causa
da auséncia de efeito entre as dietas com substituicdo de milho por farelo de algaroba
deste trabalho, sob a taxa de retengdo e a eficiéncia proteica. Fatores antinutricionais

como o tanino, inibidores de tripsina e acido fitico podem desempenhar papel
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prejudicial a retencdo e eficiéncia proteica, se precipitando as proteinas presentes nos
alimentos, formando ligacGes que 0s peixes ndo sdo capazes de quebrar e tornando a
proteina indisponivel (Robaina et al., 1995; Silanikove et al., 2001; Krogdahl et al.,
2010), diminuindo sua absorcéo e incorporacao ao organismo dos peixes.

Quanto ao pardmetro de consumo h& uma divergéncia quanto a capacidade de a
glutamina influenciar estatisticamente os resultados. Autores trabalhando com a carpa
Jian (Cyprinus carpio var. Jian) (Yan e Qiu-Zhou, 2006) e o Paralichthys olivaceus
(Han et al. (2014), observaram que a adi¢cdo de glutamina induziu a um aumento do
consumo dos peixes, 0 que esta de acordo com o que foi observado nesta pesquisa. O
consumo dos peixes pode ser influenciado pelo estimulos, que substancias como 0s
aminoacidos podem causar sob o sistema gustatorio e olfativo dos peixes (Mauri e
Caprio, 1992). E possivel que o aumento do consumo apresentado neste trabalho tenha
relacdo a este estimulo, uma vez que Kasumyan e Dgving (2003) relataram que a
glutamina é um dos aminoacidos que mais estimula o consumo de racdo por parte dos
peixes. Por outro lado, autores trabalhando com inclusdo da glutamina a dieta para a
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Silva et al., 2010; Graciano et al., 2014; Pereira
et al., 2017) e o dourada (Sparus aurata) (Caballero-Solares et al., 2015; Coutinho et
al., 2016), ndo observaram diferenca estatistica em relagdo ao consumo, divergindo com
os dados obtidos com este trabalho. E interessante salientar que a algaroba é rica em
sacarose, que € o carboidrato com maior presenca nesta leguminosa (Sawal et al., 2004)
e foi reportado que a sacarose pode levar a um maior consumo de racdo (Salau et al.,
2011). Desta forma, é provavel que a combinacdo da sacarose presente na algaroba e do
estimulo que a glutamina, tenham sido os responsaveis pelo aumento do consumo de

racdo na DAG.

A conversdo alimentar aparente também apresenta dados divergentes na
literatura, (Graciano et al., 2014) trabalhando com tilapia do Nilo observou tendéncia
linear de diminuicdo da conversdo alimentar aparente, o que também foi observado por
Caballero-Solares et al. (2015) em trabalho com o dourada, ja Silva et al. (2010)
trabalhando também com a tilapia ndo observaram diferenca significativa com o
aumento da inclusdo de glutamina a dieta. Desta forma, mais trabalhos se fazem
necessarios para definir a capacidade da glutamina de influenciar no consumo de racéo
e conversdo alimentar aparente em peixes. Entretanto, observando os dados obtidos

neste trabalho, fica clara a influéncia do consumo e ganho de peso sob a conversao
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alimentar. A DC apresentou 0s menores valores de conversdo alimentar, pois foi a dieta
com menor consumo e que refletiu em maior ganho de peso, por outro lado a DAG,
apesar de ter apresentado ganho de peso estatisticamente similar & DC, apresentou um
consumo muito maior que a dieta referéncia, refletindo desta forma em uma conversao
alimentar aparente estatisticamente maior. Porém no caso da DA, a apesar de ter tido
um consumo menor que a DAG, os fatores antinutricionais provocaram danos ao
desenvolvimento dos peixes e absor¢do dos nutrientes, resultando em um menor ganho
de peso, refletindo desta forma em uma conversdo alimentar com valores maiores, se
assimilando a DAG. Assim, pode-se inferir que a glutamina exerceu efeito positivo em
relacdo a substituicdo do milho pela algaroba.

Em relagdo aos indices, o0s resultados encontrados para o indice
viscerossomatico (IVS) estdo de acordo com a literatura para espécies como 0
Paralichthys olivaceus (Paralichthys olivaceus) (Han et al., 2014) e o dourada (Sparus
aurata) (Coutinho et al., 2016), ndo apresentando diferenca com a inclusdo de
glutamina a dieta. Quanto aos indices hepatossomatico e gorduroviscerossomatico, para
o IHS ha informacgdes mistas na literatura, ndo foi observada diferenca no valor com a
adicdo de glutamina a dieta para tilapia do Nilo (Silva et al., 2010; Pereira et al., 2017),
bagre do canal (Pohlenz et al., 2012), Paralichthys olivaceus (Han et al., 2014) e
dourada (Coutinho et al., 2016). Entretanto, outros autores observaram uma tendéncia
de aumento nos valores do IHS com a adi¢do de glutamina a dieta em espécies como
Scophthalmus maximus (Gu et al., 2017) e Cyprinus carpio var. Jian (Yan e Qiu-Zhou,
2006). O indice hepatossomatico é calculado a partir do peso do figado em funcédo do
peso do peixe. Dentre os componentes do tecido hepético, encontra-se o glicogénio, que
serve como forma de reserva de glicose (Hilton, 1982), e os lipidios, desta forma os
valores mais altos significam que os peixes tiveram um maior desenvolvimento do
figado e/ou houve mais armazenamento de energia na forma de glicogénio hepético e
lipidios, o que pode provocar hipertrofia do tecido hepatico. A auséncia de FANs pode
ser relacionada a um melhor desenvolvimento da mucosa intestinal (Sena et al., 2012),
bem como a acdo da glutamina sob o trato (Silva et al., 2010), fatores que estdo
relacionados a uma melhor absorcdo de nutrientes. Os nutrientes ndo utilizados na
manutengdo das funcdes corporais, podem ser armazenados na forma de glicogénio,
principalmente em dietas com alto nivel de inclusdo de carboidratos (Bergot, 1979), que

também contribui para deposicdo de lipidios no figado da tilapia (Xie et al., 2017). E
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provavel que o melhor aproveitamento da ragdo que houve pelos peixes alimentados
com a dieta controle, que ndo apresentava os FANs, e com a dieta com adi¢do de
glutamina, refletiu em um maior armazenamento energético no tecido hepatico,
provando a hipertrofia, e consequentemente os valores mais altos do IHS em
comparacgdo a DA.

Para o IGVS, Pereira et al. (2017) e Pohlenz et al. (2012) observaram para a
tilapia do Nilo e para o bagre do canal, respectivamente, que a adicdo de glutamina ndo
foi capaz de afetar os valores de gordura visceral nem positivamente, nem
negativamente, o que segue a mesma tendéncia do presente trabalho, uma vez que a
DAG e DA obtiveram valores inferiores que a DC. Entretanto, é interessante salientar
que a gordura visceral, vem da deposicdo do excesso de energia na forma de lipidios, e
no tratamento DC, ndo ha a presenca de fatores antinutricionais, desta forma, os
nutrientes estdo disponiveis para serem absorvidos e incorporados, sendo a sobra

convertida em reservas energéticas, como glicogénio e lipidios.

Para os tratamentos com a algaroba, houve a presenca dos FANSs, que
indisponibilizam nutrientes essenciais & manutencdo das atividades metabdlicas como
proteinas e energia (Hossain et al., 2001). E possivel que a presenca dos FANSs diminuiu
a quantidade de energia que seria transformada em energia nas dietas com algaroba. De
Souza et al. (2019) observaram que o0 aumento da substituicdo do milho pelo farelo de
algaroba resultou em uma maior quantidade da atividade sacarase, enzima responsavel
por quebrar as moléculas de sacarose. Entretanto, no presente trabalho, a atividade da
sacarase foi menor no tratamento com a glutamina. Desta forma, pode-se inferir que no
tratamento DA, mesmo com a alta atividade da sacarase, a diminuicao das vilosidades e
a indisponibilidade de nutrientes, fez com que os niveis de gordura visceral ndo fossem
tdo altos quanto do tratamento DC. Ja para a DAG, mesmo com a presenca da glutamina
melhorando a mucosa intestinal, este aminoacido provocou uma diminuicdo na
atividade da sacarase, desta forma, ndo sendo téo eficiente na quebra das moléculas de

sacarose, o que pode ter influenciado na deposicdo de gordura visceral.

O baixo desempenho apresentado pela DA, pode ser creditado aos fatores
antinutricionais presentes na algaroba, como foi observado por (De Souza et al., 2019)
para tilapia do Nilo, ao qual valores de inclusdo acima de 20% de algaroba em
substituicdo ao milho representaram uma diminui¢cdo nos pardmetros de desempenho

zootécnico dos peixes. A presencga de fatores antinutricionais como taninos, inibidores
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de tripsina e acido fitico na dieta de peixes € reportada na literatura por resultar em
desempenho comprometido, sobretudo quando a substitui¢do é realiza em niveis altos
(Hossain et al., 2001; Bhatt et al., 2011). O tanino e inibidores de tripsina agem de
forma parecida, se ligando a proteinas e enzimas, de forma a deixa-las indisponiveis a
absorcdo (Silanikove et al., 2001; Krogdahl et al., 2010), além disso, o tanino também
indisponibiliza a vitamina B;, (Francis et al., 2001). Pode-se concluir que a substituicéo
de 30% de milho por farelo de algaroba, utilizada no presente trabalho, sem a adicdo de
glutamina pode ser considerada alta e teve influéncia direta sobre o desempenho
zootécnico das tilapias, prejudicando o crescimento dos animais que receberam a DA.
Entretanto, apesar da conversdo alimentar ter sido mais alta e a retengdo e eficiéncia
proteica terem sido menores que da dieta controle, a inclusdo de glutamina a dieta com
algaroba teve influéncia benéfica sobre os demais parametros de desenvolvimento dos
peixes, provando a capacidade da algaroba de neutralizar os efeitos indesejaveis

provocados pelos fatores antinutricionais.

As vilosidades da mucosa intestinal sdo responsaveis por favorecer a absorgéo e
digest@o dos nutrientes da racédo (Silva et al., 2010). Os dados observados para a altura
da vilosidade corroboram com a literatura para espécies como Oreochromis niloticus
(Silva et al., 2010), Sciaenops ocellatus (Cheng et al., 2011), Ictalurus punctatus
(Pohlenz et al., 2012), Scophthalmus maximus (Gu et al., 2017) e Cyprinus carpio var.
Jian (Yan e Qiu-Zhou, 2006), com um aumento significativo da altura das vilosidades
com a inclusdo de glutamina a dieta a partir de 1%, comprovando a capacidade deste
aminodacido de estimular o crescimento das vilosidades intestinais. A glutamina € um
aminodcido condicionalmente essencial, que € considerado como essencial para o
crescimento e integridade da mucosa epitelial, atuando em diversos processos no trato
intestinal, entre eles na proliferacdo de enterdcitos e a absor¢do de fluidos e eletrélitos
(Rao e Samak, 2012). Além disto, a glutamina é um importante combustivel para o
tecido intestinal, através da rota de conversdo de glutamina em glutamato, que entra no
ciclo de Krebs gerando energia (Newsholme et al., 1985). E interessante ressaltar o
papel da glutamina sob a imunidade dos animais, pois o epitélio das vilosidades do
intestino possuem células chamadas calciformes, que secretam mucina (Taupin e
Podolsky, 2003), substancia que protege a mucosa intestinal, e a diminui¢do deste tipo
de célula pode provocar diminuicdo da imunidade dos animais (Wang, Fengyuan et al.,
2018).
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Desta forma, a presenga da glutamina na dieta proporcionou um bom
crescimento e altura de vilosidades mesmo na presenca dos fatores antinutricionais, pois
este aminodcido age na restauracdo da arquitetura das vilosidades e na reversdo de
atrofia da mucosa intestinal (Schroder et al., 1995). Os fatores antinutricionais presentes
na algaroba sdo capazes de provocar danos a mucosa intestinal, com a diminuicdo da
altura das vilosidades (Sena et al., 2012), como foi observado neste trabalho, onde a DA
que ndo contava com a acdo antagonista aos fatores antinutricionais que a glutamina
proporciona, obteve os menores valores de altura de vilosidade, em comparacdo ao
tratamento DC que ndo tinha a presenca da algaroba. De forma geral, foi possivel
observar que além de melhorar o desempenho dos animais, a inclusdo de glutamina
pode refletir em melhoria na sanidade dos peixes, uma vez que a diminuicdo dos
impactos causados pelos fatores antinutricionais as vilosidades, aumenta a quantidade
de células calciformes, que por sua vez mantem a mucosa intestinal sempre protegida de

elementos externos que poderiam causar danos as vilosidades.

A literatura mostra que a glutamina nao é capaz de (Silva et al., 2010; Graciano
et al., 2014; Pereira et al., 2017), dourada (Coutinho et al., 2016) e Paralichthys
olivaceus (Han et al., 2014), a inclusdo de glutamina a dieta, ndo provocou diferenca
significativa para nenhum dos parametros de composicdo de carcaca. Desta forma, é
possivel inferir que a diferenca encontrada no presente trabalho esta relacionada a
presenca ou ndo da algaroba. Bhatt et al. (2011) trabalhando com a algaroba e a carpa
Rohu (Labeo rohita), encontraram influéncia da algaroba a composicdo da carcaca dos
peixes, com a umidade e MM aumentando e EE diminuindo com a substituicdo pela
algaroba, corroborando com o presente trabalho, ja para PB os resultados dos autores
diferiram com o presente trabalho, onde com a substituicao pela algaroba, o valor de PB
diminuiu. Também trabalhando com algaroba para tildpia do Nilo, Sena et al. (2012)
ndo observaram nenhuma diferenca estatistica em comparacéo a racdo controle e racao
com substituicdo pela algaroba, entretanto, estes autores trabalharam com animais
maiores e maior duracdo de experimento do que o presente trabalho, além de que valor
de substituicdo foi menor, com 20% versus 30% utilizado neste experimento, desta

forma tais fatores podem ser creditados pela falta de diferenca significativa.

A glicose sanguinea encontrada no presente estudo mostra que a inclusdo da
algaroba a racdo aumentou os niveis de glicose circulante no sangue. Ainda s&o escassos

os dados sobre a influéncia da glutamina sob a glicose sanguinea para peixes, porém Hu
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et al. (2016) trabalhando com frangos de corte avaliaram tal relacdo, observando que
ndo houve diferenca significativa para a influéncia da glutamina sobre a glicose
sanguinea, entretanto, é importante salientar que o nivel de adicdo de 0,5% de glutamina
utilizado pelos autores foi baixo, o que pode ter influenciado para que ndo houvesse
diferenca significativa, sendo que ja foi reportado que a glutamina tem seu melhor
potencial com adi¢do de 1% ou mais a dieta (Cheng et al., 2011; Cheng et al., 2012; Gu
et al., 2017). E interessante levar em consideragdo que a quebra dos carboidratos em
monossacarideos eleva a concentracdo de glicose sanguinea (Akinleye et al., 2012), e
que no presente trabalho a algaroba é rica em sacarose. Desta forma, uma vez que
dissacarideos como a sacarose sdo altamente digestiveis (Krogdahl et al., 2010) é
possivel que a algaroba na racdo foi responsavel por elevar os niveis de glicose
sanguinea, visto que o amido presente no milho da dieta controle, € uma molécula maior
que a sacarase, e a atividade da amilase ndo foi significativamente diferente entre os

tratamentos.

O nivel de HDL apresentou os maiores valores nas dietas sem a presenca da
glutamina. O nivel de HDL no sangue indica o nivel de lipoproteinas de alta densidade,
estas lipoproteinas séo responsaveis por transportar o colesterol dos tecidos periféricos
através da corrente sanguinea de volta para o figado, retirando o colesterol em excesso e
o armazenando no figado (Chen et al., 2003; Deng et al., 2010; Ma et al., 2016). E
importante notar que o maior valor de IHS encontrado foi na DC, isto pode indicar que
nesta dieta, houve uma maior quantidade de lipidios no tecido hepatico, desta forma €
possivel inferir que o maior nivel de HDL pode ter influenciado na hipertrofia do
figado, consequentemente aumentando o IHS pela deposicdo de colesterol. Contudo, a
DA obteve o menor valor de IHS e mesmo assim obteve um valor de HDL
estatisticamente semelhante a DC. Pode-se notar que o valor do IHS da DAG foi
estatisticamente parecido com o da DC, em teoria isto deveria significar que o nivel de
HDL da DAG deveria ser tdo alto quanto da DC, pois haveria a presenca de
lipoproteinas de alta densidade transportando o colesterol de volta ao figado, o que ndo
foi observado neste trabalho. Apesar do LDL da DAG ndo ter estatisticamente diferido
das demais dietas, é interessante levar em consideracdo que a média deste tipo de
lipoproteina encontra-se abaixo das médias das demais dietas, 0 que pode indicar que a

glutamina tem efeito redutor sobre a atividade das lipoproteinas.



39

Trabalhos com a inclusdo de glutamina a dieta de peixes ja foram realizados e
foi observado que a glutamina ndo influenciou na atividade enzimética da AST no
figado do dourada (Caballero-Solares et al., 2015) e na corrente sanguinea de
Paralichthys olivaceus (Han et al., 2014), sendo semelhante a dieta controle. Entretanto,
é preciso salientar que os autores supracitados trabalharam com uma espécie e
composicao de dietas diferentes, quando comparados ao presente trabalho. Ja De Souza
et al. (2019) trabalhando com niveis de substituicdo de milho por algaroba sem adicdo
de glutamina para tilapia do Nilo, observaram que com o aumento da substituicdo a
atividade da AST aumentou linearmente no tecido muscular. E importante evidenciar
que a AST é uma enzima liberada na corrente sanguinea quando ha& danos ao tecido
hepatico (Ma et al., 2016), e também ¢é responsavel pela conversdo de a-cetoglutarato e
oxalacetado em glutamato, que pode ser convertido em glutamina pela glutamina

sintase, sendo o processo inverso também possivel (Wicks e Randall, 2002).

Contudo, no presente trabalho as aminotransferases foram avaliadas no figado,
desta forma, ndo ha como inferir diretamente se houve dano ao tecido hepatico, baseado
apenas nos valores de AST e ALT, uma vez que nédo foi observado os niveis de AST na
corrente sanguinea. Entretanto, Li et al. (2014) trabalhando com o robalo japonés
(Lateoalabra japonicus Cuvier, 1828) com niveis crescentes de farelo de soja comercial
(FJC) observaram que com o aumento do nivel de FJC houve uma diminuicdo da
atividade da AST no figado, e aumento da atividade desta enzima no sangue, 0 que
indica que com o aumento da substituicdo, esta espécie de peixe carnivoro comegou a
apresentar dano ao tecido hepatico, liberando AST na corrente sanguinea, resultado
obtido, muito provavelmente pela presenca de fatores antinutricionais. Assim, com a
queda da atividade da AST no figado dos animais alimentados com o farelo de algaroba,
é possivel inferir que a glutamina ndo possui capacidade de influenciar na atividade
enzimatica da AST. Mais pesquisas relacionadas a relacdo das aminotransferases em
dietas com glutamina se fazem necessarias, para um melhor entendimento de como este

aminodacido pode afetar o metabolismo de tais enzimas.

A sacarase € uma dissacaridase presente nos peixes, que atua principalmente no
duodeno (Fagbenro, 1990), responsavel pela quebra da sacarose em mondmeros de
glicose e frutose. De Souza et al. (2019) trabalhando com o farelo de algaroba na
alimentacéo da tilapia do Nilo observaram que o aumento da substituicdo de milho pela

algaroba refletiu em um aumento da atividade da sacarase nos niveis acima de 60% de
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farelo de algaroba. Burrin et al. (1991) observaram que a glutamina ndo promoveu
nenhuma diferenga significativa sob a atividade da sacarase no intestino de leitdes. Por
sua vez, Panigrahi et al. (1997), trabalhando com privacdo e reabastecimento de
glutamina para Escherichia coli, observaram uma queda na atividade da sacarase com a
privacdo e um aumento gradativo na atividade quando a glutamina foi novamente
fornecida. Agarwal (1976) avaliando a atividade enzimatica da sacarase salivar em
Sesamia inferens, observou que a glutamina diminui a atividade desta enzima. Apesar
de o autor supracitado ter trabalhado com um inseto e avaliado a atividade enzimatica
em local diferente do presente trabalho, é possivel que 0 mesmo comportamento
inibidor que a glutamina exerceu sob a atividade da sacarase salivar, possa ter ocorrido
com a adicdo da glutamina a dieta para a tilapia do Nilo. Entretanto, a discordancia
entre autores quanto a influéncia ou ndo da glutamina sob a atividade da sacarase, e a
falta de informacgdes para peixes demanda que mais estudos sejam realizados com o

intuito de verificar esta relacdo.
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6. CONCLUSOES

A suplementacédo de glutamina foi capaz de neutralizar os efeitos deletérios dos
fatores antinutricionais sob a altura das vilosidades, o que refletiu em um desempenho
zootécnico superior ao tratamento com glutamina mesmo com a utilizacdo do farelo de
algaroba em substituicdo ao milho. Desta forma, a suplementacéo de 1,2% de glutamina
representa uma boa alternativa quando se esta trabalhando com ingredientes de origem

vegetal que apresentam fatores antinutricionais.
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