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RESUMO

QUADROS, Moisés, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, junho de 2010. Efeitos da
suplementacdo de glutamina na racdo de tilapia do Nilo sobre o desempenho e
resisténcia a infeccdo bacteriana. Orientador: Eduardo Arruda Teixeira Lanna.
Co-orientadores: Juarez Lopes Donzele e Paulo César Brustolini.

Objetivando-se determinar os efeitos da suplementacdo de glutamina em racdes para
adultos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), da linhagem tailandeza, sobre o
desempenho e resisténcia a infec¢do por Streptococcus agalactiae foram realizados dois
experimentos no laboratorio de nutricdo de peixes, do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosa. No primeiro experimento, com duracdo de 32 dias,
objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagdo de L-glutamina na dieta. Foram
utilizados 300 adultos, com peso inicial de 201 + 1,51g. Os peixes foram mantidos em
25 aquarios de 320 litros dotados de abastecimento de 4gua, temperatura controlada e
aeracdo individuais e alimentados por seis refeicdes didrias. Os tratamentos foram
constituidos por cinco niveis de suplementa¢do de glutamina (0, 1, 2, 3 ¢ 4%), sendo
ragdes isoenergéticas e isolisinicas digestiveis, cinco repeticdes por tratamento e doze
peixes por unidade experimental. Avaliaram-se os parametros de desempenho, a
composi¢ao corporal, a deposicdo de proteina e gordura corporais e a eficiéncia de
retengdo de nitrogénio dos peixes. A suplementacio de L-glutamina na ragao nao afeta o
ganho de peso, a taxa de crescimento especifico, o teor de proteina corporal, as taxas de
deposicao de gordura e de proteina, relagdo de deposicdo de gordura:proteina, eficiéncia
de retengdo de nitrogénio, a conversdo alimentar, eficiéncia de lisina e protéica para
ganho, umidade corporal e gordura corporal. No segundo experimento, com duracio de
55 dias, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagdo dietética de glutamina sobre a
resisténcia a infec¢do causada por Streptococcus agalactiae. Foram utilizados 144
adultos, com peso inicial de 201 + 1,51g em um delineamento inteiramente
causualizado, com sies tratamentos, duas repeticoes e 12 animais por unidade
experimental. Os peixes foram mantidos em 12 aquérios de 320 litros dotados de
abastecimento de agua, temperatura controlada e aeracao individuais e alimentados com
seis refeigdes didrias. Os animais foram alimentados por um periodo de 32 dias com
cinco racdes experimentais isoproteicas e isolisinicas, com cinco niveis de

suplementagdo de glutamina (0, 1, 2, 3 ¢ 4%). Ao final deste periodo todos os peixes
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foram desafiados através de uma injecdo intraperitonial com 0,1 mL de indéculo de
Streptococcus agalactiae 4x10° UFC/mL, com excegdo do grupo controle, o qual foi
inoculado com 0,1 mL de (BHI) e receu a ragdo contendo 0% de suplementagdo. Os
peixes infectados continuaram recebendo as ragdes com os cinco niveis de
suplementagdo de glutamina. Os animais foram monitorados por um periodo de vinte e
trés dias apds a infecg¢do. Foi registrado o comportamento alimentar dos animais e a
ocorréncia de sintomas clinicos da meningoencefalite, tais como letargia, anorexia,
natacdo erratica e exoftalmia. O nivel de 2% de suplementacdo de glutamina na racao
proporciona a menor taxa de mortalidade e maior reducdo dos sintomas de infec¢ao

causada por Streptococcus agalactiae em adultos de tilapia do Nilo.
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ABSTRACT

QUADROS, Moisés, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, June 2010. Effects of
glutamine supplementation in the ration of Nile tilapia on performance and
resistance to bacterial infection. Advisers: Eduardo Arruda Teixeira Lanna. Co-
advisers: Juarez Lopes Donzele and Paulo César Brustolini.

The current study was aimed at evaluate the effect of dietary glutamine supplementation
in diets of Nile tilapia adults (Oreochromis niloticus) on the performance and resistance
to infection by Streptococcus agalactiae. Two trials were carried out at the fish nutrition
laboratory of the Animal Science Department of the Federal University of Vigosa. In the
first experiment, aimed at evaluate the effect of L-glutamine supplementation in the
diet. Three hundred reverted Nile tilapia (Oreochromis niloticus), thailand line (201 +
1.51g), were allotted at a completely randomized design, with five treatments (0, 1, 2, 3
and 4% of glutamine supplementation in the diet), all of then were isoenergetic and
digestible isolysinic, and minimum ratios between the other amino acids with the lysine,
five replicates by treatment and twelve fishes per experimental unit. Fishes were
maintained in 25 aquariums of 320 liters supplied with single-pass flow-through water
and aeration, controlled temperature and they were fed six daily meals during 32 days.
Performance, corporal composition, corporal protein and fat deposition and nitrogen
retention efficiency of the fishes were evaluated. L-glutamine supplementation in the
diet does not affect weight gain, specific growth rate, the amount of body protein, fat
and protein deposition rates, fat:protein ratio, nitrogen retention efficiency, feed:gain
ratio, lysine and protein efficiency for growth, body water and fat. In the second one,
aimed at investigate effects of dietary supplementation of glutamine on resistance to
infection caused by Streptococcus agalactiae, 144 adults reverted Nile tilapia
(Oreochromis niloticus), of the Thailand line, with initial weight of 201 + 1.51 g were
used in an experiment with completely randomized design, six treatments, two
replicates and 12 animals per experimental unit. Fishes were fed during 32 days with
five experimental diets isonitrogenous, isoenergetic, and five levels of glutamine
supplementation (0, 1, 2, 3 and 4%). At the end of this period all fish were challenged
by an intraperitoneal injection with 0.1 mL inoculum of S. agalactiae 4x105 CFU / mL,
except for the control group, which was inoculated with 0.1 ml of sterile Brain Heart
infusion (BHI) and fed a diet containing 0% supplementation. The infected fish

continued to receive diets with five levels of glutamine supplementation. The animals



were observed during twenty-three days after infection. Fishes were maintained in 12
aquariums of 320 liters supplied with single-pass flow-through water and aeration,
controlled temperature and they were fed six daily meals during 55 days. During the
feeding period was recorded animals feeding behavior and the occurrence of clinical
symptoms of meningoencephalitis, such as lethargy, anorexia, erratic swimming and
exophthalmia. The level of 2% L-glutamine supplementation in diet provids the lowest
mortality rate and greater reduction of symptoms of infection caused by Streptococcus

agalactiae in adults of Nile tilapia.
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1. INTRODUCAO GERAL

A piscicultura, até o final da década passada, era praticada quase exclusivamente
em viveiros escavados e em pequenas represas, hoje os tanques-rede despontam como
grande aposta para o crescimento da piscicultura. As principais razdes para isso sao 0s
baixos investimentos, se comparados aos voltados para as praticas tradicionais de
producao, as facilidades de implantacao e a disponibilidade de locais para sua instalacao
(Escorvo, 2004).

Estima-se que o investimento necessario para a producdo de uma tonelada de
peixe em tanque rede seja da ordem de 30-40% daquele para viveiros convencionais.
Este fato, aliado as altas produtividades que este sistema de criagdo de peixes pode
proporcionar, tem sido responsavel pela grande expansdo que se tem observado no pais
(Bozano & Cyrino, 1999). No entanto este sistema de cultivo pode gerar maior estresse
devido ao espacgo limitado dentro das gaiolas e a alta taxa de estocagem utilizada,
tornando os animais susceptiveis as doengas causadas por agentes infecciosos.

Assim como para espécies terrestres, a sanidade ¢ um dos aspectos mais
relevantes para a producdo comercial de animais aquaticos. Os riscos do surgimento de
enfermidades aumentam proporcionalmente ao aumento das densidades de estocagem
de animais, da quantidade de alimento oferecido, de excretas produzidas, dos manejos e
transportes freqiientes. A flutuacdo dos pardmetros de qualidade da 4gua em sistemas de
cultivo gera estresse, que afeta o sistema imunoldgico dos peixes deixando-os
susceptiveis ao ataque de patdgenos.

Doengas comprometem sobremaneira o bom desempenho zootécnico dos
animais gerando prejuizos considerdveis ao piscicultor. Dentre elas, as de origem
bacteriana sdo as principais responsaveis pelas perdas em piscicultura comercial.

Outro aspecto importante relacionado a intensificacdo dos sistemas de criagao de
peixes ¢ o uso crescente de antimicrobianos na profilaxia e no tratamento de doengas, o
que tem gerado um aumento global da resisténcia bacteriana a multiplas drogas
(Chaudhury et al., 1996), além de acarretarem aumento nos custos de producao.

Os animais criados em condi¢des de cultivo intensivo estdo sujeitos a estresse
cronico, o qual ¢ um importante agente imunossupressor, tornando-os vulneraveis a

varias doengas.



Em todos os setores da producdo animal tem-se adotado medidas visando
proteger os organismos cultivados contra o desencadeamento de doencas contagiosas. A
imunonutri¢do, termo usado na nutri¢do clinica humana, pode ser uma importante
ferramenta para prevenir doencas e at¢ mesmo minimizar os seus efeitos na cadeia
produtiva da aquicultura.

Streptococcus agalactiae ¢ uma bactéria relacionada, no Brasil, a surtos de
meningoencefalite e septicemia em tilapia do Nilo. Embora haja relatos de infec¢des por
Streptococcus agalactiae em diferentes espécies de peixes, de dgua salgada e de agua
doce, no Brasil, os relatos sdo limitados a tilapia do Nilo, ndo sendo conhecida ainda a
susceptibilidade de espécies nativas de peixe a essa bactéria (Figueiredo, 2007). A
doenga ataca principalmente animais na fase de engorda, sendo a bactéria causadora
altamente virulenta (DL50 inferior a 10* bactérias/peixe).

Centenas de espécies de bactérias podem ser patogénicas, tanto para os animais
selvagens quanto para os cultivados ou representar uma ameaga potencial sob condi¢des
favoraveis (Buller, 2004). Além disso, os custos para os governos € aquicultura privada
devido as doengas causadas por bactérias e as tentativas de controla-las chegam a
milhdes de dolares anualmente como resultado de perdas de recursos pesqueiros.

A resposta imune dos peixes pode ser dividida em dois tipos: resposta inata ou
ndo especifica, que consiste em impedir que os agentes patogénicos tenham acesso ao
organismo hospedeiro, podendo eliminar os patdégenos e bloquear sua entrada; a
resposta imune especifica, caracterizada pela especificidade e memoria imunologica,
induzida por substincias denominadas imunogenos (Bernstein et al., 1998).

A resposta imune adaptativa em teleodsteos tem um tempo de duragdo curto e
acontece ap6s o desenvolvimento completo do sistema imune, o que varia de acordo
com a espécie e temperatura do ambiente (Bly & Clem, 1992; Tatner, 1996). Fora
destas condicdes, os peixes sdo completamente dependentes do sistema imune inato
para manutencdo da integridade homeostatica contra patdégenos ou microorganismos
oportunistas.

Imunidade inata inclui inflamacao, fagocitose, producao de citocinas, atividade
de células assassinas, ativagdo dos complementos, liberacdo de proteinas de fase aguda
e a producdo de um amplo espectro de substincias antimicrobianas, frequentemente
mediadas pelos leucdcitos do sangue periférico.

O sistema imunitario ndo especifico ou inato em peixes possui grande

versatilidade, desempenhando papel importante na resposta imune, visto que o sistema



especifico responde lentamente quando comparado ao de mamiferos, principalmente em
temperaturas da agua abaixo da faixa de conforto para a espécie (Bly & Clem, 1994).

A pele do peixe ¢ a primeira linha de defesa contra patégenos, bem como as
membranas mucosas que revestem as branquias e o trato gastrintestinal. Além das
escamas, espinhas e secrecdo de substancias toxicas que podem ocorrer na superficie do
peixe, o muco que recobre a pele ¢ um importante mecanismo defensivo, pois contém
uma grande variedade de compostos antimicrobianos e anti-parasitarios: lisozima,
proteases, fatores do complemento, proteina C-reativa, lecitinas, interferons,
eicosanoides, transferrina e de varios carboidratos (Manning,1998; Buchmann et al.,
2001; Magnadottir, 2006).

Virios produtos presentes no muco da pele sdo encontrados também no soro de
onde podem ser transportados para a superficie do peixe. Alternativamente, estes
componentes podem ser sintetizados pelas células epiteliais ou membranas mucosas
(Buchmann, 1999).

As mucosas sdo extensas em peixes, sendo que suas areas externas e internas sao
revestidas por muco. Por este motivo, ¢ importante a relacdo entre componentes
mucosos e sistémicos do sistema imune. E evidente que ambos estio relacionados, pois
os peixes desenvolvem niveis detectdveis de anticorpos apds terem sido submergidos
em solucdes de antigenos e estes anticorpos podem ser detectados no intestino, bile,
muco das branquias e na pele (Nakanishi & Ototake, 1997; Moore et al., 1998). Embora
haja evidéncias de que a estrutura dos anticorpos no muco ¢ ligeiramente diferente dos
anticorpos séricos, ndo foi encontrado em peixes uma classe de Ig secretora analoga ao
isotipo IgA dos mamiferos (Clobb & Clem , 1981).

A maioria das espécies de dgua doce apresenta maior producdo de muco em
comparacdo com espécies marinhas. Além disso, a producdo de muco ¢
significativamente maior quando submetidos a situagdes estressantes, tais como
agressoes quimicas, que induzem maior expressdo e atividade de agentes
antibacterianos (Demers & Boyne, 1997). Em casos especiais, como nos mixinideos, a
produgdo de muco pode ser tdo alta quanto 40% do peso corporal, usando este sistema
tanto para a fun¢do imune quanto anti-predacdo. Estes animais, provavelmente terdo
maiores exigéncias de glutamina, mesmo em condi¢des adequadas de cultivo.

No entanto, € necessario determinar as caracteristicas desta atividade
antibacteriana e seus mecanismos de acdo (Smith et al., 2000). Portanto, este ¢ um

campo promissor na imunoterapia de peixe e, provavelmente, uma caracteristica



diferente em comparagdo com os mamiferos em termos de variedade e sensibilidade
contra agao microbiana.

A glutamina ¢ um dos mais abundantes aminoacidos livres no plasma e musculo
do peixe, enquanto o glutamato e o produto de sua descarboxilagdo sdo
neurotransmissores presentes em altas concentragdes no cérebro. Além disso, a
glutamina ¢ essencial para a sintese de purina e nucleotideos de pirimidina em todas as
células. Através da amoniogenesis renal, a glutamina desempenha também um papel
importante na regulacdo do equilibrio acido-base no organismo. Por outro lado, a
glutamina estimula a sintese protéica muscular em mamiferos (Wu et al., 2007), mas
essa informagdo ainda ndo esta disponivel para os peixes. Como principal substrato
energético para leucocitos e modulador-chave da produgdo de citocinas e Oxido Nitrico,
a glutamina ¢ crucial para a resposta imune em peixes (Buentello & Gatlin, 1999, Li et
al., 2007).

Segundo Singleton et al. (2005), a glutamina pode estimular a sintese de uma
proteina inibidora do fator nuclear kB, conhecida como IkB. O «B ¢ um fator
fundamental na expressao de genes relacionados com a resposta inflamatdria, tais como
Oxido Nitrico Sintetase induzivel e citocinas inflamatorias. Desta forma a glutamina
pode atenuar a resposta inflamatdria de animais em desafio imunologico.

A maior parte do glutamato e glutamina no plasma pode ser sintetizada a partir
de aminoacidos de cadeia ramificada e acetoglutarato no musculo esquelético. O
glutamato ¢ um substrato para sintese de glutamina pela glutamina sintetase ATP-
dependente, enquanto que a glutamina ¢ hidrolisada por glutaminase fosfatodependente
para gerar glutamato (Anderson et al., 2002). Ambos glutamato e glutamina sdo
importantes substratos para energia em peixes ¢ o metabolismo dos tecidos especificos
dos dois aminoacidos esta totalmente definido para animais aquaticos.

A glutamina desempenha um importante papel na proliferacdo dos linfocitos,
produ¢do de citocinas pelos linfocitos e macrofagos, fagocitose e producdo de
superoxidos pelos macréfagos e neutréfilos (Newsholme et al., 1999). A glutamina é
pouco oxidada por estas células e pode produzir importantes precursores para o DNA,
RNA e sintese protéica.

Monocitos e macréfagos desempenham um papel importante na resposta do
sistema imune inato como uma primeira linha de defesa e sdo capazes de ingerir e
eliminar agentes infecciosos. Os macrofagos sao células diferenciadas terminais

derivados de mondcitos circulantes no sangue, mas sdo muito ativos e caracterizados



por altas taxas de secrecdo de proteinas, no entanto eles sdo incapazes de sintetizar
glutamina.

Taxas muito elevadas de utilizagdo de glutamina ocorrem em
macrofagos (Newsholme et al.,, 1987). Estudos conduzidos por Parry-Billings et al.
(1990), com macrofagos da cavidade peritoneal de ratos demonstraram que as taxas de
fagocitose diminuiram em todas as concentragdes de glutamina in vitro abaixo de 0,6
mmol / L e que a proliferacao de linfocitos humanos foram igualmente reduzidas com as
diminui¢des das concentragdes de glutamina.

Wallace & Keast (1992) observaram, em macrofagos de camundongos, que uma
reducdo em meio de cultura com glutamina de 0,5 mmol / L de 0,125 mmol / L foi
acompanhada por uma diminui¢do de 25% na sintese de RNA, demonstrando a
importancia da glutamina para a sintese de nucleotideos.

A secrec¢do de interleucina 1 (IL-1) a partir de macrdéfagos foi dependente da
presenca da glutamina no meio. Também foi demonstrado que neutrdfilos de rato
cultivados em culturas isoladas utilizaram glutamina em taxas mais elevadas do que
glicose (Pithon Curi et al., 1997).

A expressdo de antigenos derivados de macrofagos e a sua fungcdo em
voluntarios saudaveis foi influenciada in vitro por glutamina (Spittler et al., 1995).
A glutamina atua como precursor da sintese de nucleotideos e combustivel primario
para linfocitos, e altas taxas de utilizacdo ocorre mesmo em linfocitos em repouso
(Ardawi, 1988). O'Riordain et al. (1994) constataram que a sintese de DNA das células
T foi aumentada em pacientes no pds-operatério que receberam suplementagdo de
glutamina na nutri¢ao parenteral total.

Estudos realizados por Chang et al. (1999) demonstraram que a adi¢do de
glutamina em cultura de linfécitos in vitro desafiados com virus vivo atenuado
favorece a producdo de interferon gama (IFNg). Outra evidéncia de que a glutamina ¢
importante na resposta da interleucina 2 (IL-2) provém de estudos com ratos
alimentados com dietas suplementadas com glutamina (Kew et al, 1999).
Camundongos que receberam suplementagdo de glutamina apresentaram maior
producdo de IL-2 em linfocitos desafiados comparados com os ratos alimentados com
dieta controle, isenta de glutamina.

A importancia da glutamina para o funcionamento ideal dos neutréfilos ndo € tao
bem definida, comparando com o que ¢ conhecido sobre as exigéncias para o 6timo

funcionamento de linfocitos e macrofagos.



Os neutréfilos desempenham um importante papel na defesa do hospedeiro,
fagocitando e destruindo bactérias invasoras. Embora o substrato energético para
neutrofilos seja a glicose, ¢ sugerido por Vlessis et al. (1995) que os neutrofilos sao
capazes de utilizar a glutamina quando a concentracao de glicose ¢ limitada. Um estudo
conduzido por Ogle et al. (1994) sobre o efeito da glutamina na fungdo de neutréfilos
em pacientes pediatricos queimados mostrou evidéncias da melhora de sua fungdo
bactericida in vitro pela suplementacao de glutamina.

Em um estudo com pacientes no pos-operatorio, Furukawa et al. (1997)
investigaram o papel da glutamina na morte de Escherichia coli por neutréfilos. Os
neutrofilos foram cultivadas com Escherichia coli opsonizada em meios suplementados
com diferentes concentragdes de glutamina. O numero de Escherichia coli viavel
diminuiu 26% quando o meio foi suplementado com 1 mmol / |1 de glutamina,
comparado com meios suplementados com 0,5 mmol / 1 de glutamina. No entanto,
diferentes concentracdes de suplementagdo de glutamina in vitro ndo causaram mudanca
significativa no numero de E. coli vidvel quando cultivadas com neutrofilos de
voluntarios saudaveis. As concentragdes plasmaticas de glutamina foram
significativamente menores nos pacientes do que no grupo controle.

Um estudo mais aprofundado por Furukawa et al. (2000) examinou o papel da
glutamina na fagocitose in vitro de neutrofilos dos pacientes no pds-operatorio.
Observou-se diminui¢ao significativa dos niveis de glutamina no soro. Usando uma
técnica de cultura, os pesquisadores observaram que a fagocitose de neutréfilos de
granulos fluorescentes foi significativamente maior na presenc¢a de 2 mmol glutamina / 1
do que com pouco ou nenhuma suplementagao glutamina.

Foi descoberto recentemente o efeito da diminui¢do plasmatica da glutamina na
expressao de proteinas de choque térmico dos neutréfilos. A resposta de choque térmico
em células inflamatdrias supostamente fornece autoprotecdo para células do sistema
imune contra os radicais livres.

Estudando o efeito da glutamina na dieta de juvenis de carpa comum (Cyprinus
carpio var. Jian), Yan & Qiu-Zhou (2006) forneceram dietas contendo 0; 0.4; 0.8; 1,2;
1,6 e 2% de L-glutamina durante 80 dias, e observaram que os peixes alimentados com
1,2% de L-glutamina apresentaram melhora no desempenho, aumento da altura das
vilosidades intestinais ¢ melhora na fun¢ao intestinal com aumento da atividade das
enzimas do intestino. Dessa forma a suplementagdo de L-glutamina pode ter

importincia para a produgdo de peixes e a prevencdo de danos ao epitélio intestinal.



Utilizando a suplementagdo de Aminogut®, fonte de L-glutamina e L-glutamato,
na proporg¢do de 0, 1, 2, 3% da dieta para juvenis de tilapia do Nilo, Silva (2008) ndo
observou efeitos nos peixes alimentados com dietas suplementadas com L-glutamina e
L-glutamato para desempenho, altura dos vilos e composi¢ao quimica da carcaca.

Estes resultados podem ter ocorrido em fun¢do das 6timas condi¢des de cultivo,
visto que os pardmetros de desempenho nem sempre sdo satisfatorios para determinar os
niveis de suplementagdo de L-glutamina na dieta (House et al., 1994).

Os aminoacidos da familia da arginina, a glutamina, glutamato, prolina,
aspartato, asparagina, ornitina e citrulina sdo interconversiveis e recentes estudos
bioquimicos revelaram que estes aminoacidos desempenham fungdes reguladoras no
metabolismo dos nutrientes e resposta imune (Fu et al., 2005; Rhoads et al., 2006;
Morris, 2006; Li et al., 2007).

A glutamina tem fung¢des metabdlicas especificas e importantes, e ¢ considerado
um aminoacido condicionalmente essencial em algumas espécies, quando hé condigdes
inflamatorias, como infec¢do ou ferimento (Newsholme, 2001) ou no caso de quadros
de doenca com catabolismo (Smith & Wilmore, 1990).

O glutamato e a glutamina tem uma via metabolica comum no enterocito. Wu et
al. (1995) relataram que, no intestino delgado, a glutamina ¢ metabolizada
principalmente via hidrélise da glutamina em glutamato mais amonia pela glutaminase e
a degradacao subseqiiente do glutamato via transaminacao.

O glutamato, especialmente o derivado da dieta, pode substituir a glutamina na
geracdo de energia e sintese de aminoacidos ndo-essenciais. Do ponto de vista
estritamente metabdlico, a glutamina e o glutamato sdo intercambidveis como
importante substrato para o sistema celular da mucosa (Reeds & Burrin, 2001).
Entretanto, foi observado recentemente que as células da mucosa intestinal das criptas e
das vilosidades sintetizam simultaneamente glutamina, sugerindo que esta pode ndo ter
um papel estritamente metabdlico no intestino (Reeds & Burrin, 2001). Esta observacdo
e outras linhas de evidéncia indicam que a glutamina tem um papel mais regulatorio que
metabolico ao ativar uma série de genes associados com o ciclo de progressao das
células na mucosa e que a inibi¢do da sintese de glutamina inibe tanto a proliferacdo,
quanto a diferenciag¢do de culturas de células da mucosa (Rhoads et al., 1997; Blikslager
et al.,1999; Reeds & Burrin, 2001) .

A glutamina além do importante papel no desenvolvimento da mucosa intestinal

possui também outras fungdes na estrutura da mucosa, como precursora de n-



acetilglucosamina e n-acetilgalactosamina para a sintese de mucina e também
garantindo a eficiéncia das jun¢des de oclusdo, componentes estes usados para garantir
a manutencao da barreira passiva de entrada bacteriana na mucosa (Wu et al., 1995).

O trato gastrintestinal ¢ o principal 6rgdo de consumo e de utilizacdo de
glutamina. A mucosa intestinal contém células secretdrias, imunes e neuro-endocrinas,
além dos inumeros enterdcitos absortivos. Portanto, o intestino percebe o ambiente
nutricional e antigénico e atua na triagem imunoldgica e na defesa, assim como gera
respostas endocrinas ao ambiente do lamen (Burrin et al., 2000).

A suplementac¢do de glutamina na dieta proporciona aumento no ganho de peso,
consumo de ragdo, eficiéncia alimentar, desenvolvimento intestinal e atividade das
enzimas digestivas em carpas (Yan & Qiu-Zhou, 2006).

Os resultados de estudos avaliando os efeitos de fontes alternativas de proteinas
na resposta e resisténcia as doengas em peixes ndo sdo consistentes, porém alguns
estudos tém sugerido que a suplementacdo dietética com aminodcidos melhora a
resisténcia as doengas infecciosas (Lim et al., 2007).

A utilizacdo de glutamina e glutamato em dietas ja foi descrita por diversos
autores para suinos e frangos de corte, mas existem poucos estudos com peixes. Desta
forma, existem lacunas quanto aos niveis de L-glutamina e L-glutamato e os efeitos que
estes aminoacidos podem causar para as diferentes espécies de peixes.

Portanto, o estudo dos efeitos da glutamina na imunidade inata e na resisténcia
dos peixes as infec¢des bacterianas pode gerar alternativas para a prevencao de doencas
e aumento da bioseguranca na producdo de peixes no Brasil. Assim, justifica-se a
necessidade de avaliar os efeitos da suplementagdo de glutamina na racdo de tilapia do
Nilo sobre o desempenho e resisténcia a infec¢do bacteriana.

A presente tese foi elaborada seguindo-se as normas para redagao da Tese (UFV,
2000) em forma de capitulos e o capitulo foi elaborado com base nas normas para
elaboracdo e publicagdo de artigos técnicos cientificos na Revista Brasileira de

Zootecnia.
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Suplementacéo de glutamina na dieta de tilapia do Nilo

RESUMO - Objetivando-se avaliar o efeito da suplementagao de L-glutamina
na dieta, 300 adultos revertidos de tilapia (Oreochromis niloticus), da linhagem
tailandeza, com peso inicial de 201 + 1,51g, foram utilizados em um experimento com
delineamento inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos (0, 1, 2, 3 e 4%
de suplementacao de glutamina na dieta), sendo racdes isoenergéticas e isolisinicas
digestiveis, mantendo-se as relagdes minimas dos demais aminoacidos com a lisina
constantes; cinco repeti¢cdes por tratamento e doze peixes por unidade experimental. Os
peixes foram mantidos em 25 aquarios de 320 litros dotados de abastecimento de agua,
temperatura controlada e aeragdo individuais; e alimentados por seis refeicoes didrias
durante 32 dias. Avaliaram-se os parametros de desempenho, a composi¢ao corporal, a
deposicdo de proteina e gordura corporais e a eficiéncia de reten¢do de nitrogénio dos
peixes. A suplementacdo de L-glutamina na rag¢do nao afeta o ganho de peso, a taxa de
crescimento especifico, o teor de proteina corporal, as taxas de deposicao de gordura e
de proteina, relagdo de deposicdo de gordura:proteina eficiéncia de retencdo de
nitrogénio, a conversdo alimentar, eficiéncia de lisina e protéica para ganho, umidade

corporal e gordura corporal.

Palavras-chave: aminoacido, desempenho, Oreochromis niloticus
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Glutamine supplementation in the diet of Nile tilapia

ABSTRACT - The current study was aimed at evaluate the effect of L-glutamine
supplementation in the diet. Three hundred reverted Nile tilapia (Oreochromis
niloticus), thailand line (201 + 1,51g), were allotted at a completely randomized design,
with five treatments (0, 1, 2, 3 and 4.00% of glutamine supplementation in the diet), all
of then were isoenergetic and digestible isolysinic, and minimum rations between the
other amino acids with the lysine, five replicates by treatment and twelve fishes per
experimental unit. Fishes were maintained in 25 aquariums of 320 liters supplied with
single-pass flow-through water and aeration, controlled temperature and they were fed
six daily meals during 32 days. Performance, corporal composition, corporal protein and
fat deposition and nitrogen retention efficiency of the fishes were evaluated. L-
glutamine supplementation in the diet does not affect weight gain, specific growth rate,
the amount of body protein, fat and protein deposition rates, fat:protein ratio, nitrogen
retention efficiency, feed:gain ratio, lysine and protein efficiency for growth, body

water and fat.

Key words: amino acid, performance, Oreochromis niloticus
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Introducéo

Tem-se registrado uma réapida transformag¢ao dos sistemas cultivo na piscicultura
brasileira, principalmente com a implementagdo de projetos de producdo intensiva em
reservatorios, através do uso de tanques-rede e gaiolas (Ostrensky et al., 2008).

A intensificacdo da criacdo de tildpias com o uso de ragdes como principal fonte
de nutrientes, elevou o teor de nitrogénio excretado no meio. A formulacdo de ragdes
utilizando a suplementacdo de aminoécidos industriais com base no conceito de proteina
ideal pode minimizar este problema, uma vez que pode aumentar as taxas de retengdo
de nitrogénio dos peixes (Bomfim et al., 2008a; Quadros et al., 2009; Takichita et al.,
2009).

A glutamina ¢ um dos mais abundantes aminoéacidos livres no plasma e musculo
do peixe, além disso, ¢ essencial para a sintese de purina e nucleotideos de pirimidina
em todas as células. Por outro lado, a glutamina estimula a sintese protéica muscular em
mamiferos (Wu et al., 2007), mas essa informacdo ainda ndo estd disponivel para os
peixes.

A maior parte do glutamato e glutamina no plasma pode ser sintetizada a partir
de aminoacidos de cadeia ramificada e acetoglutarato no musculo esquelético. O
glutamato ¢ um substrato para sintese de glutamina pela glutamina sintetase ATP-
dependente, enquanto que a glutamina ¢ hidrolisada por glutaminase fosfatodependente
para gerar glutamato (Anderson et al., 2002). Ambos, glutamato e glutamina sao
importantes substratos para energia em peixes € o metabolismo dos tecidos especificos
dos dois AA esta totalmente definido para animais aquaticos.

Yan & Qiu-Zhou (2006) em estudo com juvenis de carpa comum (Cyprinus
carpio var. Jian), forneceram dietas contendo 0; 0,4; 0.,8; 1,2; 1,6 ¢ 2% de L-glutamina
durante 80 dias, e observaram que os peixes alimentados com 1,2% de L-glutamina

apresentaram melhora no desempenho, aumento da altura das vilosidades intestinais e
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melhora na funcao intestinal com aumento da atividade das enzimas do intestino. Dessa
forma a suplementacdo de L-glutamina pode ter importancia para a producdo de peixes
e a prevencao de danos ao epitélio intestinal dos animais.

O glutamato e a glutamina tem uma via metabolica comum no enterocito. Wu et
al. (1995) relataram que, no intestino delgado, a glutamina ¢ metabolizada
principalmente via hidrolise da glutamina em glutamato mais amonia pela glutaminase e
a degradacao subseqiiente do glutamato via transaminagao.

Do ponto de vista estritamente metabdlico, a glutamina e o glutamato sao
intercambidveis como importante substrato para o sistema celular da mucosa (Reeds &
Burrin, 2001). Entretanto, foi observado recentemente que as células da mucosa
intestinal das criptas e das vilosidades sintetizam simultaneamente glutamina, sugerindo
que esta pode ndo ter um papel estritamente metabolico no intestino (Reeds & Burrin,
2001). Esta observagdo e outras linhas de evidéncia indicam que a glutamina tem um
papel mais regulatorio que metabdlico ao ativar uma série de genes associados com o
ciclo de progressao das células na mucosa e que a inibicdo da sintese de glutamina inibe
tanto a proliferagdo, quanto a diferenciagdo de culturas de células da mucosa (Rhods et
al., 1997; Blikslager et al., 1999; Reeds & Burrin, 2001).

A utilizacdo de glutamina e glutamato em dietas ja foi descrita por diversos
autores para suinos e frangos de corte, mas poucos trabalhos foram feitos com peixes,
ndo se sabendo ainda quais os niveis adequados da L-glutamina e os efeitos que este
aminoacido pode causar para as diferentes espécies de peixes.

Desta maneira, realizou-se este estudo com o objetivo de avaliar os efeitos da

suplementagdo dietética de glutamina no desempenho de adultos de tilapia do Nilo.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de agosto e setembro de 2009, no
Laboratério de Nutrigdo de Peixes do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), localizado no municipio de Vigosa, Minas Gerais, com
duracdo do periodo experimental estipulado em 32 dias.

Foram utilizados 300 adultos revertidos de tilapia (Oreochromis niloticus), da
linhagem tailandeza, com peso inicial de 201 + 1,51g, em um experimento com
delineamento inteiramente casualizado, composto por cinco niveis de suplementacao de
glutamina, cinco repeti¢cdes por nivel e doze peixes por unidade experimental.

Os tratamentos foram constituidos de cinco ragdes experimentais isoproteicas
(30,50% de proteina bruta), isoenergéticas, isocdlcicas e isofosforicas, de forma a
atender as exigéncias nutricionais minimas sugeridas pelo NRC (1993) e isolisinicas
digestiveis, constituindo cinco tratamentos. Para tanto, uma dieta basal foi suplementada
com quatro niveis de L-glutamina, resultando nas cinco dietas experimentais (0, 1,2, 3 e
4% de suplementacgao de glutamina na racao).

A racdo basal foi formulada para atender as exigéncias nutricionais minimas
sugeridas pelo NRC (1993), exceto para a lisina digestivel (Tabela 1). O nivel de lisina
digestivel usado foi de 1,40%, conforme estabelecido por Jackson & Capper (1982) e
para que a racao fosse isolisinica digestivei, a lisina sintética (L-lisina-HCI) foi
adicionada. Os demais aminoacidos foram suplementados as racdes para que as relagdes
da treonina:lisina digestivel ficasse em 96,0% e metionina+cistina em 66% (seis pontos
percentuais acima do preconizado por Bomfim et al. (2010) e Bomfim et al. (2008b), de
modo a garantir que nao houvesse deficiéncia desses aminoacidos. A relagdo dos
demais aminoacidos:lisina foram mantidas no minimo seis pontos acima daquelas

estimadas a partir dos valores de exigéncia contidos no NRC (1993), garantindo, assim,
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o suprimento minimo das suas exigéncias. As racdes foram mantidas isonitrogenadas
por meio da substituicio da L-alanina por L-glutamina, a medida que o nivel de
suplementagdo aumentou.

Tabela 1 — Composicdo percentual e quimica da racao basal (matéria natural)

Ingredientes (%)

Farelo de soja 27,73
Milho 45,02
Glaten de milho 60 15,00
Oleo de soja 2,60
L-Lisina-HCI 0,60
DL—-Metionina 0,11
L-Treonina 0,51
L-Triptofano 0,14
L-Arginina 0,07
L-Glutamina 0,00
L-Alanina 4,00
Fosfato bicalcico 321
Suplemento Vitaminico e Mineral! 0,50
Vitamina C? 0,05
Sal comum 0,44
BHT (Antioxidante) 0,02
Total 100
Composicgéo calculada 3

Proteina Bruta (%) 30,50
Energia Digestivel (kcal/kg) 2990,00
Fibra Bruta (%)* 2,44
Ca Total (%) 0,88
P Disg (%) 0,59
Lisina (%) Digest 1,40
Met. + Cist (%) Digestivel 0,92
Treonina Digestivel (%) 1,34
Triptofano Digestivel (%) 0,36
Arginina Digestivel (%) 1,39

" Composicio por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000 UI; Vit. D5, 200.000 UI; Vit. E, 1.200 mg; Vit. K3, 2.400
mg; Vit. By, 4.800 mg; Vit. B,, 4.800 mg; Vit. Bs, 4.800 mg; Vit. By,, 4.800 mg; Vit. C, 48 g; ac. Folico, 1.200 mg;
pantotenato de Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; biotina, 48 mg; cloreto de colina, 108 g; niacina, 24.000 mg; Fe,
50.000 mg; Cu, 3.000 mg; Mn, 20.000 mg; Zn, 30.000 mg; I, 100 mg; Co, 10 mg; Se, 100 mg.

2 Vit. C: sal calcica 2-monofosfato de 4cido ascorbico, 42% de principio ativo

3 Valores estimados com base nos coeficientes de digestibilidade dos ingredientes para os aminoacidos e fosforo, de
acordo com Rostagno et al. (2005) e Furuya (2000), ¢ de energia, de acordo com Boscolo et al. (2002) e Pezzato et
al. (2002).

* Composigio calculada segundo Rostagno et al. (2005)

Os animais foram mantidos em 25 aquarios de polietileno, com capacidade
volumétrica de 320 litros e volume util de 300 litros, dotados de sistemas individuais de
aeracdo, abastecimento de agua e escoamento de fundo, dispostos em sistema de

recirculagdo e renovagdao minima de 4gua de 25% por dia.
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A agua de abastecimento dos aquarios foi proveniente do sistema de tratamento
de 4gua da Universidade Federal de Vigosa — UFV, previamente declorada e aquecida
por resisténcias elétricas, com temperatura controlada por termostato. A temperatura da
agua foi mantida em torno de 28°C e aferida diariamente, as 8:00 e 18:00 horas, com o
auxilio de um termdmetro de bulbo de mercurio, graduado de 0 a 50°C. Os controles do
pH e do teor de oxigénio dissolvido na 4gua foram aferidos a cada sete dias,
respectivamente, por intermédio de um potencidmetro e oximetro.

O fotoperiodo foi mantido em 12 horas de luz, por meio de iluminagao
proveniente de lampadas mistas, controlada por timer automatico.

As ragdes experimentais foram peletizadas e, para minimizar o impacto negativo
causado pela lixiviagdo e imbalangos pos-absortivos com a utilizagdo de aminoéacidos
livres, foram fornecidas diariamente, em seis refeicoes (8:00; 10:00; 12:00; 14:00; 16:00
e 18:00 horas), sendo que, em cada refei¢do, as dietas foram fornecidas em pequenas
quantidades, com sucessivos repasses, em quantidades que possibilitaram a ingestdo
maxima, reduzindo, assim, as perdas.

Foi realizada a limpeza dos aquérios uma vez a cada dois dias ap6s as leituras da
temperatura da agua, por sifonagem, para retirada das fezes e a limpeza dos filtros
mecanicos uma vez por semana.

Para as analises corporais, 60 peixes foram insensibilizados, sacrificados e
congelados no inicio do periodo experimental e no final, de forma idéntica, seis peixes
com pesos mais proximos ao peso médio da respectiva unidade, para analises corporais.

Foram avaliados os seguintes indices zootécnicos: ganho de peso, taxa de
crescimento especifico, taxa de sobrevivéncia, conversao alimentar, eficiéncia protéica
para ganho, eficiéncia de lisina para ganho, deposicdo diaria de proteina e gordura
corporais, relagdo de deposicdo de gordura:proteina, composicdo quimica corporal

(teores de umidade, proteina e gordura corporais) e eficiéncia de retencao de nitrogénio.

20



Para determinagdo da taxa de crescimento especifico (TCE), foi empregada a

equacdo abaixo, utilizando-se transformacdes logaritmicas.

TCE = log natural do peso final (g) — log natural do peso inicial (g) x 100

Periodo experimental (dias)

A relagdo de deposi¢do de gordura:proteina foi calculada dividindo-se a taxa de
deposicao diaria de gordura corporal pela taxa de deposicdo diaria de proteina corporal.

As eficiéncias de utilizagdo de proteina e lisina para ganho foram calculadas
dividindo-se o ganho de peso dos peixes pelo consumo de proteina bruta ou de lisina
digestivel, respectivamente.

As andlises bromatologicas das ragdes e das amostras dos peixes foram
realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia
(LNA/DZO) da Universidade Federal de Vigcosa — UFV, conforme procedimentos
descritos por Silva & Queiroz (2003).

As deposi¢des de proteina e de gordura corporais foram calculadas pela
diferenga da proteina ou gordura corporal final e inicial, respectivamente, em mg,
dividido pelo periodo experimental (dias).

A eficiéncia de retencdo de nitrogénio, expressa em porcentagem, foi calculada
pela diferenga do nitrogénio corporal final e inicial, dividido pelo nitrogénio total
consumido, multiplicado por 100.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SAS - Sistema

de Analises Estatisticas, segundo o modelo matematico:

Yij = p + Ti + &

em que:
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Yij = valor observado para varidvel estudada;

n =média geral da caracteristica;

Ti = efeito do tratamento i, sendo i = 0, 1, 2, 3 ¢ 4% de suplementa¢dao do
aminoacido (%);

€lj = erro aleatorio associado a cada observagao.

Os dados foram submetidos a andlises de variancia e regressdo (linear,
quadratico ou descontinuo “Linear Response Plateau”) em nivel de 5% de
probabilidade, conforme o melhor ajustamento obtido para cada variavel, com base na
significancia dos coeficientes de regressao pelo teste F, no coeficiente de determinagao,

na soma de quadrado dos desvios e no fenomeno em estudo.

Resultados e Discussao

Durante o periodo experimental a temperatura da dgua apresentou os valores de
27,4 + 0,86°C, o pH de 6,7 + 0,15 e o oxigénio dissolvido de 4,5 = 0,40 ppm, o que
caracterizou uma adequacdo do sistema de abastecimento de agua e de aeracdo,
possibilitando o controle da temperatura ¢ da aeracdo uniformes, durante o periodo
experimental. Estes valores observados encontram-se dentro da faixa recomendada para
a criagdo desta espécie, segundo Furuya (2000) e Kubitza (2000).

O aumento dos niveis de suplementacdo de glutamina na ragdo ndo influenciou

(P>0,05) os parametros de desempenho e a eficiéncia alimentar dos peixes (Tabela 2).
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Tabela 2 — Desempenho de adultos de tildpia do Nilo em fun¢do da suplementacdo de
glutamina na ragao

Suplementagdo de glutamina (%)

Parametro CV' (%)
0 1 2 3 4

Peso inicial (g) 202,9 199,3 200,2 201,6 2024 3,86
Ganho de peso (g) 73,61 83,63 86,83 98,71 84,69 22,20
Taxa de crescimento especifico (%/dia) 0,96 1,05 1,11 1,24 1,27 20,21
Taxa de sobrevivéncia (%) 96,66 100 100 96,66 100 -
Conversao alimentar (g/g) 1,97 1,61 1,59 1,42 1,61 -
Eficiéncia protéica para ganho (g/g) 1,81 2,06 2,14 2,43 2,08 22,20

Eficiéncia de lisina para ganho (g/g) 39,44 44,80 46,52 52,88 45,37 22,20

!CV- coeficiente de variagdo

De forma semelhante, Silva (2008) também nao encontrou diferenca nos parametros de
desempenho de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com ragdes suplementadas com
niveis crescentes de Aminogut (minimos de 10% de L-glutamina e 10% de L-
glutamato) na propor¢do de 0 a 3% da dieta. No entanto, Yan & Qiu-Zhou (2006)
observaram efeito positivo nos pardmetros de desempenho de carpas alimentadas com
racdes suplementadas com 1,2% de L-glutamina.

Embora ndo tenha sido observada variagdo significativa, foi constatado um
aumento gradativo de até 34% no valor absoluto do ganho de peso (P=0,19) e melhora
de até 27,9% na conversdo alimentar quando o nivel de suplementacdo de glutamina
aumentou de 1 para 3%. Esses resultados estariam coerentes com os obtidos por Yi &
Allee (2008), que verificaram que a suplementa¢do de 1% de glutamina aumentou a
taxa de crescimento especifico e a eficiéncia alimentar.

Possivelmente, as diferencas estatisticas, no presente experimento, ndo foram
detectadas devido ao alto valor dos coeficientes de variacdo apresentados pelas
varidveis estudadas. Esta alta variagdo, provavelmente, estd relacionada ao efeito dos
constantes confrontos para estabelecer as relacdes hierdrquicas nos cardumes

(Kaufmann, 1983; Karavanich & Atema, 1993). As relagdes de dominancia foram

23



observadas em todas as unidades experimentais, apesar da colocacdo de abrigos para os
peixes em todas as caixas.

As melhoras ndo significativas, observadas na taxa de crescimento e na eficiéncia
de utilizacdo do alimento para ganho de peso, podem estar associadas ao fato de que a
glutamina ¢ um importante precursor da sintese de outros aminoacidos, nucleotideos,
acucares aminados, proteinas e outras moléculas biologicamente importantes, conforme
proposto por Smith & Wilmore (1990) e Newsholme (2001). Outro fator que pode estar
associado a esse efeito positivo da glutamina seja a sua possivel influéncia sobre o peso,
estrutura e funcao intestinal, aumentando a retencdo de proteina, segundo relato de Jiang
et al. (2009).

A suplementagdo de glutamina também ndo influenciou (P>0,05) o teor de
proteina corporal, a eficiéncia de retencdo de nitrogénio, os teores de umidade e gordura
corporais, deposi¢des didrias de gordura e de proteina corporais, relacdo de deposi¢ao

de gordura:proteina e a eficiéncia de retencao de nitrogénio (Tabela 3).

Tabela 3 — Composi¢do corporal, deposicdes de proteina e gordura corporais e
eficiéncia de retenc¢do de nitrogénio de adultos de tilapia do Nilo em funcao
da suplementacdo de glutamina na rag¢ao

1
Pardmetro Suplementacdo de glutamina (%) C(;/ )
()
Inicial 0 1 2 3 4
Umidade corporal (%) 2 78,6 74,78 74,99 71,55 69,78 72,44 4,82
Gordura corporal (%) > 510 7,06 859 1034 1224 9,08 19,10

11,30 13,42 14,85 16,45 16,29 14,83 10,96
443,58 496,78 709,67 887,48 432,19 29,10
288,38 431,64 599,44 833,64 592,73 22,57

Relagdo deposi¢do de gordura:proteina - 1,54 115 1,18 1,06 0,73 -
29,08 32,57 46,52 58,18 48,00 22,57

Proteina corporal (%) *
Deposigdo de gordura corporal (mg/dia) -

Deposicéo protéica corporal (mg/dia)

Eficiéncia de retengdo de nitrogénio (%)
'CV- coeficiente de variagao
% Matéria natural
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Apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa, foi observado que os valores
absolutos de gordura e de proteina corporais dos peixes aumentaram do nivel 0% até o
de 3% de suplementagdo de glutamina na racdo. No entanto, a deposi¢do de proteina,
proporcionalmente, foi maior do que a deposicdo de gordura, resultando em uma
reducdo de 31% na relagdo gordura:proteina nestes mesmos animais, indicando uma
alteracdo positiva na composi¢do da carcacga, visto que excesso de gordura no peixe fica
localizado, principalmente, na cavidade abdominal, ocasionando a redug¢do do
rendimento do filé (Meurer et al., 2002).

Da mesma forma do ocorrido com os parametros de desempenho e eficiéncia
alimentar, a elevacao dos niveis de suplementacdo nas ragdes proporcionou um aumento
numérico na eficiéncia de reten¢do de nitrogénio, o que esta coerente com a alteragdo na
proporcao de deposi¢do de proteina em relacdo a gordura observada.

Um fator que pode ter contribuido para a melhora nos valores absolutos observada
para a maioria dos pardmetros de desempenho e eficiéncia alimentar obtidos pelos
peixes seriam as condicdes estressantes devido as constantes disputas hierdrquicas.
Nestas condigdes, as exigéncias de glutamina podem estar aumentadas em funcdo da
sua importancia como precursora na sintese de aminoagucares constituintes de proteinas
do muco, bem como na sintese de glutationa, um dos principais antioxidantes corporais

(Curi et al., 2005).
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Concluséao

A suplementacdo de L-glutamina na ra¢do ndo influencia o desempenho e

caracteristicas de carcaga de adultos de tilapia do Nilo.
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Efeitos da suplementacéo de glutamina na racéo de tilpia do Nilo sobre a
resisténcia a infeccéo bacteriana

RESUMO - Objetivando-se avaliar efeitos da suplementacdo dietética de
glutamina sobre a resisténcia a infec¢do causada por Streptococcus agalactiae, 144
adultos revertidos de tilapia (Oreochromis niloticus), da linhagem tailandeza, com peso
inicial de 201 + 1,51g, foram utilizados em um experimento com delineamento
inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos, duas repetigdes e 12 animais
por unidade experimental. Os peixes foram mantidos em 12 aquérios de 320 litros
dotados de abastecimento de agua, temperatura controlada e aeragdao individuais e
alimentados com seis refei¢cdes didrias. Os animais foram alimentados por um periodo
de 32 dias com cinco ragdes experimentais isoproteicas e isolisinicas, com cinco niveis
de suplementacdo de glutamina (0, 1, 2, 3 e 4%). Ao final deste periodo todos os peixes
foram desafiados através de uma inje¢do intraperitonial com 0,1 mL de inoculo de
Streptococcus agalactiae 4x10° UFC/mL, com excegdo do grupo controle, o qual foi
inoculado com 0,1 mL de (BHI) e receu a ragdo contendo 0% de suplementagdo. Os
peixes infectados continuaram recebendo as ragdes com os cinco niveis de
suplementagdo de glutamina. Os animais foram monitorados por um periodo de vinte e
trés dias apods a infec¢do. Foi registrado o comportamento alimentar dos animais e a
ocorréncia de sintomas clinicos da meningoencefalite, tais como letargia, anorexia,
natacdo erratica e exoftalmia. O nivel de 2% de suplementacdo de glutamina na ragao
proporciona a menor taxa de mortalidade e maior reducdo dos sintomas de infeccao

causada por Streptococcus agalactiae em adultos de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: desempenho, Oreochromis niloticus, Streptococcus agalactiae
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Effects of glutamine supplementation in the ration of Nile tilapia on resistance to

bacterial infection

ABSTRACT - In order to investigate effects of dietary supplementation of glutamine
on resistance to infection caused by Streptococcus agalactiae, 144 adults reverted Nile
tilapia (Oreochromis niloticus), of the Thailand line, with initial weight of 201 = 1.51 g
were used in an experiment with completely randomized design, six treatments, two
replicates and 12 animals per experimental unit. Fishes were fed during 32 days with
five experimental diets isonitrogenous, isoenergetic, and five levels of glutamine
supplementation (0, 1, 2, 3 and 4%). At the end of this period all fish were challenged
by an intraperitoneal injection with 0.1 mL inoculum of S. agalactiae 4x105 CFU / mL,
except for the control group, which was inoculated with 0.1 ml of sterile Brain Heart
infusion (BHI) and fed a diet containing 0% supplementation. The infected fish
continued to receive diets with five levels of glutamine supplementation. The animals
were observed during twenty-three days after infection. Fishes were maintained in 12
aquariums of 320 liters supplied with single-pass flow-through water and aeration,
controlled temperature and they were fed six daily meals during 55 days. During the
feeding period was recorded animals feeding behavior and the occurrence of clinical
symptoms of meningoencephalitis, such as lethargy, anorexia, erratic swimming and
exophthalmia. The level of 2% L-glutamine supplementation in diet provids the
lowest mortality rate and greater reduction of symptoms of infection caused by

Streptococcus agalactiae in adults of Nile tilapia.

Key words: performance, Oreochromis niloticus, Streptococcus agalactiae
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Introducéo

A piscicultura intensiva gera varias fontes de estresse para os animais, tais como
as altas densidades de estocagem, as frequentes manipulagdes dos peixes para
constantes biometrias, a qualidade da agua e o transporte.

Doengas infecciosas e problemas com parasitas sdo usualmente resultado da
exposi¢ao dos animais a agentes patogénicos, muitos dos estdo presentes na maioria dos
corpos de agua e pisciculturas (Conte, 1992). Quando os peixes estdo submetidos a
situacdes de estresse, sua resisténcia ao ataque de patdgenos fica enfraquecida, por isso
o estresse ¢ considerado um dos principais fatores que contribuem para a deterioragao
da saiude dos animais na aquicultura (Iwama et al., 1997).

Streptococcus agalactiae ¢ uma bactéria relacionada, no Brasil, a surtos de
meningoencefalite e septicemia em tilapia do Nilo. Embora haja relatos de infec¢des por
Streptococcus agalactiae em diferentes espécies de peixes, de agua salgada e de agua
doce, no Brasil, os relatos sdo limitados a tilapia do Nilo, ndo sendo conhecida ainda a
susceptibilidade de espécies nativas de peixe a essa bactéria (Figueiredo, 2007).

Os surtos de Streptococcus agalactiae no Brasil ocorreram em tanques-rede em
regides com temperaturas acima de 27°C (Mian et al., 2009). Figueiredo et al. (2006)
relataram o isolamento de Streptococcus agalactiae a partir de surtos em uma
piscicultura no estado de Minas Gerais € uma producdo em tanques-rede no Espirito
Santo.

Esta bactéria tem sido responsavel por prejuizos consideraveis em sistemas
aquicolas por todo o mundo e sua importancia tem aumentado nos ultimos anos
(Robinson & Meyer, 1966; Eldar et al., 1995; Duremdez et al., 2004; Mian et al., 2009).

Os animais criados em condi¢des de cultivo intensivo estdo sujeitos a um

estresse cronico, o qual ¢ um importante agente imunossupressor, tornando-os
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vulneraveis a varias doencas. Em todos os setores da produ¢do animal tem-se adotado
medidas visando proteger os organismos cultivados contra o desencadeamento de
doencas contagiosas. A imunonutri¢cdo, termo usado na nutri¢do clinica humana, pode
ser uma importante ferramenta para prevenir doengas e at¢ mesmo minimizar oS seus
efeitos na cadeia produtiva da aquicultura.

Centenas de espécies de bactérias podem ser patogénicas, tanto para os animais
selvagens quanto para os cultivados ou representar uma ameaga potencial sob condicdes
favoraveis. Além disso, os custos para os governos e aquicultura privada devido as
doencas causadas por bactérias e as tentativas de controld-las, chegam a milhdes de
dolares anualmente como resultado de perdas de recursos pesqueiros (Buller, 2004).

A glutamina desempenha um importante papel na proliferacdo dos linfocitos,
producdo de citocinas pelos linfocitos e macrofagos, fagocitose e produgdo de
superoxidos pelos macréfagos e neutrdfilos. A glutamina € pouco oxidada por estas
células e pode produzir importantes precursores para o DNA, RNA e sintese protéica
(Newsholme et al., 1999).

Os aminoécidos da familia da arginina, glutamina, glutamato, prolina, aspartato,
asparagina, ornitina e citrulina sdo interconversiveis e recentes estudos bioquimicos
revelaram que estes aminodcidos desempenham funcdes reguladoras no metabolismo
dos nutrientes e resposta imune (Fu et al., 2005; Rhoads et al., 2006; Morris, 2006; Li et
al., 2007).

Os resultados de estudos avaliando os efeitos de fontes alternativas de proteinas
na resposta e resisténcia as doengas em peixes ndo sao consistentes, porém alguns
estudos com animais tem sugerido que a suplementagdao dietética com aminoacidos

melhora a sua resisténcia as doencas infecciosas (Li et al., 2007).
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Desta maneira, realizou-se este trabalho com o objetivo de estudar os efeitos da
suplementagdo dietética de glutamina na resisténcia de adultos de tildpia do Nilo a

infecgdo causada por Streptococcus agalactiae.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de agosto e outubro de 2009, no
Laboratério de Nutrigdo de Peixes do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), localizado no municipio de Vigosa, Minas Gerais, com
duracdo do periodo experimental estipulado em 37 dias.

Foram utilizados 144 adultos revertidos de tilapia (Oreochromis niloticus), da
linhagem tailandeza, com peso inicial de 201,28 + 22g, em um experimento com
delineamento inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos e dois grupos de
12 animais por tratamento. Antes do inicio do periodo experimental, amostras dos rins e
cérebro de 6 peixes foram submetidos a andlises bacterioldgicas no laboratorio de
doencas de animais aquaticos (Aquavet) do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras para certificar-se de que eles ndo estavam infectados
por Streptococcus agalactiae.

Os peixes foram alimentados por um periodo de 32 dias com cinco ragdes
experimentais isoproteicas (30,50% de proteina bruta), isoenergéticas, isocdlcicas e
isofosforicas, de forma a atender as exigéncias nutricionais minimas sugeridas pelo
NRC (1993) e isolisinicas digestiveis. Para tanto, uma dieta basal foi suplementada com
quatro niveis de L-glutamina, resultando nas cinco dietas experimentais (0, 1, 2, 3 ¢ 4%
de suplementagao de glutamina na ragao), conforme a Tabela 1. Sendo que a ragdo com
menor nivel de suplementacao foi fornecidada a quatro grupos distintos de animais, dois

deles constituindo os grupos controles.
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A racdo basal foi formulada para atender as exigéncias nutricionais minimas
sugeridas pelo NRC (1993), exceto para a lisina digestivel. O nivel de lisina digestivel
usado foi de 1,40%, conforme estabelecido por Jackson & Capper (1982) e para que a
racdo fosse isolisinica digestivei, a lisina sintética (L-lisina-HCI) foi adicionada. Os
demais aminoacidos foram suplementados as ragdes para que as relagdes da
treonina:lisina digestivel ficasse em 96,0% e metionina+cistina em 66% (seis pontos
percentuais acima do preconizado por Bonfim et al. (2010) e Bomfim et al. (2008), de
modo a garantir que ndo houvesse deficiéncia desses aminoacidos. A relagdo dos
demais aminoécidos:lisina foram mantidas no minimo seis pontos acima daquelas
estimadas a partir dos valores de exigéncia contidos no NRC (1993), garantindo o
suprimento das suas exigéncias. As racdes foram mantidas isonitrogenadas por meio da
substitui¢do da L-alanina por L-glutamina, a medida que o nivel de suplementacdo

aumentou.
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Tabela 1 — Composicdo percentual e quimica da racao basal (matéria natural)

Ingredientes (%)

Farelo de soja 27,73
Milho 45,02
Glaten de milho 60 15,00
Oleo de soja 2,60
L-Lisina-HCI 0,60
DL—-Metionina 0,11
L-Treonina 0,51
L-Triptofano 0,14
L-Arginina 0,07
L-Glutamina 0,00
L-Alanina 4,00
Fosfato bicalcico 3,21
Suplemento Vitaminico e Mineral! 0,50
Vitamina C? 0,05
Sal comum 0,44
BHT (Antioxidante) 0,02
Total 100
Composic¢éo calculada 3

Proteina Bruta (%) 30,50
Energia Digestivel (kcal/kg) 2990,00
Fibra Bruta (%)* 2,44
Ca Total (%) 0,88
P Disg (%) 0,59
Lisina (%) Digest 1,40
Met. + Cist (%) Digestivel 0,92
Treonina Digestivel (%) 1,34
Triptofano Digestivel (%) 0,36
Arginina Digestivel (%) 1,39

" Composicio por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000 UI; Vit. D5, 200.000 UI; Vit. E, 1.200 mg; Vit. K3, 2.400
mg; Vit. By, 4.800 mg; Vit. B,, 4.800 mg; Vit. Bg, 4.800 mg; Vit. B,, 4.800 mg; Vit. C, 48 g; ac. Folico, 1.200 mg;
pantotenato de Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; biotina, 48 mg; cloreto de colina, 108 g; niacina, 24.000 mg; Fe,
50.000 mg; Cu, 3.000 mg; Mn, 20.000 mg; Zn, 30.000 mg; I, 100 mg; Co, 10 mg; Se, 100 mg.

2 Vit. C: sal calcica 2-monofosfato de 4cido ascorbico, 42% de principio ativo

3 Valores estimados com base nos coeficientes de digestibilidade dos ingredientes para os aminoacidos e fosforo, de
acordo com Rostagno et al. (2005) e Furuya (2000), ¢ de energia, de acordo com Boscolo et al. (2002) e Pezzato et
al. (2002).

* Composigio calculada segundo Rostagno et al. (2005)

Ao final do periodo inicial, todos os animais foram anesteziados por imersao em
uma caixa contendo 10 mg/L de benzocaina. Dez grupos de doze peixes cada foram
desafiados através de uma injecdo intraperitonial com 0,1 mL de inoculo de
Streptococcus agalactiae 4x10° UFC/mL e dois grupos controle com 0,1 mL de infusdo
estéril de Cérebro e Coragao.

O grupo controle era composto pelos animais alimentados com a ragao contendo

0% de suplementacdo de glutamina e sem contaminagdo durante todo o periodo
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experimental. O grupo do tratamento um foi alimentado com a mesma rag¢dao do
controle, porém os animais foram infectados. No tratamento dois os animais foram
alimentados com a racdo suplementada com 1% de glutamina e infectados ao final do
primeiro periodo. No tratamento trés foi usada a ragdo com 2% de glutamina e infec¢do
dos animais. No tratamento quatro a ra¢do com 3% de glutamina e infec¢do e no
tratamento cinco a racdo com 4% de suplementac¢do de glutamina e infeccao.

Os animais foram monitorados por um periodo de vinte e trés dias apos a
infec¢@o. Ao final do periodo de observagdes foram coletadas amostras do cérebro e rins
de todos os animais para reisolamento da bactéria.

Os animais foram mantidos em 12 aquérios de polietileno, com capacidade
volumétrica de 320 litros e volume util de 300 litros, dotados de sistemas individuais de
aeracdo, abastecimento de dgua e escoamento de fundo, dispostos em sistema de
recirculagdo e renovagdo minima de 4gua de 25% por dia.

A agua de abastecimento dos aquarios foi proveniente do sistema de tratamento
de agua da Universidade Federal de Vigosa — UFV, previamente declorada e aquecida
por resisténcias elétricas, com temperatura controlada por termostato.

A temperatura da agua foi mantida em torno de 28°C e aferida diariamente, as
8:30 e 18:00 horas, com o0 auxilio de um termometro de bulbo de mercurio, graduado de
0 a 50°C. Os controles do pH e do teor de oxigénio dissolvido na dgua foram aferidos a
cada sete dias, respectivamente, por intermédio de um potencidmetro e oximetro. O
fotoperiodo foi mantido em 12 horas de luz, por meio de iluminagdo proveniente de
lampadas mistas, controlada por timer automatico.

As racdes experimentais foram peletizadas e, para minimizar o impacto negativo
causado pela lixiviacdo e imbalangos pds-absortivos com a utilizagdo de aminoacidos
livres, foram fornecidas diariamente, em seis refeigoes (8:00; 10:00; 12:00; 14:00; 16:00

e 18:00 horas), sendo que, em cada refeicao, as dietas foram fornecidas em pequenas
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quantidades, com sucessivos repasses, em quantidades que possibilitaram a ingestdo
maxima, reduzindo, assim, as perdas.

Sendo que apos o desafio passaram a ser fornecidas duas vezes ao dia (8:00 e
16:00 horas). Durante o periodo de arracoamento era registrado o comportamento
alimentar dos animais e a ocorréncia de sintomas clinicos da meningoencefalite, tais
como letargia, anorexia, natacdo erratica e exoftalmia, conforme descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Comportamento alimentar e sintomas clinicos observados durante o
experimento.

Observacao Descri¢ao

Anorexia Auséncia de consumo no momento do arragoamento.
Consumo na superficie Os animais consumiam a racao na superficie da agua.
Consumo no fundo Os animais cosnumiam a ra¢ao no fundo da caixa.
Exoftalmia Protusdo anormal de um ou de ambos os olhos.

Natagdo erratica Animais nadando em circulos e sem controle.

Letargia Animais com movimentos lentos e sem reagdo a estimulos.

Foi realizada a limpeza dos aquarios uma vez a cada dois dias apds as leituras da
temperatura da agua, por sifonagem, para retirada das fezes e a limpeza dos filtros
mecanicos uma vez por semana. Sendo que apos o desafio a limpeza passou a ser feita a
cada trés dias e a dgua era esterilizada com pastilhas de cloro antes de ser descartada das
caixas dos animais desafiados.

As analises bromatoldgicas das ragdes foram realizadas no Laboratério de
Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (LNA/DZO) da Universidade Federal
de Vigosa — UFV, conforme procedimentos descritos por Silva & Queiroz (2003).

Os dados foram tratados por meio de estatistica descritiva, com os valores de
freqliéncia das observacdes transformadas em porcentagem e plotados em graficos em
trés dimensdes para visualizagdo dos sintomas e comportamento alimentar nos

diferentes grupos testados. Foi utilizado o software Excel XP para este procedimento.
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Resultados e Discussao

Durante o periodo experimental a temperatura da dgua apresentou os valores de
27,4 + 0,86°C, o pH de 6,7 = 0,15 e o oxigénio dissolvido de 4,5 + 0,40 ppm. Estes
valores encontram-se dentro da faixa recomendada para a criacdo desta espécie,
segundo Furuya (2000b) e Kubitza (2000).

O sistema de abastecimento de agua e de aeragdo possibilitou o controle da
temperatura e da aeracdo uniformes, durante o periodo experimental.

Foram observados sintomas caracteristicos da meningoencefalite, tais como
natacdo erratica, anorexia e exoftalmia, bem como as primeiras ocorréncias de
mortalidade 24 horas apds a infec¢do. Porém a maior mortalidade ocorreu no nono dia
pos-infecgao.

O comportamento de consumir a racdo na superficie da dgua do aquario foi
caracterizado por movimentos rapidos com os animais nadando do fundo até a
superficie e retornando ao fundo constantemente cada vez que a ra¢do era fornecida

(Figura 1).
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Consumo na superficie
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Figura 1 — Representagdo grafica do consumo de racdo na superficie da 4gua por
adultos de tilapia do Nilo, em fungdo do nivel de suplementagdo de
glutamina da racgdo e infec¢do bacteriana.

Foi registrado o numero de animais de cada caixa que apresentaram este
comportamento em todos os horarios de arragoamento.

Todos os animais do grupo controle apresentaram este comportamento durante
todo o periodo experimental.

Somente a partir do décimo nono dia os peixes alimentados com os maiores niveis
de glutamina, a partir de 2% comecaram a apresentar 0 mesmo comportamento
alimentar do grupo controle, indicando uma possivel recuperacio do quadro de
infecgao.

A anorexia, outro sintoma caracteristico da infec¢do causada pelo S. agalactiae

em peixes, foi observada em todos os tratamentos, exceto no grupo controle (Figura 2).
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Figura 2 — Representagdo grafica da ocorréncia de anorexia em adultos de tilédpia do
Nilo, em funcdo do nivel de suplementacdo de glutamina da ragdo e
infec¢do bacteriana.

Houve redugao acentuada na ocorréncia de anorexia nos animais alimentados com
as racdes contendo os niveis de 2 e 4% de glutamina aproximadamente no décimo
quinto dia, voltando a aumentar no décimo sexto dia. Por ocasido do décimo oitavo dia
nao foi mais observada a ocorréncia de anorexia nos animais alimentados com as ragdes
contendo esses niveis.

Os animais alimentados com os menores niveis de glutamina (0% infectados e
1%) apresentaram redugdo dos sintomas somente a partir do vigésimo primeiro dia,
sendo que os animais alimentados com o nivel de 0% voltaram a apresentar aumento no
dia seguinte.

A natagdo erratica com perda de equilibrio do animal é caracterizada pela
inclinagdo lateral do animal, movimentos circulares e falta de controle. A ocorréncia

deste sintoma foi registrada diariamente (Figura 3).
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Figura 3— Representacdo grafica da ocorréncia de natacdo erratica em adultos de
tilapia do Nilo, em func¢do do nivel de suplementacdo de glutamina da racao
e infec¢do bacteriana.

O grupo controle ndo apresentou este sintoma em nenhum momento do periodo
experimental. A maior incidéncia ocorreu nos animais infectados alimentados com o
menor nivel de glutamina, seguido do niveis 2 e 1%. Os animais alimentados com o
nivel de 2% tiveram a incidéncia nos primeiros dias, porém houve uma regressdo do
sintoma a partir do quinto dia. Os dois ultimos niveis de suplementa¢do de glutamina
também ndo apresentaram o sintoma.

A exoftalmia ¢ um sintoma comum em peixes, podendo ser provocado por
multiplas causas, dentre elas, a infeccdo aguda. O estresse e a qualidade da agua
também podem causar o aparecimento deste sinotama (Stoskopf, 1992). Por este motivo
este ndo foi considerado um parametro sensivel para a detec¢do de diferengas entre os
tratamentos testados.

Houve um aumento da ocorréncia deste sintoma em todos os tratamentos, com
exce¢do do controle, ao final da primeira semana pds-infec¢do, conforme pode ser

observado na Figura 4.
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Apos este pico de ocorréncia, houve uma maior reducdo nos tratamentos dois e

quatro, sendo que a maior incidéncia ao longo do periodo ocorreu no tratamento um.

Exoftalmia
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Figura 4— Representagdo grafica da ocorréncia de exoftalmia em adultos de tilapia do
Nilo, em func¢do do nivel de suplementacdo de glutamina da ragdo e
infec¢do bacteriana.

A letargia e falta de reacdo a estimulos foi um comportamento apresentados por
todos os animais nos primeiros dias pos-infec¢dao (Figura 5). Os peixes do tratamento
quatros comecaram a se recuperarar a partir do terceiro dia. Os tratamentos trés e cinco
apresentaram uma recuperacdo acentuada a partir da segunda semana e nos ultimos
quatro dias do periodo os animais tinham um comportamento semelhante ao do grupo

controle.
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Figura 5 — Representagdo grafica da ocorréncia de letargia em adultos de tilapia do
Nilo, em funcdo do nivel de suplementacdo de glutamina da ragdo e
infeccdo bacteriana.

Todos os sintomas carcteristicos da infeccdo causada por Streptococcus
agalactiae, com excegdo da exoftalmia, tiveram o nimero de ocorréncias reduzidos com
o aumento do nivel de suplementacdo de glutamina na dieta.

Assim como ocorre em outras espécies, a glutamina dietética pode ter efeito
sobre a resposta inflamatoria da tilapia do Nilo. Segundo Singleton et al. (2005), a
glutamina pode estimular a sintese de uma proteina inibidora do fator nuclear kB,
conhecida como IkB. O kB ¢ um fator fundamental na expressao de genes relacionados
com a resposta inflamatoria, tais como Oxido Nitrico Sintetase induzivel fons e
citocinas inflamatorias. Desta forma a glutamina pode atenuar a resposta inflamatoria de
animais em desafio imunologico.

Porém, ¢ necessdria a realizagdo de mais experimento para investigar os
mecanismos de a¢do da glutamina no sistema imunolégico de peixes.

Foi observada uma ocorréncia de 0% de mortalidade no grupo controle, sendo que

nos tratamentos 1 e 2 foram registradas as maiores porcentagens (39%) e o tratamento 3
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(2% de suplementa¢do de glutamina) proporcionou a menor taxa de mortalidade
(8,33%) (Figura 6). Nos tratamentos 4 e 5 ela voltou a subir, porém ainda se mantendo

menor que nos tratamentos com menores niveis de suplementagao.

Mortalidade

45 4
40 4

35 4
30 1
25 4

20 1

Frequéncia %

15 ~

10 ~

0 T T T 1

0% sem 0%-+infeccao 1%-+infeccéo 2%-+infeccao 3%-+infeccao 4%-+infeccao
infeccéo

Tratamentos

Figura 6 — Representagdo grafica da mortalidade de adultos de tildpia do Nilo, em
funcdo do nivel de suplementacdo de glutamina da ragdo e infeccao
bacteriana.

Portanto, a suplementacdo de glutamina na dieta até o nivel de 2% parece reduzir

a mortalidade dos peixes infectados por Streptococcus agalactiae. Esta redugdo pode ter

sido devido ao fato de que a glutamina desempenha um importante papel na

proliferacao dos linfocitos, producdo de citocinas pelos linfocitos e macrofagos,
fagocitose e produgdo de superdxidos pelos macrofagos e neutrofilos (Newsholme,

1999). Como principal substrato energético para leucdcitos ¢ modulador-chave da

produgio de citocinas e Oxido Nitrico, a glutamina é crucial para a resposta imune em

peixes (Buentello e Gatlin 1999; Li et al. 2007).
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Concluséao

O nivel de 2% de suplementacdo de glutamina na racdo proporciona a menor taxa

de mortalidade e maior reducdo dos sintomas de infeccdo causada por Streptococcus

agalactiae em adultos de tilapia do Nilo.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Foram realizados dois experimentos com os objetivos de determinar os efeitos
da suplementagdo de glutamina em ragdes para adultos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), da linhagem tailandeza, sobre o desempenho e resisténcia a infec¢do por

Streptococcus agalactiae. Concluiu-se que:

- os niveis de suplementagdo de L-glutamina na ragdo nao influenciam o

desempenho e as caracteristicas de carcaca de adultos de tilapia do Nilo.

- o nivel de 2% de suplementagdo de glutamina na ragdo proporciona a menor taxa

de mortalidade e maior redug¢ao dos sintomas de infeccdo causada por Streptococcus

agalactiae em adultos de tilapia do Nilo.
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