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RESUMO

LADEIRA, André Luis Fialho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2018.
Niveis de inclusao de glutamato monossodico em dietas de pacama (Lophiosilurus
alexandri) em fase de condicionamento alimentar. Orientadora: Ana Lidcia Salaro,
Coorientadores: Jener Alexandre Sampaio Zuanon e Daniel Abreu Vasconcelos
Campelo.

O pacama, Lophiosilurus alexandri, peixe carnivoro, € uma espécie com potencial para
a producdo em cativeiro por apresentar caracteristicas favoraveis a sua comercializagao
como a auséncia de espinhas intramusculares, sabor da carne e rendimento de filé.
Entretanto, o canibalismo e a ndo aceitacdo imediata de dietas comerciais sao
caracteristicas que dificultam a criagdo em cativeiro e, portanto, sua difusdo na
piscicultura. Técnicas de treinamento alimentar vém sendo aprimoradas para que se
possa ampliar a criacdo das espécies carnivoras em cativeiro. Entretanto, a troca
constante das dietas, que € a base do treinamento alimentar, ainda é muito estressante
para os peixes. Assim, uma alternativa vidvel seria o uso de aditivos nas dietas, os quais
podem atuar minimizando o estresse e melhorar a palatabilidade das mesmas. O
glutamato monossddico, sal sodico do dcido glutdmico, € considerado um
palatabilizante e no organismo animal pode ser dissociado em glutamato. O glutamato é
um aminodcido condicionalmente essencial, sendo possivel que atue em situacdes de
estresse. Associado a isso, o glutamato pode apresentar efeito tréfico na mucosa
intestinal por aumentar a microvilosidade intestinal e proporcionar maior drea de
absor¢do dos nutrientes. Portanto, com este estudo objetivou-se avaliar o glutamato
monossddico em dietas de pacamds durante o periodo de treinamento alimentar.
Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com oito tratamentos
(0,05 2,05 8,0; 16,0; 29,0; 34,0e 420 g kg'lde glutamato monossddico e um tratamento
com sal comum NaCl) e quatro repeti¢des. Alevinos de pacama (0,17 £ 0,01g) foram
alimentados com as dietas experimentais quatro vezes ao dia (8:00h, 11:00h, 14:00h e
17:00h). Em relagao ao desempenho, houve efeito significativo (P<0,05) apenas para o
ganho de peso dos peixes, o qual os maiores valores foram obtidos pelos animais que
receberam dietas contendo 0,0; 2,0; 8,0; 29,0; 34,0 e 42,0 g kg‘]de glutamato
monossodico. Entretanto estes ndo diferiram entre si. Os peixes que receberam dietas
contendo 16,0 g kg'1 de glutamato monossédico ou 14,0 g kg'1 de sal comum
apresentaram os menores ganhos de peso. Os niveis de inclusdo de glutamato

monossddico influenciaram apenas no nimero de células caliciformes da por¢do



anterior do epitélio intestinal dos peixes, o qual os maiores valores foram observados
nos peixes que receberam a dieta contendo 42 g kg' de glutamato monossédico.
Baseado nos dados obtidos, a suplementacdo de glutamato monossddico e do sal
comum em dietas de pacamds durante o periodo de treinamento, nio promovem
melhorias no crescimento dos animais e na morfometria do intestino. Portanto, para esta

fase de desenvolvimento da espécie ndo se recomenda o uso desses aditivos nas dietas.

xi



ABSTRACT

LADEIRA, André Luis Fialho, M.Sc., Federal University of Vicosa, August, 2018.
Inclusion levels of monosodium glutamate in pacama (Lophiosilurus alexandri)
diets in food conditioning phase. Advisor: Ana Lucia Salaro. Co-advisors: Jener
Alexandre Sampaio Zuanon and Daniel Abreu Vasconcelos Campelo.

The pacama, Lophiosilurus alexandri, carnivorous fish, is a species with potential to
produce captivity because it presents favorable characteristics to its commercialization
as the absence of intramuscular spine, meat flavor and fillet yield. However,
cannibalism and immediate non-acceptance to commercial diets are characteristics that
interfere captive breeding and, therefore, their diffusion in fish farming. The techniques
of food conditioning were reinforced to allow the creation of carnivorous species in
captivity. However, a constant exchange of diets, that is a basis of food conditioning is
still very stressful for fish. Thus, a viable alternative would be the use of additives in the
diets, which can minimize stress and improve their palatability. Monosodium glutamate,
sodium salt of glutamic acid, is considered a palatabilizing product and in the animal
organism it can be dissociated into glutamate. Glutamate is a conditionally essential
amino acid, therefore it is possible that acts in situations of stress. Associated with this,
glutamate can present trophic effect on intestinal mucosa by increasing intestinal
microvilli, and provide greater area of nutrient absorption. Therefore, with this study we
aim to evaluate the monosodium glutamate diets without food conditioning of pacamas.
A completely randomized design was used with eight treatments (0.0, 2.0, 8.0, 16.0,
29.0, 34.0 and 42.0 g kg'1 of monosodium glutamate and a treatment with NaCl and
four repetitions. Pacama fingerlings (0,17 + 0,01g) were fed with the experimental diets
four time a day (8:00h, 11:00h, 14:00h e 17:00h). In terms of performance, there was a
significant effect only for the fish weight gain, in which higher gains in weight were
obtained by the animals that received diets containing 0.0, 2.0, 8.0, 29.0, 34.0 and 42.0
g kg of monosodium glutamate, but they do not differentiate from each other. The fish
that received diet containing 16.0 g kg-1 of monosodium glutamate or 14.0 g kg™ of
NaCl presented the lowest weight gain. The inclusion levels of monosodium glutamate
influenced only the number of goblet cells of the anterior portion of the intestinal
epithelium, with the highest values were observed in fish that received a diet containing
42¢g kg monosodium glutamate. The monosodium glutamate supplementation and salty
food in diets for the training, do not promote improvements in the animals growth and

gut morphometry. We do not recommend the use of these additives.
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NIVEIS DE INCLUSA() DE GLUTAMATO MONOSSODICO EM
DIETAS DE PACAMA (Lophiosilurus alexandri) EM FASE DE
CONDICIONAMENTO ALIMENTAR

RESUMO

Com este estudo objetivamos avaliar niveis de inclusdo de glutamato monossédico em
dietas para catfish Lophiosilurus alexandri em fase de treinamento alimentar. Utilizou-
se delineamento experimental inteiramente casualizado com oito tratamentos (0,0; 2,0;
8,0; 16,0; 29,0; 34,0e 42,0 g kg'lde glutamato monossddico e um tratamento com 14 g
kg'1 NaCl) e quatro repeti¢des. Alevinos de L. alexandri (0,17 £ 0,01g) foram
alimentados com as dietas experimentais quatro vezes ao dia. Houve efeito significativo
apenas para o ganho de peso dos peixes. Os maiores ganhos em peso foram obtidos nos
animais que receberam dietas contendo 0,0; 2,0; 8,0; 29,0; 34,0 e 42,0 g kg'lde
glutamato monossédico, ndo diferindo estes entre si. Os peixes que receberam dietas
contendo 16,0 g kg'1 de glutamato monossddico ou 14,0 g kg'1 de NaCl apresentaram os
menores ganhos em peso. Os niveis de inclusdo de glutamato monossddico
influenciaram apenas no nimero de células caliciformes presentes na porc¢ao anterior do
epitélio intestinal dos peixes. Os maiores valores foram observados nos peixes que
receberam a dieta contendo 42 g kg'1 de glutamato monossddico. A suplementacdo de
glutamato monossdédico em dietas utilizadas no treinamento alimentar de A. alexandri

ndo promoveu melhorias nas vilosidades intestinais e crescimento dos peixes.

Palavras-chave: aditivo, histomorfometria intestinal, palatabilizante, peixe carnivoro

neotropical, transi¢ao alimentar, sal comum.



INCLUSION LEVELS OF MONOSODIUM GLUTAMATE IN
PACAMA (Lophiosilurus alexandri) DIETS IN FOOD
CONDITIONING PHASE

ABSTRACT

This study aimed to evaluate levels of monosodium glutamate inclusion in pacama
(Lophiosilurus alexandri) diets during the food conditioning phase. A completely
randomized design was used with eight treatments (0.0, 2.0, 8.0, 16.0, 29.0, 34.0 and
42.0 g kg of monosodium glutamate and a treatment with common salt) and four
repetitions. Pacama fingerlings (0.17 £ 0.01 g) were fed the experimental diets four
times a day. There was a significant effect (P <0.05) only for the weight gain of the fish,
where the highest gains in weight were obtained by the animals that received diets
containing 0.0; 2.0; 8.0; 29.0; 34.0 and 42.0 g kg'1 of monosodium glutamate, however
these did not differ from each other. Fish that received diets containing 16.0 g kg ™' of
monosodium glutamate or 14.0 g kg ' of common salt had the lowest weight gains.
Inclusion levels of monosodium glutamate influenced only the number of goblet cells
present in the portion of the fish intestinal epithelium, where the highest values were
observed in the fish that received the diet containing 42 g kg of monosodium
glutamate. Based on the data obtained, the supplementation of monosodium glutamate
and the common salt in diets for the food conditioning of pacamads, do not promote

improvements in the animals growth and gut morphometry.

Key words: additive, intestinal histomorphometry, palatabilizing, neotropical arnivorous
fish, food transition, common salt.



INTRODUCAO

Para viabilizar a criagdo comercial de peixes carnivoros é necessdrio que os
animais passem por um processo de treinamento alimentar. A técnica de treinamento
alimentar utilizando a transi¢do gradual de ingredientes vém apresentando bons
resultados (Luz et al., 2011; Salaro et al., 2012, 2015). Técnicas atuais de treinamento
alimentar utiliza-se a gelatina comercial em p6 sem sabor, no lugar do coragdo bovino,
em funcdo da gelatina apresentar propriedades gelificante e portanto facilitar a formagao
dos peletes, o que contribui para menor lixiviacdo dos nutrientes e consequentemente
diminui¢do da acdo poluente das dietas (Salaro, et al 2012, 2015). Outro ponto positivo
da utilizacdo da gelatina seria a ndo diferenca na eficiéncia do treino alimentar dos
peixes quando da utilizacdo das duas fontes de alimento umido para o catfish
Lophiosilurus alexandri (Salaro et al., 2015). Entretanto para outras espécies carnivoras,
como o trairdo (Hoplias lacerdae) a utilizacdo apenas da gelatina leva a uma menor
eficiéncia do treinamento alimentar (Salaro, et al., 2012). Segundo esses autores, a
utilizacdo de um aditivo (caldo de farinha de peixe) junto a gelatina levou a ndo
diferenca na eficiéncia alimentar dos peixes.

O aditivo alimentar glutamato monossddico, sal sédico do 4cido glutdmico, ao
ser ingerido € dissociado em L-glutamato e Na®, os quais nos enterdcitos sdo absorvidos
(Blachier et al., 2009). No enterdcito, o aminodcido glutamato € utilizado como
combustivel energético (Jiao et al., 2015; Jiang et al., 2015) e como precursor da
glutationa reduzida (GSH), atuando assim, como agente antioxidante (Reeds et
al ., 1997; Zhao et al., 2015; Jiang et al., 2015). Em tildpia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), o glutamato promoveu aumento no ganho de peso e na altura das vilosidades
intestinais (Silva et al,, 2010). Em carpa capim (Ctenopharyngodon idella) a
suplementagdo com glutamato proporcionou aumento na producdo de glutationa
peroxidase reduzida (GSH), aumento na atividade das enzimas tripsina, lipase e amilase,
melhorando a capacidade digestiva e absortiva dos peixes (Zhao et al., 2015). Assim, o
glutamato, quando adicionado a dieta, apresenta papel funcional (Rezaei et al., 2013;
Jido et al., 2015).

O sddio (Na) € um mineral essencial para o desenvolvimento dos peixes, sendo o
principal cétion extracelular e juntamente com o potdssio (K) sdo responsdveis pelo

balanco i6nico nos fluidos corporais (Shiau & Lu, 2004). Em peixes, a maioria dos
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minerais sao trocados constantemente através das branquias, a fim de manter o
equilibrio 4cido-base e a pressdo osmdtica com o ambiente aqudtico (Shiau & Lu,
2004). Adicionalmente, o Na* ¢ importante na absor¢iio de nutrientes no trato digestorio
(Tran-Ngoc et al., 2017). Portanto, o crescimento dos peixes € dependente da
concentracdo de Na* da dieta e da concentracdo no meio aquatico (Garcia et al., 2007,
Shiau & Lu, 2004; Shiau & Hsieh, 2001). Entretanto, existem poucos estudos que
buscam compreender as necessidades dietéticas e os efeitos da suplementacdo de cloreto
de sédio (NaCl) em dietas para peixes.

O pacama Lophiosilurus alexandri, ¢ uma espécie carnivora de dgua doce, que
possui carne apreciada em fun¢do do sabor e auséncia de espinhas intramusculares
(Barros et al., 2007). Reprodugdo natural, aceitacdo de dietas processadas, desde que
submetidos ao treinamento alimentar, vem potencializando a criacdo dessa espécie em
cativeiro (Costa et al., 2015). Sdo aspectos positivos dessa espécie as altas taxas de
sobrevivéncia durante e apds o treinamento o pacama apresenta baixos indices de
mortalidade e canibalismo (Santos e Luz, 2009; Salaro et al., 2012, 2015; Kitagawa et
al., 2015; Mattioli et al., 2017). Neste contexto, com este trabalho objetivamos avaliar
os efeitos da suplementacdo de glutamato monossdédico e do sédio em dietas para o

pacama, durante a fase de treinamento alimentar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Nutri¢cdo de Peixes I do Setor de
Piscicultura do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais de Producdo da Universidade Federal de Vicosa CEUAP/UFV, processo n°
39/2016, estando de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal,
estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal CONCEA

e com a legislacdo vigente (Anexo 1).

Delineamento e dietas experimentais

O estudo foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com oito
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram da adicdo de glutamato
monossodico nos niveis de 0,0; 2,0; 8,0; 16,0; 29,0; 34,0 e 42,0 g kg'1 € um tratamento

contendo 14 g kg'1 de sal comum. O tratamento contendo sal comum apresentou o



mesmo teor de sédio (5,46 g kg™') da dieta com maior nivel de inclusdo de glutamato
monossédico (42 g kg™).

Para o preparo das dietas experimentais utilizaram-se os seguintes ingredientes:
racdo comercial em p6 (44% proteina bruta, 18% extrato etéreo, 8% matéria mineral e
4594 kcal kg'lenergia bruta), gelatina em p6 sem sabor FLEISCHMANN®, glutamato
monossddico AJI-NO-MOTO® (123 mg de sédio g '1) e/ou sal comum CISNE® (390
mg de sédio g"). As dietas experimentais foram preparadas seguindo a metodologia
proposta por Salaro et al. (2012), onde utilizou-se a gelatina em pé comercial diluida em
dgua como alimento imido e acrescentando os niveis de glutamato e/ou o sal comum. A
racdo comercial, o glutamato monossédico, o sal comum e a gelatina em pé foram
analisados quanto aos teores de matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo, energia
bruta e cinzas, para o cdlculo das composi¢cdoes quimicas das diferentes dietas

experimentais (Tabela 1).



Tabela 1. Composi¢io quimica calculada (g kg' na matéria seca) das dietas

experimentais utilizadas no treinamento alimentar de pacamds (Lophiosilurus

alexandri).
C0}11P051950 N Dietas Niveis de inclus@o de glutamato monossddico (g/kg)
quimica g kg

0,00 2,00 8,00 16,00 29,00 34,00 42,00 14,00Sal

Na*(g kg™) 000 026 104 208 377 442 546 546
Matéria Seca Dietal 651,17 651,63 653,23 655,28 658,13 659,38 661,44 660,48
Proteina 399,65 399,81 400,35 401,06 402,03 402,46 403,17 398,68
Extrato Etéreo 11396 113,74 112,99 112,03 110,69 110,11 109,14 112,31
Energia 3394,8 3388,4 3366,3 33379 32984 3281,0 3252,5 33679
Cinzas 55,14 55,06 54,78 5443 5394 53,772 53,37 68,92
Matéria Seca Dieta2 711,20 711,55 712,75 714,29 716,44 717,38 718,93 719,63
Proteina 410,76 410,90 411,37 411,98 412,82 413,20 413,81 409,62
Extrato Etéreo 132,78 132,52 131,65 130,53 128,97 128,29 127,16 130,85
Energia 36734 3671,8 3666,2 3659,1 3649,1 3644,7 36374 36420
Cinzas 60,39 60,90 62,67 6495 68,12 69,51 71,80 74,05
Matéria Seca Dieta3 771,23 771,46 772,27 773,31 774775 775,38 776,42 778,719
Proteina 421,87 421,98 422,38 42290 423,61 423,93 42444 420,57
Extrato Etéreo 151,59 151,30 150,31 149,03 147,25 146,47 145,18 149,39
Energia 3980,3 3978,1 3970,5 3960,8 3947,2 3941,3 3931,5 39444
Cinzas 68,94 69,43 71,15 73,36 76,43 77,78 79,99 82,47
Matéria Seca Dieta4 830,99 831,12 831,53 832,06 832,80 833,13 833,66 837,64
Proteina 432,68 432,777 433,10 433,52 434,11 434,37 434,80 431,18
Extrato Etéreo 170,41 170,08 168,97 167,53 165,52 164,64 163,20 170,41
Energia 4285,8 4283,0 42734 4261,1 42439 42364 4224,0 42452
Cinzas 77,49 7797 79,62 81,76 84,73 86,04 88,18 90,90
Matéria Seca Dieta5 891,29 891,29 891,31 891,33 891,36 891,38 891,40 905,51
Proteina 444,08 444,16 44441 444774 445,19 445,39 445,72 452,09
Extrato Etéreo 189,22 188,86 187,62 186,02 183,80 182,82 181,22 186,50
Energia 4594,0 4590,6 4579,1 4564,0 4543,3 45342 4519,2 45933
Cinzas 86,04 86,50 88,10 90,16 93,04 9430 96,37 99,34

As analises foram realizadas no Laboratorio de Analise de Alimentos do

Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

Para a quantificagdo do teor de proteina bruta, matéria seca, extrato etéreo e cinzas

utilizou-se o protocolo descrito por Detmann et al. (2012). A energia bruta foi

quantificada utilizando-se bomba calorimétrica.



As dietas experimentais foram mantidas em geladeira por oito horas. Em
seguida, foram processadas em peneira (Imm) para compor os peletes. Os peletes das
diferentes dietas foram mantidos em geladeira e retiradas apenas na hora de cada

alimentacao.

Peixes e condigoes experimentais

Foram selecionados 960 alevinos de pacama (Lophiosilurus alexandri)
provenientes do Laboratério de Aquicultura da Universidade Federal de Minas Gerais
(LAQUA/UFMG) com peso médio de 0,17 + 0,01g, os quais foram estocados em 32
tanques retangulares (35 x 35,5 x 72 cm) (70L), contendo 20 litros de &4gua, na
densidade de 1,5 alevinos L' de dgua. Cada tanque foi considerado uma unidade
experimental. Os tanques foram mantidos em sistema de recirculacdo de agua 2L min™,
com filtro mecanico, bioldgico e ultravioleta, equipados com aeracdo constante e
temperatura controlada por meio de aquecedores acoplados a termostatos. O laboratério
permaneceu em fotoperiodo de 12 horas, controlado por um temporizador analégico.

Os peixes foram treinados a aceitar dietas processadas pela técnica de transi¢c@o
gradual de ingredientes de acordo com Salaro et al. (2015), com aumento no tempo de
alimentacdo com a ultima dieta (100% alimento seco) por 30 dias. Os pacamas foram
alimentados quatro vezes ao dia as 8:00h, 11:00h, 14:00h e 17:00h até a saciedade
aparente. Durante a alimentacdo dos peixes foi verificado a ocorréncia de animais
mortos (peixes encontrados mortos sem sinais de lesdes no corpo ou nadadeiras) e
presenca de canibalismo (peixes mortos ou vivos com sinais de lesdes no corpo ou
nadadeiras; ou peixes que tinham desaparecido), os quais foram retirados e
quantificados. Apds a ultima alimentacdo (17:00h) os tanques foram sifonados para
retirada de fezes, trocando aproximadamente 1/3 do volume de dgua dos tanques, a qual
foi reposta imediatamente nas mesmas condi¢Oes experimentais.

A temperatura da 4gua permaneceu em 27,01 + 0,78°C (termdmetro de dlcool), o
oxigénio dissolvido em 5, 73 = 0,50 mg Lt (Medidor Multiparametros; modelo HI
9828, Hanna Instruments, Brasil), a amonia téxica em 0,002+ 0,0005 mg Lt (Kit
colorimétrico; Labcon Test Amonia Toxica Agua Doce - ALCON) e o pH, 7,18 + 0,04,
(kit colorimétrico; Labcon Test pH Tropical - ALCON).



Desempenho produtivo e indices de treinamento alimentar dos peixes

Ao final do periodo experimental (56 dias), os peixes foram submetidos a um
periodo de jejum de 24h e em seguida eutanasiados por superdosagem de 6leo de cravo
(400 mg L™), contados, pesados em balanca de precisio (modelo MB45 Toledo ® 0,001

g). Com os dados obtidos foram calculados as seguintes varidveis:
Ganho de peso (GP) = peso médio final — peso médio inicial;

Taxa de crescimento especifico (TCE) = [( In PF(g) — In PI(g)) / tempo (dias)] x 100;

em que: PI = peso inicial médio dos peixes (g) e PF = peso final médio dos peixes (g);
Taxa de sobrevivéncia (TS) = (nimero de peixes final / nimero peixe inicial) x 100;

Taxa de canibalismo (TC) = (numero de peixes mortos ou vivo com sinais de lesdes no

corpo ou nadadeiras + nimero de peixes desaparecidos) / 30;
Taxa de mortalidade (TM) = [100-(TS+TC)];

Eficiéncia do treinamento alimentar (ETA) = niimero de peixes condicionados “peso

acima de 200% do peso inicial” / nimero de peixes vivos) x 100;
Eficiéncia do manejo (EM) = (ETA x TS) / 100;

A ETA e a EM foram calculados segundo metodologia proposto por Salaro et al.
(2015), com modificacdes para a ETA. Para essa varidvel, foram considerados peixes
treinados aqueles que obtiveram aumento de peso igual ou superior a 200% ao final

periodo experimental.

Anadlises histomorfométricas do intestino

Amostras da porcdo anterior e posterior do intestino de oito peixes por
tratamento foram coletadas e fixadas em solu¢ao Bouin, durante 12 horas. Em seguida,
o intestino foi desidratado em solugcdo crescente de etanol e incluido em resina
(Historesin®; Leica). Os fragmentos de intestino foram incluidos de forma orientada, a
fim de obter cortes transversais. Foram realizados cortes semi-seriados de 3 um de
espessura, com intervalo de 15um entre os mesmos. Os cortes foram obtidos com o
auxilio de micrétomo automatico (Leica, Alemanha) utilizando-se navalhas de vidro. Os

cortes obtidos foram montados em laminas de vidro, totalizando 10 cortes por 1aminas.



Os cortes de intestino foram corados com Alcian blue (AB) combinado com
acido periddico de Schiff (PAS) e montadas com Entellan® (Merck). As imagens dos
intestinos foram capturadas através do fotomicroscépio Olympus® BXS53 (Téquio,
Jap@o) com objetiva de 10x e zoom de 1,4x, acoplado ao software de captura de
imagens Q Capture e analisadas pelo software Image-Pro Plus 4.5® (Media
Cybernetics, Rockville, MD, EUA), selecionando 5 fotos por lamina (40 fotos por
tratamento).

Para compor as andlises histomorfométricas das por¢des anterior e posterior do
intestino foram medidas as seguintes varidveis: altura da vilosidade (AV), a partir de
sua base até o dpice, em cinco vilosidades por imagem; largura das vilosidades (LV),
nas mesmas cinco vilosidades, em trés pontos, um mais préximo da base (LVDb), outro
na parte mediana (LVm) e outro mais proximo do dpice da vilosidade (LVa); espessura
da tdnica muscular (ETM), sendo tomada a medida conjunta das camadas muscular
interna e externa em trés pontos por imagem e quantificado o ndmero de células
caliciformes por vilosidade (Figura 1).

A partir dos dados obtidos com a altura e a largura das vilosidades intestinais foi
calculada a area da vilosidade (AV) = altura da vilosidade (AV) x largura média da

vilosidade (LV), como proposto por Iji et al. (2001).
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Figural. l-zotomicrograf-ias do epitélio intestinal posterior de alevinos de pacama
(Lophiosilurus alexandri). AV (altura de vilosidade); ETM;, ETM, e ETM3 (espessura
da tdnica muscular); LVb (largura da base da vilosidade); LVm (largura da regido
média da vilosidade); L.Va (largura do dpice da vilosidade). As setas indicam as células
caliciformes. Coloracdo: AB + PAS, objetiva de 10x e zoom de 1,4.

Anadlises estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados por anélise de varidancia (ANOVA) e em caso
de significancia (P<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Dunnett, tendo o
nivel de 0,0 g kg' adicdo de glutamato monossédico como referéncia. Os dados
referentes aos ndmeros de células caliciformes foram transformados em raiz quadrada,
mas apenas os valores originais sdo apresentados. Os dados foram processados por meio

do programa estatistico R versao 3.3.3.

RESULTADOS

Desempenho produtivo e indices de treinamento alimentar dos peixes

Foi observada diferencga significativa (p<0,05) entre os niveis de inclusdo de
glutamato monossédico e sal comum sobre as varidveis de ganho de peso e eficiéncia
do treinamento alimentar. Os maiores ganhos de peso foram obtidos nos peixes que

receberam dietas contendo 0,0; 2,0; 8,0; 29,0; 34,0 e 42,0 g kg'1 de inclusdo de
11



glutamato monossédico, ndo diferindo estes entre si. Alevinos que receberam dietas
contendo 16,0 g kg' de glutamato monossédico ou 14,0 g kg’ de sal comum
apresentaram os menores ganhos de peso. Os peixes que receberam dietas contendo
29,0 g kg de glutamato monossédico apresentaram as menores taxas de eficiéncia do
treinamento alimentar (Tabela 2).

N3ao houve influéncia (p>0,05) dos niveis de inclusdo de glutamato monossédico
e do sal comum sobre as varidveis taxa de crescimento especifico, taxa de

sobrevivéncia, taxa de canibalismo, taxa de mortalidade e eficiéncia de manejo (Tabela

2).
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Tabela 2. Desempenho produtivo de pacamas (Lophiosilurus alexandri) alimentados com dietas suplementadas com niveis crescentes de

glutamato monossddico e uma dieta suplementada com NacCl.

Variaveis Niveis de inclusao de glutamato monossédico e NaCl nas dietas experimentais (g kg'l)
0,00 2,00 8,00 16,00 29,00 34,00 42,00 14,00NaCl
Na* (g kg'l) 0,00 0,26 1,04 208 3,77 4,42 5,46 5,46
GP (2) 0,58 0,59 0,53 0,47° 0,51* 0,49 0,55 0,48"
+ 0,07 +0,05 +0,05 +0,03 +0,04 + 0,06 +0,05 +0,03
TCE (% dia™) 2,53 2,55 2,64 2,48 2,29 2,38 2,36 2,32
+0,15 +0,12 +0,14 +0,12 +0,09 +0,11 +0,17 + 0,07
TS (%) 66,67 84,17 56,67 80,00 75,83 76,67 75,83 81,67
+22.28 +5,69 + 14,14 + 14,14 +8,33 + 9,81 +17,08 +12,62
TC (%) 2,50 0,83 0,00 2,50 0,00 5,00 3,33 0,83
+5,00 + 1,67 + 0,00 +5,00 + 0,00 + 6,38 +2.72 +1,67
™ (%) 30,83 15,00 43,33 17,50 24,17 18,33 20,84 17,50
+ 23,28 +5,76 + 14,14 +5,76 + 8,34 + 12,85 + 10,85 + 12,84
ETA (%) 95,65° 91,88* 96,74% 93,87° 81,20° 83,93 83,45% 86,92°
+6,15 +7,70 +6,52 +341 +7.24 +9,33 +10,01 +5,54
EM (%) 63,33 77,50 54,17 75,00 61,67 64,17 62,25 70,84
+ 20,73 +9,96 +9,57 + 1291 +9,62 +9,58 +9,83 + 10,67

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa para o teste de Dunnett a 5%.
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Andlises histomorfométricas do intestino

Os niveis de inclusdo de glutamato monossddico influenciaram significativamente (p<0,05) apenas
no nimero de células caliciformes presentes na porcao anterior do epitélio intestinal dos peixes (Tabela 3).
O maior valor de células caliciformes por vilosidade foi observado nos peixes que receberam a dieta

contendo 42 g kg de glutamato monossédico (Figura 2). Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nos

demais variaveis analisadas (Tabela 3).
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Tabela 3. Varidveis histomorfométricos do intestino de pacamas (Lophiosilurus alexandri) alimentados com dietas suplementadas com
niveis crescentes de glutamato monossédico e uma dieta suplementada com NaCl.

Variaveis Niveis de inclusiio de glutamato monossédico e NaCl nas dietas experimentais (g kg™)
0,00 2,00 8,00 16,00 29,00 34,00 42,00 14,00 NaCl
Na* (g kg'l) 0,00 0,26 1,04 2,08 3,77 4,42 5,46 5,46
Intestino Anterior
Altura de vilosidade (um) 171,56 165,80 186,79 171,85 161,00 187,98 204,30 201,84
+23,79 + 31,15 + 37,45 +30,27 + 31,67 + 58,05 + 16,51 +11,91
Largura de vilosidade (um) 46,37 48,35 46,61 43,92 46,00 42,55 44,08 44,52
+ 6,39 +9,07 +3,99 +6,14 +6,77 +2.47 +5,32 +5722
Area de vilosidade (um?2) 8289,86 8209,22 9007,90 7892,75 8045,97 8593,89 9039,12 8989,83
+1852,12 +2876,91 +1960,85 +2103,70 +245452  +£2411,36 164540 +1197,73
Tunica muscular (um) 40,72 34,84 41,02 38,12 34,09 35,82 34,72 37,90
+16,17 + 11,03 +9,16 +5,05 +7,12 +4,92 +5.23 +9,20
Células Caliciformes (n°) 19,18° 20,59 20,32° 17,74 18,04 23,68" 25,53 21,69
+1,75 +4,50 + 4,36 + 3,83 + 4,69 +4,70 +6,17 +4.15
Intestino Posterior
Altura de vilosidade (um) 150,81 145,46 155,72 172,27 171,10 142,53 164,88 155,54
+28,21 + 28,88 + 21,86 +33,34 + 32,10 + 23,17 + 36,63 + 28,07
Largura de vilosidade (um) 48,80 47,43 43,60 47,46 50,41 49,15 48,24 44,30
+7,37 + 10,24 +594 +6,22 + 8,35 + 8,23 +9,02 +8,53
Area de vilosidade (pmz) 7461,78 6985,27 6794,25 8296,02 8716,61 7017,06 8068,70 6975,53
+ 229777 +2014,52 +1311,72  +2566,98 +2553,45 +£1781,79  +3082,40 +2095,93
Tinica muscular (um) 54,11 50,68 46,94 61,48 51,13 56,44 54,84 50,65
+ 2475 + 17,73 +27.29 +2937 + 15,41 + 20,37 + 18,21 + 19,13
Células Caliciformes (n°) 23,49 22,85 26,33 28,24 19,84 24,75 30,38 25,73
+6,55 +7735 + 14,68 +9,30 +6,19 +12,52 + 10,01 +7,13

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa para o teste de Dunnett a 5%.
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Figura 2. Fotomicrografias do epitélio intestinal anterior de alevinos de pacama (Lophiosilurus
alexandri) alimentados com dietas suplementadas com niveis crescentes de glutamato
monossédico; a: 0,0 gkg';b: 2gkg " c:8gkg’;d: 16 gkg ! e: 29 gkg!; f: 34 gkg s g 42 ¢
kg'; h: 14,0 g de NaCl kg'. Coloracio PAS + AB. Barra de escala = 50 um.

DISCUSSAO

O menor ganho de peso observado nos pacamis alimentados com a dieta
contendo 14g kg'1 de NaCl, provavelmente estd associado a0 modo com que esta

espécie metaboliza o sddio. Este mineral € o principal cdtion extracelular, sendo
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importante no processo de osmorregulacdo e determinante na regulacdo da bomba de
Na"/K" (Shiau & Lu, 2004). Em peixes, os minerais sdo trocados constantemente
através das branquias, a fim de manter o equilibrio dcido-base e a press@o osmdética com
o ambiente aqudtico (Shiau e Lu, 2004). Portanto, o crescimento dos peixes ¢é
dependente da concentra¢do de Na* da dieta e da concentragdo no meio aqudtico (Shiau
& Lu, 2004; Shiau e Hsieh, 2001). O excesso de sddio na dieta aumenta o nimero de
células de cloreto e a atividade da bomba de Na'/K" nas branquias (Shiau & Lu, 2004;
Staurnaes et al., 1990). Essa modificacdo se faz quando a capacidade normal de eliminar
Na" via brinquias e via urina é suplantada. O excesso de Na® em dietas de peixes
teledsteos de dgua doce, modifica a morfologia intestinal, resultando no
enfraquecimento da barreira epitelial do intestino (Tran-Ngoc et al., 2017). Tal fato
pode aumentar a susceptibilidade de infec¢des oportunistas acometerem aos peixes.
Entretanto, a suplementacdo com NaCl em niveis mais baixos vém demonstrando efeito
positivo, uma vez que, hd menor gasto energético com a osmorregulacdo, poupando
energia para o crescimento somdtico (Mzengereza et al., 2015). Adicionalmente, o
ambiente de cria¢do, também influencia, uma vez que, em 4dgua doce, juvenis de tildpias
(Oreochromis niloticus x O. aureus) aumentaram o ganho de peso e a eficiéncia
alimentar com a adi¢do de Na na dieta. Em 4gua salobra, a adi¢do de Na* ndo interferiu
no desempenho dos peixes (Shiau & Lu, 2004).

Os resultados de desempenho indicaram que a utilizacdo do NaCl ndo trouxe
beneficios aos peixes durante o condicionamento alimentar. De forma distinta, para a
carpa comum (Cyprinus carpio (Linn.)) e para a carpa branca (Cirrhinus mrigala
(Ham.)) (Nandeesha et al., 2000) a suplementacdo das dietas com NaCl aumentou o
ganho de peso dos peixes. A suplementagdo com NaCl em dietas para o jundiad
(Rhamdia quelen) ndo afetou o desempenho, até a inclusdo de 50g kg'l, entretanto, a
inclusdo de 60 g kg, diminui o ganho de peso dos peixes (Garcia et al., 2007), da
mesma forma, em alevinos de Oreochromis shiranus, a suplementacdo de NaCl,
aumentou o ganho de peso até niveis de inclusio de 15g kg'l, entretanto, a inclusdo de
20¢g kg'l, interferiu negativamente no ganho de peso e conversdo alimentar (Staurnaes
et al., 1990). Para o bagre do canal (Ictalurus punctatus), peixe da ordem dos
Siluriformes assim como o pacama, a adi¢do de NaCl nido influenciou no ganho de peso
(Welker et al., 2011). Em outro estudo, para o pacami a concentracio de até 2g L' de
sal dissolvido na dgua de cultivo promove efeitos positivos no desempenho (Luz e

Santos, 2008). Entretanto, valores superiores a 2g L' de Na* na agua de cultivo afeta
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negativamente o desempenho (Salaro et al., 2015; Mattioli et al., 2017). Com base nos
resultados obtidos por Salaro et al. (2015) e nos demonstrados nesse estudo, acredita-se
que o pacama possui limitada capacidade em metabolizar valores mais elevados de
sodio presente no ambiente de cultivo, assim como, na dieta.

Nesse sentido, acredita-se que o aminodcido glutamato tenha sido responsdvel
por manter o ganho de peso dos peixes alimentados com a dieta suplementada com 42 g
kg de glutamato monossédico, uma vez que, o teor de sédio era o mesmo (5,46 g kg™)
da dieta suplementada com 14 g kg'1 de NaCl. Quando o glutamato monossédico é
consumido, o L-glutamato € liberado no limen do intestino e transportado para os
enterdcitos por um sistema de alta afinidade (XAG) dependente de Na*, e/ou por um
sistema de baixa afinidade (BO) (Blachier et al., 2009; Fan et al., 2004) e logo cerca de
95% do glutamato € oxidado pelos enterocitos (Reeds et al., 2000). O consumo diario de
glutamato monossédico modifica o metabolismo de nutrientes, notadamente o
metabolismo de aminoécidos no organismo (Rezaei et al., 2013), aumenta a absor¢do de
aminodcidos no jejuno (Feng et al., 2014) e a regulacdo da sintese proteica (Nakashima
et al., 2005; Paddon-Jones et al., 2004). Ao suplementar a dieta com glutamato
Buentello & Gatlin (2000) observaram aumento no teor circulante dos aminoacidos
glutamina, arginina e ornitina no plasma do bagre do canal (Ictalurus punctatus). Ao
suplementar a dieta de suinos com glutamato monossédico Rezaei et. (2013)
observaram aumento no teor dos aminoécidos glutamato, aspartato, histidina, citrulina,
alanina, prolina, glutamina, lisina, metionina, fenilalanina e leucina no plasma,
provavelmente devido a inibicdo do catabolismo desses aminodcidos pelos enterdcitos.
Dessa forma, hd maior disponibilidade de aminoacidos para a sintese proteica.

Para os peixes, o glutamato é um aminoécido condicionalmente essencial (Wu,
2013), uma vez que, em situacdes de desafio, passa a ser demandado em maior
proporcdo em funcdo da produgdo enddgena ndo ser suficiente para atender as
necessidades do animal. Assim, como o treinamento alimentar dos peixes ¢ uma
situacdo que desencadeia estresse, esperava-se que a suplementacdo da dieta com
glutamato monossddico fosse capaz de melhorar o desempenho dos juvenis de pacama.
Entretanto, tal efeito ndo foi observado nesse estudo. Portanto, € possivel que a dieta
utilizada, o manejo adotado durante o treinamento alimentar e a utilizacdo da gelatina
como alimento umido seja capaz de garantir o crescimento dos peixes sem promover

uma condicdo de estresse aos animais. Sendo assim, o glutamato assume a funcdo de
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aminoacido ndo essencial, ndo havendo a necessidade de sua inclusdo na dieta (Wu,
2009; Newsholme et al., 2003).

A suplementacio de 40 g kg de glutamato monossédico (5,2¢ Na* kg') em
dietas de suinos pos desmame resultou em menor consumo de racdo. J4 a
suplementacgdo de 13,7 g kg'1 de NaCl (5,3g Na* kg'l), resultou em reducdo no consumo
de racdo e no ganho de peso (Rezaei et al., 2013). Neste estudo o menor desempenho
dos suinos foi atrelado ao sddio, e ndo ao aminodcido glutamato, assim como no nosso
estudo. Em estudo realizado com carpa capim (Ctenopharyngodon idella), a
suplementagdo do aminodcido glutamato 8 e 16 g kg'1 resultou em aumento no ganho de
peso dos peixes (Zhao et al., 2015). Nesse sentido, é de se esperar que niveis mais
elevados de glutamato ndo prejudique o desempenho dos peixes.

Para algumas espécies de peixes a aceitabilidade a determinados sais e
aminodcidos € conhecida. Entretanto, a palatabilidade é espécie especifica (Kasumyan
& Doving, 2003). Dessa forma, ndo € possivel extrapolar para o pacama a aceitabilidade
quanto ao glutamato ou ao sédio com base em outras espécies de peixes, uma vez que,
em nosso estudo ndo se avaliou o consumo dos juvenis de pacama.

As células caliciformes presentes no epitélio intestinal sdo responsiveis pela
producdo de mucina. A mucina € responsavel pela lubrificacio do tubo digestorio,
facilitando a passagem do alimento (Bansil & Turner, 2006) e pela protecdo, devido a
presenca de imunoglobulina A e peptideos com atividade antimicrobiana (Hasnain et
al,, 2013). A mucina é constituida principalmente pelos aminodcidos glutamato,
treonina, serina, prolina e leucina (Rémond et al., 2009). Em estudos realizados com
frangos de corte o aumento no nivel do aminoécido treonina resultou em aumento no
numero de células caliciformes (Abbasi et al., 2014). Adicionalmente, em estudo com
leitdbes o aumento da treonina luminal aumentou a sintese de mucina (Nichols &
Bertolo, 2008).

As células caliciformes sio moduladas pela inclusio de aditivos na dieta
(Hamidian et al., 2018; Ferreira et al., 2016; Reda & Selim, 2015; Heidarieh et al.,
2012), substituicdo de ingredientes (Tran-Ngoc et al., 2017), viscosidade (Piel et al.,
2015) e pela mudanga no seu aspecto fisico (Brow et al., 2006; Dunsford et al., 1991 ).
Em estudos com suinos, logo apdés o desmame (mudanca no aspecto fisico e
composicdo da dieta), houve diminui¢do no nimero de células caliciformes nas
vilosidades do duodeno e jejuno no terceiro dia pds desmame, entretanto, tal efeito ndo

foi observado apds 25 dias (Brow et al., 2006).
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Adicionalmente, a salinidade do meio de cultivo, afeta a morfologia intestinal
dos peixes. Em tildpias do Nilo, criadas por 8 semanas em salinidade de 15%, Tran-
Ngoc et al. (2017), observaram aumento na espessura da submucosa, lamina propria,
além, de aumento no nimero de células caliciformes. Segundo os autores o estresse
causado pela salinidade pode enfraquecer as fun¢des da barreira epitelial. Rodriguez et
al. (2005), atrelaram aumento do nimero de células caliciformes em Anguilla anguilla
expostos a alta salinidade (15%) a fun¢do osmorregulatéria das células caliciformes

presentes na por¢ao posterior do intestino.

CONCLUSAO

Baseado nos dados obtidos, a suplementagdo de glutamato monossddico e o
NaCl em dietas de pacamas durante o treinamento alimentar, ndo promoveu melhorias

na histomorfometria intestinal, assim como, no crescimento dos animais.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado do uso de animais de producio CEUAP/UFV
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Condiciona mento alimentar alevinos de pacami (Lophiosilurus
alexandri) com dietas contendo niveis de glutamato monosddico: crescimento ¢ morfometria intestinal ",
protocolo n® 39/2016, sob a responsabilidade de Ana Licia Salaro - que envolve a produgio, manutengio e'ou
utilizacio de animais pertencentes ao filo chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo conselho nacional de controle da
experimentagio animal (concea), e foi aprovado pela comissio de ética no uso de animais de produgio da
universidade federal de vigosa (ceuap-ufv) em reunido de 24/Jun/2016.

Finalidade: ( X )Pesquisa ()Ensino

Vigéncia do Projeto: de 06/2016 a 08/2016

Espécie/linhagem: Peixe (Lophiosilurus alexandri) N® de animais: 1280

Peso: 0,17 g_Idade: 30 Dias Sexo: —  Origem: Laboratorio de Aquicultura da Universidade Federal de
Minas Gerais (LAQUATFMG) — CNPY/CPF:17.217.985/0001-04

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Feed training fingerlings pacami (Lophiosilurus alexandri) with
diets containing monosodium glutamate levels: growth and intestinal” protocol n® 39/2016, under the
responsibility of Ana Licia Salaro - which involves the production, maintenance and / or use of animals
belonging to the phylum chordata, subphylum vertebrata (except man). for scientific research purposes (or
education) - is in accordance with the law n® 11.794, of October 8, 2008, Decree n®. 6899 of July 15, 2009, and
the rules issued by the Brazilian National Council for Animal Experimentation Control (CONCEA), and was
approved by the Ethics Commission on the use of farm animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-
UFV) inits meeting on Jun, 24th, 2016.

Finality: ( X )Research ()Education
Duration of the Project: from Jun, 2016 to Aug, 2016.

Species / strain: Fish (Lophiosilurus alexandri) N° of animals: 1280
Weight: 0,17 g Age: 30days Sex: —  Source: Laboratério de Aquicultura da Universidade Federal de

Minas Gerais (LAQUA/UFMG) — CNPJ/CPF:17.217.985/0001-04
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