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1. RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da restricdo alimentar e da
realimentagéo sobre o crescimento e o0 metabolismo energético de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus), criados em cativeiro durante época de temperaturas ambientais altas,
através de avaliagcbes bioquimicas, histoenzimolégicas e estruturais. O experimento foi
conduzido no Centro de Aquicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, no periodo de
17/10/95 a 16/01/96. Foram utilizados 98 peixes, com peso entre 200 e 300 g, divididos em
dois grupos: controle e experimental. Os animais do grupo experimental foram amostrados
aos 0, 2, 7, 30 e 60 dias de restricdo alimentar e aos 7 e 30 dias de realimentacdo. Os do
grupo controle foram alimentados diariamente e amostrados nos mesmos periodos que os do
experimental. Para andlise de variancia foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado
no esquema fatorial 2x7 (Alimentacdo x Periodos), com 7 repeticbes, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey. Os resultados demonstraram que o0 peso corporal e
comprimento padrao dos peixes foram inferiores durante o periodo de restricdo alimentar,
mas se recuperaram apos a realimentacdo, apesar de ndo alcangarem os valores dos

controles. O IHS (indice hepato-somatico) e o IGVS (indice gordura-viscero-somatico)



apresentaram diminuicao na restricdo alimentar e a recuperagédo, apos a realimentagéo, levou
a valores semelhantes aos dos controles. A restricdo alimentar provocou diminuicdo de
matéria seca e extrato etéreo da carcaca dos animais, com aumento na porcentagem de
agua sem, contudo, afetar os teores de proteina bruta e cinzas. Ap0s a realimentacao, os
valores foram semelhantes aqueles dos controles. Os niveis de glicose sanglinea diminuiram
em ambos 0s grupos, controle e experimental, ao longo do tempo, embora no experimental
tenham sido registrados picos durante a restricdo alimentar. Ocorreu, também, diminui¢cao
nos valores de glicogénio hepéatico em ambos os grupos, mas foi mais pronunciada no
experimental. Os niveis de proteina total plasmética, lipidio total do figado e T;
(triiodotironina) foram menores nos animais experimentais em relacdo aos controles. Os
niveis de acidos graxos livres plasméticos aumentaram gradativamente durante a restricdo
alimentar e restabeleceram seus valores apods a realimentacdo. A area do citoplasma e
ndcleo, volume do citoplasma e nucleo dos hepatdcitos diminuiram durante a restricdo
alimentar e foram recuperados apo0s a realimentagdo, equiparando-se aos controles. A
desorganizacdo estrutural do tecido hepatico observada durante a restricdo alimentar
recuperou-se com a realimentagdo. As respostas obtidas através da microscopia eletrdnica
de transmissdo e da avaliagdo histoquimica de enzimas envolvidas no metabolismo
energético corroboraram as alteracdes encontradas na andlise bioquimica, referentes a

dindmica dos metabdlitos, durante a restricdo alimentar e realimentacgéo.



2. INTRODUCAO

Enquanto os animais endotérmicos ndo podem sobreviver mais do que poucos dias
ou semanas sem alimento, 0s ectotérmicos sdo capazes de se manter vivos por longos
periodos de tempo sob esta condicdo (ABRAHAM et al., 1984; SHERIDAN & MOMMSEN,
1991). Assim, muitas espécies de peixes estdo bem adaptadas a mobilizar constituintes do
corpo e sobreviver a longos periodos naturais de jejum, como por exemplo durante o inverno,
nas flutuacBes sazonais do suprimento alimentar ou no processo migratério da reproducéo
(MACHADO et al., 1989; SUMPTER et al., 1991; MEHNER & WIESER, 1994).

O jejum envolve uma complexidade de alteracbes para promover o ajuste bioldgico do
animal e suas consequéncias finais sdo altamente dependentes da espécie considerada, da
idade do peixe e das condi¢cdes experimentais, tais como temperatura da agua, fotoperiodo,
dieta pré-jejum, etc (LOVE, 1980; WEATHERLEY & GILL, 1987; BLASCO et al., 1991).

Nos peixes, uma importante fonte de energia é o carboidrato estocado no figado na
forma de glicogénio. Diante da solicitacdo energética, é degradado e distribuido ao corpo pela

corrente sangiiinea, como glicose, cuja concentracdo € normalmente mantida constante, em



muitas espécies submetidas a longos periodos de jejum, as expensas do glicogénio hepético
(RANZANI-PAIVA & GODINHO, 1988). Mas, a fonte energética utilizada pelos peixes durante
a restricdo alimentar pode variar entre as espécies, pois algumas se utilizam principalmente
do glicogénio, outras de lipidios e outras, ainda, de proteinas (SHERIDAN & MOMMSEN,
1991).

Varios fatores alteram o metabolismo dos peixes, mas o principal fator que afeta os
processos fisiologicos e bioquimicos, entre os quais taxa de crescimento e desenvolvimento
do animal, € a temperatura da agua. Geralmente, 0s peixes sd80 mais susceptiveis as
alteragcfes ocorridas no jejum em temperaturas altas (MOON et al., 1985; ANGELINI et al.,
1992).

Muitos autores sugerem que 0s ajustes metabdlicos ocorrem devido a alteracdes na
guantidade e/ou qualidade das taxas limitantes de enzimas. Entretanto, formas
independentes e diferentes de alterag6es enzimaticas sdo encontradas em diversos tecidos
de peixes e, consequentemente, o controle da atividade metabdlica difere de um érgao para
outro. No musculo, o grau de adaptagdo da atividade enzimatica e metabolismo oxidativo
geralmente corresponde a uma compensacgdo do metabolismo total do animal. J& no figado, a
forma de adaptacdo néo se reflete necessariamente no metabolismo total, indicando que o
metabolismo hepético ndo é controlado exclusivamente pela demanda da producdo de
energia (JANKOWSKY et al., 1984).

Segundo MOON (1983), o combustivel e 0 mecanismo de equilibrio metabdlico em um
tecido pode ser estimado medindo o nivel de atividade enzimatica.

A histoquimica permite a interpretacdo de fenémenos biol6gicos em termos que
transcendem os limites da morfologia, sem abandonar seus principios béasicos e, neste
campo, a histoenzimologia contribui com um rico acervo de técnicas para o estudo do

metabolismo celular. Desta forma, os métodos histoenzimolégicos possibilitam o estudo da



identificacdo, localizacdo e a maior ou menor atividade de determinada enzima a nivel de
tecidos, células e organelas (MELLO DE OLIVEIRA, 1986).

Como o pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie de aguas essencialmente
tropicais, de habito alimentar onivoro e que tem sido sistematicamente cultivada e testada em
experimentagdo piscicola, viu-se a necessidade de estudar a estratégia metabdlica utilizada
por este peixe quando submetido a periodos de restricdo alimentar.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da restricdo alimentar e da
realimentagdo sobre o crescimento e o metabolismo energético de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus), criados em cativeiro durante época de temperaturas ambientais altas,

através de avaliagcfes bioquimicas, histoenzimoldgicas e estruturais.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O METABOLISMO DOS PEIXES E A PRIVACAO ALIMENTAR

A homeostase dos carboidratos em vertebrados superiores é realizada através da
acdo de alguns horménios, incluindo os peptideos pancreéticos, insulina e glucagon. Em
mamiferos bem alimentados, os niveis de glicose e insulina no sangue séo altos. A glicose &,
entdo estocada como glicogénio no figado e musculo. Quando os estoques de glicogénio
estao repletos, o restante da glicose é transformado, através da glicélise, em lactato e &cidos
graxos (BAANANTE et al., 1991). Mamiferos submetidos a curtos periodos de jejum (poucos
dias) apresentam niveis de glucagon elevados, enquanto os de insulina permanecem
inalterados ou diminuem (Gilfant & Sherwin, 1983 citados por MOON et al., 1989). Assim, o
aumento na proporcdo de glucagon/insulina e o consequiente aumento da producdo de
glicose hepatica e glicemia, pela ativacdo da glicogendlise e gliconeogénese, ocorrem,
principalmente, pela elevacao nos niveis de glucagon (Cherrington & Vranic, 1986, citados

por MOON et al., 1989). Um jejum prolongado (semanas) resulta em uma leve queda nos



niveis de glucagon e promove uma diminui¢cao ou relativa estabilidade nos niveis de insulina
(RUDERMAN, 1975). Essas variacbes nos hormonios alteram significativamente o fluxo
metabdlico, especialmente no figado e também o fornecimento de outros metabdlitos para o
mesmo, promovendo em todo o corpo a homeostase de carboidrato.

A (glicose é um importante combustivel metabdlico nos vertebrados e varios
mecanismos atuam para assegurar um constante suprimento para os tecidos glicose-
dependentes, tais como células vermelhas do sangue, testiculos, porcdo medular do rim,
sistema nervoso, entre outros (Newsholme & Start, 1973 citados por SUAREZ & MOMMSEN,
1987). Ela pode originar-se do intestino durante a digestdo e absor¢do de carboidratos
ingeridos além de ser produzida pelo figado e rins por glicogendlise, ou através da
gliconeogénese a partir de lactato, aminoacidos e glicerol. Entretanto, nos animais que estdo
se alimentando normalmente a gliconeogénese é poupada, sendo ativada apenas durante o
jejum, especialmente quando ha diminui¢cdo nos estoques de glicogénio no figado (SUAREZ
& MOMMSEN, 1987).

A visdo geral estabelecida para o metabolismo dos peixes é que a glicose é
necesséria para manter a produgdo basal de insulina, mas a sua fungdo no metabolismo de
carboidrato é mais direcionada para oxidacdo de glicose do que para ser estocada como
glicogénio (CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR, 1988). Em peixes bem alimentados, a insulina
também estimula processos metabdlicos, aumentando a glicélise e diminuindo a glicogendlise
no figado (OTTOLENGHI et al., 1985). O glucagon aumenta a glicogendlise e a
gliconeogénese nos hepatdcitos de teleésteos (MOMMSEN & SUAREZ, 1984). Apesar da
semelhangca com mamiferos na agdo dos hormonios, os processos ocorridos durante o jejum
sao muito diferentes (BAANANTE et al., 1991).

Alguns trabalhos tém demonstrado que o metabolismo em peixes apresenta

peculiaridades que tornam o animal apto a suportar, por exemplo, prolongados periodos de



jejum; sejam decorrentes da indisponibilidade de alimentos ou por ocasido da época
reprodutiva. Essa habilidade do peixe tem sido atribuida a baixa taxa metabdlica ou a
ativacdo do fluxo gliconeogénico (MOON, 1988).

Segundo NAGAI & IKEDA (1971), as alteracbes que ocorrem nos estoques de
carboidrato, como o glicogénio, durante o jejum em peixes, Sdo pequenas, contrastando com
mamiferos. Geralmente, o glicogénio hepético e muscular é utilizado como fonte de energia
em situacbes de estresse (MORATA et al., 1982b; VIJAYAN & MOON, 1992). Durante a
privacao alimentar, os principais combustiveis utilizados sao as reservas de lipidio (MOON &
JOHNSTON, 1980; VIJAYAN et al., 1993), mas o jejum prolongado pode aumentar a
protedlise no musculo e figado (MOMMSEN et al.,, 1980). Entretanto, as respostas
metabdlicas decorrentes desta situacdo variam consideravelmente entre o0s teledsteos
(WEATHERLEY & GILL, 1987; BASTROP et al., 1991).

Sabe-se que n&o ocorre severa hipoglicemia como resultado de jejum prolongado.
Algumas espécies de peixe, como Carassius auratus (CHAVIN & YOUNG, 1970), Anguilla
rostrata (LEWIS & EPPLE, 1984), Oncorhynchus kisutch (SHERIDAM & MOMMSEN, 1991),
Cyprinus carpio (SHIMENO et al., 1990; BLASCO et al., 1992), Salmo trutta fario (NAVARRO
et al.,, 1992) e Piaractus mesopotamicus (SOUZA, 1994) mantém as concentragbes de
glicose no sangue préximas as de animais alimentados, depois de semanas ou meses de
jejum. Entretanto, alguns autores (LARSSON & LEWANDER, 1973; FLETCHER, 1984;
MACHADO et al. 1988, 1989; FOSTER & MOON, 1991; SHIKATA et al., 1993; SOENGAS et
al., 1996) encontraram valores mais baixos deste metabdlito em peixes privados de alimento.

A utilizacdo dos estoques de glicogénio também apresenta diferentes respostas
diante desta situacdo. Resultados de pesquisas (MACHADO et al., 1988; SHIMENO et al.;
1990; PASTOUREAUD (1991); FOSTER & MOON, 1991; BLASCO et al., 1992, NAVARRO et

al.,, 1992; SOUZA, 1994; COLLINS & ANDERSON, 1995; SOENGAS et al. 1996) revelaram



que h& mobilizacdo do glicogénio hepético para suprir o déficit energético no organismo do
animal. O glicogénio muscular também pode ser mobilizado, embora em menor magnitude
(BLACK & LOVE, 1986; FOSTER & MOON, 1991 e NAVARRO et al.,, 1992). Entretanto,
algumas espécies de peixe, como Anguilla anguilla (DAVE et al., 1975) e Oncorhynchus
kisutch (SHERIDAN & MOMMSEN, 1991) conservam total ou parcialmente o glicogénio
hepatico utilizando, principalmente, os estoques de lipidio como fonte energética.

Os lipidios exercem varias fun¢des nos vertebrados, dentre elas, a de ser fonte
energética e componente principal das membranas celulares. Nos peixes, 0s principais sitios
de estoque de lipidio sdo o figado, tecido adiposo e musculo esquelético. Mas o principal
orgdo utilizado varia muito entre os teledsteos (McCLELLAND et al., 1995). Segundo
Sheridan (1988), citado por McCLELLAND et al. (1995), as diferencas nos sitios de estoque
de lipidio podem ser atribuidas ao estilo de vida, ou seja, peixes sedentarios tendem a
estocar lipidio no figado e/ou tecido adiposo, enquanto 0os mais ativos utilizam o musculo.

Os estudos bioldgicos dos lipidios como combustivel energético no metabolismo dos
peixes tém revelado sua importancia durante periodos de estresse, especialmente no jejum.
As respostas metabdlicas obtidas diante desta situagcdo mostraram que, para algumas
espécies de peixe, tais como Clarias lazera (YANNI, 1962), Salmo gairdneri (JEZIERSKA et
al., 1982), Gadus morhua (BLACK & LOVE, 1986), Rhamdia hilarii (MACHADO et al., 1988),
Salmo trutta fario (NAVARRO et al., 1992), Cyprinus carpio (SHIMENO et al., 1990; BLASCO
et al., 1992), Piaractus mesopotamicus (SOUZA, 1994) e Ictalurus punctatus (WEBSTER et
al., 1994), a quantidade de lipidio, tanto no figado quanto em outros tecidos diminue,
revelando que este metabdlito tem contribuicdo substancial para o fornecimento de energia
durante o jejum. Entretanto, para outras espécies, como Carassius auratus (STIMPSON,
1965) e Anguilla rostrata (LARSSON & LEWANDER, 1973), a proteina muscular é a principal

fonte energética.
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Como o transporte dos lipidios dos depdsitos de gordura para os sitios de utilizagéo é
realizado pelos acidos graxos livres plasmaticos, mobilizados em conseqiiéncia da quebra de
triglicerideos, estes parecem ser a fracdo metabolicamente mais ativa de lipidios no plasma.
A mobilizagédo de &cidos graxos durante o jejum € muito importante para o controle do nivel
glicémico. O aumento dos acidos graxos livres plasméticos inibe a utilizacdo de glicose pelo
tecido periférico e a liberacao de glicose pelo figado. Por outro lado, 0 aumento da captacao
de &cidos graxos livres plasmaticos pelo figado favorece mais o metabolismo de gordura do
gue o de carboidratos (PLISETSKAYA, 1980).

LEWIS & EPPLE (1984), ZUIM et al. (1984), MACHADO et al. (1988, 1989),
SHIMENO et al. (1990); SHERIDAN & MOMMSEN (1991) e SOUZA (1994) demonstraram
gue os niveis de acidos graxos livres plasméaticos de peixes aumentaram quando submetidos
a periodos de jejum. Diferentemente, INCE & THORPE (1976) e FARBRIDGE et al. (1992)
ndo encontraram alteracdes nos niveis deste metabdlito em Esox lucius e Oncorhynchus
mykiss, respectivamente.

O metabolismo de proteina ocorre em muitos 6rgdos, mas 0s mais importantes sao o
figado e os musculos. Contudo, muitas vias catabdlicas de aminoacidos estao localizadas no
figado, 0 que o torna o maior sitio catabdlico do corpo. Da mesma forma, o controle dos
niveis de proteina plasmatica também ocorre no figado e estes podem definir padrdes
caracteristicos de funcionamento deste 6rgdo em peixes (JANKOWSKY et al.,, 1984;
HEPHER, 1988).

Estudos realizados com Gadus morhua (KAMRA, 1966), Salmo trutta (Carbery , 1970
citado por LOVE, 1980) e Cyprinus carpio (SHIMENO et al., 1990) revelaram que 0s niveis
de proteina total plasmatica diminuem durante o jejum. Entretanto, segundo outros

pesquisadores (LARSSON & LEWANDER, 1973; DAVE et al., 1975; INCE & THORPE, 1976;
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BLACK & LOVE, 1986; SOUZA, 1994), os valores obtidos para este parametro
permaneceram inalterados durante o jejum.

Assim, definir a estratégia metabdlica utilizada por uma determinada espécie de peixe
durante o jejum ndo é facil. Segundo NEWSHOLME et al. (1978) e MOON (1983), o
combustivel e o mecanismo de equilibrio metabdlico em um tecido pode ser estimado
medindo o nivel de atividade enzimatica.

A glicélise é a principal via de utilizacdo da glicose e ocorre em todos os tecidos. E
uma via singular, podendo utilizar o oxigénio (aerdbica), quando disponivel, ou funcionar na
auséncia dele (anaerbbica).

Em peixes, todas as enzimas da glicélise tem sido encontradas. Estas enzimas sao
similares em peixes e mamiferos, quanto ao substrato especifico e mecanismo de regulacéo.
Em mamiferos, a glicélise é regulada pela quantidade de energia, estado nutricional e
modulagdo hormonal. Entretanto, os conhecimentos a respeito das fungbes destes
mecanismos regulatérios em peixes ainda sdo limitados (CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR,
1988).

Como muitas espécies de peixe passam por periodos naturais de escassez de
alimento, vérios estudos tem tentado definir as respostas metabdlicas dessas espécies
sujeitas a este tipo de estresse (FOSTER & MOON, 1991).

Durante o jejum, a atividade das enzimas hexoquinase, fosfofrutoquinase e
piruvatoquinase no figado de peixes encontra-se diminuida (FIDEU et al., 1983; FOSTER &
MOON, 1991). MOON & JOHNSTON (1980) notaram uma diminuigdo significativa na
atividade dessas trés enzimas no musculo branco de Pleuronectes platessa submetido a 4
meses de jejum. Diminuigbes similares, mas menores, das mesmas enzimas foram
observadas também, no musculo vermelho e figado. Segundo MOON (1983), a atividade da

hexoquinase no figado, muasculo vermelho e branco, durante o jejum, € varidvel mas
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geralmente baixa, fato que pode limitar a utilizagdo de glicose por estes tecidos. A
hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvatoquinase tiveram atividades semelhantes e qualquer
uma pode limitar o fluxo glicolitico. Das trés enzimas, somente a fosfofrutoquinase tem
demonstrado caracteristicas regulatérias no figado dos peixes. SHIKATA et al. (1993) nédo
encontraram alteracfes na atividade da piruvatoquinase em Cyprinus carpio. As respostas
obtidas por SOENGAS et al. (1996) revelaram uma diminuicdo na atividade da
fosfofrutoquinase no figado de Salmo salar num periodo superior a 7 dias de jejum.

Algumas informacdes sobre a influéncia de diferentes dietas na atividade das enzimas
glicoliticas s&@o disponiveis. A atividade da hexoquinase aumenta na truta arco-iris (Salmo
gairdneri) submetida a dietas ricas em carboidrato, enquanto que dietas ricas em proteina
diminuem a atividade da hexoquinase e fosfofrutoquinase (CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR,
1988). As diferentes fontes de carboidratos testadas por LIN & SHIAU (1995), em tilapias
(Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus), ndo afetaram as enzimas hexoquinase e
fosfofrutoquinase, da via glicolitica.

A gliconeogénese € uma via biossintética responséavel pela sintese de novo de glicose
(a sintese de glicogénio geralmente esté incluida) a partir de precursores incluindo lactato,
aminoacido, glicerol e frutose. Varias das reacdes da via gliconeogénica sdo possiveis
através da acdo de enzimas que séo facilmente reversiveis, comumente tidas como
glicoliticas. Estas enzimas sdo: fosfoglicoisomerase, aldolase, triose fosfato-isomerase,
gliceraldeido fosfato desidrogenase, fosfogliceratoquinase, fosfogliceratomutase e enolase.
Entretanto, trés enzimas da glicélise (hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvatoquinase) sao
essencialmente irreversiveis e devem ser “superadas” para que ocorra fluxo gliconeogénico
em sentido contrario. Para isto, os tecidos gliconeogénicos possuem enzimas especificas que
catalizam reacdes no sentido gliconeogénico. Estas enzimas séo: glicose-6-fosfatase, frutose

1,6 difosfatase, piruvato carboxilase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase. A atividade dessas
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enzimas esté relacionada com a producgéo de glicose (SUAREZ & MOMMSEN, 1987; MOON,
1988).

Diferente da glicdlise, que ocorre em todos os tecidos, em vertebrados a
gliconeogénese é restrita a certos tecidos, incluindo o figado e os rins, (Cahill, 1986 citado
por MOON, 1988). O musculo esquelético pode produzir glicogénio, a partir do lactado,
durante o exercicio, mas nao ha evidéncias de que este processo contribui para o “pool” de
glicose (Connett, 1979 e McLane & Holloszy, 1979 citados por MOON, 1988).

A gliconeogénese é afetada pela composi¢cdo da dieta e pelo estado nutricional do
peixe. COWEY et al. (1977) observaram aumento na atividade das enzimas gliconeogénicas
em truta arco-iris (Salmo gairdneri) alimentada com dietas ricas em proteina,
comparativamente as dietas ricas em carboidrato. Uma diminui¢do na incorporacédo do C** da
alanina a glicose foi observada em peixes alimentados com dietas ricas em carboidrato.
Estes efeitos também foram encontrados por HIGUERA & CARDENAS (1985), indicando
uma certa capacidade da truta arco-iris (Salmo gairdneri) em regular a gliconeogénese de
acordo com as alteracbes da dieta. LIN & SHIAU (1995) observaram que a glicose-6-
fosfatase nado foi afetada por diferentes fontes de carboidrato, em tildpias (Oreochromis
niloticus x Oreochromis aureus).

O jejum geralmente aumenta o fluxo gliconeogénico em peixes como ocorre em
mamiferos (MOON, 1988), mas para que se possa observar alguma alteracdo na atividade
das enzimas gliconeogénicas é necessario um jejum prolongado (CHRISTIANSEN &
KLUNGSOYR, 1988). MORATA et al. (1982a) observaram um aumento na atividade da
frutose difosfatase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase na truta arco-iris (Salmo gairdneri),
depois de 2 meses de jejum. MOON & JOHNSTON (1980) notaram um grande aumento na
atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase no Pleuronectes platessa, depois de 4 meses

de jejum, embora ndo tenham encontrado alteraces na atividade da piruvato carboxilase e
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frutose difosfatase. A atividade da glicose-6-fosfatase foi aumentada durante o jejum, em
Salmo gairdneri (NAGAYAMA et al.,, 1972), Leuciscus idus melanotus (SEGNER &
BRAUNBECK, 1988) e Cyprinus carpio (SHIMENO et al., 1990). FOSTER & MOON (1991)
encontraram aumento na atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase em Perca flavescens,
depois de 7 meses de jejum.

Em mamiferos, a atividade da glicose-6-fosfatase aumenta durante o jejum
acentuando a gliconeogénese, como também foi observado em Salmo gairdneri por SCHAR
et al. (1985). Entretanto, Macha et al. (1982), citados pelos autores anteriores, encontraram
diminui¢cdes na atividade desta enzima em outros teledsteos.

O glicogénio é a principal forma de armazenamento de carboidrato nos animais e
ocorre principalmente no figado e musculos. No musculo, ele atua como fonte de unidades de
hexose para a glicolise. JA& o glicogénio hepético esta grandemente relacionado com a
exportacdo de unidades de hexose para a manutencao da glicose sanglinea.

Os mecanismos de regulagdo intracelular envolvem tanto a sintese como a
degradacdo da molécula do glicogénio. A reagdo de sintese é catalisada pela enzima uridina
difosfo-glicose glicogénio transferase. Esta enzima existe sob duas formas, sendo que uma
delas, a uridina difosfo-glicose glicogénio transferase (D), depende da concentracdo de
glicose-6-fosfato do citosol. O aumento da concentracdo de glicose-6-fosfato ativa a enzima e
acelera a sintese do glicogénio, enquanto a reducdo na sua concentragdo inibe a enzima e
reduz o processo de sintese. A forma | € mais ativa que a D para catalisar a sintese de
glicogénio (MELLO DE OLIVEIRA, 1986).

Em peixes, a glicogénio sintetase foi primeiramente encontrada na truta arco-iris,
Salmo gairdneri (INGRAM, 1970), sendo que sua atividade no figado e musculo vermelho foi
idéntica e 15 vezes maior do que no musculo branco. O salmdo do Pacifico (CHANG &

IDLER, 1960) ndo mobilizou os estoques de glicogénio do figado durante a migragdo para a
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desova. Esta mesma inércia dos estoques de glicogénio no figado foi vista em outros peixes,
sendo a carpa o exemplo mais extremo. A carpa (Cyprinus carpio) pode permanecer em
jejum por mais de 100 dias sem esgotar o glicogénio hepatico (NAGAI & IKEDA, 1971). Na
truta arco-iris (Salmo gairdneri), MORATA et al. (1982a) encontraram uma reducao de 80%
no glicogénio do figado, apés 20 dias de jejum. Prolongando o jejum, ndo houve reducao no
contetdo do mesmo. Pelo contrario, o glicogénio aumentou até certo ponto e permaneceu
constante durante o periodo de jejum (60 dias). Em truta arco-iris (Salmo gairdneri)
submetida ao estresse fisico, MORATA et al. (1982b) observaram uma diminui¢cdo rapida no
glicogénio hepético, com uma redugdo méaxima de 40%, apds 30 minutos. Depois disso, a
sintese de novo recuperou o0s niveis de glicogénio aos seus valores originais em 45 minutos,
permanecendo assim até o final do periodo experimental. No musculo, a quebra de
glicogénio durante o estresse foi mais rapida e a sintese néo foi observada nos 60 minutos do
periodo experimental. Isto indica que o glicogénio hepatico € um estoque de emergéncia e €
mobilizado somente durante os primeiros minutos de uma situagdo critica. Entretanto, o
glicogénio muscular esta mais prontamente disponivel e especialmente no musculo branco, o
glicogénio é rapidamente quebrado a lactato quando este musculo é requerido para trabalho
de alta intensidade (Stevens & Black, 1966 citados por CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR,
1988) como, por exemplo, na captura de presa ou fuga de predadores.

O desdobramento do glicogénio inicia-se pela agédo da fosforilase, que € uma enzima
especifica para o rompimento fosforolitico dos lacos 1,4 do glicogénio, para dar glicose-1-
fosfato. No figado, a fosforilase existe nas formas a (ativa) e b (inativa) (CHRISTIANSEN &
KLUNGSOYR, 1988). MORATA et al. (1982b) encontraram somente a forma a na truta arco-
iris (Salmo gairdneri).

Durante o jejum, a atividade da enzima glicogénio fosforilase, assim como a

fosfofrutoquinase e piruvatoquinase, diminui (FOSTER & MOON, 1991). Os resultados
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obtidos por SUNDBY et al. (1991), com salméo do Atlantico (Salmo salar) e bacalhau (Gadus
morhua), demonstraram que a atividade da hexoquinase estava aumentada no figado do
salmdo e diminuida no bacalhau. Encontraram, ainda, que a atividade da glicogénio
fosforilase e fosfofrutoquinase estava aumentada no salméo. Entretanto, no bacalhau, o jejum
provocou diminuicdo ou ndo alterou a atividade da fosforilase. SOENGAS et al. (1996) néo
encontraram alteracdes significativas na atividade da glicogénio fosforilase total no figado do
salméo do Atlantico (Salmo salar), em fase inicial de jejum (7 dias), mas a partir da segunda
semana a atividade desta enzima aumentou significativamente em relacdo aos peixes
controles. Quanto a atividade da glicogénio fosforilase a, houve um aumento aos 7 e 14 dias
de jejum.

A combinagéo do jejum com o nado continuo, em Oncorhynchus kisutch, ndo alterou a
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do glicogénio hepatico (glicogénio
fosforilase, glicogénio sintetase, piruvatoquinase, ou seus estados fosforilados, e lactato
desidrogenase) quando comparado com peixes em repouso e alimentados (VIJAYAN et al.,
1993).

Outras enzimas da via da pentose fosfato, glicose-6-fosfato desidrogenase e 6-
fosfogluconato desidrogenase, enzimas envolvidas na sintese de lipidio, diminuem no figado
de peixes durante o jejum, indicando uma reducdo na formacédo de lipidio (LOVE, 1980).
Yamauchi et al. (1975) citados por CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR (1988) também
encontraram diminuigdo na atividade dessas enzimas, no figado de Salvelinus fontinalus,
apés uma semana de jejum. Em Leuciscus idus melanotus, a atividade da glicose-6-fosfato
desidrogenase foi diminuida durante o jejum (SEGNER & BRAUNBECK, 1988).

A lactato desidrogenase € uma enzima glicolitica que catalisa a reacao final, ou seja, a

conversdo de piruvato a lactato sob condigbes anaerdbicas (Maekawa, 1988 citado por
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JAVED et al., 1995). No salméo do Atlantico, Salmo salar, a atividade desta enzima foi maior
durante o jejum quando comparada com a dos peixes alimentados (SOENGAS et al., 1996).

A mobilizacdo das reservas dos tecidos, durante o jejum prolongado, também resulta
em alteracdes pronunciadas na sua estrutura. Nos hepatocitos, o efeito do jejum pode ser
notado através da diminuicdo da area e volume celular, aparecimento de uma cadeia de
fibras colagenas, acumulo de particulas contendo ferro, mudancas no posicionamento e
forma do ndcleo, espacos intercelulares reduzidos e desaparecimento da organizagao celular.
Além disso, o citoplasma apresenta baixa afinidade tintorial, o0 nacleo mostra uma coloracdo
mais escura e ha diminui¢cdo nos estoques de glicogénio e lipidio. Essas e outras alteracdes
foram observadas por THEILACKER (1978), LOVE (1980), STORCH et al. (1983), STORCH
& JUARIO (1983), WATANABE (1985), SOUZA et al. (1995) e BISBAL & BENGTSON
(1995).

O jejum afeta a atividade metabdlica e durante esse periodo 0s processos essenciais
sdo mantidos através das reservas energéticas endogenas, resultando em perda de peso
(WEATHERLEY & GILL, 1987). Este efeito aparece claramente em varios 0Orgaos,
especialmente no figado, o qual desempenha um papel central no metabolismo intermediério,
visto que nele se realizam importantes vias metabdlicas, como é o caso da sintese de
glicogénio, gliconeogénese, lipogénese, B oxidacdo e outras essenciais a sobrevivéncia do
organismo. Quando o animal é submetido a algum estresse crdnico, como é o caso do jejum
prolongado, a atividade de muitas enzimas diminui, como resultado de uma diminui¢do do
potencial total do figado (FOSTER & MOON, 1991).

Estudos tém demonstrado que o jejum provoca perda de peso corporal em Cyprinus
carpio (BASTROP et al, 1991), Chanos chanos (TZENG & YU, 1992), Piaractus
mesopotamicus (SOUZA, 1994), Perca fluviatiis (MEHNER & WIESER, 1994), Clarias

gariepinus (ZAMAL & OLLEVIER, 1995), Anguilla anguilla (OLIVEREAU & OLIVEREAU,
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1997), Acipenser transmontanus (HUNG et al., 1997), como também do figado (JEZIERSKA
et al.,, 1982; MOON, 1983; MOON et al., 1989; SHIMENO et al., 1990; FOSTER & MOON,
1991; SOUZA, 1994; ZAMAL & OLLEVIER, 1995; SOENGAS et al., 1996 HUNG et al., 1997).

No peixe, a deplecdo de energia que ocorre durante o jejum indica que 0s varios
constituintes do corpo podem ser mobilizados em diferentes taxas e que, estes substratos,
apesar de semelhantes, podem ser utilizados de formas diferentes nos diversos tecidos do
corpo. A tendéncia geral é conservar a proteina corporal, utilizando-se dos estoques de lipidio
e glicogénio (WEATHERLEY & GILL, 1987).

A utilizacdo dos constituintes do corpo leva a hidratacéo o tecido, isto é, aumenta o
contetdo de 4gua. A diferenca na perda de peso entre 0s peixes, durante o jejum, pode ser
em parte, devido as alteracdes no conteudo de &gua. Segundo LOVE (1970, 1980), num
jejum moderado, o peso corporal € mantido pela dgua para compensar a perda de matéria
organica. Entre os “peixes gordurosos”, ha uma rela¢do dindmica inversa entre o contetdo de
lipidio e 4gua no musculo, enquanto as espécies “ndo gordurosas” apresentam uma relagéo
semelhante entre a proteina e a agua.

A andlise da composicao corporal de algumas espécies de peixe revelou aumento no
conteudo de &gua e cinzas, sendo que os teores de lipidios e proteina diminuiram
(STIRLING, 1976; REINITZ, 1983; ALLIOT et al., 1984; UMINO et al.,, 1991; ZAMAL &
OLLEVIER, 1995). Os resultados obtidos por SOUZA (1994) foram semelhantes aos
encontrados por estes pesquisadores, diferindo somente quanto a porcentagem de proteina
na carcaca, a qual aumentou durante o jejum em Piaractus mesopotamicus. Esse aumento
na porcentagem de proteina e cinzas foi provavelmente, decorrente da diminuicdo na
concentracao do lipidio e ndo de um aumento real desses componentes.

Os processos anabdlicos, por meio dos quais 0s nutrientes absorvidos séo

convertidos nos tecidos durante o metabolismo, s&o regulados por hormoénios 0s quais estéo
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entre os principais fatores que ajudam a promover o crescimento, associados a fatores
genéticos e nutricionais (WEATHERLEY & GILL, 1987). Segundo esses autores, 0S
hormdnios tireoideanos podem influenciar no crescimento. Entretanto, ainda nédo esta claro se
o seu efeito promotor de crescimento é uma consequéncia de sua acgdo direta ou se eles
potencializam a atividade anabdlica de outros hormoénios, especialmente o horménio de
crescimento (agindo sinergicamente ou com efeito permissivo), ou exercem alguma influéncia
mais generalizada no metabolismo.

Segundo EALES & MacLATCHY (1989), a producdo de T; € aumentada em estado
anabdlico (balango energético positivo ou condigbes favoraveis ao crescimento somatico;
ingestdo de alimento ou tratamento com andrdgenos ou horménio de crescimento) e €
diminuida em estado catabdlico (balangco energético negativo ou condi¢des desfavoraveis ao
crescimento somatico; jejum, estresse ou altos niveis de estradiol associados com
vitelogénese). Assim, em peixes, como em mamiferos, o estado tireoidal pode estar
perfeitamente relacionado ao balango energético e a producdo completa de Tz regula os
processos de demanda de energia, que nos peixes incluem o crescimento somatico,
desenvolvimento e primeira maturacdo gonadal.

O jejum inibe a atividade da tiredide e as concentragfes de T3 existentes sdo afetadas
primeiro do que as de T, (SUMPTER, 1992). Diminuicdes nos niveis de T; e T, foram
mencionadas por FARBRIDGE et al. (1992), SCOTT-THOMAS et al. (1992) e YOUSON et al.
(1994), em peixes privados de alimento.

Todas essas alteragbes sofridas pelo organismo do peixe durante o jejum e,
conseqglientemente, a toleréncia a fome, ocorre devido a uma reorganizacao metabdlica, isto
€, por adaptagbes bioquimicas reguladas pelo sistema endocrino e neural, no qual os
hormdnios pancreéticos e tireoideanos desempenham um importante papel (BASTROP et al.,

1991).
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3.2. A REALIMENTACAO

Quando o fornecimento de alimento é restabelecido, apds um periodo de jejum, todos
0S processos passam a ser revertidos. Assim, 0s peixes utilizam primeiramente o alimento
para suprir as necessidades energéticas na manutencdo dos processos vitais e repor o
catabolismo do tecido e, somente depois, 0 restante passa a ser usado para o crescimento
(HEPHER, 1988).

Segundo LOVE (1980), a utilizacdo de uma racdo completa e de boa qualidade
favorece a recuperacdo dos tecidos corporais e conseqlentemente, dos seus metabdlitos,
apresentando respostas satisfatorias para a realimentacéo dos peixes.

E interessante notar que as alteragdes nos metabolitos sangiiineos e tecidos s&o
reversiveis e ndo patolégicas como tem sido demonstrado em outros estudos durante a
recuperacdo do crescimento na realimentacdo (WEATHERLEY & GILL, 1987). Muitos
estudos tém demonstrado que a realimentacdo resulta em uma recuperacdo do glicogénio
hepatico e muscular, glicose sangiinea, aminoacidos, lipidio do figado, acidos graxos livres
plasméticos, proteina total plasmatica, como também, da composi¢do corporal, aos niveis
normais (KAMRA, 1966; INCE & THORPE, 1976; LOVE, 1980; BLACK & LOVE, 1986;
SHIMENO et al., 1990; BLASCO et al., 1991; SOUZA, 1994; BOHM et al., 1994; COLLINS &
ANDERSON, 1995; HUNG et al., 1997).

As concentracbes de Tz no plasma de peixes realimentados séo rapidamente
aumentadas (Higgs et al., 1982, citados por SUMPTER, 1992), assim como 0s niveis de T,
(HIMICK et al., 1991), os quais séo recuperados dentro de poucas horas.

Vérias alteracdes na estrutura e ultraestrutura dos hepatécitos sédo também atribuidas

as diferencas nas condi¢Bes nutricionais. Entretanto, essas modificacfes em suas estruturas
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resultantes do jejum podem ser revertidas apds a realimentagdo (LOVE, 1980; STORCH &
JUARIO, 1983).

Ha evidéncias de que as enzimas da via glicolitica e gliconeogénica também retornem
aos niveis originais apés a realimentacdo (SEGNER & BRAUBECK, 1988; SHIMENO et al.,
1990; GARCIA DE FRUTOS et al., 1991; BAANANTE et al., 1991).

Segundo Créac’h (1972) citado por LOVE (1980), as condig¢®es fisioldgicas dos peixes
em jejum parecem ser totalmente restabelecidas ap6s dois meses de realimentagéo, e esses
peixes podem ser diferenciados dos controles (alimentados) somente por suas elevadas
concentracdes de hemoglobina e seus figados volumosos, 0s quais sdo muito ricos em
glicogénio e potassio.

O retorno as condi¢bes alimentares adequadas seguidas de um periodo de privagéo
alimentar ou ma nutricdo pode resultar num desenvolvimento rapido de crescimento
denominado crescimento compensatorio (DOBSON & HOLMES, 1984; JOBLING et al.,
1993). Em algumas espécies de peixes, tais como: Salmo gairdneri (WEATHERLEI & GILL,
1981; DOBSON & HOLMES, 1984), Phoxinus phoxinus (RUSSELL & WOOTTON, 1992),
Leuciscus cephalus, Chalcalburnus chalcoidesmento, Scardinius ergthrophtalmus (WIESER
et al.,, 1992), Salmo salar (MORTENSEN & DAMSGARD, 1993), Salvelinus alpinus
(MORTENSEN & DAMSGARD, 1993:; JOBLING et al., 1993), Piaractus mesopotamicus
(SOUZA, 1994), e Ictalurus punctatus (KIM & LOVELL, 1995b) esse fenébmeno foi observado.

Trabalhos realizados com animais domésticos tém evidenciado que as respostas
quanto ao crescimento compensatorio podem ser influenciadas por varios fatores, como a
severidade da restricdo alimentar imposta, a idade, sexo e estado de maturidade sexual do
animal, temperatura e composi¢cdo nutriente da dieta a ser fornecida durante a fase de
realimentagdo. Entretanto, o0s possiveis efeitos desses fatores em peixes sdo quase

desconhecidos (JOBLING et al. 1993).



22

3.3. A INFLUENCIA DA TEMPERATURA NO METABOLISMO E DESENVOLVIMENTO DO PEIXE

A temperatura da agua € um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento e
sobrevivéncia dos peixes. Durante a aclimatacao térmica, muitos processos fisioldgicos e
bioquimicos sdo fundamentalmente reorganizados e esses incluem alteracdes na taxa
metabdlica, tolerancia térmica, preferéncia de temperatura, funcdo digestiva, eficiéncia de
conversao alimentar, crescimento e desenvolvimento (WOO, 1990).

Muitos estudos tém documentado os efeitos da temperatura no metabolismo dos
peixes, mas € dificil estabelecer um padrdo de resposta, tendo em vista que as espécies
respondem diferentemente ao estresse, seja ele nutricional ou térmico.

Para algumas espécies de peixes, tais como Barbus holubi, Cyprinus carpio, Labeo
umbratus, Labeo capensis (Van VUREN & HATTINGH, 1978), Sarotherodon mossambicus,
Cyprinus carpio (SMIT et al., 1981) e Chrysophrus major (WOO, 1990), os niveis de proteina
plasmética diminuiram em temperaturas mais baixas. Entretanto, em Salmo gairdneri (SMIT
et al.,, 1981) o mesmo ndo ocorreu. Ja 0s niveis de glicose apresentaram respostas
diferentes, podendo-se observar que para Cyprinus carpio, Chrysophrus major e Salmo
gairdneri os valores foram maiores, enquanto que em Sarotherodon mossambicus isso
ocorreu em uma temperatura intermediaria (20°C).

A adaptacdo ao frio também resulta em uma imensa variedade de alteragcdes no
figado. Por exemplo: reorganizacdo metabdlica que inclui diminuicdo na taxa de consumo de
oxigénio (Moerland & Sidell, 1981 citados por MOON et al., 1985), marcante hipertrofia do
figado, troca do lipidio pelo carboidrato como fonte de combustivel e diminuicdo na atividade
de algumas enzimas (WOO, 1990). Alguns mecanismos podem ser responsaveis pelas
alteracBes na taxa desses processos metabodlicos. A concentracdo e ativacdo de enzimas

existentes pode ser variada, a sintese de novas formas de proteina pode ser induzida ou a
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existéncia de enzimas micro-ambientais (pH citosélico, fluidez de lipidio da membrana) pode
ser modificada (Hochachka & Somero, 1984, citados por MOON et al. 1985). Desta forma, o
efeito da temperatura auxilia as espécies de peixe de clima temperado a suportar a falta de
alimento, que geralmente ocorre no inverno (WEATHERLEY & GILL, 1987).

Como se sabe, os peixes tém um limite, alto e baixo, de tolerdncia térmica e
“percebem” quando a temperatura € 6tima para o crescimento, reproducdo, conversao
alimentar 6tima e resisténcia a doengas. A maioria dos peixes de 4guas tropicais para de se
alimentar quando a temperatura atinge 17 a 18°C e atinge a taxa maxima em 28 e 30°C
(BORGHETTI & CANZI, 1993). Desta forma, muitas espécies apresentam uma taxa de
crescimento maior com 0 aumento da temperatura (CUI & WOOTON, 1988).

A temperatura também desempenha um papel crucial durante o jejum influenciando
nas alteragbes dos componentes corporais (WEATHERLEY & GILL, 1987). Durante o verao
foram observadas diminuigbes mais acentuadas nos niveis de glicose (OTTOLENGHI et al.,
1995), glicogénio hepético (MEHNER & WIESSER, 1994), peso do figado (WALSH et al.,
1983; MEHNER & WIESER, 1994) e peso corporal (KIM & LOVELL, 1995a). Entretanto, a
aclimatacdo térmica, a baixas temperaturas, resultou em aumento na atividade de algumas
enzimas durante o jejum (WALSH et al., 1983).

Como pode-se notar, os efeitos do jejum, no verdo, sdo mais severos do que no
inverno, por ser a taxa metabdlica mais alta (maior demanda energética) nesse periodo

(WEATHERLEY & GILL, 1987).
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4. MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido no Centro de Aquicultura da UNESP e no
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias - Campus de Jaboticabal (localizado a 21°15'22” de latitude sul, 48°18'58" de
longitude oeste e a 595m de altitude, a 2 Km do perimetro urbano). A fase experimental de

campo realizou-se no periodo de 17 de outubro de 1995 a 16 de janeiro de 1996.

4.1. ANIMAIS E ALIMENTAGCAO

Foram utilizados 98 juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus), sem distincdo de
sexo, com peso inicial entre 200 e 300 g, procedentes do Centro de Aquicultura. Estes
animais foram divididos em dois grupos: controle (alimentado - Al) e experimental (restricao

alimentar e realimentacéo - A2).
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Os animais foram submetidos a um periodo de adaptagcédo de sete dias nos tanques,
antes de iniciar o periodo experimental.

A racao foi fornecida diariamente aos dois grupos durante o periodo de adaptagéo e,
posteriormente, apenas um dos grupos (controle) continuou sendo alimentado diariamente.
Foi utilizada racdo comercial estrusada para crescimento e engorda Fri-Peixe n° 2, fabricada
pela Ragdes Fri-Ribe S.A., contendo: 12% de umidade, 24% de proteina bruta, 3% de extrato
etéreo, 8% de fibra bruta, 11% de matéria mineral, 1,8% de célcio e 0,6% de fdsforo, cuja
composi¢do basica consistia de: milho integral moido, farelo de trigo, farelo de soja, farinha
de visceras, farinha de peixe, sal comum (NaCl), calcério calcitico e premix mineral
vitaminico. A quantidade de racdo fornecida variou 3 a 5% do peso corporal, de acordo com
as oscilagbes da temperatura da agua, conforme as indicacbes do fabricante. O
arracoamento foi feito diariamente, no periodo da manha, em torno de 09:00 horas.

A temperatura da agua dos tanques foi medida diariamente na sub-superficie, as
09:00 e 16:00 horas, utilizando-se um termémetro Incoterm, e os dados de temperatura
ambiente, umidade relativa do ar, precipitacdo pluviométrica e insolagdo foram obtidos
através da Estacdo Agroclimatolégica, do Departamento de Ciéncias Exatas da

FCAV/UNESP.

4.2. INSTALACOES

Os animais do grupo controle (Al) e experimental (A2) foram mantidos em dois
tanques distintos, cada um contendo inicialmente 49 animais, com area de 39,1 m? ,
profundidade média de 1,10 m, vazdo minima de 5,4 I/min., abastecidos com &gua

procedente de mina.
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4.3. DELINEAMENTO ESTATISTICO

Apbs a fase de adaptacdo, o grupo experimental foi amostrado aos 0 (P0), 2 (P1), 7
(P2), 30 (P3) e 60 (P4) dias de restricdo alimentar e aos 7 (P5) e 30 (P6) dias de
realimentacdo. O grupo controle foi alimentado diariamente e amostrado nos mesmos
periodos que 0 grupo experimental.

Para a analise de variancia foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC) no esquema Fatorial 2x7 (Alimentacéo x Periodos), com 7 repeticbes, sendo as médias

comparadas pelo teste de Tukey (STEEL & TORRIE, 1980):

CAUSAS DE VARIACAO G.L.
Alimentacéo (A) 1
Periodos (P) 6
Interacdo (A x P) 6
(Tratamentos) (13)
Residuo 84
TOTAL 97

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa ESTAT,

desenvolvido na FCAV/UNESP.

4.4, AMOSTRAGENS

Sempre no dia anterior a cada periodo de amostragem, sete animais de cada grupo

(controle e experimental) foram capturados, dos respectivos tanques, com rede arrasto e

transferidos para aquarios de alvenaria do Laboratério Didatico do Centro de Aquicultura.
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Na amostragem, os animais foram retirados individual e cuidadosamente dos
aquarios, com auxilio de um puca, anestesiados com benzocaina (1g/15L), pesados e
medidos em balanca de preciséo e ictibmetro, respectivamente. Em seguida, foram coletadas
amostras de sangue, por puncdo da veia caudal, com seringas heparinizadas, para as
determinacfes bioquimicas. Posteriormente, tiveram a cavidade abdominal aberta para a
retirada do figado, que foi pesado, dividido em por¢Bes, embalado em papel aluminio,
congelado em gelo seco e mantido em freezer a -20°C para posterior dosagem de glicogénio
e lipidio. Fragmentos de aproximadamente 5 mm?® foram congelados e mantidos em
nitrogénio liquido a -190°C para histoquimica e outros, fixados em Bouin a 4°C para analises
histolégicas. Alguns fragmentos foram fixados em solucdo de Karnowsky (Kll), a 4°C, para
microscopia eletrbnica de transmisséo.

A carcaca de todos os animais utilizados neste experimento foi congelada em freezer
a -20°C para posterior andlise de sua composicdo. Os peixes foram moidos inteiros (com
visceras, mas com o trato digestivo limpo de contetdo e gordura), lavando-se a maquina a
ap6és moagem de cada individuo. Posteriormente, foram coletadas amostras da massa
homogeneizada, liofilizadas a -40°C por 24 horas e utilizadas para determinacdo de matéria
seca, umidade, proteina bruta, cinzas e extrato etéreo, realizadas no Laboratério de Nutrigcdo

Animal, do Departamento de Nutrigdo Animal e Pastagens da FCAV/UNESP.

4.5. METODOS UTILIZADOS PARA OBTENCAO DOS DADOS

4.5.1. Glicose Sangiinea

Para a determinacdo da glicose sanguinea foi utilizado o método colorimétrico de

KING & GARNER (1947), que consistiu, primeiramente, em misturar a 1,8 ml de solugéo
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isotbnica (sulfato de sodio e sulfato de cobre), 0,1 ml de sangue e 0,1 ml de solucdo de
tungstato de sodio a 10%. Centrifugado por 10 minutos a 2.000 rpm, o sobrenadante foi
retirado e mantido congelado a -20°C, em freezer, até a realizacdo da andlise, quando foi
adicionado 1 ml de reagente cuprico e 3 ml de arsenomolibidico. As leituras foram realizadas

em espectrofotdmetro a 540 nm.

4.5.2. Glicogénio Hepético

O teor de glicogénio hepatico foi dosado pelo método de antrona, de acordo com
CARROL et al. (1956).

Amostras de 500 mg de tecido foram colocadas em tubos de centrifuga contendo 2 ml
de KOH a 30% e depois hidrolizadas em banho-maria a 100°C por 1 hora. Em seguida foram
adicionadas 5 gotas de Na,SO, saturado e 4,5 ml de alcool etilico a 95%. Essa mistura foi
agitada com bastéo de vidro e aquecida até a fervura em banho-maria. O bastao foi retirado e
0s tubos centrifugados a 2.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado, ressuspenso com 2 ml de agua destilada aquecida e adicionado 4,5 ml de alcool
etilico 95%. ApOs quatro lavagens, o precipitado foi ressuspenso com 2 ml de 4gua destilada
aguecida e completado para 10 ml com agua destilada. 0,1 ml desse volume foi transferido
para um tubo, completado para 2 ml de &gua destilada, colocado em &gua com gelo,
adicionando-se lentamente 4 ml do reagente de antrona dissolvido em H,SO, a 95%. As

leituras das amostras, em absorbéancia, foram realizadas em espetrofotdmetro a 620 nm.
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4.5.3. Acidos Graxos Livres Plasmaticos

A dosagem de acidos graxos livres plasmaticos foi realizada utilizando o método
proposto por DOLE & MEINERTZ (1960).

Foi utilizado 0,2 ml de plasma para o processo de extracdo com heptana. Na titulacao
foi acrescentada uma solucéo indicadora, preparada com timol azul a 0,1% e o ponto de
viragem (aparecimento da cor mostarda) foi obtido adicionando-se NaOH a 0,5 N em

presenca de nitrogénio.

4.5.4. Lipidios Totais do Figado

A extracdo dos lipidios totais do figado foi feita através da técnica de BLIGH & DYER
(1959).

Utilizou-se 500 mg de tecido homogeneizado em 5 ml da mistura de extracdo com
solvente organico (cloroférmio - metanol 2:1). Apés a filtragem do homogenado foi
acrescentada agua destilada na propor¢cdo de 5:1, agitado e centrifugado por 5 minutos a
1.500 rpm para obtencdo de camadas distintas, sendo uma contendo a fracdo lipidica
(cloroférmio) e outra ndo lipidica (metanol). Através do isolamento da camada que continha o
lipidio, cada amostra foi colocada em placas de Petri previamente pesadas e em seguida
levadas a estufa a 100°C por 1 hora para evaporacédo. A diferenca entre os pesos inicial e
final das placas permitiu a realizagdo dos calculos para obteng¢do da porcentagem de lipidio

em cada amostra.
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4.5.5. Proteina Total Plasmatica

A proteina total plasmatica foi dosada pelo método de macrobiureto, de acordo com
GORNALL et al. (1949), utilizando-se 0,1 ml de plasma e adicionando 0,9 ml de agua
destilada. Em seguida, adicionou-se 4 ml do reagente de biureto. Apds 30 minutos, foi

realizada a leitura das amostras em espectrofotdmetro Hitachi U-2000, a 540 nm.

4.5.6. Triiodotironina (T3)

A determinacgédo dos niveis de T3 no plasma foi realizada por radioimunoensaio (RIA),

com kits Coat-A-Count T3 Total da DPC. O limite minimo de deteccdo para este horménio foi

de 0,18 ng/ml.

4.5.7 indice Hepato-somatico (IHS)

Foi estimado através da relacdo porcentual entre o peso do figado (g) e o peso

corporal (g).

IHS=|_peso do figado [x 100
peso corporal

4.5.8. indice Gordura Viscero-somatico (IGVS)

Foi estimado através da relacao porcentual entre o peso da gordura visceral (g) e o

peso corporal (g).

IGVS= | peso da gordura visceraﬂ x 100
peso corporal
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4.5.9. Morfologia e Morfometria dos Hepatécitos

Para descricdo estrutural dos hepatécitos foi utilizada a técnica de coloracdo de
hematoxilina de Harris (HE), descrita por BEHMER et al. (1976). As amostras de figado, apés
coletadas e fixadas em Bouin a 4°C, foram incluidas em parafina, microtomizadas com 5 um
de espessura e coradas por HE. Os cortes histologicos foram analisados por microscopio de
luz, com objetiva de 40x, acoplado ao sistema analisador de imagem Kontron Elektronik
(Videoplan) para analise morfométrica dos hepatocitos (area e volume do citoplasma e
ndcleo). De cada lamina observada, procedeu-se a leitura de 30 hepatocitos e,
posteriormente, calculou-se a média dos valores obtidos para cada parametro analisado.

Os cortes foram fotomicrografados no Fotomicroscépio Nikon Alphaphot-2 YS2.

4.5.10. Ultraestrutura do Glicogénio

Para a observacdo da distribuicdo de glicogénio nos hepatdcitos, fragmentos de 1
mm?® de figado foram fixados em solucdo de Karnowsky (2% paraformaldeido, 2%
glutaraldeido, 0,25% CaCl,, pH 7,4), pés-fixados em tetréxido de 6smio a 1% em tampéao
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4 por 2 horas a 4°C. Em seguida, os fragmentos foram
lavados no mesmo tampéo e desidratados com passagens em solucdes crescentes de
acetona, nas seguintes concentracdes: acetona 30% x 10 min., acetona 50% x 10 min.,
acetona 70% x 10 min., acetona 90% x 10 min., acetona 95% x 10 min. e acetona 100% 3 x
de 20 min. cada. O procedimento seguinte foi a infiltracdo, iniciada com a imersdo das
amostras em uma mistura de araldite e acetona pura (1:1), por 2 horas, e depois colocadas
em uma mistura de araldite e acetona (2:1), por 24 horas a temperatura ambiente. A incluséo

foi feita em mistura plena de araldite na seguinte proporcéo: araldite 6005 resina 20 ml,
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BDMA (acelerador) 1 ml, DDSA (endurecedor) 16 ml, dibutilfitato (plastificador) 0,4 ml. O
material incluido foi colocado na estufa de 60°C por 72 horas, para que se efetuasse a
polimerizacéo.

Para uma melhor visualizagdo de glicogénio, as amostras, apos a fixacdo, foram pdés-
fixadas em solugdo de 6smio a 1% + ferrocianeto de potassio a 1,5% em temperatura
ambiente por 2 horas (técnica de 6smio reducdo - NOVIKOFF, 1971). ApGs essa etapa, 0
material foi transferido diretamente para acetona 30%, sem pré-lavagem. Em seguida, as
amostras foram processadas rotineiramente para microscopia eletrbnica de transmisséo.

Os cortes foram fotoeletronmicrografados no microscoépio eletrénico de transmisséo

JEOL-100C.

4.5.11. Histoquimica do Glicogénio

Para a demonstracdo histoquimica do glicogénio na célula hepatica foi utilizada a
coloracio pelo PAS (Acido Periodico — Reativo de Schiff) associada com a coloragéo de
cortes vizinhos previamente submetidos a digestédo por o amilase (WEGMANN & VERNE, 1958).
Foram utilizados fragmentos de figado congelados e mantidos em nitrogénio liquido, os quais
foram criotomizados a -14°C, com 5 um de espessura. Os cortes foram montados em
xarope de Apathy, observados em microscépio e fotomicrografados no Fotomicroscopio
Nikon Alphaphot-2 YS2.

Para a leitura das laminas foi utilizada uma avaliacdo qualitativa da intensidade da
reacao, cuja graduacdo variou de ( - ), quando negativas, a ( ++++ ), quando positivas. A
designacéo para cada tipo de reacdo, quando positiva, foi a seguinte: fraca ( + ), moderada (

++), forte ( +++) e intensa ( ++++).
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4.5.12. Histoenzimologia do Metabolismo Intermediario

Foram utilizados fragmentos de figado congelados e mantidos em nitrogénio liquido,
os quais foram criotomizados a -14°C, com 5 um de espessura, para andlise da atividade de
enzimas indicadoras das vias de utilizacdo do combustivel energético a nivel celular, através

de técnicas histoenzimoldégicas, tais como:

a) Fosfofrutoquinase (PFK, EC 2.7.1.11): segundo BONILLA & SCHOTLAND (1970). Os
cortes foram pré-fixados em acetona por 20 min. em temperatura ambiente, secos ao ar por 2
horas, incubados por 2 horas com solu¢cdo mae (tampéao arseniato 0,02 M pH 7,0 = 5,0 ml;
NAD - Sigma N-7004 = 6,6 mg; adenosina 5’ trifosfato - Sigma A-3377 = 5,5 mg; sulfato de
magnésio = 1,2 mg; agua destilada deionizada = 5,0 ml) = 5,0 ml e frutose-6-fosfato de sodio
- Sigma F-3627 = 3,0 mg, fixados em formol a 10% por 5 min. e lavados em &gua destilada

deionizada.

b) Fosfoglucomutase (PGM, EC 2.7.5.1): segundo MELLO DE OLIVEIRA (1977). Os cortes
foram incubados a 37°C por 30 min. com solucédo estoque (glicose-1,6-fosfato - Sigma G-
7000 = 0,75 mg; cloreto de magnésio 0,1 M = 0,4 ml; NADP - Sigma N-0505 = 2,5 mg; NBT -
Sigma N-6876 = 1,0 mg; tampdo tris HCI 0,2 M pH 7,4 = 2,5 ml; &gua destilada deionizada =
4,6 ml) = 4,0 ml e glicose-1-fosfato - Sigma G-5875 = 1,2 mg, fixados em formol neutro 10%

por 5 min. e lavados em 4gua destilada deionizada.

c) Glicose-6-fosfatase (G6P-A, EC 3.1.3.9): segundo CHIQUOINE (1953). Os cortes foram
incubados no seguinte meio: - Solugéo | (acetato de sédio 0,2 M = 1,0 ml; glicose-6-fosfato -

Sigma G-7250 = 1,5 mg) = 1,0 ml; - Solucdo Il (acetato de chumbo 2% = 0,30 ml; agua
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destilada = 1,70 ml) = 1,0 ml, por 30 min. a 37°C, lavados em agua destilada deionizada,

passados em sulfeto de amonio 1% (filtrado) por 1 min. e lavados em agua corrente.

d) Glicose-6-fosfato desidrogenase / 6-fosfogluconato desidrogenase (G6P-D, EC
1.1.1.49 / 6PG-D, EC 1.1.1.44): segundo WEGMANN & GERZELI (1961). Os corte foram
incubados nos seguintes meios: - G6P-D [solucdo estoque (tampéo tris HCI 0,2 M pH 7,4 =
5,0 ml; cloreto de magnésio 0,1 M = 0,8 ml; NADP - Sigma N-0505 = 5,0 mg; NBT - Sigma N-
6876 = 2,0 mg; agua destilada deionizada = 9,2 ml) = 5,0 ml e glicose-6-fosfato - Sigma G-
7250 = 1,52 mg]; - 6PG-D (solucéo estoque = 5,0 ml e 6-fosfogluconato - Sigma P-7877 =
2,86 mg), a 37°C por 30 min., lavados em agua destilada deionizada, fixados em formol

neutro 10% por 5 min. e lavados em agua destilada deionizada novamente.

e) Lactato desidrogenase (L-D, EC 1.1.1.27): segundo WEGMANN & SOTELO (1962). Os
cortes foram incubados em solucdo lactato de sodio 0,2 M (acido latico = 1,45 ml; agua
destilada deionizada = 100,0 ml; hidréxido de s6dio 1 N = 5,0 ml) = 0,3 ml; NBT = 0,15 mg;
NAD (forma oxidada) - Sigma N-7004 = 0,9 mg, tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 = 0,3 ml e 4gua
destilada deionizada = 0,6 ml, a 37°C por 30 min., lavados em &agua destilada deionizada,
fixados em formol neutro 10% (filtrado) por 5 min. e lavados em agua destilada deionizada

novamente.

f) Nicotinamida adenina dinucleotideo - tetrazélio redutase / Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato - tetrazélio redutase (NADH,-TR, EC 1.6.99.3 / NADPH,-TR, EC
1.6.99.1): segundo SCARPELLI et al. (1958). Os cortes foram incubados nas solugdes: -
NADH,-TR (NADH; - Sigma N-8129 = 3,0 mg; NBT - Sigma N-6878 = 1,0 mg; tampéo tris 0,2
M pH 7,4 = 4,0 ml; 4gua destilada deionizada = 1,0 ml); - NADPH,-TR (NADPH, - Sigma N-
1630 = 3,0 mg; NBT - Sigma N-6878 = 1,0 mg; tampao tris 0,2 M pH 7,4 = 4,0 ml; agua

destilada deionizada = 1,0 ml), por 20 min. a 37°C, lavados em agua destilada deionizada,
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passados em formol neutro a 10% (filtrado) por 5 min. e lavados novamente em &gua

destilada deionizada.

g) Succinato desidrogenase (S-D, EC 1.3.99.1): segundo WEGMANN & TORDET-
CARIDROIT (1960). Os cortes foram incubados em succinato de sodio = 67,5 mg, NBT -
Sigma N-6878 = 0,5 mg, tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 = 2,0 ml e 4gua destilada deionizada =
2,0 ml, por 30 min. a 37°C, lavados em agua destilada deionizada, fixados em formol neutro

10% por 5 min. e lavados em agua destilada deionizada novamente.

Antes da utilizacdo do material experimental propriamente dito, foram realizados
véarios testes destinados a padronizagdo dessas enzimas para o figado de pacu, utilizando
figado e muasculo de rato e peixe, tendo em vista que as mesmas sao aplicadas em tecido de
mamifero, rotineiramente no Laboratério de Patologia do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

Para cada reacédo realizada no meio contendo o substrato, outro corte foi incubado,
em paralelo, num meio de composicéo idéntica, porém sem o substrato (Testemunha).

Os cortes foram montados em xarope de Apathy, observados em microscopio e
fotomicrografados no Fotomicroscépio Nikon Alphaphot-2 YS2.

Para a classificacdo das enzimas em estudo, foi seguida a nomenclatura adotada pela

Unido Internacional de Bioquimica (1.U.B., 1978).

45.11.1. Leitura das Reacdes Histoenzimoldgicas

Para a leitura da atividade enzimatica foi utilizada uma avaliacdo qualitativa da

intensidade das reagfes, cuja graduacdo variou de ( - ), quando negativas, a ( ++++ ),

quando positivas, em funcdo do acumulo do “produto final da reacdo” (PFR) no citoplasma
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celular. Quando positivas, as designhacdes para cada tipo de intensidade de reacdo foram as

seguintes: fraca ( + ), moderada ( ++ ), forte ( +++) e intensa ( ++++).

4.5.13. Composic¢édo Corporal

a) Matéria Seca (MS) e Umidade

O teor de umidade na amostra original foi determinado pesando-se aproximadamente
10 g de amostra, sendo esta acondicionada em vidros previamente tarados, os quais foram,
entdo, transferidos para o liofilizador. Ap6s 24 horas, o material foi nhovamente pesado,
obtendo-se a 12 MS, da seguinte forma:

12 MS (%) = PS1 x 100
PU1

onde: PS1 = peso seco para obtencéo da 12 MS
PU1 = peso umido da amostra original
Para determinar a 22 MS, foi pesado 1 g da amostra liofilizada, colocando-a em
cadinho de porcelana previamente tarado, o qual foi levado a estufa a 105°C, por 12 horas,
sendo entdo, pesado novamente. Apds a segunda pesagem, foi aplicada a seguinte formula:

22 MS (%) = PS2 x 100
PU2

onde: PS2 = peso seco para obtencdo da 22 MS
PU2 = peso umido da amostra liofilizada
A matéria seca original (MSO) foi obtida, utilizando-se a seguinte formula:

MSO (%) = 1> MS x 2* MS
100
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O teor de umidade contido na carcaca foi obtido através da formula:
Umidade (%) = 100 - MSO

onde: MSO = matéria seca original

b) Proteina Bruta (PB)

Para a determinacdo da proteina bruta, foi utilizado o método de Kjedhal (A.O.A.C.,
1984), o qual avalia o teor de nitrogénio total contido na amostra. Para tanto, o nitrogénio
presente nos aminoacidos transforma-se em N amoniacal, através de processos de digestao
e destilacdo, sendo em seguida titulado com &cido cloridrico. A porcentagem de proteina
bruta foi calculada da seguinte forma:

PB (%) = ml x N x 14 x 6,25 x 100
PA

onde: ml = quantidade de HCI gasto na titulacdo
N = normalidade do HCI (0,1 N)
14 = peso atébmico do nitrogénio
6,25 = fator de transformacao para calculo da proteina

PA = peso da amostra (100 mg)

¢) Cinzas ou Matéria Mineral (MM)

A determinacdo da cinza ou matéria mineral (MM) foi realizada pelo método de
Weende (A.0.A.C., 1984), que consiste em colocar 1 g da amostra em cadinho de porcelana
previamente tarado, sendo este levado a mufla a 600°C, por 3 horas, para que a amostra seja

incinerada.
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Célculo: MM (%) =TC - T x 100
PA
onde: TC =tara do cadinho + cinza
T = tara do cadinho

PA = peso da amostra

d) Extrato Etéreo (EE)

Este método utiliza o Extrator de Sohxlet (método de Weende - A.O.A.C., 1984), para
isolar o lipidio contido na amostra e consiste em colocar 1 g do material na garrafa de
Sohxlet, fazendo passar éter de petréleo pela amostra, por 5 horas. O lipidio foi recolhido em
um baldo volumétrico previamente tarado.

Célculo: EE (%) =BG - B x 100
PA
onde: BG = peso do balédo + gordura
B = tara do baléo

PA = peso da amostra
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5. RESULTADOS

5.1. CONDIGCOES CLIMATICAS LOCAIS E TEMPERATURA DA AGUA DOS TANQUES

Segundo os dados fornecidos pela Estacdo Agroclimatolégica do Departamento de
Ciéncias Exatas da FCAV/UNESP, o clima do municipio de Jaboticabal é definido como
sendo do tipo Cwa, ou seja, sub-tropical, relativamente seco, caracterizado por chuvas de
veréo.

Os dados diarios da temperatura ambiente (maxima, minima e média), umidade
relativa do ar, precipitacdo pluviométrica e insolacdo observados durante a fase experimental
encontram-se nas Figuras 1 e 2.

Durante o periodo experimental, ocorreram grandes oscilacbes na temperatura
ambiente. Registros de temperatura maxima mais baixos seguidos por aumentos na umidade
relativa do ar e precipitacdo pluviométrica, com diminui¢des nas horas de insolacdo, foram
decorrentes de dias chuvosos ou nublados acompanhados por frentes frias, situacdo esta

geralmente atipica para essa época do ano. Entretanto, foram registrados também, dias
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chuvosos quando a umidade relativa do ar apresentou valores elevados, coincidindo com

aumentos na temperatura maxima, situacdo esta caracteristica da regiao.

o nw o 1 o

™ N N — —
(D6) YHNLYH3AdNTL

[Te}

o

|
h Y
s L uel/eT T uel/eT
SEE
BIE L uel/60 V\ uel/60
=== / ,
ue
_ _ _ L uel/so .H\ 1/S0
L uel/To f uel/to
< zap/8z
- Z9p/8¢ //-
L |
p2 C zapfre zapfrz
/ >
L zap/0z Z3p/0c
- Zap/9T Zap/9T
e
- Zap/ZT NI Zap/cT
-
- Zap/80 s Z3p/80
< -
L AOU/IOE O AOU/QE
L AOU/9Z - AOU/9¢
- AoU
- AOU/ZZ y, 44
L nou/gT VH AOU/QT
T
- AOU/PT > AOU/YT
L Aouy90 T AOU/90
- AOU/Z0 \» AOU/20
< ]
- 1N0/62 N— no/6¢
- 1N0/T2 - IN0/T¢
1N0//T No/.T

DIAS

FIGURA 1 - Valores diarios obtidos para temperatura ambiente (A) e umidade relativa do ar

(B) no periodo experimental.
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FIGURA 2 - Valores diarios obtidos para precipitacdo pluviométrica (A) e insolacao (B) no

periodo experimental.
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os periodos da manha e tarde, exceto nos dias nublados ou chuvosos. Pequenas diferencas



42

foram observadas entre os dois tanques, com valores pouco mais altos no tanque 2. Isto,
provavelmente, foi decorrente do sombreamento sobre o tanque 1. As oscilagbes na

temperatura da 4gua praticamente acompanharam as encontradas na temperatura ambiente,

com valores mais altos no periodo da tarde.
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FIGURA 3 - Valores diarios obtidos para temperatura da agua do tanque 1 (controle) e do
tanque 2 (experimental) no periodo de estudo.
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5.2. DESENVOLVIMENTO DOS PEIXES

A andlise estatistica dos dados e as respostas obtidas para o desenvolvimento do

pacu (Figura 4), durante o periodo experimental, encontram-se a seguir.

FIGURA 4 — Fotografia de um exemplar de pacu (Piaractus mesopotamicus) juvenil.

A andlise de variancia pelo teste F (Tabela 1) revelou que os dois fatores estudados
(alimentacéo x periodos) tiveram efeitos significativos sobre as variaveis analisadas.

O estudo da interacdo para comparacdo das médias pelo teste de Tukey (Tabela 2)
demonstrou que houve um crescimento maior dos animais do grupo controle ao longo dos
periodos de amostragem. Este fato pbde ser estatisticamente comprovado quando
analisados o peso corporal e comprimento padrdo, onde o0s mesmos foram

progressivamente maiores com o decorrer do tempo e os maiores valores (428,57 g e
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22,60 cm, respectivamente) foram significativos (P<0,05) em relacdo aos demais periodos.
Quanto aos animais experimentais, tanto o peso corporal quanto o comprimento padrdo
mantiveram-se praticamente estaveis durante toda a fase de restricdo alimentar (com uma
tendéncia de diminui¢cdo aos 60 dias - P4) e inicio da realimentacdo. Entretanto, aos 30 dias
de realimentacdo (P6) houve um aumento significativo (P<0,05) no crescimento, onde 0s
animais alcancaram uma média de 353,57 g no peso corporal e 21,21 cm no comprimento
padrdo. As diferencas estatisticas (P<0,05) entre os grupos estudados foram evidenciadas

nos periodos P4, P5 e P6, para ambas as medidas.

TABELA 1 - Andlise de variancia para o desenvolvimento dos peixes.

Valores de F para as varidveis analisadas

Peso Comprimen to IHS IGVS
Fontes de Variacédo G.L. Corporal Padrdo
Efeito da Alimentacéo (A) 1 58,12** 41,06** 57,63** 19,85**
Efeito dos Periodos (P) 6 36,41** 26,97** 15,32* 3,28**
Interacdo A x P 6 10,67** 7,77 20,00** 4,46
Coeficiente de Variagdo (%) 12,98 4,22 13,89 18,20

** P<0,01

TABELA 2 — Valores médios de peso corporal, comprimento padrdo, indice hepato-somatico (IHS) e indice
gordura viscero-somatico (IGVS) dos peixes, no estudo da interacéo entre os fatores estudados (n=7).

Restricio Alimentar (dias) Realimentac&o (dias)
Variaveis Grupos 0 2 7 30 60 7 30
Peso Cor- Controle 246,43 Ac 219,29 Ac 247,86 Ac 258,14 Ac 349,00 Ab 355,71 Ab 428,57 Aa
poral (g) Experimental 243,00 Ab 229,29 Ab 228,57 Ab 23357 Ab 195,00 Bb 239,29 Bb 35357 Ba

~ Comp. Controle”  1900Ac” ~~ 1849Ac  1914Ac 1933Ac  2166Aab  2126Ab  2260Aa
Pa-
drdo (cm) Experimental 18,89 Ab 18,44 Ab 19,07 Ab 18,89 Ab 18,61 Bb 18,83 Bb 21,21Ba
T HS Controle” 1 125Aabc 143Aa 127Aabc 141Aa  136Aab  107Ac ¢ 111Bbc
(%) Experimental 1,29 Aa 1,38 Aa 0,87 Bb 0,69 Bb 0,68 Bb 0,84Bb 1,43 Aa
T IGVS Contole  35lAa  340Aa  325Aa 385Aa  39%8Aa  363Aa  41l1Aa
(%) Experimental 3,11 Aabc 3,29 Aab 3,63 Aa 3,78 Aa 2,59 Abc 2,16 Bc 3,27 Bab

% Médias seguidas de letras iguais minGsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).
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O indice hepato-somatico (IHS) dos animais controles (Tabela 2) foi maior em P1
(1,43%), que diferiu significativamente (P<0,05) de P5 e P6. Entretanto, nos animais
experimentais, os maiores indices foram obtidos em PO, P1 e P6, diferindo significativamente
(P<0,05) dos demais periodos. Somente ndo se encontrou diferenga (P>0,05) entre os
grupos controle e experimental nos periodos PO e P1.

Os valores obtidos para o indice gordura viscero-somético (IGVS) dos animais
controles (Tabela 2) ndo apresentaram diferengas significativas (P>0,05) ao longo dos
periodos de amostragem. Nos experimentais, os menores indices foram encontrados aos 60
dias de restricdo alimentar (P4) e inicio da realimentacdo (P5). Diferencas significativas
(P<0,05) entre os grupos controle e experimental foram notadas somente nos periodos P5 e

P6.

5.3. CoMPOSICAO CORPORAL

A andlise de variancia pelo teste F (Tabela 3) revelou que os dois fatores estudados
(alimentacdo x periodos) tiveram efeitos significativos sobre quase todas as variaveis
analisadas. Excecdes a esse comportamento foram observadas quanto as porcentagens de
proteina bruta e cinzas ou matéria mineral, contidas na carcaca dos peixes.

O estudo da interacdo para comparacdo das médias pelo teste de Tukey (Tabela 4)
demonstrou que o teor de umidade na carcaca dos animais controles foi mais alta em P1
(69,05%) diferindo significativamente (P<0,05) das encontradas em P5 e P6 (65,40 e 65,02%,
respectivamente). Nos animais experimentais, o prolongamento do periodo de restricdo

alimentar resultou em aumento na porcentagem de agua na carcaca. Aos 7 dias de
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realimentacdo (P5), houve uma tendéncia de diminuicdo e, aos 30 dias (P6) seus valores

foram restabelecidos. As diferencas entre 0os grupos ocorreram nos periodos P4, P5 e P6.

TABELA 3 - Andlise de variancia para a composi¢ao corporal dos peixes.

Valores de F para as variaveis analisadas

Umida- Proteina Extrato Cinzas
Fontes de Variacdo G.L. De Bruta Etéreo
Efeito da Alimentacéo (A) 1 31,38 0,95 26,81** 0,58™
Efeito dos Periodos (P) 6 3,43** 1,18N° 3,24%* 1,61N°
Interacéo A x P 6 7,94 1,36"° 7,49%* 1,28N°
Coeficiente de Variagdo (%) 2,99 7,68 13,07 14,50

** P<0,01; = N&o significativo (P>0,05).

Para a porcentagem de lipidio ou extrato etéreo da carcaca dos animais controles
(Tabela 4), ndo foram encontradas diferencas estatisticas (P>0,05) ao longo dos periodos de
amostragem. Entretanto, nos experimentais, seus valores foram significativamente menores
(P<0,05) aos 60 dias de restricdo alimentar (P4). Diferencas significativas (P<0,05) entre os

grupos controle e experimental foram observadas nos periodos P4, P5 e P6.

TABELA 4 — Valores médios dos teores de umidade, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas

da carcaca dos peixes, no estudo da interacdo entre os fatores estudados (n = 7).

Restricdo Alimentar (dias) Realimentacao (dias)
Variaveis Grupos 0 2 7 30 60 7 30
Umidade Controle 67,77 Aab  69,05Aa 67,88 Aab 68,07 Aab 65,77 Bab 65,40 Bb 65,02 Bb
(%) Experimental 67,60 Ac 67,86 Ac 68,25 Abc 70,01 Aabc 72,66 Aa 71,36 Aab 67,37 Ac
"~ Extrato  Controle 16,50 Aa® 1514 Aa 1583Aa  1495Aa  1791Aa 17,41'Aa 18,18 Aa
Etéreo Experimental 15,73 Aa 16,06 Aa 16,21 Aa 14,07 Aab 10,77 Bc 12,36 Bbc 15,89 Ba
(%)
“Proteina Controle 14,22 14,29 14,61 1548 1471 1532 1518
Bruta (%) Experimental 15,03 14,35 13,96 14,23 14,96 14,53 15,20
"Cinzas ~ Controle 1,50 151 168 149 160 186 161
(%) Experimental 1,63 1,73 1,57 1,68 1,61 1,74 1,54

WMédias seguidas de letras iguais minGsculas nas linhas e mailisculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).
*Os dados obtidos para extrato etéreo, proteina bruta e cinzas foram calculados na base umida.
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Os resultados obtidos para as porcentagens de proteina bruta e cinzas (Tabela 4)
tiveram um perfil semelhante, ou seja, ndo foram significativamente (P>0,05) afetados por

qualquer efeito estudado (alimentacédo, periodos e interacao).

5.4. VARIAVEIS METABOLICAS

A andlise de variancia pelo teste F (Tabela 5) revelou que os dois fatores estudados
(alimentagdo x periodos) tiveram efeitos significativos sobre quase todos as variaveis
metabdlicas analisadas. Excec¢fes, a esse comportamento, foram os efeitos da alimentacéo
no glicogénio hepatico e da interagdo na porcentagem de lipidio total do figado e niveis de Tj

(triiodotironina).

TABELA 5 - Andlise de variancia para variaveis metabdlicas dos peixes.

Valores de F para as variaveis analisadas

Glicogénio Glicose Proteina  Lipidio Total Acidos Gra Ts
Fontes de Variacédo G.L. Hepatico Sangiiinea Plasmatica do Figado  Xos Livres
Efeito da Alimentacéo (A) 1 1,59 5,41* 66,43** 17,36** 7,62**  38,19**
Efeito dos Periodos (P) 6 28,47** 6,25** 9,38** 2,74* 5,81** 29,85**
Interacéio A x P 6 15,19** 3,42 5,67** 1,24N° 3,39  0,64"°
Coeficiente de Variagédo (%) 24,68 18,84 11,34 23,96 16,66 27,68

** P<0,01; * P<0,05; "~ N&o significativo (P>0,05).

O estudo da interacdo para comparacdo das médias pelo teste de Tukey (Tabela 6)
demonstrou que os valores de glicogénio hepéatico nos animais controles foram mais altos em
P2 e significativamente diferente (P < 0,05) dos obtidos em PO, P3, P4 e P6. Entretanto, nos
animais experimentais, os valores foram mais altos em PO e P1 (590 e 7,01%,

respectivamente), os quais diferiram significativamente (P<0,05) dos demais periodos.
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Quando analisadas as médias dentro de cada periodo, entre os grupos estudados, observa-
se que nao foram encontradas diferencgas significativas (P>0,05) em P3, P4 e P6, para este

metabdlito.

TABELA 6 — Valores médios dos niveis de glicogénio hepéatico, glicose sangiiinea, proteina
total plasmatica, lipidio total do figado, &cidos graxos livres plasmaticos e triiodotironina (T3)

dos peixes, no estudo dos fatores estudados (n = 7).

Restricdo Alimentar (dias) Realimentacgéo (dias)
Variaveis Grupos 0 2 7 30 60 7 30 Média
Glicogénio Controle 4,18Bb" 4,25Bab 571Aa  314Abc 345Ab 423Aab  183Ac
Hepaético (%)  Experimental 5,90 Aa 7,01 Aa 2,75Bb 2,72 Ab 2,75 Ab 2,36 Bb 1,60 Ab
" Glicose Contole  8055Aab  89,78Aa  7853Aab 6890Bab 6384Ab  6316Ab 6542Ab
Sang(ii-
nea(mg/l100  Experimental 66,65Aabc 76,06 Aab 5884Bbc 84,82Aa 71,79 53,05Ac 55,72 Abc
ml) Aabc
"Lipidio Total Contole 659 523 550 539 531 419 58 | 543A°
do Figado Experimental 4,38 511 4,94 445 381 3,70 4,65 443B
(%) Média 548a 5,17 ab 5,22 ab 4,92 ab 4,56 ab 395hb 5,23 ab
“Acidos Graxos ~ Controle  046Aa 056Aa 046Ba  052Ba  054Ba  059Aa  053Aa
Livres (umol/ml)  Experimental 043 Ac 0,50 Abc 0,58 Aabc 0,64 Aab 0,72 Aa 0,60Aab 0,55 Abc
" Proteina Controle 418Ab 465A0 423Ab  617Aa  429Ab  477Ab  435Ab
Plasma
tica (mg/ml) Experimental 3,73 Aa 3,90 Ba 3,74 Aa 4,01 Ba 3,84 Aa 4,01 Ba 385 Aa
"""" Ts  Conoe 111149 7 181 134 23 18 317  187A
(ng/ml) Experimental 0,74 0,77 1,12 0,36 154 1,56 2,55 131B
Média 0,93d 1,13 cd 1,47 bc 1,10 cd 1,95b 1,71b 286a

® Médias seguidas de letras iguais mintisculas nas linhas e maitisculas nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).

Os niveis de glicose sanglinea (Tabela 6) nos animais controles foram maiores nos
guatro primeiros periodos, mas as diferencas significativas (P<0,05) ocorreram quando o0s
valores obtidos em P1 foram comparados aos de P4, P5 e P6. Nos animais experimentais, o
nivel mais alto foi detectado em P3, o qual diferiu significativamente (P<0,05) dos
encontrados em P2, P5 e P6. As diferencas entre os grupos ocorreram (P<0,05) somente nos

periodos P2 e P3.
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Para a proteina total plasmatica (Tabela 6), o0 maior valor para os animais controles foi
obtido em P3 (6,17 mg/ml), o qual diferiu significativamente (P<0,05) dos demais periodos.
Entretanto, nos animais experimentais ndo foram notadas diferencas significativas (P>0,05)
ao longo dos periodos de amostragem, apesar dos valores tenderem a aumentar em P3 e
P5. Diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos foram observadas nos periodos P1, P3
e P5.

Como a interacdo entre os efeitos da alimentagédo e dos periodos (Tabela 5) foi ndo
significativa (P>0,05) para a porcentagem de lipidio total do figado, os resultados mostraram
gue houve diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos estudados (Tabela 6), sendo os
menores valores encontrados nos animais experimentais (4,43%). Os periodos de
amostragem também afetaram significativamente (P<0,05) a porcentagem de lipidio e o maior
valor foi obtido em PO (5,48%), o qual diferiu significativamente (P<0,05) somente de P5
(3,95%).

Nos animais controles, os niveis de acidos graxos livres plasmaticos (Tabela 6) ndo
apresentaram diferencas significativas (P>0,05) ao longo dos periodos de amostragem. Nos
experimentais, seus valores foram mais altos em P4 (0,72 pmol/ml), os quais diferiram
significativamente (P<0,05) de PO, P1 e P6. Entre os grupos estudados foram observadas
diferencgas estatisticas (P<0,05) somente nos periodos P2, P3 e P4.

Pode-se observar, pela Tabela 5, que ndo houve efeito significativo (P>0,05) da
interacdo entre os fatores alimentagdo e periodos para os niveis de triiodotironina (Ts).
Entretanto, seus valores foram significativamente diferentes (P<0,05) entre 0s grupos
controle e experimental (1,87 e 1,31 ng/ml, respectivamente), conforme apresentado na
Tabela 6. Houve também, efeito significativo (P<0,05) dos periodos de amostragem sobre os
niveis desse hormonio, sendo os valores mais altos encontrados em P6 (2,86 ng/ml), os

quais diferiram estatisticamente dos demais periodos.
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5.5. MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DOS HEPATOCITOS

Através da andalise morfolégica do figado do pacu (Figura 5 A) foi observada a
presenca de trés lobos, revestidos por uma camada delgada de tecido conjuntivo. Os
hepatdcitos estavam dispostos em corddes intercalados por capilares sinusoides, que
convergiam para uma veia hepatica terminal; ndo formavam Iébulos; eram poligonais, com
um ou dois nucleos centrais, nucléolo evidente e apresentavam ductos biliares. Além disso,
foi encontrado um tecido pancreéatico exdcrino (pancreas intra-hepatico) (Figura 5 B),
envolvido por uma camada de tecido conjuntivo, separado das células hepéticas por
sinusoides, contendo vasos sangliineos, tanto no interior quanto periferia. Foi, também,
evidenciada quantidade consideravel de pigmentos de cor castanho (Figura 5 C) e de
glicogénio.

Apés 30 dias de restricdo alimentar verificou-se uma atrofia do figado, com
diminuicdo da area e volume do citoplasma e nucleo dos hepatdcitos, uma desorganizagado
dos cordbes de células hepéticas, estreitamento dos capilares sinusdides e acumulo de
pigmentos castanhos.

ApGs a realimentacao, as alteragfes estruturais provocadas pela restricao alimentar

foram revertidas.
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FIGURA 5 — A — Fotografia do figado do pacu (Piaractus mesopotamicus) juvenil.

B — Fotomicrografia do figado do pacu (Piaractus mesopotamicus), mostrando o pancreas
intra-hepatico (p). Coloracéo: HE. Objetiva: 10x.

C - Fotomicrografia do figado do pacu (Piaractus mesopotamicus), indicando a presenca de
pigmentos castanhos ([0) no interior dos hepatdcitos e capilares sinusoides (s). Coloragao:
HE. Obijetiva: 40x.

Na Figura 6, observam-se cortes do tecido hepético do pacu, nas diferentes condi¢cdes

experimentais.
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FIGURA 6 — Fotomicrografias de hepatdcitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A —
controle (alimentado — dia 0); B — experimental (dia 0); C — 2 dias de restri¢do alimentar; D — 7 dias de
restricdo alimentar; E — 30 dias de restricdo alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de
realimentacéo; H — 30 dias de realimentagdo. Coloracédo: HE. Objetiva: 10x.

s — capilares sinuséides; d — ducto biliar; p — pancreas intra-hepatico; v — veia hepatica terminal; vs —
vaso sangliineo.
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Quanto a morfometria dos hepatdcitos, a andlise de variancia pelo teste F (Tabela 7)
revelou que os dois fatores estudados (alimentacdo x periodos) tiveram efeitos significativos
sobre as medidas avaliadas.

O estudo da interacdo para comparacdo de médias pelo teste de Tukey (Tabela 8)
demonstrou que, nos animais controles, o maior valor obtido para area do citoplasma foi em
P2, o qual diferiu significativamente (P<0,05) de PO, P5 e P6. Entretanto, nos animais
experimentais, seus valores foram menores nos periodos P3, P4 e P5, diferindo
significativamente (P<0,05) dos demais periodos. Nao foram encontradas diferengas (P<0,05)

entre os dois grupos estudados nos periodos PO, P1, e P6.

TABELA 7 - Andlise de variancia para a morfometria dos hepatécitos dos peixes.

Valores de F para as variaveis analisadas

Area do Area do Volume do Volume do
Fontes de Variacdo G.L. Citoplasma Nucleo Citoplasma Nicleo
Efeito da Alimentacéo (A) 1 44,51** 23,25** 45,47** 17,70**
Efeito dos Periodos (P) 6 18,36** 14,54** 12,73** 14,69**
Interacdo A x P 6 12,84** 3,08** 11,72* 2,57
Coeficiente de Variagdo (%) 11,40 8,62 12,36 8,74

** P<0,01; * P<0,05

Os valores obtidos para area do nucleo (Tabela 8) foram maiores nos quatro primeiros
periodos, mas somente P1 diferiu significativamente (P<0,05) de P4, P5 e P6 nos animais
controles. Nos experimentais, PO e P1 diferiram (P<0,05) de P3, P4 e P5, nos quais foram
encontrados os menores valores. Entre 0s grupos controle e experimental ndo foram notadas
diferencas significativas (P>0,05) nos periodos PO, P5, e P6.

O volume do citoplasma dos hepatdcitos dos animais controles (Tabela 8) foi maior
em P2 (17,95 um®) e significativamente diferente (P<0,05) de P5 e P6. Entretanto, nos

experimentais, os maiores valores foram encontrados nos trés primeiros e ultimo periodos, os
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quais diferiram significativamente (P<0,05) de P3, P4 e P5. N&o foram observadas diferencas

(P>0,05) entre os dois grupos em PO, P1, e P6.

TABELA 8 — Valores médios da area do citoplasma, area do nucleo, volume do citoplasma e volume

do nucleo dos hepatécitos dos peixes, no estudo da interacdo entre os fatores estudados (n = 7).

Restricao Alimentar (dias)

Realimentacéo (dias)

Variaveis Grupos 0 2 7 30 60 7 30
Areado Cito- Controle 133,78Ab 158,56 165,11 Aa 152,11 Aab 140,21 Aab 137,51 Ab 137,39 Ab
Aab
plasma(um® Experimental 146,71Aa 159,73Aa 143,09 Ba 96,38 Bbc 76,70 Bc 114,39 Bb 141,42 Aa
" TAreado Contole ~ 1250Aab 1363Aa  1217Aab  1232Aab  1177Abc  1035Ac 11,14 Abc
Nicleo (um®)  Experimental 1231Aa  1235Ba  10,86Babc 10,67 Bbc 9,64 Bc 9,52 Ac 11,76 Aab
VolumedoCi  Contole  1451Ab" 1731Aab 1795Aa 1687Aab  1601Aab  1493Ab 1473Ab
toplasma(um® Experimental  1569Aa 1725Aa  1525Bab 10,52 Bed 8,62 Bd 12,35Bhc 15,20 Aab
“Volumedo Contole  134Ab  153Aa  136Aab 136Aab  130Abc  116Ac 121 Abc
Ntcleo (um%  Experimental 134Aab 140Ba 1,22 Babc 1,22 Bbc 1,09 Bc 1,04 Ac 1,27 Aab

W Médias seguidas de letras iguais mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, no diferem entre si pelo teste de Tukey

(P>0,05).

O volume do ndcleo (Tabela 8) também se alterou ao longo dos periodos de

amostragem, tanto nos animais controles quanto nos experimentais. Nos controles, o maior

valor foi encontrado em P1 (1,53 pm?®), o qual diferiu significativamente de PO, P4, P5 e P6. O

valor mais alto encontrado nos animais experimentais também ocorreu em P1 (1,40 pm®), o

qgual diferiu (P<0,05) de P3, P4 e P5. As diferencas estatisticas (P<0,05) encontradas entre

0S grupos controle e experimental foram evidenciadas nos periodos P1, P2, P3 e P4.
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5.6. ULTRAESTRUTURA DO GLICOGENIO

A Figura 7 mostra a qualidade da marcacdo do glicogénio, através da técnica de
O6smio reducdo comparada a metodologia tradicional (apenas com tetréxido de &ésmio),
potencializando o efeito de observacao dessas particulas nos hepatécitos.

Os resultados obtidos através da ultraestrutura dos hepatocitos revelaram que as
células do figado do pacu contém rosetas de glicogénio dispersas em seu interior. Foi
encontrada uma concentracao maior de glicogénio no citoplasma dessas células, nos animais
amostrados no dia 0, tanto do grupo controle (Figura 8 A) quanto do experimental (Figura 8
B). Aos 2 dias de restricdo alimentar (Figura 8 C), ainda foi observada uma grande
guantidade de glicogénio no interior das células. Entretanto, & medida que se estendeu o
periodo de restricdo alimentar, registrou-se um menor acumulo dessas particulas no
citoplasma celular (Figuras 8 D, 9 E e 9 F). A concentracdo de glicogénio, apds a
realimentacdo de 7 dias (Figura 9 G), seguida de um periodo de 60 dias de restricao
alimentar, permaneceu baixa mas, aos 30 dias de realimentacdo (Figura 9 H), essa

guantidade de particulas de glicogénio dispersa no interior dos hepatécitos foi ainda menor,

confirmando os resultados obtidos na andlise bioquimica.
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FIGURA 7 - Fotoeletronmicrografias de hepatécitos de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus). Utilizagdo do processo rotineiro para microscopia eletrénica (A) e da técnica
de 6smio reducédo (B) na marcacao de glicogénio. = = glicogénio.



FIGURA 8 - Fotoeletronmicrografias de hepatdcitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus), processados pela técnica de dsmio reducgédo, no dia
zero (A - controle e B - experimental), 2 dias de restricdo alimentar (C) e 7 dias de restricdo alimentar (D). N = ndcleo; m = mitocdndria; = = glicogénio.
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FIGURA 9 - Fotoeletronmicrografias de hepatdcitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus), processados pela técnica de ésmio reducao, aos 30 dias de
restricao alimentar (E), 60 dias de restricdo alimentar (F), 7 dias de realimentacao (G) e 30 dias de realimentacéo (H). N = nlcleo; m = mitocéndria; = = glicogénio
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5.7. HISTOQUIMICA DO GLICOGENIO

Os resultados obtidos para a reagdo de PAS no figado do pacu estdo resumidos na

Tabela 9 e s&o descritos a seguir.

TABELA 9 - Intensidade da reacdo de PAS em hepatdcitos de juvenis de pacu (Piaractus

mesopotamicus) (n = 4).

Restricao Alimentar (dias) Realimentacao (dias)
Reacéo Grupos 0 2 7 30 60 7 30
PAS Controle +++ +++ +++ +++ +++ +++ +
Experimental ++++ ++++ +++ +++ ++ ++ +

(-) Reacdo negativa; ( +) Reacdo fraca; ( ++ ) Reac¢do moderada; ( +++ ) Reacdo forte; ( ++++ ) Reagédo intensa.

Glicogénio: A observacdo do tecido hepatico dos animais controles mostrou que 0s
hepatdcitos continham grandes quantidades de glicogénio, PAS-positivos, de forte
intensidade (Figura 10), que sofreram digestdo total pela a-amilase, em quase todos o0s
periodos amostrados, exceto aos 90 dias do inicio do experimento, onde foi observada uma
reacdo fraca. No grupo experimental, a reacdo do PAS foi intensa aos 0 e 2 dias de restricdo
alimentar, forte aos 7 e 30 dias, moderada aos 60 dias de restricdo alimentar e 7 de

realimentacéo e fraca aos 30 dias da mesma fase experimental.
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FIGURA 10 — Fotomicrografia da histoquimica do glicogénio (PAS) nos hepatdcitos de juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B — experimental (dia 0); C — 2 dias de
restricdo alimentar; D — 7 dias de restricdo alimentar; E — 30 dias de restricdo alimentar; F — 60 dias de
restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentag&o; H — 30 dias de realimentacéo. Objetiva: 10x.
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5.8. HISTOENZIMOLOGIA DO METABOLISMO INTERMEDIARIO

Os resultados de atividade enzimatica no figado do pacu estao resumidos na Tabela

10 e séo descritos a seguir.

TABELA 10 - Atividade enzimatica em hepatdcitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopota-
micus) (n = 4).

Restricao Alimentar (dias) Realimentacao (dias)
Enzimas Grupos 0 2 7 30 60 7 30
PFK Controle ++ ++ + ++ ++ ++ ++
Experimental + + + ++ ++ +++ +++
'PGM  Controle - ++ T + x T T =
Experimental + ++ ++ + - +++ ++
‘G6P-A  Controle - I e ++ +
Experimental ++ +++ ++++ +++ ++++ +++ ++
‘GePD ~ Controle - + T R T 0
Experimental ++ + ++ + + +++ ++
6PGD  Controle T v T o v T .
Experimental ++ ++ ++ + + ++ ++
LD Controle + + + - + -
Experimental + + + - - + -
'NADH,TR Controle . e VI v w0
Experimental +++ +++ +++ ++ ++ +++ ++
'NADPH,TR Controle - P w ++  w T T .
Experimental ++ ++ ++ + ++ ++ ++
'SD Controle - - - . - + - - -
Experimental - - - - - + +

(-) Reacdo negativa; ( +) Reacdao fraca; ( ++ ) Reacdo moderada; ( +++ ) Reacdo forte; ( ++++ ) Reacgdo intensa.

PFK: Nos controles houve uma reagcdo moderada para a fosfofrutoquinase (Figura 11)

durante os 2 primeiros dias de experimento e a partir dos 30 dias. Aos 7 dias foi observada
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uma diminuicdo na atividade dessa enzima, tornando-se uma reacdo de fraca intensidade.
Nos experimentais, a intensidade dessa reacdo foi fraca até os 7 dias de restricdo alimentar,
passando a moderada dos 30 aos 60 dias de restricdo alimentar e forte dos 7 aos 30 dias de
realimentagéo.

PGM: Houve uma intensidade moderada na reagédo para a fosfoglucomutase (Figura
12) em quase todos os periodos de amostragem no grupo controle, exceto aos 7 dias, onde a
reacao foi fraca. Nos animais experimentais, a reacdo para esta enzima foi fraca na restri¢cdo
alimentar de 0 e 30 dias, negativa aos 60 dias, forte aos 7 dias de realimentacdo e moderada
nos outros periodos.

G6P-A: A reacdo para a glicose-6-fosfatase (Figura 13) foi de forte intensidade aos 0,
7 e 30 dias de experimento e moderada nos outros periodos, para o grupo controle. No
experimental, houve uma intensidade moderada no dia 0, forte na restricdo alimentar de 2
dias e intensa dos 7 aos 60 dias. Durante a realimentacdo, a intensidade dessa reacgao foi
forte aos 7 dias e moderada aos 30 dias.

G6P-D: Nos peixes controles foi observada uma forte intensidade da reacdo para a
glicose-6-fosfato desidrogenase (Figura 14), aos 60 dias de inicio do experimento, e uma
reacdo moderada nos outros periodos de amostragem. NoO grupo experimental, essa
intensidade foi fraca na restricdo alimentar de 2, 30 e 60 dias, moderada no dia 0 e 7, intensa
na realimentacéo de 7 dias e moderada aos 30 dias.

6PG-D: A intensidade da reacdo para a 6-fosfogluconato desidrogenase (Figura 15),
nos animais controles, foi fraca aos 2 e 60 dias de experimento e moderada nos outros
periodos de amostragem. Nos experimentais, a reacdo foi moderada na restricdo alimentar
de 0, 2, e 7 dias e fraca aos 30 e 60 dias. Durante a realimentacdo de 7 e 30 dias, a

intensidade dessa reacao foi moderada.
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L-D: Houve uma fraca intensidade de reacdo para a lactato desidrogenase (Figura 16)
em quase todos os periodos de amostragem do grupo controle, exceto aos 30 e 90 dias de
experimento, onde foram notadas reacdes negativas. No experimental, houve uma reacédo
fraca aos 0, 2 e 7 dias de restricdo alimentar e 7 dias de realimentacdo. Nos outros periodos
a reacao foi negativa para esta enzima.

NADH,-TR: Nos peixes controles, a rea¢do para a nicotinamida adenina dinucleotideo
— tetrazdlio redutase (Figura 17) foi positiva e forte aos 0, 2, 7, 30 e 67 dias de experimento e
moderada nos outros periodos. Entretanto, no grupo experimental, a intensidade dessa
reacdo foi forte nos dias 0, 2 e 7 de restricdo alimentar e 7 de realimentacdo. Nos outros
periodos de amostragem foi observada uma intensidade moderada para essa reacao.

NADPH,-TR: A reacdo para a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato — tetrazélio
redutase (Figura 18) apresentou uma moderada atividade em todos os periodos de
amostragem do grupo controle. No experimental, esse mesmo padrdo de resposta foi
mantido para quase todos os periodos, exceto aos 30 dias de restricdo alimentar, onde a
reacao foi fraca.

S-D: Nao houve reacdo positiva para a succinato desidrogenase (Figura 19), em
guase todas as amostragens do grupo controle, exceto aos 60 dias de inicio do experimento,
onde foi observada uma fraca intensidade para essa reacdo. No experimental, a reac&o foi

negativa em todos os periodos.
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FIGURA 11 — Fotomicrografia da histoquimica da fosfofrutoquinase (PFK) nos hepatdcitos de juvenis
de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B — experimental (dia 0); C — 2
dias de restricdo alimentar; D — 7 dias de restricao alimentar; E — 30 dias de restrigdo alimentar; F — 60
dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentagdo; H — 30 dias de realimentagdo. Objetiva: 10x.
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FIGURA 12 — Fotomicrografia da histoquimica da fosfoglicomutase (PGM) nos hepatécitos de juvenis
de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B — experimental (dia 0); C — 2
dias de restricdo alimentar; D — 7 dias de restricdo alimentar; E — 30 dias de restricdo alimentar; F — 60
dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentacéo; H — 30 dias de realimentacdo. Objetiva: 10x.
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FIGURA 13 - Fotomicrografia da histoquimica da glicose-6-fosfatase (G6P-A) nos hepatécitos de
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B — experimental (dia
0); C — 2 dias de restricdo alimentar; D — 7 dias de restricdo alimentar; E — 30 dias de restricdo
alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentacdo; H — 30 dias de
realimentacéo. Objetiva: 10x.
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FIGURA 14 — Fotomicrografia da histoquimica da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6P-D) nos
hepatdcitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B —
experimental (dia 0); C — 2 dias de restri¢cdo alimentar; D — 7 dias de restricao alimentar; E — 30 dias de
restricdo alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentac¢éo; H — 30 dias de
realimentacéo. Objetiva: 10x.
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FIGURA 15 — Fotomicrografia da histoquimica da 6-fosfogluconato desidrogenase (6PG-D) nos
hepatdcitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B —
experimental (dia 0); C — 2 dias de restricdo alimentar; D — 7 dias de restricao alimentar; E — 30 dias de
restricdo alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentacéo; H — 30 dias de
realimentacéo. Objetiva: 10x.
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FIGURA 16 — Fotomicrografia da histoquimica da lactato desidrogenase (L-D) nos hepatdcitos de
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B — experimental (dia
0); C — 2 dias de restricdo alimentar; D — 7 dias de restricdo alimentar; E — 30 dias de restricdo
alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentacdo; H — 30 dias de
realimentacdo. Objetiva: 10x.
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FIGURA 17 — Fotomicrografia da histoquimica da nicotinamida adenina dinucletideo — tetrazdlio
redutase (NADH,-TR) nos hepatécitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle
(alimentado — dia 0); B — experimental (dia 0); C — 2 dias de restri¢do alimentar; D — 7 dias de restri¢éo
alimentar; E — 30 dias de restricdo alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de
realimentagéo; H — 30 dias de realimentacdo. Objetiva: 10x.
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FIGURA 18 — Fotomicrografia da histoquimica da nicotinamida adenina dinucletideo fosfato — tetrazélio
redutase (NADPH,-TR) nos hepatocitos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle
(alimentado — dia 0); B — experimental (dia 0); C — 2 dias de restricdo alimentar; D — 7 dias de restricdo
alimentar; E — 30 dias de restricdo alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de
realimentacéo; H — 30 dias de realimentagdo. Objetiva: 10x.



FIGURA 19 — Fotomicrografia da histoquimica da succinato desidrogenase (S-D) nos hepat6citos de
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). A — controle (alimentado — dia 0); B — experimental (dia
0); C — 2 dias de restricdo alimentar; D — 7 dias de restricdo alimentar; E — 30 dias de restricdo
alimentar; F — 60 dias de restricdo alimentar; G — 7 dias de realimentacdo; H — 30 dias de
realimentacdo. Objetiva: 10x.



73

6. DISCUSSAO

O presente estudo mostra a importancia do manejo alimentar e de fatores ambientais
para o crescimento do pacu (Piaractus mesopotamicus).

A restricao alimentar prejudicou o crescimento dos pacus juvenis, fato observado tanto
pelo peso quanto pelo comprimento corporal (Tabela 2), embora néo tenha prejudicado a
capacidade de recuperacdo destes parametros, apds o restabelecimento da alimentacéo.

No periodo de estudo, com temperaturas ambientais mais altas (outubro/janeiro), os
peixes submetidos a restricdo alimentar mantiveram o peso corporal até 30 dias sem
alimento, com tendéncia de diminuicdo aos 60 dias e recuperacdo ap6s 30 dias de
realimentacdo; os que se alimentavam mantiveram o crescimento normal. A manutencao no
peso e comprimento, durante a restricdo alimentar, parece se basear no desvio da utilizacéo
da energia para os processos basicos de sobrevivéncia do peixe e ndo para o crescimento

dos tecidos corporais, ja que nenhuma fonte exdgena estava presente.
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Respostas obtidas por BASTROP et al. (1991), TZENG & YU (1992), MEHNER &
WIESER (1994), ZAMAL & OLLEVIER (1995), OLIVEREAU & OLIVEREAU (1997) e HUNG
et al. (1997) mostraram que o jejum provoca perda de peso corporal.

Comparando os resultados deste experimento com os obtidos por SOUZA et al.
(1997), que testaram os efeitos do jejum no inverno, na mesma espécie, observa-se que o
crescimento compensatério apos realimentagdo ocorreu em ambos 0s casos. Entretanto, no
verdo, apés 30 dias de retorno ao alimento, 0s animais experimentais ndo superaram 0S
continuamente alimentados, como ocorreu no inverno. Isto pode ser conseqiéncia da taxa
metabdlica maior no verdo, quando h& maior consumo energético para sustentar as
atividades bioldgicas do peixe. BORGHETTI & CANZI (1993) evidenciaram a importancia da
temperatura no metabolismo do pacu relacionando temperatura baixa com menor taxa
metabdlica.

No inverno, a demanda energética € menor pela diminui¢cdo das atividades do animal.
Nesta fase, mecanismos de ajuste metabdlico ajudam os peixes a suportar melhor a falta de
alimento (WEATHERLEY & GILL, 1987). Nao obstante o maior consumo energético e os
efeitos mais severos da temperatura, os pacus suportaram uma restricdo alimentar de até 60
dias e voltaram a crescer ap6s normalizacdo do alimento. E possivel, ainda, que o potencial
de crescimento dos peixes sob restricdo alimentar seja maior que o dos continuamente
alimentados, pois enquanto estes Ultimos ganharam, em média, 7 g em 7 dias e 73 g em 23
dias, os submetidos a restricdo alimentar ganharam 44 e 114 g, respectivamente, nos
mesmos periodos.

Segundo DOBSON & HOLMES (1984), ap6s um periodo de jejum e subseqiiente
realimentagdo, ocorre uma utilizagdo mais eficiente de alimento, que é refletida em um
aumento repentino do crescimento, o crescimento compensatorio. Esse fenbmeno também

foi observado para Salmo gairdneri = Oncorhynchus mykiss (QUINTON & BLAKE, 1980;
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WEATHERLEY & GILL, 1981; SUMPTER et al.,, 1991), Phoxinus phoxinus (RUSSEL &
WOOTTON, 1992), Leuciscus cephalus, Chalcalburnus chalcoides mento, Scardinius
erythrophthalmus (WIESER et al., 1992), Salmo salar, Salvelinus alpinus (SKILBREI, 1990;
MORTENSEN & DAMSGARD, 1993; JOBLING et al., 1993) e Ictalurus punctatus (KIM &
LOVELL, 1995b). Ja, PAUL et al. (1995) afirmaram que o Pleuronectes asper apresentou
uma capacidade limitada para o crescimento compensatorio.

A restricdo alimentar, no periodo estudado, ndo acarretou modificacbes na
composi¢ao corporal dos pacus juvenis, que sugerissem prejuizos na qualidade da carcaga
(Tabela 4).

O teor de proteina bruta na carcaca do pacu ndo foi modificado pela restricdo
alimentar ou realimentacdo, concordando com WEATHERLEY & GILL (1987), BASTROP et
al. (1991), KIM & LOVELL (1995a) e ECHEVARRIA et al. (1997), segundo o0s quais a
tendéncia geral, no jejum de peixes, é conservar a proteina corporal, utilizando-se de
estoques de lipidio e glicogénio, embora STIRLING (1976); REINITZ et al. (1978); ALLIOT et
al. (1984); UMINO et al. (1991), ZAMAL & OLLEVIER (1995) e HUNG et al. (1997) tenham
observado diminuicdo da proteina da carcaca.

Apos 30 dias de realimentacéo, o lipidio ou extrato etéreo da carcaga dos peixes sob
restricdo de alimento, ndo atingiu valores dos continuamente alimentados, embora voltasse
aos indices iniciais do periodo experimental. A maior mobilizacdo da gordura corporal pelo
peixe foi detectada apds 30 e, principalmente, 60 dias sem alimento. Essa resposta sugere
que durante a restricdo alimentar, o pacu utilizou parte de sua reserva de lipidio da carcaca
como fonte energética. A lipolise forneceria acido graxo para a via B oxidativa e producéo de
energia. Estes resultados tem confirmagdo na literatura (STIRLING, 1976; REINITZ et al.,

1978; ALLIOT et al., 1984; JURSS et al., 1987; UMINO et al., 1991; SOUZA et al., 1998;
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ZAMAL & OLLEVIER, 1995; KIM & LOVELL, 1995b), com trabalhos que enfatizam a
importancia bioldgica do lipidio como fonte de energia no peixe.

O maior teor de umidade na carcaca a partir de 30 dias de restricao alimentar até os 7
dias de realimentacdo, nos animais experimentais, esta inversamente relacionado a
quantidade de extrato etéreo, sugerindo que o peso corporal foi mantido as custas da
hidratacdo dos tecidos. Respostas semelhantes foram observadas em Dicentrarchus labrax
(STIRLING, 1976; ECHEVARRIA et al., 1997), Pleuronectes platessa (MOON & JOHNSTON,
1980), Salmo gairdneri (JURSS et al., 1987), Pagrus major (UMINO et al., 1991) e Clarias
gariepinus (ZAMAL & OLLEVIER, 1995), durante o jejum. Entretanto, diferentemente
REINITZ (1983) observou diminuicdo na umidade da carcaca de Salmo gairdneri e COLLINS
& ANDERSON (1995) ndo encontraram alteracfes desse elemento em Macquaria ambigua.

A diminuicdo do lipidio ou extrato etéreo ocorreu juntamente com o0 aumento da
umidade da carcaga. Quanto ao teor de cinzas, ndo ocorreu modificagdo frente a restricao
alimentar, do mesmo modo que a proteina bruta. Segundo STIRLING (1976) e ZAMAL &
OLLEVIER (1995), houve aumento de cinzas na carcaca de Dicentrarchus labrax e de
Clarias gariepinus submetidos ao jejum.

A dindmica das reservas energéticas do peixe, em nivel de sangue e tecidos, pode
elucidar os processos de crescimento e composi¢céo de carcaca (Tabela 6).

O glicogénio hepatico, principal fonte de unidades de hexoses para manutencao da
glicose sangiiinea, foi mobilizado frente a restricdo alimentar. Isto se verificou, nos pacus, a
partir de 7 dias sem alimento. Mesmo apoés a realimentagéo, os niveis de glicogénio hepético
ndo voltaram aos valores iniciais. Neste caso, 0S processos compensatorios de
reorganizacao fisiol6gica, incluindo o crescimento corporal, que foi observado, deve ter
consumido toda energia proveniente do alimento, impossibilitando acumulo na forma de

glicogénio no figado. Além disso, a demanda por energia é maior, considerando a época do
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ano. Estudo com o mesmo peixe (SOUZA, 1994), no inverno, mostrou o0 mesmo padréo de
resposta do verdo. Em Cyprinus carpio (BOHM et al., 1994) e Macquaria ambigua (COLLINS
& ANDERSON, 1995), os valores de glicogénio hepatico foram totalmente recuperados
dentro de 30 dias de realimentacdo, com experimento realizado em temperaturas inferiores a
20°C.

Os resultados do presente estudo concordam com os encontrados por PASTOREAUD
(1991), FOSTER & MOON (1991), BLASCO et al. (1992), NAVARRO et al. (1992), SOUZA
(1994), COLLINS & ANDERSON (1995), SOENGAS et al. (1996) e HUNG et al. (1997),
quanto a mobilizagdo do glicogénio hepético durante o jejum. Entretanto, existem dados
controversos na literatura (DAVE et al., 1975; SHERIDAN & MOMMSEN, 1991) e isto pode
ocorrer em funcao da variagdo entre espécies, época do ano, protocolo experimental e idade
dos peixes.

A diminuicdo do glicogénio hepético, dos animais controles, a partir de 30 dias de
experimento, pode estar relacionada a temperatura, que se torna mais elevada e com padréo
de alteragbes mais regular (Figura 1A e 4). A este fato, pode estar ligado uma atividade
biol6gica dos peixes mais intensa e que ocorre naturalmente nesta época do ano, levando a
maior consumo de energia e impedindo a formacao de reservas de substratos energéticos.
Isto é evidente em janeiro, na Ultima amostragem.

Os dados bioquimicos foram confirmados por estudos histoquimicos e ultraestruturais.
Pela reacdo de PAS observou-se, diminuigdo gradativa da presenca de glicogénio no figado
de pacu, a partir de 7 dias de restricdo alimentar, e mesmo apos a realimentacéo, reforcando
a idéia da utilizagdo dos estoques de glicogénio em situacdes criticas, para a manutengéo
dos niveis de glicose sangiiinea. Outros autores (SASSE, 1975; SCHAR et al., 1985, BARNI
et al., 1985, MELLO DE OLIVEIRA, 1986) também utilizaram essa técnica para a

demonstracdo histoquimica deste carboidrato.
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A analise ultraestrutural do figado dos pacus confirmou a diminui¢cdo na quantidade de
particulas de glicogénio a partir de 7 dias de restricao alimentar e continuou baixa até 30 dias
de realimentacdo. Respostas semelhantes foram obtidas por LEATHERLAND (1982) e
STORCH & JUARIO (1983).

Segundo REVEL (1963), através da microscopia eletrénica, podem ser reconhecidos
dois tipos béasicos de particulas de glicogénio. A primeira, denominada de particulas f,
aparece em forma esférica rugosa (granulo) podendo ter o contorno liso ou levemente
irregular. A outra forma, denominada de particula o, € um complexo Unico de uma massa
fechada, semelhante a um cacho de uva, comumente referida como roseta.

No presente estudo, as particulas de glicogénio encontradas nas células hepaticas do
pacu foram apresentadas sob a forma de roseta, semelhante aquelas obtidas por HINTON et
al. (1972), WELSCH & STORCH (1973), KENDALL & HAWKINS (1975), HAMPTON et al.
(1985), BIAGIANTI-RISBOURG (1991), ROBERTSON & BRADLEY (1992) e BOHM et al.
(1994). Entretanto, VERNIER & SIRE (1976) e BARNI et al. (1985) encontraram tanto
particulas a quanto  em hepatdcitos de Salmo gairdneri e Anguilla anguilla, respectivamente.

Uma importante ferramenta bioquimica, que ajuda a entender a dinamica do
glicogénio na restricdo alimentar, € a determinacdo da atividade da fosfoglicomutase (PGM).
Essa enzima atua na reacéo reversivel de transformacgdo de glicose-6-fosfato em glicose-1-
fosfato, de modo que, tanto a via glicogénica quanto a glicolitica possam ser ativadas,
dependendo da disponibilidade de substrato. Na restricdo alimentar, a atividade dessa
enzima diminuiu aos 30 e 60 dias, impedindo que a glicose-1-fosfato, proveniente da
glicogendlise fosse convertida em glicose-6-fosfato. Dessa forma, a glicogendlise foi
bloqueada, fato visto na manutencdo deste substrato, que ocorreu nesse periodo. A atividade
da PGM volta a aumentar na realimentagéo, sugerindo a reativacao da via, com coincidente

gueda dos niveis de glicogénio.



79

A auséncia de alimento levou a uma queda da glicose circulante aos 7 dias, um
periodo que deve ter sido critico em termos de exigéncia energética, visto que o glicogénio
hepatico também foi reduzido, a menos da metade do detectado no periodo anterior. A
resposta compensatéria de ajuste metabdlico verifica-se na amostragem seguinte, com
aumento significativo da glicemia. Estes niveis sdo mantidos aos 60 dias sem alimento,
sugerindo ativacdo compensatéria da via gliconeogénica (WEATHERLEY & GILL, 1987). O
substrato gliconeogénico pode ser o glicerol, haja visto que neste periodo ocorre lipblise, com
aumento dos niveis de acidos graxos livres. Esse mecanismo foi abandonado quando o
fornecimento de alimento foi restabelecido. Neste caso, ocorre uso da glicose para sustentar
0s processos de recuperacao fisioldgica, acionados pelo arragoamento.

Segundo BLASCO et al. (1992), existem trés processos que podem explicar a
manutencdo de glicose: 1- diminui¢do geral do metabolismo; 2- mobilizagdo do glicogénio,
que ocorre quando uma grande demanda energética € produzida, como no inicio do jejum; 3-
sintese de glicose a partir de substratos gliconeogénicos.

O comportamento da glicose tem correlacio com as respostas da atividade da
fosfofrutoquinase (PFK), enzima chave da glicélise, que mostrou-se fraca no inicio da
restricdo alimentar e aumentou coincidindo com os picos de glicose sanguinea verificados
aos 30 e 60 dias, mostrando presenca do substrato para esta enzima. Seu aumento é maior
diante da disponibilidade de nutriente na realimentacgéo.

Diminuicdes na atividade da PFK foram observadas em Pleuronectes platessa (MOON
& JOHNSTON, 1980), Salmo gairdneri (FIDEU et al., 1983) e Salmo salar (SOENGAS et al.,
1996). Entretanto, MOON et al. (1989) e MEHNER & WIESER (1994) ndo notaram altera¢des
na atividade desta enzima, durante o jejum.

Coincidindo com os picos de glicose sanglinea, provenientes de gliconeogénese (30

e 60 dias de restricdo alimentar), observou-se atividade mais elevada da glicose-6-fosfatase



80

(G6P-A), enzima que atua na remocdo de fosfato da glicose-6-fosfato, permitindo que a
glicose livre seja difundida para os tecidos (MAYES, 1990). No figado de rato, a atividade da
G6P-A é aumentada durante o jejum, sinalizando a ativagdo da gliconeogénese (MINASSIAN
et al., 1995), coincidindo com respostas encontradas em Salmo gairdneri (SCHAR, et al.,
1985), Leuciscus idus melanotus (SEGNER & BRAUNBECK, 1988) e Cyprinus carpio
(SHIMENO et al., 1990). Entretanto, Macha et al. (1982) citados por SCHAR et al. (1985)
encontraram diminui¢cdes na atividade dessa enzima em outros teledsteos.

Na literatura, a diversidade de resultados quanto a resposta glicémica ao jejum pode
ser atribuida a diferentes fatores como: espécie, temperatura, migragdo, desova e condi¢des
nutricionais. Durante o jejum foi observada hipoglicemia em Anguilla anguilla (LARSSON &
LEWANDER, 1973), Dicentrarchus labrax (ZAMMIT & NEWSHOLME, 1979; ECHEVARRIA et
al., 1997), Gadus morhua (BLACK & LOVE, 1986), Perca flavescens (FOSTER & MOON,
1991), Cyprinus carpio (BLASCO et al., 1992) e Salmo trutta fario (NAVARRO et al., 1992). Ja
SHERIDAN & MOMMSEN (1991) observaram hiperglicemia em Oncorhynchus kisutch ap6s
uma semana de jejum, com estabilizacdo dos niveis normais apdés 3 semanas.

No caso dos animais alimentados, a diminuigdo gradativa da glicose sangiinea a
partir de 30 dias de experimento, coincide com a queda do glicogénio hepatico, corroborando
a afirmac&@o de maior consumo energético, por maior exigéncia bioldgica.

O lipidio apresenta-se como importante fonte de energia na restricdo alimentar, pois
os niveis menores deste metabdlito parecem refletir a utilizagdo do mesmo, junto com os
carboidratos, para suprir o organismo do peixe, diante da adversidade do jejum. O estoque
hepatico acha-se diminuido, na auséncia de alimento, enquanto outros sitios de lipidios
também séo acionados, visto que este substrato diminui na carcaca (Tabela 4) e nas visceras
(Tabela 2), nas fases mais adiantadas da restricdo alimentar (30 e 60 dias) e inicio da

realimentacao.
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No presente estudo, a diminuicdo mais acentuada do indice-gordura-viscero-soméatico
(IGVS) foi encontrada somente aos 60 dias de restricdo alimentar e aos 7 dias de
realimentacédo. Nos peixes alimentados, os valores ndo foram alterados embora, tenha sido
notada uma tendéncia de aumento na Ultima amostragem. Valores diminuidos de IGVS
também foram obtidos por ZAMAL & OLLEVIER (1995), COLLINS & ANDERSON (1995),
KAKIZAWA et al. (1995), ARNTD et al. (1996) e HUNG et al. (1997) durante o jejum.

Ap6s 30 dias de realimentacdo, o IGVS foi restabelecido. Segundo COLLINS &
ANDERSON (1995), a recuperacao desse sitio de armazenamento de lipidio ndo é téo rapida
quanto a que ocorre no figado, sugerindo que este 6rgdo € usado como fonte inicial de
energia endogena, sendo 0s depdsitos periviscerais usados depois. A utilizacdo da gordura
visceral como fonte energética mais prontamente disponivel, durante a privacao alimentar, foi
documentada por WEATHERLEY & GILL (1987) e ZAMAL & OLLEVIER (1995). No presente
estudo, a deplecdo dos estoques de gordura comegaram pela carcaca, sendo acionados
depois os estoques hepéticos e viscerais (aos 60 dias de restricdo alimentar).

Queda nos niveis de lipidio hepatico foi relatada também por JEZIERSKA et al.
(1982), MACHADO et al. (1988), NAVARRO et al. (1992), BLASCO et al. (1992) e COLLINS
& ANDERSON (1995) durante o jejum. A total recuperacéo desse componente foi observada
apos a realimentagdo (BOHM et al., 1994; COLLINS & ANDERSON, 1995).

Os niveis diminuidos de lipidio hepatico, durante a restricdo alimentar, podem refletir,
além de mobilizagdo, menor sintese, fato confirmado pela atividade das enzimas glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6P-D) e 6-fosfogluconato desidrogenase (6PG-D), envolvidas na via
da pentose fosfato, para formacéo de NADPH utilizado na biossintese de lipidios (MAYES,
1990). Diminuigbes na atividade dessas enzimas também foram confirmadas por LOVE
(1980), SHIMENO et al. (1990), BASTROP et al. (1992), BOHM et al. (1994) e HUNG et al.

(1997), durante o jejum. A viabilidade das desidrogenases NADH e NADPH-dependentes foi
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confirmada pelas reagBes de nicotinamida adenina dinucleotideo — tetrazélio redutase
(NADH,>-TR) e nicotinamida adenina dinucletideo fosfato — tetrazolio redutase (NADPH,-TR).
Segundo WELSH & STORCH (1973), ambas as enzimas encontram-se distribuidas no
figado, mas a NADPH,-TR apresenta uma reacdo mais fraca do que a NADH,-TR, fato
observado no presente estudo.

As alteragbes nas quantidades de lipideos e glicogénio refletem-se no tamanho do
orgdo. O indice hepato-somético (IHS) diminuiu gradativamente, nos animais experimentais,
com diferencas mais acentuadas entre 7 e 60 dias de restricdo alimentar. Essa diminui¢cdo no
IHS, provavelmente, foi decorrente da mobilizacdo das reservas de lipidio e glicogénio.
Respostas semelhantes foram obtidas por PASTOUREAUD (1991), UMINO et al. (1991),
FOSTER & MOON (1991), BLASCO et al. (1992), NAVARRO et al. (1992), BOHM et al.
(1994), ZAMAL & OLLEVIER (1995), KAKIZAWA et al. (1995), COLLINS & ANDERSON
(1995), SOENGAS et al. (1996), ECHEVARRIA et al. (1997) e HUNG et al. (1997).

Ap6s 30 dias de realimentagéo, os valores de IHS foram totalmente restabelecidos,
superando aqueles do controle. BOHM et al. (1994), COLLINS & ANDERSON (1995) e
SOENGAS et al. (1996) obtiveram o mesmo padrédo de resposta em Cyprinus carpio,
Macquaria ambigua e Salmo salar, respectivamente. Segundo esses autores, a recuperacao
do IHS é rapida e este fato pode ser atribuido a um simples aumento no volume dos
hepatdcitos em decorréncia da regeneragéo das reservas energéticas do figado, como lipidio
e glicogénio.

A mobilizagédo do lipidio como fonte de energia, na restricdo alimentar, é confirmada
pelo aumento de acidos graxos livres plasmaticos observada nos periodos mais prolongados
de jejum, cujos niveis séo restabelecidos na realimentacdo. Essa mobilizacdo de lipidio
envolve a quebra de triglicerideos a acidos graxos livres e glicerol liberados para a corrente

sanglinea. Enquanto o acido graxo livre € oxidado para producéo de energia, o glicerol pode
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ser precursor gliconeogénico. Durante o jejum, o aumento de &cidos graxos livres circulantes
inibe a utilizacdo de glicose pelos tecidos periféricos e sua liberacao pelo figado (COLLINS &
ANDERSON, 1995).

O aumento nos niveis de acidos graxos livres plasmaticos também foi relatado por
MACHADO et al. (1988, 1989), SHIMENO et al. (1990), SHERIDAN & MOMMSEN (1991),
SOUZA (1994) e COLLINS & ANDERSON (1995) durante o jejum e diminuicdo (BOHM et al.,
1994) apés a realimentagdo. Entretanto, INCE & THORPE (1976) e FARBRIDGE et al. (1992)
ndo encontraram alteracdes nos niveis deste metabdlito e BLACK & LOVE (1986)
observaram valores diminuidos do mesmo durante o jejum.

A determinacdo da enzima lactato desidrogenase (L-D) mostrou atividade reduzida na
restricdo alimentar, durante os aumentos da glicose sanguinea. Possivelmente, esta
diminuicdo esteja ligada a maior quantidade de acido graxo livre presente na restricdo
alimentar, visto que ela atua na transformacao de acido latico a pirtvico. Na sua auséncia (30
e 60 dias), o piruvato seria utilizado para formacédo de acetil-CoA e, conseqientemente,
sintese de acido graxo. Esse deslocamento do piruvato para sintese de &cido graxo sugere
gue 0 mesmo nao alimentou o ciclo de Krebs, tanto que a succinato desidrogenase (S-D) ndo
teve atividade representativa. Segundo SCHAR et al. (1985), a atividade da L-D, em
mamifero, pode representar um sinal para a ativacao da gliconeogénese embora, no figado
de Salmo gairdneri, a gliconeogénese, a partir do lactato, ndo representa um papel essencial.
Atividade diminuida da L-D foi observada em Rutilus rutilus (MENDEZ & WIESER, 1993),
enquanto SOENGAS et al. (1996) notaram aumento na atividade desta enzima em Salmo
salar, durante o jejum, servindo de substrato para a gliconeogénese. Uma fraca atividade da
S-D foi observada no figado de Salmo gairdneri (SCHAR et al., 1985).

Os efeitos adversos da auséncia de alimento e, conseqientemente, baixa

disponibilidade de energia para as células, se verificam também nos niveis de proteina
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plasmatica dos peixes, mostrando que a capacidade funcional do figado, principal local de
sintese dessas proteinas, acha-se prejudicada. Respostas semelhantes a do presente estudo
em Gadus morhua (KAMRA, 1966), Salmo trutta (Carbery, 1970 citado por LOVE, 1980) e
Cyprinus carpio (SHIMENO et al., 1990) revelaram que 0s niveis de proteina total plasmatica
diminuiram com o jejum.

Histologicamente, as células hepéticas do pacu estavam arranjadas em cordfes sem
a constituicdo de l6bulos, eram poligonais, com um ou dois ndcleos centrais, apresentavam
nucléolos, ductos biliares, capilares sinusdides, vasos sangliineos e pancreas intra-hepético.
Essas caracteristicas coincidem com aquelas observadas no figado de Micropterus
salmoides (HINTON et al., 1972), Ictalurus punctatus (KENDALL & HAWKINS, 1975), Salmo
gairdneri (CHAPMAN, 1981), Leuciscus idus (SEGNER & BRAUNBECK, 1990), Spauratus
auratus (RIBELLES et al.,, 1995), Hydrocynus forskahlii (GEYER et al., 1996) e Brycon
orbignyanus (VASQUES, 1997).Entretanto, em Micropogon undulatus (EURELL & HAENSLY,
1982) e Salmo salar (ROBERTSON & BRADLEY, 1992) foi constatada a constituicdo de
I6bulos no parénquima hepético.

No presente estudo foram notadas ainda, quantidades consideraveis de pigmentos
castanhos. Segundo TOKUMARU & FERRI (1970) e EURELL & HAENSLY (1982), esses
pigmentos, conhecidos como lipopigmentos ou lipocromos, sdo pigmentos contendo lipidios e
incluem lipofuscina e cerdide. A formacdo desse pigmento se inicia com um acumulo de
particulas de lipidio nas células parenquimais. Esse acumulo de lipidio é oxidado em uma via
alternativa e o pigmento resultante consiste de lipidios macromoleculares, glicolipoproteinas e
carboidratos.

Esses pigmentos foram observados em hepatécitos de Pimelodus maculatus,
Prochilodus scrofa, Cyprinus carpio (TOKUMARU & FERRI, 1970), Micropogon undulatus

(EURELL & HAENSLY, 1982), Brycon orbignyanus (VASQUES, 1997), entre outros.
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Ap6s 30 dias de restricdo alimentar, verificou-se uma atrofia do figado, com
diminuicdo da area e volume do citoplasma e nucleo dos hepatdcitos, uma desorganizagédo
dos cordbes de células hepaticas, estreitamento dos capilares sinusoides, acumulo de
pigmentos castanhos. A realimentacdo reverteu as alteragdes estruturais anteriores.

Através da morfometria dos hepatdcitos foi constatado que a &rea e volume do
citoplasma e nucleo dessas células diminuiram, ao mesmo tempo que o IHS e os teores de
glicogénio e lipidio total.

Ap0s a realimentagéo de 30 dias, verificou-se uma recuperacao nos valores de area e
volume do citoplasma e nucleo, provavelmente, decorrente de um reajuste funcional do
figado, quando normalizado o fornecimento de alimento, tendo em vista que ndo foram
formados estoques de fontes energéticas e sim, utilizados na manutencdo dos processos
vitais, repondo o catabolismo do tecido, e no crescimento. Segundo LOVE (1980), STORCH
& JUARIO (1983) e BOHM et al. (1994), as alteracbes nessas células resultantes do jejum
séo reversiveis, permitindo a formacéo de novos estoques de glicogénio e restabelecendo os
valores referentes ao peso do 6rgéo.

Os niveis plasmaticos de triiodotironina (T3) foram inferiores nos animais
experimentais. Ao mesmo tempo, observa-se que a extenséo do jejum leva a estabiliza¢do do
peso corporal desses animais. A possibilidade discutida por véarios autores (WEATHERLEY &
GILL, 1987; EALES & MacLALCHY, 1989; SUMPTER, 1992; FARBRIDGE &
LEATHERLAND, 1992; SCOTT-THOMAS et al., 1992; YOUSON et al., 1995) de que os
hormdnios da tiredide tém papel importante no crescimento corporal de peixes e que 0 jejum
interfere nos niveis basais desses hormonios foi confirmada no presente estudo, mostrando
possivel regulagcéo do processo pela tiredide.

Por outro lado, considerando que o experimento foi conduzido em época do ano com

temperatura ambiente mais alta, 0 que provoca elevacdo nas taxas metabodlicas e de
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crescimento, foi possivel notar que o crescimento corporal do pacu foi prejudicado pela
restricdo alimentar, embora esse prejuizo tenha sido revertido quando restabelecido o
fornecimento do alimento. Todas as altera¢cfes sofridas pelo organismo dos peixes durante o
jejum ocorreram devido a uma desorganizacdo metabdlica, revertida na realimentacéo e a
dindmica dos metabdlitos analisados no presente estudo puderam esclarecer as alteragdes
ocorridas no crescimento desses animais.

Assim, ficou evidenciado, no presente estudo, que a adversidade do jejum n&o
prejudicou a capacidade do pacu quanto a recuperacao fisiolégica do crescimento, mesmo
quando esta adversidade foi intensificada pela época do ciclo de vida dos pacus, em que a
exigéncia metabdlica € mais intensa. Em face do exposto € possivel que se quantidade do
alimento fornecido fosse parcelada e oferecida pela manhd e a tarde, ad libitum, a
disponibilidade e o aproveitamento da ragdo pelos peixes proporcionariam uma recuperacao
mais rapida do crescimento. Ainda, como 0 pacu mostrou potencial para o crescimento
compensatorio, sugere-se considerar a inclusdo de ciclos alternados de jejum com
alimentacdo no manejo alimentar desta espécie, visando a obtencdo de melhores respostas
guanto ao crescimento compensatorio e conseqiiente melhor produgdo com menor custo de

investimento.
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7. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

- arestricdo alimentar de até 60 dias, em periodo de alta taxa metabolica e de crescimento,
ndo causou mortalidade nem efeitos deletérios no organismo do pacu que impedissem a
recuperacao de sua atividade fisiologica apos a realimentacgao;

- 0 periodo de 30 dias de realimentacao foi suficiente para o pacu mostrar seu potencial
para o crescimento compensatorio;

- a gqualidade da carcaca desses peixes ndo foi comprometida pela restricdo alimentar,
visto que a proteina e o lipidio foi restabelecido ap6s a realimentacéo;

- o fornecimento de ragédo apenas 1 vez ao dia, pela manh&, pode ter interferido nas
respostas fisiol6gicas, limitando o crescimento dos peixes alimentados, bem como
daqueles realimentados ap0s restricao alimentar;

- durante a restricdo alimentar, o glicogénio hepético foi a primeira fonte energética
mobilizada, seguido pelo lipidio da carcaca, do figado e da gordura visceral, para a

manutenc¢do dos processos vitais.
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8. ABSTRACT

This study describes the effects of food restriction and refeeding on growth and
energetic metabolism of juvenile pacu (Piaractus mesopotamicus) through biochemical,
histoenzymological and structural focuses. Experimental was carried out in UNESP
Aquaculture Center, Jaboticabal, S&o Paulo State from October 17, 1995 to January 16, 1996.
98 juvenile fish (mean size of 250 g body weight) were separated in two groups: fed (control)
and food restricted (experimental). The experimental group was sampled at zero (0), 2, 7, 30
and 60 days of starvation and 7 and 30 days of refeeding (n = 7/day/group). The control
group, daily fed, was sampled at the same days. All data were analyzed using a 2x7 factorial
scheme (two nutritional conditions — food restriction/refeeding and conditions feeding — and
seven different periods of restriction and refeeding) in a Completely Randomized Design with
seven replications. Means were compared by Tukey's test. Restricted food fish exhibited
decreased body weight and length and compensatory growth after refeeding. Food restriction
induced reduction in the hepatosomatic index (HSI) and visceral lipid somatic index (VLSI),
recovering after refeeding. Carcass dry matter and ethereal extract decreased concomitant to

increased moisture under food restriction, although none difference was detected in crude
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protein and ash contents. Blood glucose showed lower levels along the experiment and
experimental group showed peak values during food restriction. Liver glycogen decreased
after 7 days without food. Plasma total protein, liver total lipid and T3 (triiodotyronine) showed
lower levels in food restriction regime. Free fatty acids increased through the food restriction
and decreased in the refeeding. Citoplasma and nucleous areas and volumes of the
hepatocytes showed lower values when fish were starved with recovery after fed. The
disarrangment of the liver tissue provoked by the food lack recovered after food. Data from
electronic microscopy and histochemistry of the enzymes involved in energy metabolism
confirmed the biochemical findings and explained the alterations related to the metabolites

dinamics during the food restriction and refeeding.
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Tabela A.1.

Valores individuais obtidos para peso corporal (g).

106

Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 3000 20000 30000 23500 37800 45000 40000 25200 22500 21000 24000 17500 25000 40000
2 2500 20000 26000 23700 34500 40000 45000 20000 25000 25000 25000 18000 25000 42500
3 25000 21000 22500 24000 33500 30000 45000 27000 20000 19000 23000 20000 25000 35000
4 25000 21000 28000 30000 3300 3F000 37500 28000 20000 20000 24500 19000 25000 30000
5 20000 25500 26000 27500 26000 40000 40000 22500 25000 25000 21500 19500 20000 32500
6 25000 26000 21000 27500 41500 30000 40000 26400 23000 25000 22000 20500 22500 35000
7 25000 20000 20000 24500 3500 29000 52500 21000 25000 25000 23500 22000 25000 32500
Média 24643 21929 24786 25814 34900 35571 42857 24300 22929 22857 2357 19600 23929 K35/
Tabela A.2. Valores individuais obtidos para comprimento padréo (cm).
Controle (A1) Experimental (A2)
n PO P1L P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 2000 1800 2050 1930 22,00 2230 2250 1900 1850 18,80 1830 1800 1900 22,00
2 1850 1750 1870 18,00 21,60 2200 2300 1800 1860 20,00 2000 1850 19,00 2250
3 1950 17,70 1900 18,70 2120 2050 2350 1950 17,50 17,40 19,00 1920 1950 21,00
4 19,70 1870 20,00 2050 22,30 21,20 21,00 1950 1750 1830 1920 18,00 1880 20,00
5 17,50 20,00 1950 20,00 20,00 2220 22,00 1850 19,00 1950 1840 1800 1800 21,00
6 1850 1950 1830 19,60 2250 2060 22,00 1950 19,00 20,00 17,80 1900 1850 21550
7 1930 1800 1800 19,20 22,00 2000 2420 1820 19,00 1950 1950 1960 19,00 20550
Média 19,00 1849 19,14 1933 2166 21,26 2260 1889 1844 1907 1889 1861 1883 2121




Tabela A.3. Valores individuais obtidos para IHS (%).
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Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 097 182 120 166 1,29 1,19 1,21 1,70 163 0,84 064 065 0,85 1,46
2 148 121 138 140 141 1,00 1,26 123 122 0,88 070 068 09 1,53
3 147 132 113 1,33 154 1,08 1,00 126 129 097 078 067 081 1,43
4 116 159 154 1,35 1,29 1,06 0,99 1,16 1,07 1,03 066 075 0,9 1,48
5 1,39 130 1,24 147 121 1,00 1,01 093 1,77 099 073 0,79 073 1,35
6 126 140 124 164 155 1,10 1,03 148 136 0,76 067 069 085 1,22
7 104 141 1,14 103 1,23 1,05 1,26 129 131 062 068 055 082 1,56
Média 1,25 1,43 1,27 141 136 1,07 1,11 129 1,38 0,87 069 068 084 1,43
Tabela A.4. Valores individuais obtidos para IGVS (%)
Controle (A1) Experimental (A2)
n PO P1L P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 309 375 323 418 393 3,67 3,28 1,87 316 316 2,77 298 248 3,77
2 214 265 3,15 4,16 3,43 4,08 4,92 324 352 343 317 356 230 227
3 456 384 265 328 4,48 433 393 359 2,04 284 329 240 1,73 351
4 364 286 368 364 418 3,16 3,30 340 268 425 471 165 207 334
5 484 292 353 338 4,12 297 4,60 2,84 335 434 387 222 248 3,30
6 375 395 3,10 448 356 3,17 4,38 413 346 3,15 4,46 218 205 3,22
7 261 385 342 384 4,14 4,02 4,40 2,69 4,83 426 4,23 3,18 2,05 3,46
Média 3,51 3,40 325 3,85 3,98 363 4,11 311 329 363 3,78 259 216 3,27




Tabela A.5. Valores individuais obtidos para umidade da carcaca (%)
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Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 6658 7305 6747 6994 6486 6149 67,72 6771 6733 71,83 7260 7331 7041 67,65
2 6949 7041 6808 7129 6662 6784 6601 70,71 6518 6701 6908 7209 7021 6693
3 6642 6744 6782 62,74 6562 66,72 6574 6705 71,86 6904 6938 7564 7361 6801
4 6667 6897 6553 6756 6342 6620 6654 66,78 6901 6852 69,60 7471 7141 69,99
5 6660 6662 6823 6826 6629 6576 6369 6824 6847 6664 6998 72,88 6928 64,64
6 6931 6824 6775 6638 6319 6314 6397 6329 67,28 6880 6969 7007 7174 6624
7 6934 6860 7029 7035 70,41 66,68 6149 6945 6587 6592 6976 6992 7286 6815
Média 67,77 69,05 67,88 68,07 6577 6540 6502 67,60 6786 6825 7001 7266 7136 67,37
Tabela A.6. Valores individuais obtidos para proteina bruta da carcaca (% na base umida).
Controle (A1) Experimental (A2)
n PO P1L P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 1528 1336 14,82 1557 14,33 1462 1603 1399 1442 1400 1161 1690 1392 14,22
2 1319 1335 14,88 1299 1563 14,69 1332 1372 1333 1494 1549 14,63 1462 1517
3 1347 1402 1575 1744 1461 1509 1483 1645 1439 1146 1501 14,11 14,78 1541
4 1544 1431 14,78 1631 1604 1436 1719 1445 1379 1369 1432 1388 1390 16,99
5 1385 1424 1456 14,70 1397 1453 1509 1378 16,06 1425 1407 1649 1505 1485
6 1381 1512 1448 1432 1290 1851 1560 17,08 1387 1514 14,18 1389 1476 1531
7 1453 1565 1301 17,06 1548 1546 14,22 1572 14,63 1427 1492 1484 1470 1444
Média 14,22 1429 1461 1548 1471 1532 1518 1503 14,35 1396 1423 1496 1453 1520
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Tabela A.7. Valores individuais obtidos para extrato etéreo da carcaca (% na base Umida).

Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 1635 1243 1585 13,22 1921 2193 1455 1656 1670 12,71 1424 817 1410 1657
2 1593 1500 1531 1428 1575 1581 1941 1394 19,73 1625 1379 1157 1313 1615
3 1848 1695 1511 1807 1817 1650 17,85 1519 1233 1791 1394 933 975 1503
4 1654 1526 17,87 1442 1917 17,29 1473 17,03 1515 1630 1433 990 1298 1159
5 1813 1747 1569 1546 1813 1785 1957 16,16 1349 1727 1409 921 1359 18,90
6 1561 1493 1628 17,62 2197 1649 1865 1799 1725 1469 1455 1405 1165 1714
7 1444 1397 1471 1160 1301 1604 2249 1326 17,75 1834 1356 1317 1134 1589
Média 1650 1514 1583 1495 1791 1741 1818 1573 16,06 1621 1407 10,77 1236 1589
Tabela A.8. Valores individuais obtidos para matéria mineral ou cinzas na carcaca (% na base
umida).
Controle (A1) Experimental (A2)
n PO P1L P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 1,79 1,17 186 127 160 1,9 1,70 1,74 155 145 154 161 157 156
2 139 124 1,74 144 2,00 167 1,26 163 1,76 1,80 164 172 2,04 1,75
3 163 159 1,32 1,75 160 1,69 1,58 1,31 142 160 167 092 186 1,56
4 134 146 1,82 1,70 1,37 215 1,54 1,74 205 1,49 1,75 152 1,71 1,43
5 142 166 152 159 161 1,86 1,65 1,82 198 183 185 143 207 1,62
6 127 1,71 149 168 193 185 1,78 164 160 1,37 157 198 185 1,31
7 165 1,78 1,99 100 1,10 1,82 1,80 1,57 1,75 1,47 1,76 2,07 1,10 1,53
Média 1,50 1,51 1,68 1,49 160 1,86 1,61 163 1,73 157 168 161 1,74 154




Tabela A.9. Valores individuais obtidos para glicogénio hepético (%).
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Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 419 442 515 258 2,96 2,85 2,00 6,81 539 3,12 - - 230 2,19
2 422 3,09 839 252 4,86 392 1,97 572 795 214 357 248 270 176
3 437 411 538 430 1,73 478 268 650 7,99 328 378 269 1,30 0,83
4 437 39 6,73 319 3,04 432 1,93 544 597 326 255 - 2,55 1,01
5 485 4,38 6,16 424 4,06 4731 1,08 4,22 - 329 220 474 292 1,97
6 344 481 400 258 - 547 232 740 610 2,74 253 1,9 201 242
7 380 502 420 257 398 399 0,85 523 866 146 1,69 1,98 275 1,00
Média 4,18 4,25 571 3,14 345 423 1,83 590 7,01 275 272 275 236 1,60
- Parcela perdida.
Tabela A.10. Valores individuais obtidos para glicose sanguinea (mg/100 ml).
Controle (Al) Experimental (A2)
n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 220 645 5917 4331 5700 6442 5329 6488 TBE 7207 11901 6374 430 5475
2 B2 62 9% 7H 7015 634 614 351 7759 5554 8463 516 6138 4348
3 11533 10000 5983 6612 785 664 605 %52 % 5% 6% 7150 2% 50
4 7157 W5 6612 BIT B3R 5801 6409 B0 758 7273 8B 1130 6307 5378
5 MW 1875 B R &7 671 60 7425 027 6612 31 6509 5228 6345
6 7759 8562 B2 TATL 6273 6678 7923 6656 TAB 4628 7608 @RI 2B 596
70 76X %B65 76 7608 5970 6239 6328 RN gIEB 4R W3 B M2 596
Média 8055 8978 7853 6390 6384 6316 6542 665 7606 5334 842 7179 5306 5572




Tabela A.11.

Valores individuais obtidos para proteina total plasmatica (mg/ml).
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Controle (Al) Experimental (A2)
n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 382 497 399 745 392 510 411 300 382 333 4,08 310 3,93 343
2 461 458 4,95 524 473 4,70 5,08 3,84 429 357 398 395 440 3,67
3 430 4,08 398 6,31 442 4,19 4,09 406 399 343 355 4,18 4,11 3,53
4 381 463 415 533 392 4,75 4,26 358 331 350 4,15 369 341 3,60
5 408 555 4,27 6,03 419 569 4,39 3,64 429 317 4535 3,74 4,40 327
6 476 494 39 6,72 4,89 5,07 4,07 399 411 427 372 411 4,23 4,39
7 38 382 432 613 4,00 3,93 444 398 350 4,92 425 4,09 360 505
Média 4,18 4,65 423 6,17 429 4,77 4,35 373 390 3,74 401 384 401 385
Tabela A.12. Valores individuais obtidos para lipidio total do figado (%).
Controle (A1) Experimental (A2)
n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 581 524 740 363 6,33 466 781 337 459 476 581 588 3,78 5,09
2 716 468 583 553 446 4,23 5,01 3,79 534 522 355 225 458 4,02
3 625 312 454 471 7,65 4,11 4,80 3,44 285 416 3,39 450 503 3,02
4 671 630 6,83 552 497 356 5,73 711 6,43 4,49 528 454 353 528
5 750 507 4,00 369 39 4,26 745 478 4,03 4,88 327 304 1,73 4,79
6 582 606 524 886 4,88 481 546 422 6,47 440 524 334 339 343
7 689 6,12 4,67 580 49 3,74 4,36 39 6,06 6,70 462 312 3,88 6,93
Média 6,59 523 550 539 531 4,19 5,80 438 511 4,94 445 381 3,70 4,65




Tabela A.13. Valores individuais obtidos para T3 (ng/ml).
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Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 113 070 119 1,31 325 227 294 075 072 083 - 117 18 310
2 1,03 1,15 124 141 303 263 353 079 089 119 075 154 185 320
3 080 - 219 146 201 123 295 079 074 0,79 089 - 1,36 1,75
4 113 087 236 135 217 182 216 035 081 1,20 0,73 - 155 335
5 153 161 170 114 132 167 307 081 056 125 078 151 129 189
6 1,00 246 230 115 314 165 398 1,06 095 1,06 1,06 158 151 231
7 113 216 - 153 160 175 357 066 072 152 097 190 148 226
Média 111 149 181 134 236 186 317 074 077 112 086 154 156 255
- Parcela perdida
Tabela A.14. Valores individuais obtidos para &rea do citoplasma dos hepatécitos (um?).
Controle (A1) Experimental (A2)
n PO P1L P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 133% 1683 16680 13798 13853 14617 11706 1R80 15884 12766 88N 6/H 12618 15350
2 12680 14385 16066 14233 16315 1461 15056 13762 15207 11707 8852 8086 10837 1316
3 1293 18910 15346 15241 11922 11856 16321 15485 14330 1%47 13%H88 654 10189 14890
4 17566 15300 18503 16840 13H61l 13341 13366 14777 14863 14219 8811 5374 10975 12546
5 12948 14233 15089 15265 14015 13763 1272 14741 196l 15398 9142 9797 12446 1656
6 10982 14015 17724 17924 15333 13907 14789 16435 17146 16028 7835 9118 12538 12947
7 13,79 17300 16168 13176 13147 13316 12191 14215 1482 14502 10345 7967 10472 14580
Média 13378 15856 16511 15211 14021 13751 13739 14671 15973 14300 9638 7670 11439 14142




Tabela A.15. Valores individuais obtidos para area do nicleo dos hepatécitos (um?).
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Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 1341 1250 1356 12,25 1375 11,20 11,77 1251 1255 1021 927 874 10,73 1264
2 1152 1482 1260 11,63 1315 1096 1082 12,15 1227 963 993 904 911 12,09
3 1220 1533 11,72 12,87 1076 981 1227 1204 1263 1150 1301 811 821 1160
4 1420 1394 1269 1338 12,20 10,82 1068 1256 1206 10,35 11,11 974 892 1141
5 1202 12,79 11,13 10,80 11,04 1030 1045 1249 1335 11,05 1049 1245 1055 11,93
6 11,14 1219 1300 1410 1158 969 1144 1205 1244 11,81 1033 994 1019 1064
7 1300 1385 1049 11,22 991 967 1053 1240 11,15 1149 1056 944 893 1201
Média 1250 13,63 12,17 1232 11,77 10,35 1114 1231 1235 10,86 10,67 964 952 11,76
Tabela A.16. Valores individuais obtidos para volume do citoplasma dos hepatécitos (um?3).
Controle (A1) Experimental (A2)
n PO P1L P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 1426 1817 1768 1666 1491 1581 12,78 1399 1702 1346 937 7,89 1341 1648
2 1414 1628 1694 1574 1972 1690 1570 1493 1635 1245 983 864 11,90 1390
3 1460 2041 16,18 1635 1258 1262 1753 1613 1527 1621 1491 764 1114 1592
4 1964 1600 2231 17,68 1590 14,94 1431 1544 1663 1507 960 580 11,75 1331
5 1373 1636 1599 17,92 1692 1541 1387 1617 21,63 1653 1001 1136 1331 16,36
6 11,32 1556 1946 19,86 1697 1486 1587 1759 17,87 1760 840 1007 1371 1514
7 1392 1837 17,12 1389 1510 1401 1305 1562 1597 1547 1150 893 11,21 1531
Média 1451 17,31 17,95 16,87 1601 1493 1473 1569 1725 1525 1052 862 1235 1520




Tabela A.17. Valores individuais obtidos para volume do nucleo dos hepatdcitos (um?®).
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Controle (Al)

Experimental (A2)

n PO PL P2 P3 P4 P5 P6 PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 138 136 146 142 149 124 131 135 139 1,16 1,24 098 1,16 137
2 127 175 141 133 147 121 118 136 1,40 107 1,10 100 1,01 1,30
3 1,29 168 131 134 119 110 134 127 142 128 147 09 090 1729
4 154 153 152 145 130 123 117 129 1,34 116 1,22 104 1,01 123
5 1,29 142 126 122 126 117 114 140 157 127 1,18 143 1,12 129
6 1,20 143 143 156 131 105 121 131 1,41 132 1,12 111 1,12 114
7 140 153 114 119 1,10 1,10 112 142 1,27 130 1,21 1,10 1,00 1,30
Média 1,34 153 136 1,36 130 1,16 121 134 1,40 122 1,22 109 1,04 127
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