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CONDICAO CORPORAL E JEJUM SOBRE O METABOLISMO ENERGETICO E
CRESCIMENTO DE JUVENIS DE PACU

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar as estratégias
metabdlicas do pacu (Piaractus mesopotamicus) utilizando jejum e
realimentacdo como ferramenta. No primeiro experimento, 450 juvenis de pacu
foram alocados em 18 tanques de 250 L, nos seguintes tratamentos:
alimentados durante 60 dias (controle) com dieta formulada, submetidos a
ciclos curtos e alternados de seis dias de jejum e seis de realimentacéo (6/6) e
submetidos a um ciclo longo de 30 dias de jejum e 30 de realimentacdo
(30/30), durante 60 dias. A cada seis dias, 12 peixes de cada tratamento eram
amostrados para determinacgéo das variaveis sanguineas (glicose e triglicerideo
plasmaticos, colesterol, acidos graxos e proteina total séricas) e teciduais
(glicogénio, lipideo hepatico e indice hepatossomatico (IHS), lipideo e proteina
muscular e indice de gordura viscero-somatica (IGVS)). Ao inicio e final do
periodo experimental foram determinadas as variaveis de crescimento (ganho
em peso (GP), taxa de crescimento especifico (TCE), consumo, taxa de
eficiéncia protéica (TEP), conversdo alimentar (CA) e fator de condicéo (K)). O
jejum para os tratamentos 6/6 e 30/30 foi marcado pela utilizagéo de glicose e
triglicerideos plasméticos e aumento do colesterol e &cidos graxos séricos.
Também ocorreu diminuicdo do glicogénio e lipideo hepatico e do lipideo
muscular. Com a realimentacdo, ambos os tratamentos apresentaram rapida
recuperacdo das reservas energéticas. Porém, os tempos de realimentacdo
estabelecidos ndo foram suficientes para a recuperacdo do crescimento dos
peixes. Em um segundo estudo, 204 peixes foram alocados em 12 tanques de
430 L e divididos em dois grupos pré-experimentais, sendo alimentados com
diferentes dietas durante 15 dias para a obtencdo de grupos com duas
condi¢cBes corporais (peixes magros e gordos), definidos pela concentragcédo de
tecido adiposo mesentérico. ApOs alcancarem condi¢des corporais distintas,
ambos o0s grupos foram submetidos aos tratamentos: alimentados
continuamente durante 20 dias com dieta formulada (controle) e submetidos a
15 dias de jejum e realimentados durante cinco dias com dieta formulada. Ao
inicio, aos 15 dias e aos 20 dias (final) do periodo experimental, nove peixes de
cada tratamento foram amostrados para determinacdo das variaveis
sanguineas (glicose e triglicerideos plasmaéticos, colesterol, proteina e acidos
graxos séricos) e teciduais (glicogénio e lipideo hepatico, lipideo e proteina
muscular e IGVS). Foram mensurados 0 peso e comprimento dos peixes para
célculo das variaveis de crescimento (GP, consumo, TCE e CA). Os peixes
magros apresentaram maior crescimento e melhor utilizagdo do alimento em
relacdo aos peixes gordos. O pacu apresenta grande adaptacdo aos periodos
de jejum, por meio da mobilizagdo de suas reservas corporais, e recuperacao
apo6s a realimentacdo. Por outro lado, a elevada deposicdo de lipideos
corporais nao significa maior disponibilidade de energia para crescimento, pois
peixes magros apresentam crescimento compensatorio e melhor utilizacdo do
alimento apds cinco dias de realimentacao.

Palavras-chave: restricdo alimentar, realimentacdo, reservas corporais,
desempenho
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BODY CONDITION AND FASTING ON ENERGETIC METABOLISM AND
GROWTH ON PACU JUVENILE

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the metabolic
strategies of pacu (Piaractus mesopotamicus) using fasting and refeeding as a
tool. In the first experiment, 450 pacu were divided into 18 tanks of 250 L, at the
following treatments: fed for 60 days (control) with formulated diet, and
subjected to short alternating cycles of six days of fasting and six of refeeding
(6/6); and subjected a long period of 30 days of fasting and refeeding for 30
days (30/30) during 60 days. Each six days 12 fish, per treatment, were
sampled to determine the blood variables (glucose and serum triglyceride,
cholesterol, fatty acids, and total serum protein) and tissue (glycogen and
hepatic lipid, hepatosomatic index (HSI), muscle protein and lipid and
mesenteric fat index (MFI)). At the beginning and end of the experiment were
determined growth parameters (weight gain (WG), specific growth rate (SGR),
food intake, protein efficiency ratio (PER), feed conversion ratio (FCR) and
condition factor (K)). Fasting for treatments 6/6 and 30/30 was marked by the
use of glucose and plasma triglycerides and increased serum cholesterol and
fatty acids. In addition, there was a decrease of glycogen and liver lipid and
muscle lipid. On refeeding, both treatments showed rapid recovery of energy
reserves. However, the refeeding periods were not sufficient for fish growth
recovery. In a second study, 204 fish were kept in 12 tanks of 430 L and
separated into two pre trial groups, fed with different diets for 15 days, to obtain
different body conditions (lean and fat fish), in terms of mesenteric fat content.
After reaching different body conditions, both groups were submitted to
treatments: continuously fed for 20 days with formulated diet (control) and
subjected to 15 days of fasting and re-fed for five days with formulated diet. At
the beggining, on the 15" and 20" (final) days of the experimental period, nine
fish per treatment were sampled to determine the blood variables (glucose and
plasma triglycerides, cholesterol, protein and serum fatty acids) and tissue
(glycogen and liver lipid, lipid and muscle protein and MFI). The weight and
length of fish were measured to calculate the growth parameters (WG, SGR,
daily food intake (DFI) and FCR). Lean and fat fish showed different strategies
of energy use during the periods of fasting and refeeding. Lean fish showed
higher growth and better use of the food compared to fat fish. Pacu has great
adaptation to fasting by mobilizing their body reserves and recovering them
after refeeding. However, the higher deposition of lipids in fish does not mean
higher energy availability to growth because lean fishes showed compensatory
growth and better feed utilization after five days of refeeding.

Keywords: food restriction, refeeding, body reserves, performance
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéo

O Brasil se destaca como um dos paises de maior potencial para a expansao
da aquicultura, ndo apenas em funcédo do crescimento populacional, mas tambéem
pela preferéncia por alimentos mais saudaveis (VALENTI et al., 2000). Na
piscicultura, o pacu é uma das espécies de maior valor comercial por apresentar
carne de alta qualidade, além de sua rusticidade e habilidade para ganhar peso e
adaptabilidade as condi¢des de cultivo em cativeiro (OLIVEIRA et al., 2004).

Muitas espécies de peixes passam por longos periodos de escassez de
alimento na natureza e sado adaptados a mobilizar suas reservas corporais de forma
eficiente para sua sobrevivéncia. A utilizacdo de estratégias de restricdo e
realimentacdo na producéo destas espécies em cativeiro € uma ferramenta que tem
se mostrado muito importante por possibilitar melhorias nas taxas de crescimento
(RUEDA et al., 1998; SOUZA et al., 2002; HEIDE et al., 2006; TAKAHASHI et al.,
2011), além de maior viabilidade econémica ao produtor, por meio da diminui¢cdo nos
custos de producdo (TAKAHASHI et al., 2011; XIAO et al., 2013).

O pacu é um interessante modelo de estudo das dindmicas metabdlicas
durante o jejum e realimentacdo por ser uma espécie que possui elevada tendéncia
em depositar gordura, especialmente em sua cavidade abdominal. Segundo Wood
et al. (2008), o manejo da deposicédo de gordura nos animais tem se tornado muito
importante, especialmente em termos de qualidade do produto, jA que os lipideos
interferem no valor nutricional e nas propriedades sensoriais da carne.

Jobling e Johansen (1999) afirmam que, de acordo com o “modelo lipostatico”
proposto por Kennedy (1953), o tamanho das reservas de lipideos nos animais €
responsavel por coordenar areas do cérebro que controlam a alimentagcéo e o gasto
energético, podendo ocorrer alteragdes no consumo alimentar, metabolismo e
eficiéncia metabdlica. Assim, durante a realimentacdo, os sinais de feedback

negativo que inibem a ingestao de alimento séo reduzidos por causa da diminui¢cao



dos estoques de lipideos ocorrida durante o periodo de jejum, resultando em
hiperfagia, rapido aumento de peso e recuperacao das reservas energeéticas.

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas metabdlicas e 0s aspectos
produtivos em juvenis de pacu Piaractus mesopotamicus submetidos a diferentes
estratégias alimentares (ciclos curtos e longo de jejum e realimentagcdo) e avaliar
essas respostas nestes animais com distintos conteddos de gordura corporal (peixes

magros e gordos) e submetidos ao jejum e realimentacao.

2. Revisado de Literatura

2.1. Jejum/realimentacdo e o metabolismo energético em peixes

Os peixes podem sobreviver por um longo periodo sem se alimentar e, para
muitas espécies, o jejum faz parte do ciclo natural de vida (NAVARRO; GUTIERREZ,
1995; RIOS et al., 2011; BAR, 2014). Meses de inverno, migragéo para desova e/ou
estagios de pré-desova podem ser periodos em que 0s animais ndo se alimentam.
Portanto, estas espécies sdo bem adaptadas a mobilizar suas reservas metabolicas
para sobreviver a estas temporadas de privacdo alimentar (NAVARRO;
GUTIERREZ, 1995). Os peixes tém habilidade para reduzir seu gasto metabélico e
mobilizar as reservas corporais para obter a energia necessaria para manutencéo de
processos vitais, como a funcéo cerebral, a respiracdo, a regulacdo do equilibrio
mineral, entre outros (FURNE et al., 2012). Entretanto, a utilizacdo das reservas
energéticas pode variar de forma espécie-especifica (TAKAHASHI et al., 2011), ou
seja, na habilidade diferenciada que cada espécie possui em utilizar seus
componentes enddgenos durante o jejum (HORNICK, 2000).

O glicogénio € o primeiro substrato a ser utilizado durante o jejum em muitas
espécies de peixes, como o0 Piaractus mesopotamicus (SOUZA et al.,, 2003),
Ictalurus punctatus (PETERSON; SMALL, 2004), Dicentrarchus labrax (PEREZ-
JIMENEZ et al., 2007; CHATZIFOTIS et al., 2011), Rhamdia quelen (BARCELLOS et
al., 2010), Prochilodus lineatus (RIOS et al., 2011), Dentex dentex (PEREZ-



JIMENEZ et al., 2012), Acipenser naccari € Oncorhynchus mykiss (FURNE et al.,
2012) e Acipenser baerii (ASHOURI et al., 2013), e é encontrado principalmente nos
granulos dos hepatocitos e no musculo esquelético dos animais. Normalmente
representa de 1 a 6% do peso total do figado para a maioria das espécies de peixes,
embora em algumas espécies como a carpa (Cyprinus carpio) pode ultrapassar 10%
do peso do tecido (NAVARRO; GUTIERREZ, 1995). Logo no inicio da privagéo
alimentar, o glicogénio € quebrado (glicogendlise), por meio da enzima glicose-6-
fosfatase, em unidades de glicose, que sdo encaminhadas a corrente sanguinea
guando os niveis de glicose séo baixos (NELSON; COX, 2004), e também por meio
da sintese de novo da glicose (gliconeogénese), em que podem ser utilizados o
lactato, glicerol ou alguns aminoacidos (POLAKOF et al., 2012).

A glicose sanguinea é a variavel fisiolégica mais comumente mensurada em
animais sob privacdo alimentar (McCUE, 2010). As concentracdes glicémicas em
peixes variam amplamente entre as espécies e também dentro de cada espécie,
porém, 0s seus hiveis também permanecem inalterados durante longos periodos de
privacdo alimentar (NAVARRO; GUTIERREZ, 1995; POLAKOF et al., 2012), o que
demonstra a capacidade de muitas espécies em manter a homeostase glicémica em
condi¢bes nutricionais adversas. Entretanto, em algumas espécies, o jejum leva a
situacdes de hipoglicemia (PEREZ-JIMENEZ et al., 2007; FURNE et al., 2012;
GIMBO et al., 2015). Barcellos et al. (2010) observaram que periodos de jejum de 7,
14 ou 21 dias nédo alteraram as concentracdes de glicose no sangue de jundias
(Rhamdia quelen). Ao final do jejum, o glicogénio no figado diminuiu, ocorrendo
também decréscimo do indice hepatossomatico e, ap0s realimentacao, houve rapida
recuperacdo dessas reservas, demonstrando ser uma estratégia do animal para
recompor os estoques de energia para sintese de material corpéreo.

Em outro estudo utilizando a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) como
modelo experimental, Hoseini et al. (2014) avaliaram os efeitos de periodos curtos
de jejum (0, 6, 12, 24, 48 ou 72 horas) sobre os niveis de glicose, lactato,
triglicerideos, colesterol, proteina total e albumina no soro sanguineo. Os maiores e
0s menores niveis de glicose e lactato, respectivamente, ocorreram com seis horas
de jejum, em relacdo aos demais periodos e, 0s menores e maiores niveis foram

observados com 48 horas de jejum. Como observado em mamiferos, o lactato é



transportado de volta as células hepaticas para a producdo de glicose em condi¢cdes
hipoglicémicas (CHATTERJEE et al., 2006), o que explica o efeito inverso entre
estes metabdlitos durante os periodos de jejum em trutas.

A medida que o jejum se prolonga, o glicogénio hepatico é preservado a custa
da mobilizacdo de gordura no figado, visceras e musculo. Assim como o glicogénio,
as reservas lipidicas também sdo muito utilizadas para a producédo de energia em
peixes. Entretanto, sua utilizacdo durante o jejum € dependente da espécie, da
reserva de lipideos nos tecidos e da estratégia empregada para mobilizacdo de
outras reservas, como os carboidratos (FURNE et al., 2012). Takahashi et al. (2011)
e Urbinati et al. (2014) estudaram ciclos curtos de jejum e realimentacdo em pacus
(Piaractus mesopotamicus) e matrinxas (Brycon amazonicus), respectivamente. Os
autores encontraram uma diminuicdo dos niveis de lipideo hepatico durante o jejum
tanto nos juvenis de pacu como nos matrinxas, com consequente recuperacao dos
estoques apoés a realimentagcdo. Os niveis de lipideo muscular também diminuiram
nos matrinxas em jejum, mas permaneceram inalterados nos pacus, inclusive apoés a
realimentacdo, quando comparados aos peixes continuamente alimentados.

Com o aumento do periodo de jejum, podem ocorrer mudancas em relacéo a
degradacdo de proteinas e aminoacidos em muitas espécies, ou seja, 0 jejum
prolongado pode estimular o catabolismo de proteinas e aminoacidos do musculo e
tornar-se a principal fonte de energia para os tecidos (GUDERLEY et al., 2003; RIOS
et al., 2006; CHATZIFOTIS et al., 2011; COSTAS et al., 2011). Furné et al. (2012)
avaliaram os efeitos metabdlicos do jejum prolongado (72 dias) e realimentacéo (60
dias) em esturjao (Acipenser naccarii) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). O
contetdo de proteina muscular decresceu significativamente aos cinco dias de jejum
em ambas as espécies. Porém, apds a realimentacdo, essas concentracdes foram

recuperadas apenas para o esturjao.

2.2. Crescimento compensatorio em peixes

A aplicagdo de regimes alternados de restricdo e realimentagdo tem sido

muito utilizada como ferramenta para se obter crescimento compensatorio e maior



eficdcia na producéo de peixes. O crescimento compensatorio € utilizado geralmente
para descrever um aumento nas taxas de crescimento em massa ou comprimento
(ALI et al., 2003). Este manejo alimentar oferece a possibilidade de melhorar as
taxas de crescimento dos peixes, por meio de criteriosos esquemas de alimentacéo,
com a correta utilizagdo de periodos de jejum e realimentacdo (YENGKOKPAM et
al., 2013), além de resultar na diminuicdo dos custos de produgdo (TAKAHASHI et
al., 2011; XIAO et al., 2013). A compensacdo pode ser tdo intensa que 0s animais
submetidos a restricdo alimentar podem exibir uma maior taxa de crescimento em
relacdo aos animais continuamente alimentados (BROEKHUIZEN et al., 1994).

O crescimento compensatério € variavel tanto entre as espécies como dentro
de uma espécie, dependendo do seu estagio de desenvolvimento (MANGEL,;
MUNCH, 2005) e é caracterizado pela hiperfagia, melhora na conversao alimentar e
elevada taxa de crescimento especifico (WON; BORSKI, 2013), além de
recuperacdo da composicao corporal e das reservas energéticas (JOBLING, 2010).
Segundo Won e Borski (2013), as respostas ao crescimento compensatorio sédo
divididas em duas fases: catabolica (mobilizacdo) e anabdlica (sintese). Os autores
afirmam que a fase catabdlica esgota as reservas de energia endégenas e altera o
perfil enddcrino, responsavel por modular o apetite e o potencial de crescimento,
enquanto que na fase anabdlica ou realimentacdo, o crescimento compensatoério é
reabastecido pelo influxo hiperfagico de substratos e energia exégena.

A hiperfagia é o principal mecanismo envolvido nas respostas compensatorias
e é definida como uma taxa de consumo de alimento significativamente mais
elevada em relacdo aos peixes alimentados continuamente ad libitum (ALI et al.,
2003). A utilizacdo de esquemas de alimentacdo por meio de ciclos curtos de dois
dias de jejum e trés ou quatro dias de realimentacdo induziu a um crescimento
compensatorio total em juvenis de matrinxd, o que permitiu uma reducéo de até 40%
na quantidade de alimento fornecido aos peixes (URBINATI et al., 2014). Segundo
0s autores, o consumo de dieta pelos peixes apresentou um comportamento
hiperfagico para os dois esquemas de privacdo avaliados. Além disto, a taxa de
eficiéncia alimentar se aproximou de 100%, indicando maximo aproveitamento do

alimento para crescimento.



Segundo Ali et al. (2003), o crescimento pode atingir uma sobre
compensacao, quando os animais submetidos ao jejum alcangam peso maior que
animais nao restritos; compensacao completa ou total, quando os animais alcancam
0 mesmo peso dos animais continuamente alimentados; compensacao parcial,
guando 0s animais que passaram por periodos de jejum e foram realimentados nao
chegam a alcancar o peso dos animais continuamente alimentados e nao-
compensacdo, em que 0S animais nao apresentam ganho em peso apds a
realimentacao (Figura 1).

Over
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o Partial
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No
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Time

Figura 1. Padrbes de crescimento compensatorio
(Jobling, 1994)

Xiao et al. (2013) encontraram crescimento compensatorio total em black sea
bream (Spondyliosoma cantharus) submetidos a ciclos de um e dois dias de jejum
por semana, enquanto que periodos maiores n&o apresentaram respostas
satisfatorias. Os autores afirmam que o grau do crescimento na espécie é
dependente do comprimento da restricdo alimentar. Em outros estudos, porém,
houve crescimento compensatoério parcial dos peixes apos o jejum (HEIDE et al.,

2006; TAKAHASHI et al., 2011) e os autores asseguram que 0sS periodos de



realimentacdo determinados foram insuficientes para levar a uma resposta

compensatéria total nos animais.

2.3. O papel do tecido adiposo no metabolismo energético em peixes

Os padrdes de estoque e deposicao de lipideos e a natureza quimica dos
seus componentes sao muito variaveis nos vertebrados ectotérmicos. Em peixes, 0s
principais sitios de deposi¢éo de lipideos séo o tecido adiposo mesentérico, o figado
e 0 musculo (SHERIDAN, 1994). O tecido adiposo é um tecido amorfo, constituido
pelos adipdcitos ou células de gordura, sendo o principal reservatorio energético do
organismo (NELSON; COX, 2004) e os adipocitos sdo as unicas células
especializadas no armazenamento de lipidios na forma de triglicerideos em seu
citoplasma (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

Em peixes, assim como em mamiferos, o desenvolvimento do tecido adiposo
€ um processo continuo, que inclui a hipertrofia de adipOcitos existentes e a
proliferacdo (hiperplasia) de novos adipdcitos (CRUZ-GARCIA et al.,, 2011). Os
adipécitos liberam acidos graxos na circulagdo, os quais sdo utilizados por muitos
orgdos como fonte de energia quando a disponibilidade de glicose é limitada. Os
acidos graxos sdo gerados pela quebra dos triglicerideos, que contem mais energia
por unidade de massa que os carboidratos (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006).

Sob condi¢cdes normais, os adipécitos sdo capazes de controlar o balanco
entre sintese (lipogénese) e quebra (lipdlise) de triglicerideos em resposta as
necessidades fisiologicas (BOURAQOUI, 2009). Atualmente, muitos estudos estédo
voltados para o conhecimento das condi¢cdes nutricionais de um animal e seu
impacto na lipogénese e lipdlise do tecido adiposo, com o objetivo de alcancar
melhores respostas no desempenho animal e qualidade final da carne (BENEDITO-
PALOS et al., 2010; BOURAOUI et al., 2011; CRUZ-GARCIA et al., 2011; BOU et
al., 2014). Enquanto os depdsitos de gordura no muasculo dos peixes modulam a
gualidade organoléptica da carne, o tecido adiposo subcutaneo e perivisceral tem
forte influéncia sobre o rendimento do filé e de carcaca (WEIL et al., 2013).



Albalat et al. (2005) avaliaram o efeito da composi¢cdo de diferentes dietas
(utilizando proteina de origem animal, como a farinha de peixe ou proteinas de
origem vegetal) e o jejum, sobre a lipdlise em adipécitos de dourada (Sparus aurata).
A taxa lipolitica foi significativamente mais elevada nos adipdcitos dos peixes que
ingeriram dietas contendo proteinas de origem vegetal, quando comparados aos
peixes que se alimentaram com a farinha de peixe. O jejum provocou um aumento
trés vezes maior na taxa lipolitica em adipdcitos isolados. Esses resultados
mostraram que a lipdlise no tecido adiposo € modulada pelas condicfes nutricionais
da espécie. Em estudos com truta arco-iris, Cruz-Garcia et al. (2011) observaram
menor taxa lipolitica e menor tamanho de adipécitos nos grupos de peixes
alimentados com dietas contendo 6leo de peixe em relacédo aos grupos alimentados
com dietas contendo 6leos de origem vegetal. De acordo com os autores, o diferente
perfil de acidos graxos presente nos 6leos vegetais em relagcdo ao 6leo de peixe
pode ter sido o principal fator responsavel pelas altera¢cdes observadas no tecido

adiposo dos peixes.

2.4. A espécie como modelo experimental

Os peixes pertencentes a subfamilia Myleinae, como o pacu (Piaractus
mesopotamicus), o tambaqui (Colossoma macropomum) e a pirapitinga (Piaractus
brachypomus) sdo considerados muito importantes para a piscicultura, pois sao
espécies altamente apreciadas pela qualidade de sua carne, apresentam grande
importancia na pesca comercial em suas regides de origem, apresentam rusticidade
e habilidade para ganhar peso e adaptabilidade aos ecossistemas aquaculturais
(OLIVEIRA et al., 2004).

O pacu é uma das espécies mais promissoras para cultivo no Brasil e um dos
peixes mais estudados no sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, recebendo os
nomes de caranha, pacu-caranha ou pacu-guacu. E um peixe onivoro, que se
alimenta principalmente de folhas, caules, flores, frutos e sementes. Havendo
necessidade e oportunidade, ele se alimenta de insetos, aracnideos, moluscos e

peixes (URBINATI et al., 2013). Durante o periodo das aguas (cheias), o pacu



invade as regides alagadas em busca de alimento, sendo a principal época de
alimentacdo e armazenamento de grandes reservas de gordura na sua cavidade
abdominal (ZANIBONI-FILHO, 2004).

Espécies tropicais como o0 pacu possuem grande adaptacao aos periodos de
jejum, mobilizando reservas corporais de forma eficiente para sua sobrevivéncia.
Com esse proposito, diferentes protocolos alimentares de jejum e realimentagéo tém
sido estudados em juvenis de pacu, em que 0s peixes submetidos ao jejum
apresentaram rapida recuperacao das suas reservas corporais apos a realimentacéo
(SOUZA et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2011; GIMBO et al., 2015). Em relacéo ao
desempenho dos animais, alguns estudos também observaram respostas
satisfatérias de hiperfagia (TAKAHASHI et al., 2011) e de crescimento
compensatoério (SOUZA et al., 2002). Além disto, a tendéncia do pacu em depositar
gordura corporal, especialmente em sua cavidade abdominal, € um diferencial para o
estudo das respostas de mobilizacdo dessas reservas pelo animal frente a

condicdes de jejum e realimentacao.
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CAPITULO 2 - Dinamica metabolica e desempenho de juvenis de pacu

submetidos a ciclos curtos e longo de jejum e realimentacao

RESUMO - Com o objetivo de avaliar a dindmica da mobilizacdo energética e o
desempenho produtivo, em diferentes tempos de jejum e realimentac&o, durante 60
dias, 450 juvenis de pacu (41,5 £ 12,9 g) foram distribuidos em 18 tanques e o0s
tratamentos utilizados foram as seguintes estratégias alimentares: peixes
continuamente alimentados (grupo controle); peixes submetidos a ciclos curtos e
alternados de seis dias de jejum e seis dias de realimentacdo (6/6) e peixes
submetidos a um ciclo longo de 30 dias de jejum e 30 dias de realimentagé&o (30/30).
Os peixes foram amostrados ao final de cada fase dos ciclos para coleta de sangue,
tecidos e dados de crescimento e alimentacdo. Em peixes de ambos os tratamentos,
6/6 e 30/30, ocorreu diminuicdo nas concentracfes de glicose e triglicerideos
plasmaticos e glicogénio hepético, e aumento nas concentracdes séricas de
colesterol e acidos graxos livres em relacdo ao grupo controle. Os peixes do
tratamento 30/30 apresentaram menores concentracdes de lipideo hepatico e
muscular apdés o jejum. O jejum também levou a um decréscimo do indice
hepatossomatico (IHS) em peixes de ambos os tratamentos, provavelmente pela
diminuicdo do glicogénio e lipideo teciduais. N&o houve mobilizacdo de proteina
muscular durante o jejum, em ambos os tratamentos. Peixes submetidos ao jejum e
realimentacdo apresentaram rapida recuperacdo de suas reservas energéticas,
porém as estratégias definidas neste estudo ndo foram suficientes para levar a
resposta hiperfagica e de crescimento compensatoério nos peixes.

Palavras-chave: Piaractus mesopotamicus, metabolismo energético, privacdo

alimentar, crescimento.

1. INTRODUCAO

Os vertebrados diferem em sua habilidade para tolerar periodos de jejum,
empregando uma ampla variedade de estratégias fisioldgicas para sobreviver a
essas condi¢cdes (McCUE, 2010; BAR, 2014). Os peixes exibem uma extraordinaria

resiliéncia ao jejum, comparados a outros animais (BAR, 2014) e podem sobreviver
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por um longo tempo sem se alimentar, como ocorre em seu ciclo natural de vida, em
meses de inverno, durante a migracdo para desova e em estagios de pré-desova,
gue séo periodos em que 0s animais naturalmente ndo se alimentam. Portanto,
estas espécies sdo bem adaptadas a mobilizar suas reservas metabdlicas e
constituintes corporais para sobreviver aos periodos de privacdo alimentar
(NAVARRO; GUTIERREZ, 1995).

A privacdo alimentar pode, também, ser aplicada artificialmente na
aquicultura, como estratégia, por exemplo, para induzir o crescimento compensatorio
(CARUSO et al., 2012). O jejum resulta em diminuicdo da atividade metabdlica basal
e em alteracdes endocrinas, como a reducdo nas concentragdes de hormonios
anabdlicos e aumento nas concentracdes de horménios catabdlicos (HORNICK,
2000). Em muitas espécies de peixes, € possivel distinguir importantes fases ao
longo do periodo de jejum, como mudangas hormonais e fisiolégicas, com
significativa perda de peso corporal, mobilizacdo de lipideos e, em periodos mais
longos, mobilizacdo de proteinas, principalmente do muasculo esquelético
(NAVARRO; GUTIERREZ, 1995). Ao iniciar a realimentacdo, ha uma mudanca no
metabolismo dos peixes, aumento no consumo alimentar e/ou melhora na utilizagao
e aproveitamento do alimento (URBINATI et al., 2014).

Ha varios estudos voltados a utilizagdo de estratégias de jejum e
realimentacdo tanto em espécies de peixes marinhos quanto peixes de agua doce,
com diferentes respostas metabolicas (PEREZ-JIMENEZ et al., 2007; TAKAHASHI
et al., 2011; FURNE et al., 2012, PEREZ-JIMENEZ et al., 2012; XIAO et al., 2013;
URBINATI et al., 2014), de crescimento (TAKAHASHI et al., 2011; XIAO et al., 2013;
URBINATI et al., 2014), composi¢ao corporal (RUEDA et al., 1998; SOUZA et al.,
2002) e resposta imune (LAiZ-CARRION et al., 2012; GIMBO et al., 2015). O pacu
(Piaractus mesopotamicus), peixe tropical de agua doce, € um modelo muito
interessante para esses estudos de jejum e realimentacdo, pois possui importantes
estratégias fisiologicas para se adaptar a essas condicBes adversas. Além disto,
estabelecer um manejo alimentar adequado, baseado em ciclos de jejum e
realimentacao (TAKAHASHI et al., 2011) é uma importante ferramenta para reduzir
custos de producao e os efeitos negativos ao meio ambiente, sem afetar a eficiéncia
produtiva dos peixes (URBINATI et al., 2014).
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O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de mobilizagdo de reservas
energéticas e 0s aspectos produtivos de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
submetidos a diferentes condi¢cdes de privacdo alimentar, ou seja, ciclos curtos e
alternados de seis dias de jejum e realimentacao (6/6) e ciclo longo de 30 dias de

jejum e realimentacé&o (30/30).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e condi¢cdes experimentais

O presente estudo foi conduzido no Setor de Tilapicultura, do Centro de
Aquicultura (CAUNESP), e no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista -
UNESP, campus de Jaboticabal.

Foram utilizados 450 pacus juvenis, provenientes de uma piscicultura
comercial da cidade de Santa Cruz da Conceicdo, SP, distribuidos em 18 tanques
plasticos, com capacidade util de 250 L, dispostos em um sistema de recirculacéo,
com aeragdo continua e agua proveniente de poco artesiano, na densidade de 25
peixes por tanque experimental.

Apods um periodo de aclimatacédo de 15 dias, iniciou-se o periodo experimental
(60 dias), em que os peixes (41,5 £ 12,9 g) receberam os distintos tratamentos.

Durante o experimento, foram avaliadas semanalmente as seguintes variaveis
fisico-quimicas da agua: temperatura (26,3 = 0,48 °C), concentracdo de oxigénio
dissolvido (6,30 + 0,3 mg L), usando um oximetro digital YSI (Yellow Spring
Instruments), modelo 550A, e potencial hidrogeniénico (pH 7,4), através do uso de
um peagbmetro portatil, marca pH-TEK, modelo pH 100. Amostras de agua foram
coletadas no inicio e no final do periodo experimental para determinacdo da aménia
total (< 0,5 mg L), nitrito (< 0,02 mg L) e nitrato (< 0,7 mg L™%).
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2.2. Protocolo experimental

Foram utilizadas as seguintes estratégias de alimentacédo (Fig. 1):
- Tratamento 6/6: peixes submetidos a ciclos de jejum durante seis dias seguidos de
realimentacéo, até saciedade aparente, por outros seis dias.
- Tratamento 30/30: peixes submetidos a jejum durante 30 dias e posteriormente
realimentados, até saciedade aparente, por 30 dias.
- Tratamento controle: peixes continuamente alimentados, até saciedade aparente,

durante 60 dias.

I I | | I I | I I I 1

504 S0A | Tratamento 30/30

60 A |  Tratamento controle

Figura 1. Estratégias de alimentacao utilizadas durante 60 dias. Letra
“J” corresponde ao jejum e letra “A”, corresponde ao periodo de
alimentacao.

De acordo com os tratamentos, os peixes foram alimentados as 09h 00min e
16h 00min, com dieta formulada, para atender as exigéncias nutricionais em proteina
e energia (26% de proteina bruta e 4100 kcal kg de energia bruta) (ABIMORAD et
al., 2007) ou submetidos ao jejum, de acordo com o tratamento correspondente. Os
peixes foram alimentados até atingir a saciedade aparente, ou seja, até o momento
em que os animais nao buscavam mais o alimento.

Um total de 36 peixes (12 peixes de cada tratamento) foram coletados a cada
seis dias durante todo o periodo experimental para amostragens das variaveis
metabolicas. Excecéo foi feita na coleta inicial de seis dias, em que foram coletados
apenas 24 peixes no total, ja que as condic¢des iniciais de ambos os tratamentos 6/6
e 30/30 eram semelhantes. Para os indices de desempenho, os dados foram

amostrados no inicio e final do periodo experimental (60 dias).
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2.3. Dieta experimental

Os ingredientes utilizados para preparacéo da dieta foram finamente moidos,
pesados e misturados, sendo acrescidos de agua fria, processados em moedor de
carne, formando “péletes” de tamanho adequado aos peixes e posteriormente
colocados em estufa com circulacéo de ar a 55 °C para secagem. Apds secagem, a
dieta foi armazenada em sacos plasticos e mantida a -20 °C para conservacéo do

produto. Na Tabela 1 encontram-se a formulagdo e composicao da dieta preparada.

Tabela 1. Formulacdo e composi¢cao da dieta experimental.

Ingredientes g kg*
Farinha de peixe 10,80
Farelo de soja 24,50
Levedura 6,00
Milho 37,62
Farelo de trigo 11,00
Quirera de arroz 4,00
Oleo de soja 1,00
Oleo de peixe 1,00
Fosfato bicalcico 2,00
Calcario 1,00
Antifingico 0,30
Antioxidante BHT 0,03
Suplemento vitaminico e mineral® 0,50
Metionina 0,08
Lisina 0,08
Vitamina C 0,09
Composicéo proximal

Matéria seca (%) 90,70
Proteina bruta (%) 26,00
Extrato etéreo (%) 6,70
Fibra bruta (%) 6,70
Cinzas (%) 4,90
Extrativo ndo nitrogenado®(%) 46,4
Energia bruta (kcal kg?) 4100,3

@ Concentragdes de garantia por kg do produto: Vit. A (500.000 Ul); Vit. D3 (200.000 Ul);
Vit. E (5.000 UI); Vit. B1 (1.500 mg); Vit. B2 (4.000 mg); Vit. B6 (1.500 mg); Vit. C (350.000
mg); Vit. K3 (15.000 mg); Ac. Fdlico (500 mg); Ac. Pantoténico (4.000 mg); Biotina (50 mg);
Cobalto (10 mg); Cobre (500 mg); Ferro (5.000 mg); Inositol (1.000 mg); lodo (50 mg);
Manganés (1.500 mg); Nicotinamida (7.000 mg); Selénio (10 mg); Zinco (5.000 mg); B.H.T.
(12.500 mg); Colina (40.000 mg); Veiculo g.s.p. (1.000 mg). @Extrativo ndo nitrogenado =
Matéria seca - (proteina bruta + extrato etéreo + fibra bruta + cinzas).

Semanalmente, foi registrada a quantidade de dieta consumida em cada

tanque experimental.
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2.4. Variaveis sanguineas

Os peixes foram anestesiados com benzocaina (1 g / 10 L de agua) e
pesados individualmente. A coleta de sangue, por puncdo da veia caudal dos
animais, foi realizada da seguinte forma:

- Plasma: uma aliquota do sangue foi colocada em microtubos de 2,0 mL,
contendo 10 pl de solugéo anticoagulante EDTA e fluoreto de potéssio (Glistab, Kit
Labtest) para separacdo do plasma. As amostras foram centrifugadas durante 10
minutos a 3000 RPM e 4 °C (centrifuga ALC International, modelo PK121 R) e o
plasma retirado para determinacéo de glicose e triglicerideos por método enzimatico
(Kit Labtest, cédigos 84 e 87, respectivamente).

- Soro: aliquotas restantes de sangue foram colocadas em microtubos de 2,0
mL, sem anticoagulante, para separacdo do soro. As amostras foram deixadas em
repouso durante trés horas, a temperatura ambiente, e posteriormente centrifugadas
a 3000 RPM, durante 10 minutos a 4 °C (centrifuga ALC International, modelo
PK121 R). O soro separado foi utilizado para determinacdo das concentracdes de
proteinas totais (metodologia do Biureto, Kit Labtest, cédigo 99), colesterol
(precipitacdo com &cido fosfotlingstico e cloreto de magnésio, Kit Labtest, codigo 76)
e &cidos graxos nao esterificados (NEFA, Kit Randox, cédigo FA 115), por métodos

enzimaticos.

2.5. Amostragens de tecidos para andlise e calculo dos indices morfo-
sométicos

Os peixes foram eutanasiados e laparotomizados para remocédo do figado,
retirada de amostras de musculo branco e da gordura visceral. O figado foi pesado
para o célculo do indice hepatossomatico (IHS) e congelado a -20 °C para
determinacdo do lipideo total (BLIGH; DYER, 1959) e glicogénio (MOON et al.,
1989). Amostras de musculo branco foram retiradas e congeladas a -20 °C para
determinacao da proteina total (BRADFORD, 1976) e lipideo total (BLIGH; DYER,
1959). Além disso, realizou-se a retirada de toda a gordura da cavidade abdominal
dos peixes para pesagem e posterior célculo do indice gordura viscero-soméatico
(IGVS).
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e Indice hepatossomatico (%) = (Peso figado / peso corporal) x 100
e Indice gordura viscero-somatico (%) = (Peso gordura visceral / Peso

corporal) x 100

2.6. Desempenho produtivo

Para avaliar os parametros de desempenho produtivo, 12 peixes de cada
tratamento foram amostrados, a cada seis dias (2 peixes/tanque), para determinagao
do peso corporal. Foram avaliados o consumo de dieta por peixe, 0 ganho em peso,
a conversao alimentar, a taxa de crescimento especifico, a taxa de eficiéncia

protéica e o fator de condicédo (K).

2.7. Andlise estatistica

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), constituido por trés tratamentos e seis repeticdes. A normalidade dos dados
(Cramer Von Mises) e a homogeneidade das variancias (Brown-Forsythe) foram
testadas antes da aplicagdo da andlise de variancia (ANOVA). Alguns dados
precisaram ser transformados, como: glicose e triglicerideo plasmaticos em loguo,
colesterol sérico em raiz quadrada, lipideo muscular em 1/raiz quadrada, consumo,
ganho em peso e conversdo alimentar em logi. Quando encontradas diferengas
significativas, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan,
ao nivel de 5% de significancia, pelo programa estatistico SAS (Statistical Analyses
System), versdo 9.0. Os graficos foram elaborados pelo programa de software
GraphPad Prism 5.

3. RESULTADOS

3.1. Variaveis metabdlicas sanguineas
A Figura 1 apresenta os resultados das varidveis metabdlicas sanguineas.

Enquanto os peixes do grupo controle mantiveram estaveis as concentracfes de
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glicose no plasma (Fig. 1A), os peixes do tratamento 6/6 apresentaram flutuacdes
(reducéo e aumento) nas concentracdes associadas as fases de privacdo alimentar
e realimentacdo, respectivamente. Ja nos peixes do tratamento 30/30, a glicose se
manteve significativamente mais baixa que nos outros grupos de peixes durante a
falta de alimento, mostrando recuperagdo na realimentagdo. As concentracdes
atingidas ultrapassaram os valores observados nos outros peixes durante os 12

primeiros dias de realimentacao.

Trighcerideo plasmatico (mg dL ')

Ghcose plasmatica (mg dL ')
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Figura 2. Glicose (mg dL) (A) e triglicerideo plasmaticos (mg dL?) (B), colesterol (mg dL?) (C)
e proteina total séricos (g dL?) (D) e acidos graxos livres (mmol L) (E) em pacus submetidos a
trés estratégias alimentares durante 60 dias. Controle (continuamente alimentados), 6/6 (ciclos
curtos de jejum a cada seis dias e realimentacdo por mais seis dias), 30/30 (ciclo longo de
jejum de 30 dias e realimentacdo durante mais 30 dias). Letras comparam o0s tratamentos em
cada periodo de coleta (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n =
12).
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O perfil das concentracdes de triglicerideos no plasma foi muito semelhante
ao observado para a glicose (Fig. 1B), com estabilidade no grupo controle,
flutuacbes no grupo 6/6 e recuperacdo das concentracfes na realimentacdo no
grupo 30/30. Em relacdo ao colesterol sérico (Figura 1C), ha uma estabilidade nas
concentragfes do metabdlito nos peixes do grupo controle, enquanto oscilagdes,
com elevagdo e reducdo, sdo observadas nos peixes do grupo 6/6, associadas as
fases de deprivacdo e realimentacdo, respectivamente. JA nos peixes do grupo
30/30, valores mais elevados que do grupo controle sdo observados durante a
privacdo alimentar, com reducdo apos a realimentagéo.

Em relagcdo a proteina sérica (Fig. 2D), concentracdes mais baixas sao
observadas nos peixes do tratamento 30/30 ao final do periodo de privacao
alimentar, com recuperacdo gradual até o final da realimentacdo (54 dias
experimentais) quando os valores dos 3 grupos de peixes se igualam.

As concentracdes de acidos graxos livres (Fig. 2E) mostraram um perfil claro
associado as fases dos ciclos de deprivacéo alimentar e realimentacdo. Enquanto no
grupo controle ndo foram observadas mudancas nas concentracdes, no grupo 6/6
estas oscilaram, aumentando na fase de jejum e reduzindo na fase de
realimentacdo. Também no grupo 30/30, as concentracbes elevadas, e
significativamente diferentes das do grupo controle, foram observadas durante a

auséncia do alimento.

3.2. Variaveis metabdlicas teciduais
Na Figura 2 sdo observadas as varidveis metabolicas teciduais. Foram
avaliadas as reservas energéticas do figado (glicogénio e lipideos) e musculo branco

(lipideos e proteina) dos peixes submetidos a trés estratégias alimentares.
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Figura 3. Glicogénio (%) (A) (n = 8) e lipideo hepatico (mg g*) (B) (n = 6), lipideo (mg g?) (C) (n=6) e
proteina musculares (mg g?) (D) (n = 8) em pacus submetidos a trés estratégias alimentares durante
60 dias. Controle (continuamente alimentados), 6/6 (ciclos curtos de jejum a cada seis dias e
realimentacdo por mais seis dias), 30/30 (ciclo longo de jejum de 30 dias e realimentacdo durante mais
30 dias). Letras comparam os tratamentos em cada periodo de coleta (P < 0,05). Barras verticais
representam o erro padrdo da média.

As concentracfes de glicogénio hepatico (Fig. 3A) refletem as fases dos
ciclos de jejum e realimentacdo. Nos peixes do tratamento 6/6 ocorrem
periodicamente reducdo das concentragcdes no jejum e elevagdo na realimentagao.
Da mesma forma, no ciclo longo de jejum (30 dias) sdo observadas as menores
concentracfes do glicogénio, que vao se recuperar a partir da amostragem do dia
42, 6 dias ap6s o inicio da realimentacdo. Ao final do tempo experimental, as
concentragdes se igualam em todos os grupos de peixes.
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As concentragfes de lipideo hepatico (Fig. 3B) também acompanham as
diferentes fases dos ciclos alimentares aplicados nos peixes, com as menores
concentracdes nas fases de auséncia de alimento e recuperacéao na realimentacao.

As reservas de lipideo muscular (Fig. 3C) refletiram, de forma geral, as
mudancas de auséncia ou presenca do alimento durante os ciclos alimentares, com
concentragdes mais baixas nos peixes durante o jejum e elevagao na realimentacgéo.

O perfil das concentracdes de proteina muscular praticamente nao foi alterado
com as diferentes estratégias alimentares (Figura 2D). Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos, exceto aos 42 dias, em que o0s peixes do grupo
30/30 apresentaram menores concentracdes protéicas em relagdo ao controle e ao

tratamento 6/6.

3.3. indices biométricos

Os indices hepatossomatico (IHS) e gordura viscero-somatica (IGVS) podem
variar de acordo com alteragdes na utilizacdo de energia pelo animal. Observa-se
(Figura 3A) que os peixes dos tratamentos que passaram pelo jejum apresentaram
reducéo significativa do IHS, ao final de cada fase de restricdo dos ciclos, com
recuperacdo nas fases de realimentacdo, chegando a ultrapassar os valores dos
peixes controle, continuamente alimentados. Os valores do IHS foram, em geral,

mais elevados nos peixes do tratamento 30/30.
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Figura 4. indice hepatossomatico (%) (IHS) (A) e indice gordura
viscero-somatica (%) (B) (IGVS) em pacus submetidos a trés
estratégias alimentares durante 60 dias. Controle (continuamente
alimentados), 6/6 (ciclos curtos de jejum a cada seis dias e
realimentacdo por mais seis dias), 30/30 (ciclo longo de jejum de 30
dias e realimentacdo durante mais 30 dias). Letras comparam o0s
tratamentos em cada periodo de coleta (P < 0,05). Barras verticais
representam o erro padrdo da média (n = 12).

Nos peixes controle, o depdésito de gordura visceral (Figura 3B) aumentou
gradualmente, bem como nos peixes do tratamento 6/6, embora em valores
significativamente mais baixos a partir do 3° ciclo, ou seja, 18 dias de tratamento. J&
nos peixes do tratamento 30/30, o indice diminuiu aos 12 e 18 dias e iniciou

recuperacado a partir de 36 dias, ultrapassando os valores dos peixes 6/6 nas duas
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ultimas amostragens, embora nenhum tenha alcancado os valores observados no

grupo controle.

3.4. Variaveis de desempenho

Os resultados das variaveis de desempenho sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis de desempenho aos 60 dias de experimento

Tratamentos ANOVA
Controle 6/6 30/30 Valores de P

Ganho em peso! (g) 47,12+6,08a 16,46+4,16b 1529+296b 0,002
Taxa de crescimento espec.? (% dial) 1,24 +0,09 a 0,52+0,11b 0,51+0,09 b 0,0001
Consumo de dieta por peixe (g) 88,59+6,58a 48,80+2,82b 50,01+2,18b <0,0001
Conversdo alimentar aparente? 1,95+0,15b 3,27+0,71 a 3,80+0,61a 0,0396
Taxa de eficiéncia protéica* (%) 2,02+0,17 a 1,07+£0,28b 1,17+£0,21b 0,0137
Fator de condigao® 1,91 +0,04 1,97 £ 0,03 2,03 + 0,05 0,1492

1Ganho em peso = peso final — peso inicial

2Taxa de crescimento especifico (TCE) = (In peso final - In peso inicial) / dias x 100

3Converséo alimentar aparente (CAA) = consumo de dieta / ganho em peso

4Taxa de eficiéncia protéica (TEP) = ganho em peso / consumo de proteina

SFator de condigdo (K) = [peso corporal / (comprimento)?] x 100

Médias seguidas por letras diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (Duncan P < 0,05)
Valores representam as médias + erro padréo (n = 6)

Em relacdo aos resultados de desempenho, observa-se que os peixes de

ambos o0s tratamentos em jejum (6/6 e 30/30) apresentaram valores

significativamente menores de ganho em peso e consumo e menores taxas de

crescimento especifico e eficiéncia protéica, além de pior converséo alimentar apos

0s 60 dias experimentais. No entanto, o fator de condicdo (K) nao diferiu

significativamente entre os tratamentos avaliados.

4. DISCUSSAO

4.1. Respostas metabdlicas

Muitos sdo os estudos relacionados ao metabolismo energético e crescimento

em diversas espécies de peixes submetidas a periodos longos ou curtos de jejum e
realimentacdo (URBINATI et al.,, 2014; PERES et al.,, 2014; KIM et al.,, 2014,
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HOSEINI et al.,, 2014; VIEGAS et al., 2013; PEREZ-JIMENEZ et al.,, 2012;
GODAVARTHY et al., 2012; FURNE et al., 2012; CARUSO et al., 2012; TAKAHASHI
et al., 2011; COSTAS et al.,, 2011; CHATZIFOTIS et al., 2011), porém, os efeitos
fisioloégicos do jejum variam consideravelmente em relacéo as diferentes espécies,
assim como a idade dos peixes e o comprimento do periodo de privagdo alimentar
(CARUSO et al., 2010). O pacu é uma espécie de grande interesse para esses
estudos, pois possui importantes estratégias fisiologicas para enfrentar os periodos
de privacdo alimentar por estar adaptado a mobilizar suas reservas enddgenas para
sobreviver as condicbes de escassez de alimento no seu ambiente natural ou
mesmo em cativeiro.

A glicose € considerada um dos principais metabdlitos em peixes e suas
concentracfes podem oscilar com os periodos de jejum e realimentacdo (BLASCO
et al., 1992). No presente estudo, os tratamentos em jejum apresentaram uma
reducdo na glicose plasmética em relagdo ao grupo controle, porém essas
concentracfes foram mantidas ao longo do periodo de privacdo alimentar, sem
apresentar esgotamento total de suas reservas. Caruso et al. (2012), Costas et al.
(2011) e Chatzifotis et al. (2011) ndo encontraram diferencas nas concentracoes
glicémicas em Pagrus pagrus, Senegalese sole e Dicentrarchus labrax,
respectivamente, alimentados continuamente ou sob condi¢des de jejum. Kim et al.
(2014) afirmam que essas e outras espécies, como o Paralichthys olivaceus, podem
ter apresentado uma reorganizacdo metabdlica para manter suas concentracdes
glicémicas mesmo sem a presenca do alimento. Em muitas espécies em jejum, essa
manutencdo dos requerimentos de glicose esta relacionada ao aumento da quebra
do glicogénio em glicose (glicogendlise) e sintese de novo de glicose, por meio da
gliconeogénese (a partir do lactato, glicerol ou alguns aminoacidos) (KIM et al., 2014;
POLAKOF et al., 2012; PEREZ-JIMENEZ et al., 2007; SMUTNA et al., 2002).

O glicogénio € a forma de carboidrato estocado no figado e, quando
necessario, € quebrado enzimaticamente e transportado para tecidos extra-
hepaticos na forma de glicose (NAVARRO e GUTIERREZ, 1995). Em muitas
espécies, o glicogénio € uma reserva energética prontamente disponivel, sendo
mobilizado logo no inicio do jejum para manutencdo da homeostase glicémica
(FURNE et al., 2012; BARCELLOS et al., 2010; METON et al., 2003; PERES et al.,
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1999; HUNG et al., 1997), como observado no presente estudo com o pacu, em que
houve uma diminuicdo das reservas de glicogénio jA nos primeiros seis dias de
jejum. Peres et al. (2014) também encontraram uma significativa reducdo nos
depdsitos de glicogénio em Dicentrarchus labrax durante periodos de jejum menores
que 14 dias, enquanto que as reservas de gordura perivisceral foram preservadas.
Costas et al. (2011) afirmam que 0s peixes onivoros, sob situacdes de privacao
alimentar, conservam seus estoques de proteinas e lipideos mobilizando
primeiramente o glicogénio. Entretanto, outras espécies de mesmo habito alimentar,
como Cyprinus carpio preservam os estoques de glicogénio, degradando proteinas
para gliconeogénese e utilizando lipideos como substratos energéticos (NAVARRO e
GUTIERREZ, 1995).

Similar ao glicogénio houve também uma diminuicdo nas concentracdes de
lipideo hepatico, especialmente no tratamento 30/30, submetido a um ciclo longo de
jejum. Como encontrado em outros estudos (TAKAHASHI et al., 2011, em Piaractus
mesopotamicus; CHATZIFOTIS et al., 2011 e PEREZ-JIMENEZ et al., 2007, em
Dicentrarchus labrax) a mobilizacdo destas reservas hepéticas durante o jejum
refletiu na perda de peso do figado e, consequentemente na diminuicdo do IHS.
Furné et al. (2012) também observaram uma diminuicdo do lipideo hepético em
Acipenser naccarii submetido a 72 dias de jejum, mas ndo encontraram diferencas
nas concentracdes desse metabdlito em Oncorhynchus mykiss no mesmo periodo
de jejum. Os autores afirmam que a utilizacdo do lipideo como fonte de energia
durante a privacdo alimentar é dependente da espécie e também das reservas de
lipideos no tecido e da estratégia utilizada para mobilizar outras reservas, como 0s
carboidratos. Matrinxds (Brycon amazonicus) submetidas a curtos periodos de
privacdo alimentar e realimentacdo apresentaram mobilizacdo lipidica durante o
jejum, caracterizada pela diminui¢cdo dos lipideos no figado, porém suas reservas de
glicogénio hepético foram preservadas (URBINATI et al., 2014).

As concentracdes de triglicerideos plasmaticos, colesterol e acidos graxos
livres séricos nos tratamentos em jejum diferiram do tratamento controle neste
estudo. Os periodos de jejum foram marcados pela diminuicdo dos triglicerideos
plasmaticos, fato também observado em outros estudos (PEREZ-JIMENEZ et al.,
2012; LAIZ-CARRION et al., 2012; TAKAHASHI et al., 2011; COSTAS et al., 2011;
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HUNG et al., 1997) e pelo aumento expressivo do colesterol e acidos graxos livres
no soro. A diminui¢cdo das concentracdes de triglicerideos durante o jejum reflete a
falta de lipideos provenientes do alimento (HUNG et al.,, 1997) e a sua utilizac&o
como substrato energético e ativacdo da lipdlise para compensar a queda nas
concentracdes glicémicas (HOSEINI et al., 2014; PEREZ-JIMENEZ et al., 2007).
Segundo PERES et al. (2014), os triglicerideos, mobilizados principalmente no inicio
do jejum, sdo considerados como marcadores da condicao nutricional do animal.

De acordo com Weil et al. (2013), os principais depositos de lipideos em
peixes estdo localizados no tecido adiposo, musculo e figado e sédo espécie-
dependentes. Observa-se neste estudo que, independente da estratégia de jejum
utilizada (6/6 ou 30/30), houve diminuicdo do indice de gordura viscero-somatica
(IGVS), diminuicdo nas concentracbes de lipideo muscular e aumento nas
concentragdes de acidos graxos livres no soro em relagdo aos peixes continuamente
alimentados, resultado da quebra e mobilizacdo de triglicerideos destes tecidos.
Takahashi et al. (2011) também encontraram diminui¢cdo do lipideo muscular e do
IGVS e maior concentracédo de acidos graxos livres no plasma em pacus submetidos
a ciclos repetidos de jejum e realimentacédo durante 36 dias. Segundo Holm et al.
(2000), os lipideos, transportados pelo sangue principalmente na forma de
triglicerideos, por meio de lipoproteinas, sdo hidrolisados com a ajuda da enzima
hormone-sensitive lipase (HSL), em diacilgliceréis e, em seguida, em
monoacilglicerdis. Posteriormente, com a participacdo da enzima monoglyceride
lipase (MGL) ocorre a ultima etapa, em que uma molécula de triglicerideo leva a
producéo de trés moléculas de acidos graxos e uma molécula de glicerol.

Ambas as estratégias de alimentacdo promoveram aumento nas
concentracfes de colesterol circulante. Em peixes, assim como em mamiferos, o
colesterol pode ser obtido da dieta ou sintetizado de novo, principalmente no figado
e intestino (BERG et al., 2002; MAITA et al., 2006). Em situagcbes normais de
alimentacdo, o colesterol enddgeno € diretamente regulado pelos niveis de
colesterol presentes na dieta. Assim, um consumo elevado de alimento leva ao
decréscimo na producgdo de colesterol endégeno. Por outro lado, o jejum promove
um aumento dos niveis circulantes de colesterol devido ao estimulo da sintese

endégena (BERG et al., 2002). O efeito do jejum nas concentracdes de colesterol é
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divergente, pois varios estudos com peixes tém apresentado diferentes respostas
como aumento ou decréscimo do colesterol ao longo da privagédo (KIM et al., 2014).
Godavarthy et al. (2012) encontraram um aumento do colesterol nos rins, cérebro,
musculo e figado de Anabas testudineus submetidos a 60 dias de jejum. J4 em
Oncorhynchus mykiss (HEMING e PALECZNY, 1987), Salmo trutta (REGOST et al.,
2001) e Acipenser naccari e Oncorhynchus mykiss (FURNE et al., 2012) houve
decréscimo no colesterol sérico ao longo do jejum. Segundo Figueiroa et al. (2000),
a concentracdo desse metabdlito pode variar dependendo da duracdo do periodo de
privacdo alimentar ao qual o animal é submetido.

Ashouri et al. (2013) ndo observaram alteracdes nas concentragbes de
proteina total no plasma de Acipenser baerii apés periodos de privacao alimentar de
0, 2, 4 e 8 dias, afirmando que o periodo de jejum utilizado n&o é suficiente para que
as reservas de glicogénio hepatico e lipideos sejam totalmente consumidas e ocorra
protedlise. Entretanto, Shi et al. (2010) encontraram redu¢do na proteina sanguinea
em Acipenser schrenckii com apenas dois dias de jejum e afirmam que cada espécie
apresenta respostas distintas na utilizacdo destes metabdlitos. No presente estudo
houve diminuicAo nas concentragbes de proteina total sérica no tratamento
submetido a um longo periodo de jejum, quando comparado ao grupo controle,
porém, essa queda ocorreu somente a partir dos 18 dias de jejum. Outros estudos
também apresentaram uma reducdao significativa nas concentracdes de proteina total
no sangue em diferentes espécies submetidas a periodos prolongados de jejum
(PERES et al, 2014; PERES et al., 2013; PEREZ-JIMENEZ et al., 2012; COSTAS et
al., 2011).

Os periodos curtos e longo de jejum nao foram suficientes para que houvesse
quebra da proteina muscular e sua posterior utilizagdo como fonte energética para
0s pacus. Esses resultados corroboram aos encontrados por Takahashi et al. (2011),
com a mesma espécie, e por Hung et al. (1997), em que Acipenser transmontanus
submetidos a 10 semanas de jejum apresentaram uma maior mobilizacdo de
nutrientes provenientes das visceras e figado quando comparados a mobilizacao de
proteinas no musculo branco. Os autores afirmam que a espécie pode melhor

conservar sua proteina muscular quando comparada aos lipideos durante o jejum.



34

A realimentacdo foi marcada por grande parte do restabelecimento das
reservas energéticas plasmaticas e séricas, reservas teciduais e indices biométricos.
Periodos de seis dias de realimentacdo, como observado no tratamento 6/6, foram
suficientes para uma recuperacdo completa das reservas de glicose e triglicerideos
plasmaticos, que diminuiram durante a privacdo alimentar. Além disso, as
concentragBes de colesterol e de &cidos graxos livres foram menores durante a
realimentacdo em ambos os tratamentos 6/6 e 30/30, atingindo valores proximos ao
grupo controle. Furné et al. (2012) encontraram uma recuperacao das reservas
hepaticas e variaveis plasmaticas (glicose e colesterol) em Acipenser naccarii e
Oncorhynchus mykiss realimentadas, apds um periodo de 72 dias de jejum. Os
autores afirmam que essa recuperacdo € proveniente do restabelecimento das
atividades enzimaticas, diminuidas durante o jejum. Os peixes que foram submetidos
a um periodo longo de jejum apresentaram uma recuperacdo nas concentracdes de
proteina total sérica, porém somente aos 24 dias de realimentacdo (54 dias
experimentais).

As reservas de glicogénio hepatico aumentaram em quase todos os periodos
de realimentagdo em ambos os tratamentos 6/6 e 30/30. Porém, somente em
determinados periodos esses estoques alcancaram 0 grupo continuamente
alimentado, como também observado no estudo de Souza et al. (2002), com pacus
submetidos a ciclos alternados de jejum e realimentacdo. Segundo Takahashi et al.
(2011), a alta disponibilidade de carboidratos presentes na dieta pode explicar essa
recuperacdo durante os periodos de realimentacdo da espécie. Ja Barcellos et al.
(2010) afirmam que a recuperacdo momentanea do glicogénio em peixes
realimentados ap0s o0 jejum parece ser uma tatica do animal por um rapido estoque
energético para posterior utilizacdo na sintese de material corporeo.

Além do aumento das reservas de glicogénio hepatico, em ambos os
tratamentos realimentados, e de lipideo hepatico, observado principalmente no
tratamento 30/30, a realimentacdo levou a elevacdo do IHS. De acordo com
Takahashi et al. (2011), esses aumentos sugerem uma resposta metabdlica
compensatéria do figado em restaurar seus estoques energéticos durante o0s

periodos de realimentagdo. Esses resultados corroboram aos encontrados em outros
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estudos com pacus (TAKAHASHI et al., 2011) e com outras espécies (PEREZ-
JIMENEZ et al., 2007; METON et al., 2003; BLACK e LOVE, 1986).

Os depdésitos de gordura visceral (IGVS) aumentaram com a realimentacao,
porém, em ambos o0s tratamentos submetidos ao jejum, os periodos de
realimentacdo adotados n&o foram suficientes para que essas reservas fossem
recuperadas completamente e alcancassem os mesmos indices do grupo controle.
De acordo com Souza et al. (2002), a recuperacdo dos estoques de gordura
mesentérica é mais lenta, sendo as reservas hepaticas utilizadas primeiramente. No
presente estudo, as concentragbes de lipideo muscular do tratamento 30/30
aumentaram a partir de 12 dias de realimentagéo (aos 42 dias de experimento),
superando o tratamento 6/6 e alcancando valores préximos ao grupo controle.
Pérez-Jiménez et al. (2012) encontraram um decréscimo no IGVS em Dentex dentex
submetido a jejum durante cinco semanas e realimentado por trés semanas, e
também uma recuperacdo dos estoques de lipideo muscular. Os autores afirmam
sobre a importancia das estratégias de jejum na melhoria da qualidade final do
produto oferecido ao consumidor, uma vez que essas estratégias influenciem a

composicdo muscular e os depdsitos de gordura em peixes.

4.2. Desempenho

Em muitas espécies de peixes que passam por periodos de jejum, a taxa de
crescimento durante a realimentagéo pode ser maior que nos animais continuamente
alimentados (URBINATI et al., 2014; XIAO et al., 2013; YARMOHAMMADI et al.,
2012; PEREZ-JIMENEZ et al., 2012; CHO, 2005; RUEDA et al., 1998). No presente
estudo, os peixes que foram submetidos a ciclos curtos ou longo de jejum e
posteriormente realimentados, ndo apresentaram crescimento compensatério. Aos
60 dias experimentais, 0s peixes continuamente alimentados apresentaram uma
melhor conversao alimentar, além de maior ganho em peso (GP) e maiores taxas de
crescimento especifico (TCE) e taxa de eficiéncia protéica (TEP), em relacdo aos
grupos submetidos ao jejum.

Segundo Urbinati et al. (2014), o crescimento compensatorio pode ser

causado por varios mecanismos que sao disparados durante os periodos de
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realimentacdo, como o decréscimo no custo metabolico, o aumento do consumo,
também conhecido como hiperfagia, e a melhor utilizacdo do alimento. Como
observado no presente estudo, ambos os tratamentos submetidos ao jejum e
posteriormente realimentados (6/6 e 30/30) ndo apresentaram aumento do consumo
e nem melhor utilizacdo do alimento, ja que as taxas de eficiéncia protéica (TEP),
por exemplo, também foram menores em relagdo ao tratamento controle,
considerando-se um periodo total de 60 dias experimentais. Takahashi et al. (2011)
também ndo encontraram crescimento compensatério em pacus submetidos a ciclos
alternados de trés dias de jejum e trés dias de realimentacdo (& vontade ou
controlada). Entretanto, esses peixes obtiveram respostas hiperfagicas, por meio da
maior ingestao de dieta em relacdo ao grupo continuamente alimentado durante 36
dias.

De acordo com Ali et al. (2003), o crescimento compensatério em peixes é
dependente de varios fatores, como o0s protocolos alimentares utilizados
(comprimento e intensidade da privacdo alimentar), a influéncia de fatores sociais,
como densidade de estocagem e interacfes sociais, variacdes climaticas, entre
outros. A utilizacdo de ciclos curtos de apenas dois dias de jejum e 3 ou 4 dias de
realimentacdo levou a um crescimento compensatorio completo em Brycon
amazonicus (URBINATI et al., 2014) em consequéncia do aumento no consumo de
alimento durante a realimentacdo. Os autores observaram uma economia de quase
40% no fornecimento de alimento, afirmando a importancia na melhora com o
manejo desta espécie e a sustentabilidade no processo de cultivo. J& Xiao et al.
(2013) aplicaram um protocolo alimentar em black sea bream (Acanthopagrus
schlegelii) baseado em grupos continuamente alimentados e grupos submetidos a
privacdo alimentar por 1, 2, 3 e 4 dias e posteriormente realimentados nos dias
remanescentes da semana, durante oito semanas. Os autores afirmam que o grau
do crescimento compensatério para a espécie é dependente do comprimento da
privacdo alimentar, pois curtos periodos de jejum (1 e 2 dias) resultaram em
compensacao completa, enquanto que periodos mais longos nédo foram adequados
para 0s peixes alcancarem o peso do grupo controle, mesmo com todos 0s

tratamentos apresentando respostas hiperfagicas durante a realimentacao.
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Alguns autores (TAKAHASHI et al., 2011; HEIDE et al., 2006) sugerem que a
principal razdo pela falta de compensacado no crescimento, como ocorrido neste
estudo, ou o crescimento parcial dos animais, como observado em Hippoglossus
hippoglossus (HEIDE et al., 2006), esta ligado aos periodos pés-jejum definidos em
cada protocolo alimentar, considerados insuficientes para permitir que 0s peixes
alcancem o0 peso dos grupos continuamente alimentados ou apresentem

crescimento compensatorio total.

5. CONCLUSOES

e Em ambos os ciclos de jejum e realimentacdo, os peixes mobilizaram e
reestocaram os mesmos substratos energéticos.

¢ Ao final dos ciclos de jejum e realimentacao, exceto pelo lipideo muscular e
visceral, as reservas energéticas dos peixes experimentais se igualaram as dos
peixes controle, mostrando habilidade do pacu na recuperacdo da homeostase
metabodlica.

¢ O tecido adiposo foi a principal fonte de energia do pacu em condi¢cbes de
balanco energético negativo.

e Os tempos de realimentacéo estabelecidos em ambos os ciclos ndo foram
suficientes para a recuperacao do crescimento dos peixes.
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Fasting and refeeding lead to more efficient growth in lean pacu (Piaractus

mesopotamicus)

ABSTRACT

We evaluated whether body fat content affects the energetic metabolism and growth
in pacu submitted to daily feeding, fasting and refeeding. For 15 days, fish were fed
with different diets to obtain lean and fat conditions, and then subjected, for 20 days,
to: 1) continuously feeding (control), or 2) fasting for 15 days and re-feeding for five
days. Blood (glucose, triglycerides, cholesterol, NEFA, total protein) and tissue (liver
lipid and glycogen, muscle lipid, mesenteric fat) metabolic indicators, and growth
performance parameters (weight gain - WG, specific growth rate — SGR, daily feed
intake — DFI, and feed conversion ratio - FCR) were measured. Fasting led both lean
and fat pacu to make notable use of their energy reserves, through glycogenolysis
and lipolysis, reflected in reduced blood glucose and triglycerides, liver glycogen, and
muscle and mesenteric lipid levels. Lipolysis was confirmed by the high levels of
NEFA, especially in fat pacu. Refeeding led to higher plasma glucose and liver lipid in
lean fish. Muscle fat increased in fat fish but was not restored in lean fish, while MFI
remained the same in fat fish and increased in lean fish. Although refeeding occurred
only for five days, lean fish grew more and were more efficient at utilizing food (higher
WG and better FCR). In conclusion, our results suggest that fat pacu have relatively
higher glycogenic and lipogenic abilities and the higher deposition of lipids in fish
does not mean higher availability of energy for growth when compensatory growth is

stimulated by refeeding after fasting.

Keywords: energy dynamics, fat stores, food deprivation, growth, mesenteric fat,

metabolism, refeeding
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1. Introduction

Periods of food scarcity are commonly tolerated by many species of fish in
their natural environment and are caused by factors such as seasonal changes, prey
availability, migration and spawning (Metcalfe et al., 1999; Binner et al., 2008;
Cipriano et al., 2015). Fish exhibit extraordinary resilience to food deprivation in
comparison with other animals (McCue, 2010; Bar, 2014). Successful adaptation to
the unfavorable condition of food deprivation depends mainly on the dynamics of the
energy reserves as carbohydrates, fat stores and muscle components that support
biological processes, such as growth and reproduction, among others (Navarro and
Gutierrez, 1995; McCue, 2010; Furné et al., 2012).

Lipids play a major role as metabolic energy for fish maintenance and are
stored in different body sites (Sheridan, 1994; Tocher, 2003; Welil et al., 2013). The
management of fat deposition in farm animals has become highly important,
especially in terms of meat quality, since lipid storage in muscle affects the nutritional
value and sensory properties of meat (Wood et al., 2008). The fillet fat content is a
major determinant of color, texture and flavor of fresh as well as smoked products
(Johansson et al., 2000; Robb et al., 2002). Nutritional studies have suggested that
lines of fish selected for low (lean line) or high (fat line) muscle fat content differed in
the regulation of lipid and glucose metabolism. Kolditz et al. (2008) reported that the
fat line showed enhanced glycolytic potential in both muscle and liver and decreased
hepatic fatty acid oxidation compared to the lean line. In another study, Skiba-Cassy
et al. (2009) indicated that genetic selection of rainbow trout for muscle fat content
resulted in fish with an enhanced ability to use plasma glucose, possibly due to
enhanced lipogenesis. Finally, Kamalam et al. (2012) showed enhanced lipogenic
potential coupled with higher liver glycogen content in the fat line, suggesting that this
line has a better ability to store glucose than the lean line, without affecting growth or
glucose utilization in the peripheral tissues.

Considering these findings, we wondered whether fish without any genetic
selection process and with different body fat contents would utilize different metabolic
mechanisms to provide energy to meet their energetic demands of growth after

fasting and the refeeding. Inducing compensatory growth through food deprivation is
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a common practice in the aquaculture industry (Hayward et al., 1997; Ali et al., 2003).
Therefore, it is very important to establish appropriate feeding management
strategies in fish which are based on cycles of fasting and refeeding in order to
reduce production costs and negative effects on the environment without affecting
production efficiency (Takahashi et al., 2011; Urbinati et al., 2014).

Several studies have investigated the metabolic response to fasting and
refeeding together with growth performance in fish (Luo et al., 2009; Takahashi et al.,
2011; Trombley et al., 2012; Yengkokpam et al., 2014; Urbinati et al., 2014), but
none of these considered these feeding strategies in lean versus fat fish. The tropical
freshwater fish pacu (Piaractus mesopotamicus) is an interesting model for studies of
metabolic dynamics during fasting and refeeding, since it normally shows high fat
content in muscles and mesenteric depot. In adverse situations, such as food
restriction, this species exhibits an adaptive feeding behavior in order to adjust its
metabolism and growth to these conditions (Souza et al., 2000). In this study, we
investigated the effects of fasting and refeeding on energetic and growth parameters
in pacu under two body conditions (lean and fat fish). Our results represent an
important contribution to the understanding of the dynamics of energy mobilization in
conditions of fish food deprivation and refeeding.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Fish and experimental protocol

The study utilized 204 fish (38.9 £ 11.1 g) supplied by the UNESP Aquaculture
Center (CAUNESP) and kept in 12 430-liter fiber tanks (20 fish per tank) for
acclimatization for two weeks. Water temperature (30.5 + 0.3 °C) and oxygen levels

(> 5.0 mg LY) were monitored and the photoperiod was 12 h light: 12 h dark.

Pre-experimental diets

Fish were separated into two groups and fed for 15 days as follows: one group
was fed at apparent satiation twice daily with the experimental diet (see Table 1) with
an additional 5% of soybean oil and the other group was fed once daily at 3% body
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weight with a second diet prepared for lean fish (Table 2). After 15 days, 6 fish from
each group were euthanized (benzocaine 0.4 g L!) to measure body weight and
adipose tissue. Fish body weight did not differ significantly between the “lean” and

“fat” groups, but did differ in terms of mesenteric fat content.

Table 1. Ingredients and proximate composition of the pre-experimental and
experimental diets.

Ingredient Pre-experimental diet* Experimental diet™
Fishmeal 18.7 10.8
Soybean meal 90 245
Viscera meal 13.0 -
Yeast - 6.0
Comn 11.0 376
Wheat meal 90 11.0
Rice meal 16.6 -
Broken rice - 4.0
Cormn starch 20 -
Soybean oil 04 1.0
Fish oil - 1.0
Methionine - 0.08
Lysine - 008
Premix 05 0.5
Vitamin C - 0.09
Limestone - 1.0
Dicalcium phosphate 05 20
BHT 0.02 0.03
Antifungal - 03
Kaolin 19.2 -
Praximate Composition (% Dry matter)

Crude protein (%) 278 26.0
Crude fat (%) 75 6.7
Crude fiber (%) 3.0 6.7
Carbohydrates (%) 250 46.4
Gross energy (kcal kg') 33588 4100.3

* Pre-experimental diet used to obtain the lean fish group.
** Experimental diet used throughout the trial period. During the pre-experimental period,
it received the addition of 5% soybean oil to obtain the fat fish group.

Experimental Procedure

Once the lean and fat groups were established, a final group (192 fish),
consisted of 96 lean fish (51.6 £ 11.2 g) and 96 fat fish (54.5 + 8.4 g), were kept in 12
tanks with a density of 16 fish per tank. During 20 days, half of the sample
(containing equal numbers of fat and lean fish) was continuously fed (control) and the

other half were fasted for 15 days and re-fed for five days. Control fish and re-fed fish
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from the experimental group were fed until apparent satiation twice a day (9:00 and
16:00 h) with an experimental diet (Table 1) and their consumption was recorded.
The assessment of metabolic and growth performance parameters was obtained

from 9 fish per treatment at baseline and on the 15" and 20" days.

2.2. Sampling

Three fish from each tank (n=9) were anaesthetized with benzocaine (0.1 g L
1) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), and blood samples were collected from the caudal
vessel. Part of each sample was dispensed in microtubes containing the
anticoagulant Glistab® (http://www.labtest.com.br/reagentes) (plasma) and another
part in microtubes without anticoagulant (serum). For plasma separation, blood
samples were centrifuged (10 min at 3000 x g) and glucose and triglyceride
concentrations were determined. For serum, blood was allowed to clot at room
temperature for 3 hours and centrifuged (10 min at 3000 x g) and cholesterol and
protein assays were performed. The remaining serum was stored at —20 °C until the
non-esterified fatty acid (NEFA) analysis (http://www.randox.com/reagents/nefa).
Adipose tissue was removed, weighed and used to calculate the mesenteric fat index
(MFI) [(tissue weight / body weight) x 100]. Liver and a dorsal portion of white muscle

were removed and stored at -20 °C for further assays.

2.3. Specific procedures

2.3.1. Metabolic assays

The plasma glucose and triglycerides, as well as serum cholesterol and
protein levels were measured by colorimetric method
(http://www.labtest.com.br/reagentes). Liver glycogen was performed according to
Moon et al. (1989), and both liver and muscle lipid percentages were determined
according to Bligh and Dyer (1959).
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2.3.2. Growth performance and feed utilization

Growth performance and feed utilization were calculated for each body
condition at the end of the 20-day trial. The indexes measured were: weight gain
(WG) (g) = final body weight — initial body weight; daily feed intake (DFI) (g day?) =
100 x (feed intake (g) / average body weight (g) / days); specific growth rate (SGR)
(%) = 100 x [(In mean final weight) — (In mean initial weight) / experimental days] and

feed conversion ratio (FCR) = Feed intake (g) / weight gain (Q).

2.4. Statistical analysis

Data were analyzed in an entirely randomized design by two-way ANOVA. A
factorial 2x2 (two body conditions (lean or fat fish) x two feeding strategies
(fasting/refeeding and control groups) in each sampling period (15" and 20" days of
experimental trial) followed by Duncan’s post-hoc tests, was used to examine the
effect of fasting/refeeding on metabolic parameters. Some data were transformed
prior to statistical analysis as they failed normality (Cramer Von Mises) and
homoscedasticity tests (Brown-Forsythe). These transformations were: Logio (FFA,
MFI, muscle lipid) and SQRT (triglycerides). Baseline data were analyzed by t-test for
mean comparison between fish groups. Growth performance parameters were
analyzed by two-way ANOVA, using a factorial 2 x 2 (two body conditions (lean or fat
fish) x two feeding strategies (fasting/refeeding and control groups) at the end of the
experimental period. Values in the text and figures are expressed as means *
standard error (S.E) of the mean. P < 0.05 was the level of statistical significance in

all analyses.

2.5. Bioethical statement

The experimental procedures were approved by the Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA — Protocol 001798/12, Universidade Estadual Paulista,
UNESP, Jaboticabal, Brazil) and performed in accordance with the Guidelines of the
Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA), Brasilia, Brazil.
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3. Results

To evaluate whether body fat content affects the response of pacu to a
negative energetic status, we submitted lean and fat juvenile pacu to a 15-day fasting
period followed by a 5-day refeeding period and measured the energetic dynamics in
blood and tissues, as well as growth and feeding performance. At baseline, lean and
fat fish had similar body weight (lean: 51.6 + 11.2 g vs. 54.5 + 8.4 g, mean £ SD), but
fat fish presented a higher amount of mesenteric and muscle fat, as well as blood

triglycerides.

3.1. Metabolic parameters

Plasma glucose (Figure 1A)

At baseline, plasma glucose levels were significantly higher in fat fish than in
lean fish (Fig. 1A). After fasting, both lean and fat fish showed decreased blood
glucose levels compared to baseline and to their respective controls, but they did not
differ between each other. After refeeding, both lean and fat fish showed increased
blood glucose levels. While fat fish glucose levels reached control values, lean fish
had a significantly greater increase, reaching the highest glucose levels among all

groups.

Plasma triglycerides (Figure 1B)

At baseline, triglyceride levels were significantly higher in fat fish relative to
lean fish, but after fasting, both lean and fat fish had a pronounced decrease in these
levels compared to baseline and to their controls (Fig. 1B). After refeeding, both lean
and fat fish showed increased triglyceride levels compared to fasting levels. Similarly
to glucose results, while fat fish recovered baseline triglyceride levels, lean fish

exceeded those levels.



52

Serum cholesterol (Figure 1C)

For all conditions studied (baseline, fasting and refeeding), cholesterol levels
were significantly lower in lean fish relative to fat fish. After fasting, cholesterol levels
increased in both lean and fat fish relative to baseline and to their respective controls.
After refeeding, cholesterol levels decreased in lean and fat fish, reaching control
levels. Therefore, the fasting condition significantly increased cholesterol levels for

both lean and fat fish, relative to controls.

Serum non-esterified fatty acids (NEFA) (Figure 1D)

The NEFA levels did not differ between lean and fat groups at baseline (Fig.
1D). After fasting, both lean and fat fish showed a significant increase in NEFA
levels, but this increase was more pronounced in fat fish. After refeeding, all levels

returned to baseline values for all fish.

Serum total protein (Figure 1E)

During the entire experiment, total protein levels were significantly higher in fat
fish relative to lean fish. After fasting, the levels in both lean and fat fish were reduced
compared to those observed at baseline, but not to those of the control groups. After
refeeding, serum protein levels increased in the lean fish only.
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Figure 1. Plasma glucose (A) and triglycerides (B), serum cholesterol (C), non-esterified fatty
acids (NEFA) (D) and protein (E) levels for lean and fat pacu in the experimental period
(fasted for 15 days and re-fed for 5 days) and control (continuously fed for 20 days) groups.
Capital letters indicate differences on body fat content within the same sampling period.
Lower case letters compare experimental vs. control feeding strategies for lean and fat fish
for each sampling period. Asterisks indicate differences between each fish group (lean, fat,
experimental and control) to its respective baseline level. Arrows indicate differences
between fasting and refeeding values for lean, fat, and control groups. Values are expressed

as means = standard error (S.E.). All comparisons were statistically different at p<0.05.
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Liver Glycogen (Figure 2A)

At baseline, liver glycogen levels did not differ between groups. After fasting,
the levels in both lean and fat fish decreased significantly compared to baseline. After
refeeding, liver glycogen levels increased for all fish groups. Both control fish groups

reached baseline levels and were higher in fat fish than in lean fish.

Liver Lipid (Figure 2B)
For liver lipid levels, the only difference observed between lean and fat groups
occurred for the experimental group after refeeding, with lean fish showing

significantly higher levels.

Muscle Lipid (Figure 2C)

At baseline, fat fish had significantly higher muscle lipid levels compared to
lean fish. After fasting, muscle lipid levels decreased in lean and fat fish. After
refeeding, muscle lipid levels in lean fish remained unchanged but increased in fat
fish.

Mesenteric Fat Index (MFI) (Figure 2D)

The MFI of fat fish was significantly higher than in lean fish in all conditions.
Interestingly, while the lean fish showed reduced MFI levels after fasting, they
increased those levels significantly after refeeding. Moreover, fat fish did not show

alterations in MFI levels for any of the conditions.
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Figure 2. Liver glycogen (A), liver lipid (B), muscle lipid (C) levels and mesenteric fat
index (MFI) (D) for lean and fat pacu in the experimental period (fasted for 15 days
and re-fed for 5 days) and control (continuously fed for 20 days) groups. Capital
letters indicate differences between lean and fat fish within the same sampling
period. Lower case letters compare experimental vs. control feeding strategies for
lean and fat fish for each sampling period. Asterisks indicate differences between
each fish group (lean, fat, experimental and control) to its respective baseline level.
Arrows indicate differences between fasting and refeeding values for lean, fat, and
control groups. Values are expressed as means * standard error (S.E.). All

comparisons were statistically different at p<0.05.

3.2. Growth performance
As mentioned above, both lean and fat fish across control and experimental

groups began the experiment with similar body weight. During the 20-day
experimental period, the experimental group as a whole gained less weight than the

control group. In both the control and experimental groups, lean and fat fish differed
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significantly from each other in terms of weight gain (WG): in both cases, lean fish
showed greater WG compared to fat fish (Fig. 5A). For specific growth rate (SGR)
(Fig. 5B), values were higher in the control group compared to the refed group, but
no differences were observed between lean and fat fish in either group. In terms of
daily feed intake (DFI), control fish consumed more food overall than the
experimental fish, and lean fish consumed more than fat fish in the control group only
(Fig. 5C). Finally, no differences were observed in feed conversion ratio (FCR)
between lean and fat fish in the control group, while lean fish in the experimental
group displayed a significantly better FCR than fat fish (Fig. 5D).
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Figure 3. Weight gain (WG) (A), specific growth rate (SGR) (B), daily feed intake
(DFI) (C) and feed conversion ratio (FCR) (D) of lean and fat fish fasted for 15
days and re-fed for 5 days (re-fed) and fish continuously fed (control) for 20
days. Capital letters compare lean and fat fish from both control and re-fed
groups. Lower case letters compare experimental vs. control feeding strategies
for lean and fat fish. Values are expressed as means + standard error (S.E.). All

comparisons were statistically different at p<0.05.
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4. Discussion

Our study describes the metabolic profile, growth and feed utilization of pacu
under two body conditions (lean and fat) after a 15-day fasting period, followed by 5
days of refeeding. Our results show that, overall, body fat content changed the
metabolic and growth performance response of control as well as experimental fish

throughout the experimental period.

Control Fish

At baseline, fat control fish had higher glucose, triglyceride, cholesterol and
serum protein levels compared to lean control fish. This relationship between groups
was maintained throughout the experiment, with the exception of triglycerides, which
did not differ between lean and fat fish. At baseline, liver glycogen levels did not differ
between groups, but fat fish showed increased levels relative to lean fish starting at
day 15. For both muscle lipid concentrations and MFI, fat fish had higher relative
values at baseline. By day 15, muscle lipid concentrations had levelled-out between
groups, while for MFI, fat fish continued to have higher values than lean fish, despite
the increase in mesenteric fat deposition in lean fish. All differences observed at
baseline were due to the pre-experimental diets. Once lean and fat fish began the
experimental trial, they were all fed the same diet. While fat fish displayed a
moderate reduction in energy levels, lean fish showed an increase in energy and

feeding frequency (from once to twice a day).

Experimental Fish
Fasting

Fasting, led both lean and fat pacu to make notable use of their energy
reserves, through glycogenolysis and lipolysis. This was reflected in reduced blood
glucose, liver glycogen, blood triglycerides, and muscle and mesenteric lipid levels,
despite the fact that there were no alterations in liver lipid levels for either group.
Interestingly, while lean fish used significant amounts of both muscle and mesenteric
lipids, fat fish preferred the use of muscle lipids only. In general, during food

deprivation, glucose requirements are satisfied by glycogen depletion
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(glycogenolysis) or by de novo synthesis of glucose (gluconeogenesis) (Furné et al.,
2012; Polakof et al., 2012). However, in the fish studied here, glycogenolysis was not
sufficient to normalize glucose levels in either lean or fat fish. Lipolysis was confirmed
in our study by the high levels of NEFA, especially in fat pacu. In fish, lipids are
distributed among mesenteric fat, liver and muscle (Sheridan, 1994) and, during
fasting, they are mobilized from those sites and broken down, resulting in increased
circulating levels of NEFA, as was observed in the lean and fat pacu in our study.
However, we observed that hepatic lipids were not broken during fasting in either
group. In sum, lean and fat fish displayed different energy use strategies during
fasting: while lean fish mainly used mesenteric reserves, fat fish preferred muscle

reserves.

Refeeding

Refeeding led to higher plasma glucose and liver lipid concentrations in lean
relative to fat fish. On the other hand, muscle fat increased in fat fish but was not
restored in lean fish, while MFI remained the same in fat fish and increased slightly in
lean fish. These findings suggest that fat fish have a relatively greater lipogenic
potential than lean fish. Unexpectedly, lean fish showed an increase in liver lipid
levels, which has no clear explanation in light of our findings. This lipogenic capacity
was also observed in fat control fish, which also accumulated more mesenteric fat
throughout the experiment.

Our results suggest that fat pacu have relatively higher glycogenic and
lipogenic abilities. A similar finding was reported for lines of rainbow trout selected for
low (lean line) or high (fat line) muscle fat content (Skiba-Cassy et al., 2009). In that
study, fish from the fat line showed an enhanced ability to use plasma glucose,
possibly due to enhanced lipogenesis. Using the same lines of rainbow trout,
Kamalam et al. (2012) showed enhanced lipogenic potential coupled with higher liver
glycogen content in the fat line, reflecting a better relative ability to store glucose
without affecting growth or glucose utilization in the peripheral tissues. It is important
to note that the studies cited above focused on rainbow trout that were selected for
high fat content in the muscle, which represents better meat quality in that line of fish,
both for fresh and smoked products (Johansson et al., 2000; Robb et al., 2002). In
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contrast, visceral and abdominal fat contribute to the non-edible parts of the fish that
are detrimental to dressing yields (Rye and Gjerde, 1996; Elvingson and Johansson,
1993).

Cholesterol levels were consistently higher in fat fish relative to lean fish.
Interestingly, during fasting, cholesterol levels increased significantly for both lean
and fat groups, and decreased during refeeding. In contrast to our study, plasma
cholesterol was shown to decrease in fasted Oncorhynchus mykiss (Heming and
Paleczny, 1987), Salmo trutta (Regost et al., 2001) and Acipenser naccarii (Furné et
al., 2012). On the other hand, Godavarthy et al. (2012) observed an increase in
cholesterol levels in several tissues in Anabas testudineus after 60 days of starvation.
Cholesterol is a structural lipid involved in the synthesis of steroid hormones,
including cortisol, which regulates several physiological processes including
energetic metabolism (Mommsen et al., 1999). The increase observed after fasting in
both fish groups in our study may be associated to the energetic demand that fish
face during food deprivation. In a previous study from our own group, also conducted
with pacu, Gimbo et al. (2015) described elevated levels of circulating cortisol in
fasted fish that were experimentally infected with bacteria. This suggested that the
hormone could promote gluconeogenesis, which may help fish cope with the stressful
condition of fasting and infection. Peterson and Small (2004) also reported increased
levels of cortisol in fasted channel catfish (Ictalurus punctatus) after 30 days of
fasting. Therefore, stress induced by fasting may be the cause of the observed
increased levels of cholesterol in both fat and lean fish during fasting in our study.

Regarding growth performance, although refeeding occurred during a very
short period (5 days), at the end of the study, lean fish grew more and were more
efficient at utilizing food (higher WG and better FCR) relative to fat fish. Since feed
intake was similar between groups, better growth in lean fish may have resulted from
the difference in feed conversion rate. This indicates that the ability to store less fat
confers a noticeable advantage to the lean fish, while slower-growing fat fish
deposited more lipids in their body. This is consistent with the observation that the
efficiency of energy utilization decreases when the amount of energy deposited as
lipids increases compared to energy deposited as protein (Einen and Roem, 1997,
Azevedo et al.,, 2004). Quillet et al. (2007) tested the possible effects of diet
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composition on carcass quality (growth, body shape and processing yields) and fat
deposition (quantity and body location) in trout from lean and fat lines. A significant
effect was recorded for size: lean fish were slightly heavier and longer than fat fish.
The study also showed differences in the utilization of nutrients (higher de novo lipid
synthesis in fat fish, and increased protein retention in lean fish), which were also
observed in the present study.

Finally, the mobilization of fat from muscles in lean pacu yields a fish product
with reduced fat content, which is a desirable feature for this fish across markets. In a
previous study, the cultivated pacu presented lipid contents of 12.2% while the wild
species contained 7.9% lipids. Despite the high lipid contents of the cultivated pacu,
the n-3 polyunsaturated fatty acid concentrations in muscle tissue were higher in wild
fish (485.1 mg/g flesh) than in their respective cultivated strains (106.1 mg/g flesh)
(Tamanati et al., 2009).

5. Conclusions

In conclusion, the higher deposition of lipids in fish does not mean higher
availability of energy for growth when compensatory growth is stimulated by
refeeding after a period of fasting. Therefore, in order to successfully obtain
compensatory growth through food deprivation and to establish appropriate feeding
management protocols in aquaculture, a key step seems to be to avoid the

deposition of lipids in fish.
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Capitulo 4 — Consideragdes finais

Diversos estudos comprovam as vantagens da utilizagdo de protocolos de
jejum e realimentacdo em peixes como ferramenta para se promover crescimento
compensatoério, além de reduzir a quantidade de alimento e as consequéncias
ambientais. Muitas espécies, apds submetidas a periodos de jejum, apresentam
recuperacdo de suas reservas energeéticas, respostas hiperfagicas e um rapido
aumento de peso, 0 crescimento compensatorio, durante a realimentacao.
Entretanto, esses resultados sdo espécie-especificos, o0 que significa que o0s
protocolos de alimentacao utilizados para uma espécie podem nédo ser aplicaveis a
outras. Além disto, essas respostas sdo dependentes de fatores ambientais, como
temperatura e disponibilidade de alimento e idade do animal. Os resultados desse
estudo apontam que o0 pacu € uma espécie capaz de mobilizar suas reservas
endoégenas para sobreviver as condicbes de escassez de alimento, mesmo em
periodos mais longos de jejum, além de apresentar respostas satisfatérias de
hiperfagia e crescimento compensatorio apos realimentagao.

A presente pesquisa também mostra os efeitos metabdlicos e de crescimento
apos jejum e realimentacdo em pacus sob duas condicfes corporais distintas (peixes
magros e gordos), baseado no conteudo de gordura mesentérica e muscular. O
conteudo lipidico € um dos principais determinantes de qualidade da carne em
peixes, jA que o estoque de lipideos no musculo afeta o valor nutricional e as
propriedades sensoriais da carne. Diferentemente de algumas espécies de peixes,
gue sao selecionadas geneticamente para obtencdo de maior conteido de gordura
muscular, tendo em vista a sua rica composi¢cdo em acidos graxos poli-insaturados,
0 excesso de gordura em espécies como 0 pacu prejudica a qualidade final do
produto. Como observado nesta pesquisa, 0S pacus com menor conteiudo de
gordura (magros), além de mais desejaveis no mercado, mostraram melhores
respostas metabdlicas e de crescimento quando submetidos a condi¢des de jejum e

realimentacao.



