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O B-glucano melhora o crescimento e reduz os disturbios metabdlicos em

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentada com alto carboidrato

RESUMO - O objetivo deste estudo foi investigar se o B-glucano apresentaria a
capacidade de atuar no crescimento e na reducéo dos disturbios metabodlicos em
tilapia do Nilo alimentada com alto carboidrato. 300 juvenis de tilapia do Nilo
(25,39 + 0,83 g) foram alimentados com dietas isoproteicas (28% PD) e
isoenergeticas (3130 kcal kgt) contendo dois niveis de carboidratos (CHO-L 270
e CHO-H 620 g kg) e quatro niveis de B-glucano (BG, 0, 1, 3 e 6 g kg™). Peixes
alimentados com CHO-H apresentaram melhor desempenho de crescimento em
relacdo ao CHO-L, sugerindo que as tilapias estavam utilizando o amido para
energia e a proteina para crescimento, por outro lado apresentaram maior
ingestéo da dieta e pior conversao alimentar. Quando houve a inclusao do BG o
desempenho dos peixes alimentados com ambos CHOs se potencializou. Os
juvenis de tilapia que receberam a dieta CHO-H apresentando maiores
concentracdes de triglicerideos, glicogénio hepatico, lipidio hepatico e muscular,
além de apresentarem maior atividade das enzimas glicose-6-fosfato
desidrogenase e enzima malica em relacdo a dietas CHO-L, indicando que a
tilapia direciona os carboidratos para a lipogénese e consegue regular os indices
glicémicos. Contudo, o BG foi capaz de atuar na reducdo dos niveis de
triglicerideos, indice hepatossématico, lipidio muscular, enzimas glicoliticas
(hexoquinase e piruvato quinase) e enzimas lipogénicas (glicose-6-fosfato
desidrogenase e enzima malica). Em suma, os resultados mostram que é
possivel obter um bom crescimento de peixes alimentados com elevado
carboidrato. E que o B-glucano se mostrou capaz de proporcionar maior
eficiéncia na utilizacdo das dietas intensificando o crescimento dos peixes e
reduzindo as atividades lipogénicas, resultando em menores distarbios
metabdlicos causados pelo alto teor de carboidrato da dieta.

Palavras-chave: amido, lipogénese, metabolismo intermediario, nutricao,
Oreochromis niloticus.



B-glucan improves growth and reduces metabolic disorders in Nile tilapia

(Oreochromis niloticus) fed with high carbohydrate

ABSTRACT - The aim of this study was to investigate whether p-glucan could
act on the growth and reduction of metabolic disorders in Nile tilapia fed with high
carbohydrate. 300 Nile tilapia juveniles (25.39 + 0.83 g) were fed isoprotein (28%
PD) and isoenergetic (3130 kcal kg-1) diets containing two levels of
carbohydrates (CHO-L 270 and CHO-H 620 g kg-1) and four levels of 3-glucan
(BG, 0, 1, 3 and 6 g kg-1). Fish fed with CHO-H showed better growth
performance compared to CHO-L, suggesting that tilapia were using starch for
energy and protein for growth, on the other hand they had higher dietary intake
and worse feed conversion. When there was the inclusion of BG, the performance
of fish fed with both CHOs was enhanced. Tilapia juveniles that received the
CHO-H diet showed higher concentrations of triglycerides, liver glycogen, liver
and muscle lipids, in addition to showing higher activity of the enzymes glucose-
6-phosphate dehydrogenase and malic enzyme in relation to CHO-L diets,
indicating that tilapia directs carbohydrates to lipogenesis and manages to
regulate glycemic indices. However, BG was able to act in the reduction of
triglyceride levels, hepatosomatic index, muscle lipid, glycolytic enzymes
(hexokinase and pyruvate kinase) and lipogenic enzymes (glucose-6-phosphate
dehydrogenase and malic enzyme). In summary, the results show that it is
possible to obtain good growth from fish fed with high carbohydrates. And that 8-
glucan was able to provide greater efficiency in the use of diets, intensifying fish
growth and reducing lipogenic activities, resulting in less metabolic disturbances
caused by the high carbohydrate content in the diet.

Keywords: starch, lipogenesis, intermediary metabolismo, nutrition,
Oreochromis niloticus.



CAPITULO 1 - Considerag6es Gerais

A aquicultura é a producdo animal que mais cresce no Brasil e que possui
papel fundamental no suprimento das necessidades alimentares atuais e futuras
do mundo (BERNATCHEZ et al., 2017), sendo importante fonte de proteinas,
lipidios e micronutrientes essenciais a saude humana (CARBONE; FAGGIO,
2016). Nesse sentido, Haygood e Jha (2018) relataram que a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) € uma das espécies mais difundidas, sendo esperado
uma producgéo de cerca de 62% da producao total da aquicultura mundial em
2030 para atender a crescente demanda por peixe pela populacdo humana.
Embora a tilapia tenha um pacote tecnolégico bem desenvolvido, ainda sao
necessarias pesquisas em diversas areas para aumentar sua produtividade com
baixos custos de produgéo, contribuindo para alcancar a estabilidade ou reducéo
dos precos, expandindo assim o mercado global da espécie
(BOONANUNTANASARN et al., 2018a).

A alimentacdo de peixes em sistemas intensivos de producdo é feita
exclusivamente com racdes, podendo representar até 70% dos custos totais de
producédo (BOLIVAR et al., 2010), sendo os ingredientes proteicos o componente
mais oneroso. A partir disso, afim de reduzir os niveis de proteina, a utilizacao
de ingredientes energéticos ndo proteicos, como os carboidratos, se torna uma
alternativa interessante por serem considerados fontes mais baratas de energia,
além da tilapia do Nilo utiliza-la eficientemente como principal fonte de energia
(KAMALAM; MEDALE; PANSERAT, 2017). Quando a taxa de conversao de
proteinas em energia diminui, a proteina da dieta pode ser usada para o
crescimento e a formacao de tecidos, em um processo conhecido como efeito
poupador de proteina (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002).

Contudo, a ingestao excessiva de carboidratos pode acarretar no acumulo
de gordura hepatica e corporal em peixes, acompanhada por crescimento
deficiente, baixa sobrevivéncia e menor resisténcia a patégenos (LI et al., 2016;
TIAN et al., 2012; ZAMORA-SILLERO et al., 2013). O excesso de gordura néo é
uma caracteristica desejavel, sendo importante manter niveis que nao afetem as
propriedades organolépticas da carne e o0 rendimento de file, e
consequentemente ndo comprometam o valor comercial do peixe (MEURER et
al., 2002).



O acumulo de lipidios hepaticos € um processo complexo, que envolve
transporte de lipidios, captacao, sintese e catabolismo (SHEARER et al., 2012),
assim, qualquer desequilibrio que ocorra em relacdo aos niveis de carboidratos
e lipidios na dieta, e suas propor¢cbes, podem ter efeito direto nas vias
metabdlicas (XIE et al., 2017), representando perdas econdmicas significativas
na aquicultura.

Alguns estudos encontraram uma associacdo entre altos niveis de
carboidratos na dieta e aumento na expressdo ou atividades de algumas
enzimas relacionadas a lipogénese em peixes (CASTRO et al., 2016; DIAS et
al., 2004; VIEGAS et al., 2016). A crescente incidéncia de doenca hepatica
gordurosa em criacao de peixes despertou investigacdes sobre 0s mecanismos
subjacentes da doenca e sobre os possiveis meios para solucionar esse
problema (HUANG et al., 2018).

Nessa tentativa, propomos o uso de um dos principais aditivos utilizados
na aquicultura e que possui efeito prebidtico e imunomodulador, o B-glucano.
Este € um polissacarideo obtido através da parede celular de levedura, fungos,
algas e alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligacao entre as unidades
de glicose da cadeia principal e pelas ramificacdes que se aderem a essa cadeia
(MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008). Os efeitos benéficos da dieta com
prebiéticos na saude hepética e obesidade foram demonstrados em humanos
(PARNELL et al., 2012; KONDEPUDI et al.,, 2015) e em peixe (Micropterus
salmoides) (YU et al., 2019).

Os resultados utilizando o B-glucano demonstram gque o0 seu uso atua de
maneira positiva no crescimento (PILARSKI et al., 2017; DO HUU; SANG; THUY,
2016; SELIM; REDA, 2015), resisténcia a patégenos e sobrevivéncia (AMPHAN
et al., 2019; SANG; FOTEDAR, 2010) em varias espécies de peixes. Entretanto,
informacdes sobre seus efeitos para regulacdo do metabolismo de carboidratos
e lipidios em peixes € atualmente desconhecido. Portanto, considerando o seu
efeito potencial é necessario explorar melhor seu papel metabdlico na reducéo

de lipogénese e outros fatores subjacentes em peixes cultivados.

1.1 - Carboidratos na nutricdo de peixes



Os carboidratos sdo compostos organicos de ocorréncia natural, que
contém carbono, hidrogénio e oxigénio em proporcbes que podem ser
representados pela formula empirica (CH20)" (KAMALAM; MEDALE;
PANSERAT, 2017). E considerado o principal componente energético das
dietas, e entre as diferentes formas que sado abundantes em fontes vegetais,
apenas acucares e amidos possuem valor nutritivo aos peixes (KAUSHIK, 2001;
NRC, 2011; STONE, 2003). Os monossacarideos sdo os carboidratos mais
simples, representados pela glicose e frutose, os oligossacarideos se
caracterizam por carboidratos de cadeia curta, cujo principal representante é a
sacarose e a celobiose, e os polissacarideos incluem carboidratos com cadeias
maiores, constituidos pelo amido e pelos polissacarideos ndo amilaceos
(FORTES; ROSA, 2016).

Nos peixes, a digestdo dos carboidratos se inicia no intestino e cecos
piléricos quando presentes, em razdo da presenca de enzimas como a-amilase,
quitinase, lisozima, celulase e outras polissacaridases (KROGDAHL; HEMRE;
MOMMSEN, 2005), dependendo do hébito alimentar. A a-amilase é encontrada
em diversas partes do sistema digestorio de distintas espécies de peixes, sendo
0 pancreas exocrino o principal local de producdo (KROGDAHL; HEMRE;
MOMMSEN, 2005). Esta enzima hidrolisa liga¢gdes glicosidicas a-1,4 presentes
no amido (KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005), liberando dissacarideos
como maltose, maltotriose e dextrina. As dissacaridases como maltase e
isomaltase, localizadas na borda em escova dos enterdcitos, continuam o
processo de digestdo dos carboidratos, hidrolisando dissacarideos em
monossacarideos (KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005).

A absorcdo dos monossacarideos através da borda em escova acontece
por difusdo facilitada, por meio de transportadores de membrana, com
caracteristicas diferentes ao longo do intestino (KROGDAHL; HEMRE;
MOMMSEN, 2005). Estas proteinas transportadoras de D-glicose nos peixes sao
similares as encontradas nos mamiferos, isto €, dependentes de sodio (Na*) com
gasto indireto de energia (COLLIE; FERRARIS, 1995). O transporte de glicose
através da membrana basolateral (do enterdcito para o sangue) é facilitado e
independente do sédio, assim como em mamiferos (COLLIE; FERRARIS, 1995).
ModificacGes na dependéncia do sodio podem mostrar que as partes distais do



intestino sdo mais eficientes na absorcao de glicose do que nos cecos piléricos
e parte proximal do intestino (KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005).

Ao ser ingerido pelos peixes € absorvido como glicose, aumentando
imediatamente seu nivel no sangue (WILSON; POE, 1987; GOUVEIA; DAVIES,
2004), a glicose, por sua vez, pode ser utilizada pelo peixe como fonte imediata
de energia, armazenada na forma de glicogénio hepatico, utilizada para a sintese
de compostos como triacilglicerdis e aminoacidos ndo essenciais, ou ainda, ser
excretada (DENG; REFSTIE; HUNG, 2001).

Quando h& o excesso de glicose, esta € armazenada no organismo dos
animais na forma de glicogénio (CAMPBELL, 2005), assim, as moléculas de
glicose se unem formando polimero de glicogénio (polissacarideo), ocorrendo o
processo chamado de glicogénese (PRATT, 2014). O glicogénio hepatico atua
na manutencdo dos niveis de glicose no sangue entre as refeicdes (SILVA,
1999), sendo fundamental um suprimento constante de glicose (PRATT, 2014).
Quando os niveis de energia estédo baixos, ocorre a glicogendlise, que é a quebra

de glicogénio (GUYTON; HALL, 2017), conforme representacdo na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema simplificado do metabolismo de carboidratos.

O figado desempenha importante funcédo no metabolismo de carboidratos,
a de regulacéo da glicemia. Tais processos sao controlados enzimas através de

mecanismos especificos de curto e longo prazo (PILKIS; CLAUS, 1991). Em



suma, a glicdlise é o processo de catabolismo da glicose, em que uma molécula
de glicose (6C) é convertida em duas moléculas de piruvato (3C). A regulacéo
da via glicolitica € dependente de enzimas chaves como a hexoquinase (HK; EC
2.7.1.1), ou glicoquinase (GK; EC 2.7.1.2), enzimas responsaveis por catalisar a
primeira reacao da glicolise, originando a glicose-6-fosfato, molécula que pode
ser utilizada na via glicolitica ou na glicogénese e via das pentoses fosfato. A
enzima fosfo-hexose-isomerase (PFK; EC 2.7.1.11) catalisa a fosforilacdo da
frutose-6-fosfato em frutose-1,6-bifosfato e a piruvato quinase (PK; EC 2.7.1.40),
enzima glicolitica que catalisa a ultima etapa da glicélise, a conversdo de
fosfoenolpiruvato em piruvato (ENES et al., 2009). Todo esse processo da via

da glicélise esta representado na Figura 2.
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Figura 2 - Representacdo da via da glicélise e lipogénese (Fonte: Glicolise e
lipogénese (Adaptado de DENTIN; GIRARD; POSTIC, 2005).

A enzima chave GK é caracterizada por uma baixa afinidade pela glicose
(km alto) e sua atividade é induzida em varias espécies de peixes (ENES et al.,
2009). Estudos mostraram aumento da atividade da GK hepético com o aumento
de carboidrato na dieta (PEREIRA et al., 2020; CHENG et al., 2017; AZAZA et
al., 2015; ENES et al., 2008). Por outro lado, a atividade de HK que apresenta

baixo km, néo foi afetada pelo amido da dieta em diversos estudos (COUTINHO



et al., 2016; LI et al., 2016; ENES et al., 2008; ENES et al., 2006; MOREIRA et
al., 2008; PANSERAT et al., 2000), provavelmente por causa de seu Km baixo e
saturacao resultante mesmo no nivel de glicose sanguinea basal (ENES et al.,
2009, WILSON, 1994).

O aumento da glicolise e a inibicdo da gliconeogénese podem promover
a utilizacdo de carboidratos, é o que Boonanuntanasarn et al. (2018) constatou
em estudo a longo prazo com tilapia do Nilo alimentada com alto carboidrato.
Segundo eles, a ingestdo de carboidratos estd associada a diminuicdo da
gliconeogénese hepética, inducao da lipogénese hepética e regulacdo da ultima
etapa da glicolise no tecido muscular. Esta capacidade de adaptacdo das
enzimas hepaticas ao aumento dos niveis de carboidratos na dieta foi relatada
por espécies de peixes herbivoros e onivoros, como carpa (SHIMENO et al.,
1981), bagre do canal, (LIKIMANI; WILSON 1982) e tilapia do Nilo (AZAZA et al.,
2015).

Contudo, como em outros vertebrados, 0s peixes podem sobreviver e
crescer quando alimentados com dietas sem carboidratos, isto é, eles néo
possuem uma exigéncia dietética para este nutriente devido a sua capacidade
de sintetizar glicose a partir de outros precursores, como lactato, piruvato e
aminoéacidos (NRC, 2011). Por outro lado, foi relatado que peixes alimentados
em niveis adequados de carboidratos apresentaram melhor desempenho em
relacdo aos que nao receberam dieta contendo esse nutriente (HEMRE;
MOMMSEN; KROGDAHHL, 2002).

O aumento do teor de energia da dieta, seja por meio da suplementacao
de lipidios ou carboidratos, € possivel reduzir o teor de proteina sem prejudicar
o desenvolvimento, reproducao e saude dos peixes processo esse, denominado
de efeito poupador de proteina (OVIE et al., 2005; GARCIA-MEILAN et al., 2014;
ZHENYAN et al., 2017). Entretanto, a inclusdo de carboidratos na dieta deve ser
limitada para algumas espécies, devido ao ndo aproveitamento desta fonte de
maneira eficiente para producéo de energia. A extensao em que 0s carboidratos
podem ser utilizados para atender as necessidades de energia varia muito entre
as espécies, dependendo de inumeros fatores relacionados a biologia, dieta e
ambiente. A representacao diagramatica (Figura 3) mostra a interacdo complexa

de todos esses fatores que desempenha papel importante na capacidade do



peixe em usar uma dieta rica em carboidratos (KAMALAM; MEDALE;
PANSERAT, 2017).
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Figura 3 - Interagdo entre os fatores biolégicos, ambientais e nutricionais na
utilizacdo de carboidratos em dieta de peixes (Adaptado de KAMALAM,;
MEDALE; PANSERAT, 2017).

Estudos anteriores demonstraram que a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), espécie carnivora, possui limitagdes metabdlicas em utilizar
eficientemente os carboidratos na dieta (KAMALAM; MEDALE; PANSERAT,
2017; POLAKOF et al., 2012). A espécie apresenta uma regulacdo molecular
atipica das vias metabdlicas que explicam a baixa eficiéncia na utilizacdo dos
carboidratos, como: inibicdo molecular da gliconeogénese hepéatica (PANSERAT
et al., 2000; MARANDEL et al., 2015) e baixa indu¢cdo molecular da lipogénese
hepatica (PANSERAT et al., 2009). O melhor uso de carboidratos na dieta &
verificado em peixes de habito alimentar onivoro, como a carpa comum
(Cyprinus carpio) (LI et al., 2013), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(BOONANUNTANASARN et al.,, 2018a) e pacu (Piaractus mesopotamicus)
(TAKAHASHI et al., 2018).

A partir disso, devido a tendéncia de se utilizar altos niveis de carboidratos
em dietas para peixes, houve aumento de distirbios metabdlicos, como a

deposicao de lipidios no figado e na carcaca, que geralmente resultam em



sistema imunologico enfraquecido, alta mortalidade e baixa qualidade dos peixes
cultivados, consequentemente causando perdas econdmicas para a industria
(HUANG et al., 2018).

A gordura utilizada como forma de armazenamento de energia nos
organismos aquaticos é procedente dos acidos graxos e estes, por sua vez, sdo
acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas de comprimento variado de C4
a Css carbonos em que as cadeias podem ser totalmente saturadas e né&o
ramificadas, com ligac6es duplas, com anéis de trés carbonos, grupos hidroxila
ou ramificacBes do grupo metila (NELSON; COX, 2014). As caracteristicas
organolépticas e nutricionais da carne sdo dependentes da composi¢cao quimica
dos peixes que, por sua vez depende da composicdo da dieta e do manejo
alimentar (GRIGORAKIS, 2007; CORREA et al., 2013).

O excesso de gordura corporal e visceral contribui para perda da
qualidade da carne devido ao processo de rancificacdo provocado pela oxidacdo
de &cidos graxos durante o armazenamento e consequentemente, menor tempo
de prateleira do peixe e seus derivados, além de alterar sua textura (CHOU;
SHIAU, 1996; HAYASHI et al., 2002). Outro ponto negativo € que a gordura ao
acumular-se principalmente na cavidade abdominal, reduz a porcentagem do
rendimento de filé, afetando o valor comercial do peixe (MEURER et al., 2009).
Isto decorre, pelo excesso de glicose resultante do suprimento excessivo de
carboidratos na dieta que pode estar relacionado a sintese de glicogénio ou a
lipogénese para armazenar energia (WANG et al., 2017).

Estudos tém demonstrado que a atividade de enzimas lipogénicas
hepéticas é modificada em peixes que recebem dietas com altos teores de
lipidios e/ou carboidratos (SULAIMAN et al., 2020; AZAZA et al., 201; LU et al.,
2016). O aumento da glicose circulante produz excesso de energia (ATP e
NADH) e, também, de acetil-CoA, inibindo o ciclo de Krebs e promovendo a
lipogénese (NELSON; COX, 2002).

O acetil-CoA se liga ao oxaloacetato formando citrato, que € permeavel a
membrana da mitocondria. No citosol, o citrato sofre clivagem, produzindo
oxaloacetato novamente, e entdo é reduzido a malato. Em seguida, a enzima
malica faz a catalizac&do da oxidag&o a piruvato. O NADPH é um substrato com
acao redutora importante na sintese de acidos graxos. Ele é fornecido pela acéo

da enzima maélica e na via das pentoses, sendo esta ultima dependente da



enzima glicose-6- fosfato desidrogenase (G6PD) (NELSON; COX, 2002), sendo
essas enzimas essenciais para a biossintese de acidos graxos (LIN; SHIAU
1995; ENES et al., 2009; LU et al., 2018).

A FAS (&cido graxo sintetase) € uma enzima que também desempenha
um importante papel no processo da lipogénese, convertendo o acetil-CoA e
malonil-CoA no produto final, palmitato, e posteriormente esterificado em

triacilglicerol e armazenado no tecido adiposo (TIAN et al., 2013).

1.2 - Glucanos

Atualmente, uma atencédo crescente tem sido focada no uso de
suplementos alimentares funcionais, como prebidticos, probidticos e
imunoestimulantes na aquicultura (CARBONE; FAGGIO, 2016). Esses
compostos promovem a melhoria do estado imunoldgico, a eficiéncia alimentar
e o0 desempenho de peixes (MEENA et al., 2013). Entre esses aditivos, 0s [3-
glucanos vem obtendo destaque na piscicultura. Podem ser distinguidos pela
forma como as moléculas de glicose estéo ligadas entre si. Na maior parte dos
polissacarideos, as moléculas de glicose estdo unidas por ligacdes a-1,4,
atribuindo-lhes uma estrutura linear, ja nos p-glucanos estas moléculas unem-se
por ligacbes B-1,3 e B-1,6 o que lhes confere uma estrutura helicoidal
(ROBERTSEN et al., 1990). E formado por uma cadeia linear de poliglicoses,
oriundo de leveduras, algas e fungos podendo também ser encontrado em
cereais, principalmente, aveia e cevada (ROBERTSEN, 1999; MEENA et al.,
2013).Uma importante fonte de B-glucano € a parede celular de levedura
Saccharomyces cerevisiae, sendo 0 imunoestimulante mais utilizado na
aquicultura (THOMPSON, 2017), e que para as condicOes brasileiras possui
grande disponibilidade devido a producao de cana-de-acucar para obtencao do
etanol, sendo a levedura um subproduto (SILVA, 2009). De acordo com Hough
(1990) a parede celular de levedura é composta por 40,0% de B-glucana, 40,0%
de a-manana, 8,0% de proteina, 7,0% de lipidio e 3,0% de substancia inorganica.

Nos peixes, eles atuam sobre mecanismos de defesa inespecificos,
promovendo a atividade fagocitica dos macrofagos (PAULSEN; ENGSTAD;
ROBERTSEN, 2001; GOPALAKANNAN; ARUL, 2010), assim como, a liberacao
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de lisozimas e citocinas (SECOMBES; FLETCHER, 1992). Além disso, Selim e
Reda (2015) relatam que a inclusédo de B-glucano resulta em melhor altura das
vilosidades intestinais e na densidade de microvilos. Segundo Zhu et al. (2012),
o intestino possui papel fundamental na digestdo e absorcdo de nutrientes, e a
funcao digestiva se correlaciona com o desenvolvimento intestinal para absor¢cao
de nutrientes, aumentando a altura da vilosidade intestinal.

Devido as suas caracteristicas como potente imunoestimulante, o B-
glucano vem sendo alvo de muitos estudos, e os resultados demonstram que ele
atua no crescimento e saude de tilapias do Nilo. Welker et al. (2012) ao adicionar
1% de B-glucano para juvenis de tilapias obtiveram melhorias no desempenho
zootécnico. Dawood et al. (2019) também obtiveram resultados positivos na
inclusdo dietética de B-glucano a 1%, promovendo melhor desempenho,
atividade de enzimas digestivas e comprimento das vilosidades em relacéo aos
peixes ndo suplementados. Whittington, Lim e Klesius (2005) ao determinar o
efeito dos niveis de $-glucano (0,0; 0,05; 0,1 e 0,2%) no desempenho, resposta
imune e resisténcia da tilapia a Streptoccoccus iniae, observaram que os niveis
avaliados néo influenciaram no ganho de peso e sobrevivéncia, bem como, n&o
tiveram efeito sobre a estimulacdo da resposta inespecifica ao anticorpo de S.
iniae e resisténcia da tilapia do Nilo contra a infec¢éo por S. iniae. Dawood et al.
(2020) analisaram o papel protetor do B-glucano na fungdo hepética,
histopatologia, genes relacionados a imunologia e expressdes antioxidantes em
tilapia expostas a deltametrina subaguda. Os peixes expostos a deltametrina
apresentaram danos no intestino, baco, figado e branquias, mas o glucano
mostrou alivio significativo de danos nos mesmos tecidos.

Um namero crescente de evidéncias também sugere que os B-glucanos
podem afetar profundamente o metabolismo de carboidratos em humanos e
possuem importante papel em doencas relacionadas as sindromes metabdlicas
(CORREDOR-CASTILHO, 2016). Do ponto de vista da absorcao intestinal,
estudos em humanos relatam que os B-glucanos podem ser fermentados pela
microbiota intestinal, aumentando a taxa de crescimento e a producdo de
microrganismos acido-lacticos (KEDIA; VAZQUEZ; PANDIELLA et al., 2008).

Segundo EI Khoury et al. (2012), os B-glucanos formam solugbes
extremamente viscosas no intestino humano, e retardam a taxa de esvaziamento

gastrico, o que seria a base dos efeitos benéficos do imunoestimulante. Além do
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mais, em ratos o B-glucano foi capaz de reduzir os niveis de triglicerideos e o
acumulo de colesterol no figado (WASZKIEWICZ-ROBAK; BARTNIKOWSKA,
2009). De Araujo et al. (2017) investigaram os efeitos dos B-glucanos
(Saccharomyces cerevisiae) nos parametros metabodlicos de ratos Wistar
recebendo dieta hiperlipidica. O B-glucano promoveu efeitos metabdlicos
benéficos nos ratos. Estudos relacionados ao uso de 3-glucano nas respostas
metabdlicas de carboidratos, no acumulo de gordura corporal e esteatose
hepatica em tilapia do Nilo s&o inexistentes na literatura, contudo, diante do
exposto, ha indicios de que o aditivo em questdo pode alterar a dinAmica dos

estoques lipidicos em peixes.

1.3 - Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus): aspectos gerais e 0s

carboidratos em sua nutricao

A tilapia do Nilo, originéria de rios e lagos africanos, pertence a familia
dos ciclideos, e € um dos peixes mais importante para 0 consumo humano no
mundo. E conhecida popularmente por apresentar excelentes caracteristicas
favoraveis a criacdo comercial, além de possuir uma carne branca com boas
caracteristicas organolépticas e nao apresentar espinhos em forma de “Y”,
facilitando o processamento do seu filé (SIMOES et al., 2007). Seu ciclo de vida
€ rapido e se adapta as inumeras condi¢cdes de criacdo, desde tanques
escavados, tanque-rede até “raceways”, nas diferentes regides do pais (TURRA
et al., 2010).

Além de diversas outras caracteristicas benéficas a sua criacdo, estes
atributos contribuem para a espécie ser uma das mais produzidas no mundo,
ocupando o terceiro lugar de producao, atingindo o valor de 4,5 milhdes de
toneladas produzidas mundialmente em 2018 (FAO, 2020). Cerca de 22
espécies sao cultivadas globalmente, e as tilapias do género O. niloticus séo as
mais utilizadas na piscicultura representando 90% das tilapias criadas
comercialmente (EL-SAYED, 2006; WANG; LU, 2016). No Brasil, este peixe
representa a principal espécie cultivada, apresentando em 2017 aumento de
14,2% comparado com 2016 (IBGE, 2017). Em 2020, se destacou com uma
producdo de 486.155 toneladas, representando 60,6%, com esse excelente

desempenho, a espécie consolidou-se ainda mais no cenario nacional (PEIXE
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BR, 2021). A tilapicultura representa papel cada vez mais significativo na
economia de muitas regides brasileiras ao longo das ultimas duas décadas,
assim, o estudo da nutricdo e alimentacéo de tilapias €, ano apds ano, o foco de
muitos grupos de pesquisa (FURUYA, 2013).

A tildpia apresenta habito alimentar onivoro, com pH estomacal baixo,
intestino longo e abundante distribuicio de enzimas (RUST, 2002;
TENGJAROENKUL et al.,, 2000) que permite assimilar com facilidade os
nutrientes da dieta, contribuindo para o rapido crescimento (FURLANETO et al.,
2009), inclusive sendo capaz de aproveitar eficientemente o amido como fonte
de energia (CHEN et al., 2020). Dessa forma, o0 bom desempenho da tilapia do
Nilo pode ser obtido mesmo com menor teor de proteina na dieta e com niveis
suficientes de carboidratos, o que pode ser util para reduzir o custo da
alimentacdo dos peixes e mitigar os impactos ambientais através da perda de
nitrogénio, que por sua vez pode resultar em eutrofizacdo da agua (AZAZA et
al., 2015). Ademais, com o aumento de amido na dieta, ha uma tendéncia em
melhor taxa de eficiéncia proteica, o0 que significa que o carboidrato pode poupar
proteina da dieta (AZAZA et al., 2015).

Para a tilapia do Nilo, 20% de amido na dieta é o suficiente para obter
crescimento normal, pois a suplementacdo de amido adequada ajuda a
promover o crescimento da espécie (WANG et al., 2017). Boonanuntanasarn et
al. (2018b) também sugerem que a incorporacdo de um certo nivel de amido na
dieta pode beneficiar a tilapia, porém, se a proporcao de carboidratos for muito
alta e simultaneamente a proteina for muita baixa, ndo promovera o maximo
crescimento. Em seu estudo com o objetivo de avaliar os efeitos a longo prazo
de diferentes niveis de carboidratos e proteina (14 CHO/ 63; 32 CHO/ 45 P e 50
CHO/ 27 P) os dados apontaram que o equilibrio entre proteinas e carboidratos
para melhor desempenho da tilapia do Nilo foi de 45% P/ 33% de CHO. E a dieta
com alto carboidrato (50 CHO) exibiu um aumento significativo na deposicéo
lipidica em todo o corpo, tecidos musculares e hepaticos. Isso devido ao
aumento da capacidade lipogénica, refletida nos niveis mais altos de mRNA da
atividade &cido graxo hepatico sintase, assim como niveis mais altos de
triglicerideos plasmaticos (BOONANUNTANASARN et al., 2018b).

Chen et al. (2020) ao avaliar o efeito de trés dietas praticas contendo
13,1% de amido e 38,2% proteina; 22,5% de amido e 34,5% de proteina e 32,3%
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de amido e 30,5% de proteina em tilapia do Nilo com 23 g durante oito semanas,
concluiram que a tilapia se adaptou metabolicamente a um aumento no nivel de
amido na dieta de 13,1% para 32,3% promovendo 0 armazenamento e utilizacéo
periférica de glicose, consequentemente melhorando a tolerancia a glicose e a
retencdo de proteinas, embora as porcentagens lipidicas e as concentracdes de
glicogénio no figado e musculo branco foram elevadas quando o nivel de amido
na dieta aumentou de 13,1% para 32,3%.

Xie et al. (2017) formularam seis dietas para tilapia do Nilo contendo
relacbes CHO/Lipidio de: 11,22/ 0,52; 20,97/ 1,14; 28,83/ 1,95; 37,54/ 3,41,
45,61/ 6,40 e 54,24/ 20,09. E observaram que altas taxas de CHO/L na dieta (>
3,41) aceleraram a deposicao lipidica hepatica aumentando a lipogénese de
novo e reduzindo a B-oxidacao de acidos graxos e depuracéo de lipoproteinas
no figado, o que pode implicar que os carboidratos da dieta tenham um efeito
mais forte no acumulo de lipidios hepéticos.

Diante do exposto, niveis altos de carboidratos na dieta de tilapia do Nilo
indicam que ela se adapta bem metabolicamente, exibindo caracteristicas que
permitem o uso eficiente da glicose como fonte de energia (Figura 4), entretanto,
resulta em maior deposicao lipidica na carcaca e figado, maior deposicdo de
glicogénio e indice hepatossomatico mais elevado, bem como uma relacéo
positiva entre os niveis plasmaticos de glicose, triglicerideos e colesterol total,
atividades hepaticas, acidos graxos sintetase (FAS), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) e da lipoproteina lipase (FERNANDEZ et al., 2007;
ZHOU et al., 2013; ZENG et al., 2015; WANG et al., 2017). A deposicéo
excessiva de gordura constitui em desperdicio de energia, visto que, ha pouco
sentido em fornecer um nutriente que produz energia que é simplesmente

depositado no figado ou na massa visceral (HANSEN et al., 2008).
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Figura 4 - Resumo das caracteristicas biolégicas na utilizacdo de carboidratos
em tilapia do Nilo.

Dessa maneira, a fim de solucionar a disfuncéo hepética e o acimulo de
gordura corporal em tilapia do Nilo, alguns estudos foram realizados. Junior et
al. (2016) fizeram a suplementacéo de dois niveis de colina (0,0 e 1.000 mg kg
! da dieta) e cinco niveis de proteina digestivel (24, 26, 28, 30 e 32%). Os
resultados demonstraram que a colina ndo foi eficaz na protecdo da esteatose
hepatica em tilapia. Zhang et al. (2019a) alimentaram tilapias com dietas ricas
em gordura por seis semanas e em seguida, utilizaram forskolina na dose de 0,0,
0,50u 1,5 mg kg™. O uso da forskolina reduziu o acumulo de gordura e promoveu
o catabolismo lipidico. O uso de aditivos alimentares também tem sido utilizado
com o objetivo de diminuir a esteatose hepatica, como o 6leo de diacilglicerol,
no qual Zhang et al. (2019b) utilizaram 0,5% em dietas para tilapia, e observaram
reducdo no acumulo de gordura e aumento de proteina corporal. Huang et al.
(2018) utilizaram um extrato derivado da erva Sedum sarmentosum Bunge em
tilapias alimentadas com dietas ricas em gordura e obtiveram resultados

positivos, em que a erva Sedum melhorou os parametros da fun¢do hepética.
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Apesar desses estudos acerca da problematica, até o presente momento
nenhum trabalho testou o B-glucano como possivel redutor de gordura corporal
e hepatica em tilapias do Nilo alimentada com dieta rica em carboidrato, esse
aditivo pode reduzir a esteatose hepética e contribuir para melhor compreenséao
da doenca na espécie em questdo. Ademais, os aditivos utilizados nos estudos
acima citados ficariam inviaveis de serem utilizados em dietas praticas por nédo
apresentarem grandes produc¢des que atenderiam fabricas de racao, ao contrario

do B-glucano, produto consolidado no mercado.

2 - Objetivo

2.1 - Objetivo Geral

Estudar o efeito do B-glucano nos estoques lipidicos de juvenis de tilapia
do Nilo alimentados com diferentes teores de carboidratos na dieta (Oreochromis

niloticus).

2.2 - Objetivos Especificos

- Avaliar se o B-glucano reduziria os efeitos adversos causados pelo alto
carboidrato da dieta;

- Provocar a lipogénese nas tilapias do Nilo alimentada com alto teor de
carboidrato;

- Verificar se o B-glucano atuaria na reducdo de enzimas chaves hepatica

do metabolismo intermediario relacionados a via glicolitica e da lipogénese.
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CAPITULO 2 - O B-glucano melhora o crescimento e reduz os disturbios
metabolicos em tiladpia do Nilo (Oreochromis niloticus)

alimentada com alto carboidrato

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar se 0 B-glucano apresentaria a capacidade
de atuar no crescimento e na reduc¢do dos distlrbios metabdlicos em tilapia do
Nilo alimentada com alto carboidrato. 300 juvenis de tilapia do Nilo (25,39 + 0,83
g) foram alimentados com dietas isoproteicas (28% PD) e isoenergeticas (3130
kcal kgt) contendo dois niveis de carboidratos (CHO-L 270 e CHO-H 620 g kg
1) e quatro niveis de B-glucano (BG, 0, 1, 3 e 6 g kg™'). Peixes alimentados com
CHO-H apresentaram melhor desempenho de crescimento em relagdo ao CHO-
L, sugerindo que as tilapias estavam utilizando o amido para energia e a proteina
para crescimento, por outro lado apresentaram maior ingestdo da dieta e pior
converséo alimentar. Quando houve a incluséo do BG o desempenho dos peixes
alimentados com ambos CHOs se potencializou. Os juvenis de tilapia que
receberam a dieta CHO-H apresentando maiores concentracdes de
triglicerideos, glicogénio hepatico, lipidio hepatico e muscular, além de
apresentarem maior atividade das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase e
enzima malica em relacdo a dietas CHO-L, indicando que a tilapia direciona os
carboidratos para a lipogénese e consegue regular os indices glicémicos.
Contudo, o BG foi capaz de atuar na reducéo dos niveis de triglicerideos, indice
hepatossématico, lipidio muscular, enzimas glicoliticas (hexoquinase e piruvato
quinase) e enzimas lipogénicas (glicose-6-fosfato desidrogenase e enzima
malica). Em suma, os resultados mostram que é possivel obter um bom
crescimento de peixes alimentados com elevado carboidrato. E que o $-glucano
se mostrou capaz de proporcionar maior eficiéncia na utlizacdo das dietas
intensificando o crescimento dos peixes e reduzindo as atividades lipogénicas,
resultando em menores distarbios metabdlicos causados pelo alto teor de
carboidrato da dieta.

Palavras-chave: amido, lipogénese, metabolismo intermediario, nutricao,
Oreochromis niloticus.
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CHAPTER 2 - B-glucan improves growth and reduces metabolic disorders
in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fed with high

carbohydrate

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate whether 3-glucan could act on the growth
and reduction of metabolic disorders in Nile tilapia fed with high carbohydrate.
300 Nile tilapia juveniles (25.39 + 0.83 g) were fed isoprotein (28% PD) and
iIsoenergetic (3130 kcal kg-1) diets containing two levels of carbohydrates (CHO-
L 270 and CHO-H 620 g kg-1) and four levels of B-glucan (BG, 0, 1, 3 and 6 g kg-
1). Fish fed with CHO-H showed better growth performance compared to CHO-
L, suggesting that tilapia were using starch for energy and protein for growth, on
the other hand they had higher dietary intake and worse feed conversion. When
there was the inclusion of G, the performance of fish fed with both CHOs was
enhanced. Tilapia juveniles that received the CHO-H diet showed higher
concentrations of triglycerides, liver glycogen, liver and muscle lipids, in addition
to showing higher activity of the enzymes glucose-6-phosphate dehydrogenase
and malic enzyme in relation to CHO-L diets, indicating that tilapia directs
carbohydrates to lipogenesis and manages to regulate glycemic indices.
However, BG was able to act in the reduction of triglyceride levels, hepatosomatic
index, muscle lipid, glycolytic enzymes (hexokinase and pyruvate kinase) and
lipogenic enzymes (glucose-6-phosphate dehydrogenase and malic enzyme). In
summary, the results show that it is possible to obtain good growth from fish fed
with high carbohydrates. And that B-glucan was able to provide greater efficiency
in the use of diets, intensifying fish growth and reducing lipogenic activities,
resulting in less metabolic disturbances caused by the high carbohydrate content
in the diet.

Keywords: starch, lipogenesis, intermediary metabolismo, nutrition,
Oreochromis niloticus.
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1 - Introducgéo

Formular dietas para peixes com propor¢cdes reduzidas de proteina
digestivel/energia digestivel € uma forma de reduzir os custos de alimentacéo
(NRC, 2011), pois, enquanto reduz a proporcao de proteina/ energia, a energia
nao proteica na dieta aumenta, e esta pode vir de lipidios ou carboidratos (CHO).
Entretanto, as principais fontes de lipidios sdo mais onerosas do que os CHO e
podem comprometer o processamento e armazenamento das dietas. Portanto,
a reducdo dos niveis de proteinas e lipidios na racao e a substituicdo parcial por
CHO podem tornar a racdo mais acessivel (KABIR et al., 2020).

O amido é um polissacarideo com alta disponibilidade, e preco
relativamente baixo, utilizado em dietas para peixes como fonte de energia
(KAMALAM; MEDALE; PANSERAT, 2017) objetivando estimular a acao
poupadora de proteinas e lipidios do catabolismo (MA et al., 2019), tal como
melhor estabilidade dos peletes na agua (DE CRUZ et al., 2015). Embora o
amido possua beneficios na alimentagcédo de organismos aquéticos, do ponto de
vista nutricional algumas espécies de peixes tém capacidade limitada de digerir,
absorver e assimilar o amido (KAMALAM, MEDALE; PANSERAT, 2017).
Geralmente, peixes de habito alimentar onivoro e herbivoros apresentam maior
tolerancia a dieta rica em CHO (JOBLING, 2012), como é o caso da tilapia do
Nilo.

A tildpia do Nilo é considerada espécie economicamente importante,
capaz de utilizar os carboidratos de forma eficiente como fonte de energia
primaria (KAMALAM; MEDALE; PANSERAT, 2017). Respostas metabdlicas a
diferentes niveis de CHOs dietéticos foram recentemente apresentadas para a
espécie (BOONANUNTANASARN et al., 2018), demonstrando que a habituacéo
da tildpia a altos niveis de carboidratos esta relacionada a diminuicdo da
gliconeogénese hepatica e aumento da lipogénese hepatica (SEILIEZ et al.,
2011; POLAKOF et al., 2012; FIGUEIREDO-SILVA et al., 2013; MARANDEL et
al., 2015). Relatos anteriores confirmam que dietas ricas em CHOs induzem a
doenca hepatica gordurosa em peixes (LE; BORTOLOTTI, 2008; MALIK; HU,
2015), aumenta o acumulo de lipidios na tilapia do Nilo, altera a histomorfologia

do figado, exibindo uma alta vacuolizag&o de lipidios nos hepatocitos, aumento
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nos indices hepatossomatico e gorduroviscerossomatico, lipidios na carcaca,
triglicerideos plasmaticos e tecidos adiposos (LUO et al., 2020).

A partir da crescente utilizacdo de dietas com altos niveis de CHOs, os
aditivos alimentares passaram a ser usados para melhorar o estado de saude e
aliviar os disturbios metabdlicos causados pelos CHOs. O B-glucano (BG)
naturalmente encontrado na parede celular de leveduras, fungos e algas (RINGQJ
et al.,, 2010), esta entre os prebidticos comumente utilizados na aquicultura,
reconhecido pelo efeito no crescimento dos peixes e melhora das respostas
imunolégicas (DAWOOD et al., 2017a; DAWOOD et al., 2017b; Jl et al., 2017),
incluindo efeitos antimicrobianos, antioxidantes e anti-inflamatérios (DAWOOD
et al., 2020).

Ainda que, nenhum estudo tenha relatado seu uso potencial como
possivel redutor nos estoques de lipidios, bem como, seus efeitos nas enzimas
metabdlicas ligados a ingestdo de carboidratos em peixes, o BG apresentou
resultados positivos como auxiliares na reducdo de colesterol, glicemia e
triglicerideos em ratos recebendo dieta rica em gordura (DE ARAUJO et al.,
2016). Portanto, nosso objetivo foi investigar se o B-glucano apresentaria a
capacidade de atuar no crescimento e na reducéo dos disturbios metabodlicos em
tilapia do Nilo alimentada com alto carboidrato, por meio de analise de
desempenho produtivo, metabolitos sanguineos, reservas energéticas teciduais
e enzimas chaves hepatica do metabolismo intermediario da via glicolitica e

lipogénica.

2 - Material e métodos

2.1 - Dietas, animais e condi¢cdes experimentais

O experimento foi realizado no Laboratorio de Tilapicultura do Centro de
Aquicultura da Unesp, campus Jaboticabal. Todos os procedimentos
experimentais foram revisados e aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais — CEUA da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP —
Campus de Jaboticabal - SP e protocolados sob o n° 3554/20.

Um arranjo fatorial 2 x 4 foi usado em um delineamento inteiramente
casualizados, com dois niveis de amido (CHO-L 270 g kg' e CHO-H 620 g kg?)
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e quatro niveis de B-glucano Macrogard® (Biorigin, Lencois Paulista, S&o Paulo,
Brasil) (0,0; 1,0; 3,0 e 6,0 g kg'!), com quatro repeticdes por tratamento.

As dietas experimentais foram formuladas para serem isoenergeticas
(3.130 kcal kg™) e isoprotéicas (28% PD) atendendo as exigéncias nutricionais
para tilapia do Nilo (FURUYA et al., 2010) (Tabela 1). Os nutrientes e energia
das dietas foram calculados com base nas analises bromatolégicas e nos
coeficientes de digestibilidade descritos por Rostagno et al. (2017) e Furuya et
al. (2010) para a espécie. Para aumentar o nivel de amido e manter as dietas
isoprotéicas foi necessario usar o concentrado proteico de soja, por ser um
ingrediente com maior teor de proteina do que o farelo de soja. Além disso, para
manter as dietas isoenergéticas foi necessario alterar os niveis de lipidios da
dieta.

No processamento das dietas, estes ingredientes foram moidos em
moinho de martelo, peneira 0,8 mm, pesados e separados de acordo com a
formulacédo de cada dieta. Apés os ingredientes serem misturados em misturador
tipo “Y” as dietas foram peletizadas em moedor de carne com adi¢do de agua
(30%) e 0,1% de gelatina incolor e os granulos secos em estufa com circulacao
forcada a 40° C por 48 horas, armazenados em sacos plasticos e conservados
em freezer -20° C durante todo o experimento.

Ingredientes e dietas foram analisados quanto a matéria seca (MS,
método 934.01), proteina bruta (PB, método 984.13), extrato etéreo (EE, método
954.02) e matéria mineral (MM, método 942.15) de acordo com AOAC (2006).
Foram utilizados o0s seguintes procedimentos: para MS, amostras de
ingredientes e dietas foram secas em estufa sem circulagéo forcada de ar a 105°
C por 24 h; contetdo de PB foi calculado a partir do anélise de nitrogénio pelo
método Kjeldahl (% nitrogénio em MS x 6,25); contetdo de EE foi obtido por
extracdo com solvente organico (éter de petréleo); conteudo de MM foi obtido
por incineracdo a 600° C durante 4 h. Além disso, ingredientes e dietas foram
analisados para fibra em detergente neutro (aNDF) e fibra em detergente acido
(FDA) de acordo com Detmann et al. (2012). Também foi determinado o teor de
carboidratos ndo estruturais das dietas, considerando o valor de extrativo ndo
nitrogenado estimado pelo método de analise aproximativa de Weende [CHO =
MS — (PB + EE + FB + MM)]. A energia bruta das dietas foi determinada por meio
de bomba calorimétrica (IKA 2000, China), realizada no Laboratoério de Ciéncias
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Avicolas — AVINESP da Unesp de Jaboticabal. A concentracdo de amido foi

determinada pelo método da amilase e glicose-oxidase (BEUTLER;

BERGMEYER, 1984). A composicao analisada das dietas se encontra na Tabela

1.

Tabela 1 - Formulacdo e composicédo analisada das dietas experimentais.

Dietas (g Kg™)

Ingredientes (%) CHO-L 270 CHO-H 620

BG BG BG BG BG BG BG BG

00 10 30 60 0,0 10 30 60
;;21 proteicode 1459 1000 1000 100,0 199,9 199,9 199,9 1999
gg{)‘g‘a de 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Farelo de soja2  290,0 290,0 290,0 290,0 180,0 180,0 180,0 180,0
Farelo de Arroz2 59,0 59,0 59,0 59,0 8,0 80 80 80
Milho? 140,0 1400 140,0 140,0 1550 1550 1550 155,0
Farelo de trigo?  114,0 1140 1140 1140 50,0 50,0 50,0 50,0
Amido? 59,0 59,0 59,0 59,0 2650 2650 2650 2650
Oleo de soja 440 440 440 44,0 150 150 150 150
Fosfato Bicdlcico 150 150 150 15,0 150 150 150 150
Premix 70 70 70 7,0 7.0 70 70 70
Vit. C 02 02 02 02 0,2 02 02 02
Caolin 720 710 69,0 66,0 6,0 50 30 00
B-glucano® 00 10 30 60 0,0 10 30 60
Composicao analisada *
Matériaseca% 934 934 934 934 925 925 925 925
Proteina bruta% 31.6 31.6 31.6 31.6 31.2 31.2 31.2 31.2
Proteina
digestivel™ % 288 288 288 288 289 289 289 28.9
Extrato etéreo % 9.9 9.9 9.9 9.9 53 53 53 53
Fibra bruta % 34 34 34 34 23 23 23 2.3
Materiamineral 1,4 140 140 140 80 80 80 8.0

%



31

Extrativo nao
nitrogenado*** 41.1 41.1 41.1 41.1 53.7 53.7 53.7 53.7
%

Energia bruta

keal kgt 4032.0 4032.0 4032.0 4032.0 4067.2 4067.2 4067.2 4067.2

Energia
digestivel kcal 3130.0 3130.0 3130.0 3130.0 3152.0 3152.0 3152.0 3152.0
kgt

Amido 27 27 27 27 62 62 62 62

1CJ Selecta (Sao Paulo, SP, Brasil). 2Raguife Ind. Com. de Rac8es LTDA (Santa Fé do Sul, SP,
Brasil). 3Ingredion Brasil (S0 Paulo, SP, Brasil). O premix vitaminico e mineral forneceu por Kg-
1. manganés (2.000,00 mg); ferro (7.500,00 mg); zinco (7.500,00 mg); cobre (1.000,00 mg);
cobalto (30,00 mg); selénio (70 mg); iodo (250 mg); potassio (2.000,00 mg); magnésio (600,00
mg); Vit. A (2.000.000,00 U.I); Vit. D3 (600.000,00 U.l); Vit. K3 (700,00 mg); biotina (50,00 mg);
ac. folico (250,00 mg); colina (80.000,00 mg); Vit. B1 (2.000,00 mg); Vit. B12 (10.000,00 mcg);
Vit. B2 (4.000,00 mg); Vit. B6 (5.000,00 mg); Vit. E (15.000,00 U.I); Ac. pant. (5.000,00 mg); Ac.
nicotinico (10.000,00 mg); Vit. C (80.000,00 mg); BHT (20.000,00 mg); Etoxiquin (10.000,00 mg);
Inositol (4.000.00). 5Biorigin (Lengéis Paulista, SP, Brasil). *Com base na composigdo avaliada
de cada ingrediente. **Dados de digestibilidade obtidos por Furuya et al. (2010). *** ENN: 100%
matéria seca - (proteina bruta + extrato étereo + fibra bruta + matéria mineral).

Juvenis de tilapia do Nilo, com peso inicial de 25,39 + 0,83 g foram
distribuidos em 32 tanques de polietileno de 200-L (11 peixes / tanque) em
sistema fechado de recirculacdo de agua. O sistema de recirculacdo continha
decantador, filtros mecéanicos e biologicos. A temperatura foi mantida por um
aquecedor e a aeracao através de um difusor de ar, que distribuia ar para pedras
porosas acopladas em mangueiras siliconadas em cada tanque. Os peixes foram
alimentados com as dietas experimentais até a saciedade aparente, em duas
refeicdes diarias, por 77 dias.

Para garantir que a qualidade da agua estivesse dentro dos padrdes
desejados para a criacdo de tilapia do Nilo, os parametros fisico-quimicos da
agua foram monitorados. O oxigénio dissolvido e temperatura foram mensurados
diariamente por meio do oximetro Handy Polaris (OxyGuard®, Marine
equipament, Santa Catarina, Brasil) e termdmetro analégico e digital,
respectivamente. As concentracbes de pH e amobnia foram determinadas
semanalmente pelo método colorimétrico, através de kits para andlise de agua
doce (LabconTest, AlconTest, Camborit, Brasil). A temperatura da agua foi
mantida a 26,45 £ 1,26 °C durante todo o experimento, o que corresponde a
temperatura 6tima para o crescimento da espécie (AZAZA et al., 2008a, AZAZA

et al., 2008b). Nenhum valor critico foi detectado para oxigénio dissolvido (6,28
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+ 0,47 mg L1) e aménia - N total (NHz -N + NHs*-N: 0,25 + 0,03 mg L™) que
permaneceram dentro de faixas aceitaveis para tilapia do Nilo (POPMA;
MASSER,1999; ROSS, 2000) e o pH apresentou valor de 7,94 = 0,29. O
fotoperiodo foi mantido em 12 horas luz e 12 horas escuro com lampadas

fluorescentes.

2.2 - Desempenho de crescimento

Ao final do periodo experimental, os peixes foram mantidos em jejum por
12 horas, coletados, anestesiados em solucdo de benzocaina (60 mg L),
individualmente pesados em balanca digital semi-analitica (Marte AD2000, Marte
Cientifica, Sdo Paulo, Brasil) e medidos. Com os dados obtidos foram calculados

0S seguintes parametros de desempenho produtivo:

e Peso médio final (PF);
e Ganho em peso:
GP (g) = (peso médio final — peso médio inicial);
e Taxa de crescimento especifico:
TCE (% diat) = 100 x [(In peso final — In peso inicial) / periodo
experimental];
e Consumo alimentar diario:
CAD (g diat) = alimento consumido / periodo experimental;
e Conversao alimentar aparente:
CA = alimento fornecido / ganho em peso total;
e Sobrevivéncia:

SB (%) = 100 x (numero final de peixes) / (hamero inicial de peixes).

2.3 - Metabolitos sanguineos

Foram coletados trés peixes por tanque para retirada de amostra de
sangue por puncéo caudal, sendo destinadas algumas aliquotas para separacéo
do soro e outras para separacao do plasma (15 pL de fluoreto de potassio +

EDTA, Gold Analisa Diagnéstica, Belo Horizonte, Brasil), de acordo com a
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analise a que se destinavam. A separacéo das aliquotas do sangue foi realizada
pela centrifugacdo (Eppendor Centrifuge 5804R, Beckman Coulter, Brea,
California, USA) do sangue (3000 RPM, 10 min a 10°C) logo ap0s a coleta, para
separacdo do plasma, e, ap6s uma hora a temperatura ambiente, para
separacédo do soro, que foi armazenado a -18° C. No sangue foram analisados
0S seguintes metabdlitos: glicose plasmatica (Método GOD-Trinder, Bioclin,
Santa Branca, Minas Gerais, Brasil), triglicerideos (Método Enzimatico-Trinder,
Bioclin, Santa Branca, Minas Gerais, Brasil). As determina¢des dos metabdlitos
sanguineos foram realizadas no Laboratério Multiusuarios do Centro de

Aquicultura da Unesp, Caunesp, Campus Jaboticabal.

2.4 - Reservas energéticas teciduais

Os animais utilizados nas coletas de sangue foram laparotomizados para
retirada e pesagem da gordura visceral e do figado, retirada de um fragmento do
musculo esquelético da regido caudal. As amostras teciduais, acondicionadas
em papel aluminio, foram identificadas, congeladas e armazenadas em
nitrogénio liquido. Foram avaliadas as relagdes somaticas: indice gorduro-
viscerossomatico (IGVS) e indice hepatossomatico (IHS) de acordo com a
férmula: [100 x (peso do tecido / peso vivo)]. Nos fragmentos de figado e tecido
muscular foram realizadas as andlises para determinacdo do lipidio total
hepético e muscular através da metodologia de extracdo com solvente (BLIGH;
DYER, 1959) e do glicogénio hepatico (metodologia enzimatica colorimétrica;
PERRY et al., 1989).

2.5 - Atividade hepatica de enzimas-chave das vias metabdlicas

As amostras de figado, previamente armazenadas a -80° C, foram
homogeneizadas em tampéao Tris-HCI e centrifugadas em centrifuga refrigerada
por 15 minutos a 10° C para determinacdo da atividade hepatica das enzimas
hexoquinase (HK, EC 2.7.1.1), glicoguinase (GK, EC 2.7.1.2) e piruvato quinase
(PK, EC 2.7.1.40). A atividade da HK e a GK foram mensuradas de acordo com

as metodologias de Vijayan; Ballantyne; Leatherland (1990), adaptada por
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Pérez-Jiménez et al. (2009). A atividade da PK foi determinada pelo método de
Carbonell et al. (1973). Também foi determinada a atividade da enzima glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) através da metodologia de Lohr
e Waller (1960). As atividades de enzima malica (ME, EC 1.1.1.40) e sintetase
de acidos graxos (FAS, EC 2.3.1.38) foram determinados conforme a
metodologia de Graeve (1994). Todas as atividades enzimaticas estao
expressas por miliunidades por miligrama de proteina soltvel (atividade
especifica). Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para transformar um pmol de substrato por minuto sob as
condicBes de analises acima. Foi determinada a concentracdo de proteinas

totais do homogenato pelo método do biureto, descrito por Reinhold (1953).

2.6 - Analise estatistica

Os dados foram verificados quanto a normalidade (teste de Kolmogorov-
smirnov) e homocedasticidade (teste de Brown-Forsythe) das variancias.
Posteriormente, os resultados foram analisados usando ANOVA de duas vias
com os niveis de CHOs e BG como fatores, seguido pelo teste de Tukey para
identificar diferencas entre as médias. Os efeitos dos tratamentos foram
considerados significativos em P < 0,05. Todas as analises foram realizadas por
meio do pacote de software Statistical Analysis Systems versdo 1.2 do Rstudio
Team (Rstudio, Inc., Boston, MA, 2018).

3 - Resultados

3.1 - Desempenho de crescimento

Houve efeito da interacdo entre BG e CHO para as variaveis de peso final,
ganho de peso, consumo de racao total e conversao alimentar aparente (P <

0,05), exceto para taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia (Tabela 2).
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Tabela 2 - Desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo apés 77 dias de
alimentacdo com diferentes niveis de glucano (BG) e carboidratos (CHO) na
dieta.

Niveis dietéticos (g Kg *?)

Desempenho
BG CHO PE(g) GP(q) %Tgii_l %Fé&eg CAA  SB%
0.0 147,14c 12211c 2,33b 173,11 153a 96,60
1.0 162,46 a 13691a 243a 17632 1,44b 93,18
3.0 158,54b 13323b 24la 171,39 1,43b 96,60
6.0 158,22b 13259b 2,39a 177,61 1,44b 97,73

CHO-L 270 149,88y 124,16y 2,32y 16501y 1,45 96,02
CHO-H 620 163,31 x 138,25x 2,46x 184,12x 1,47 96,02

SEM 1,68 1,70 0,02 3,11 0,01 0,99
Analise de variancia: P

valor

BG 0,001 0,001 0,001 0,695 0,02 0,477
CHO 0,001 0,001 0,001 0,001 0,403 1,000
BG x CHO 0,01 0,005 0,397 0,001 0,04 0,902

Médias de 4 repeti¢cdes (n=4). a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os niveis de
glucano pelo teste Tukey (P < 0,05). x, y: Indicam médias estatisticamente diferente entre os niveis
de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05). PF, peso final; GP, ganho de peso; TCE, taxa de
crescimento especifico; CRT, consumo de ragdo total; CAA, conversdo alimentar aparente; SB,
sobrevivéncia.

Os desdobramentos das interagdes entre G e CHO nos parametros de
desempenho produtivo estéo apresentados na Figura 5. E possivel observar que
0s juvenis de tilapia do Nilo que receberam 0 BG / CHO-H apresentaram melhor
peso final e ganho de peso em relacdo aos que receberam 0 BG / CHO-L
(P<0,05) (Figura 5A e 5B), ao contrario da converséao alimentar (Figura 5D) que
foi afetada pelo alto CHO da dieta, apresentando maior valor, o que ja era
esperado, pois também fizeram maior ingestdo de alimento (Figura 5C).
Entretanto, ao incluir 1 g kg do BG em ambos niveis de CHO, os peixes
demonstraram aumentar sua performance, apresentando inclusive, reducéo na

conversao alimentar dos peixes alimentados com CHO-H.
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Figura 5. Efeito da interacdo entre glucano e carboidratos da dieta para
desempenho de crescimento de juvenis de tilapia do Nilo. Médias de 4 repeticdes
(n=4). a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os niveis de
glucano pelo teste Tukey (P < 0 0,05). x, y: Indicam médias estatisticamente
diferente entre os niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05). PF, peso
final (A); GP, ganho de peso (B); CRT, consumo total de racdo (C); CAA,

conversédo alimentar aparente (D)

3.2 - Metabdlitos sanguineos

N&o foram observadas interacdes significativas entre niveis de BG e CHO

para a glicose plasméatica e colesterol sérico (P > 0,05), apenas para 0s

triglicerideos (P < 0,05). J4 as dietas CHO-L resultaram em maiores

concentracdes de colesterol sérico (P < 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Metabolitos sanguineos de juvenis de tilapia do Nilo apés 77 dias de
alimentacdo com diferentes niveis de glucano (8G) / carboidratos (CHO) na

dieta.

Niveis dietéticos (g Kg 1)

Metabolitos sanguineos

0o cHo  Slemee, Tirdeos Coesterg
0.0 3,38 224 a 1.95
1.0 3,28 1.36 ¢ 1.96
3.0 3,01 161b 191
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Médias de 4 repeticbes (n=4). a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os
niveis de glucano pelo teste Tukey (P < 0,05). x,y: Indicam médias estatisticamente diferente
entre os niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05).

A concentracao de triglicerideos mais elevada foi observada nos peixes

que receberam a dieta CHO-H sem a incluséo do BG. Porém, a inclusdo de 1 g

kg' de BG foi suficiente para atuar na reducdo das concentracdes deste

metabdlito em ambos teores de CHOs (P < 0,05) (Figura 6).

3.20 - a,x

0.00 T T

' 86 (g Kg)

CHO (g Kg™)
QCHO-L 270

QCHO-H 620

Figura 6. Efeito da interacdo entre glucano e carboidratos da dieta para
triglicerideos séricos de juvenis de tilapia do Nilo. Médias de 4 repeti¢cdes (n=4).
a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os niveis de glucano
pelo teste Tukey (P < 0,05). x,y: Indicam médias estatisticamente diferente entre
0s niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05).
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3.3 Reservas energéticas teciduais

A interacdo entre os niveis de BG e CHO influenciou no indice
hepatossomatico, lipidio hepatico e muscular (P < 0,05) dos juvenis de tilapia do
Nilo (Tabela 4). Enquanto a concentracao de glicogénio hepatico dos juvenis foi
alterada apenas em funcdo dos niveis de CHOs. Os grupos que receberam
CHO-H apresentaram maior concentragdo de glicogénio hepéatico em
comparagao com 0s peixes que receberam as dietas CHO-L (P < 0,05) (Tabela
4).

Tabela 4 - indice somatico e reservas energéticas teciduais de juvenis de tilapia
do Nilo apés 77 dias de alimentacdo com diferentes niveis de glucano (BG) /
carboidratos (CHO) na dieta.

, . . Z4n -1 L. . .
Niveis dieteticos (g Kg™) Reservas energéticas teciduais

IHS g GHg LH LM mg

BG CHO 100g" 100g' mggl g
0.0 186a 11,17 2373 4,33a
1.0 1,60b 11,85 21,49 3,69b
3.0 1,66b 1078 26,06 391b
6.0 1,59b 11,08 2500 3,61b
CHO-L 270 148y 1070y 22,83 359y
CHO-H 620 1,87x 11,75x 2531 4,18x
SEM 005 025 086 0,10

Analise de variancia: P valor

BG 0,01 0,412 0,129 0,001
CHO 0,001 0,028 0,08 0,001
BG x CHO 0,01 0,102 0,005 0,001

Médias de 4 repeticdes (n=4). a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os niveis
de glucano pelo teste Tukey (P < 0,05). x,y: Indicam médias estatisticamente diferente entre os
niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05). IHS, indice hepatossomatico; GH, glicogénio
hepéatico; LH, lipidio hepatico; LM, lipidio muscular.

Os desdobramentos das interacdes entre G e CHO nos parametros de

indice somatico e reservas energéticas teciduais estdo apresentados na Figura
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7. Nao houve diferenca (P > 0,05) nos valores de indice hepatossomético dos
peixes que receberam CHO-L, e maiores valores foram encontrados para CHO-
H em relacdo ao CHO-L (P < 0,05). Quando houve a inclusdo do BG na dieta
CHO-H houve uma reducédo nos indices de IHS, isso foi ainda mais acentuado
na inclusdo de 3 g kg* BG, que néo apresentou diferenca (P > 0,05) em ambos
0s niveis de CHOs (Figura 7A). O lipidio hepatico foi maior nos peixes que
receberam a dieta CHO-H com a inclusdo de 3 g kg BG em relacdo a dieta
CHO-H com aincluséo de 1 g kg* de BG (P < 0,05).

As tildpias que receberam as dietas CHO-H apresentaram maiores niveis
de lipidio muscular em relagéo as dietas CHO-L (P < 0,05), contudo, quando
houve a inclusédo de 3 e 6 g kg™ BG os niveis de lipidio muscular diminuiram e
se igualaram (P > 0,05), mostrando que o BG atuou na reducéo de reserva de

gordura no musculo de tilapias.
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Figura 7. Efeito da interacdo entre glucano e carboidratos da dieta para indice
hepatossomatico, lipidio hepéatico e lipidio muscular de juvenis de tilapia do Nilo.
Médias de 4 repeticbes (n=4). a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes
entre os niveis de glucano pelo teste Tukey (P < 0,05). x,y: Indicam médias
estatisticamente diferente entre os niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P <
0,05).
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3.4 - Atividade hepética de enzimas-chave das vias metabdlicas

Foi observado efeito da interacdo (P < 0,05) para todas as enzimas
hepaticas relacionadas a glicélise e lipogénese (Tabela 5). A atividade hepatica
da GK (Figura 8A) resultou em maior atividade para os peixes alimentados com
CHO-L (P < 0,05), essa mesma tendéncia foi apresentada pela PK (Figura 8B,
no entanto, a inclusdo do BG reduziu essa resposta (P < 0,05). Por outro lado, a
HK (Figura 8C) foi maior para os grupos que consumiram CHO-H (P <0,05) e a
inclusédo de 1 g kg* BG foi o suficiente para reduzir a atividade dessa enzima,
embora a inclusédo de 3 g kg* de BG néo ter apresentado diferenca (P > 0,05)

para ambos teores de CHO (Figura 8C).

Tabela 5 - Atividades de enzimas glicoliticas e lipogénicas no figado de juvenis
de tilapia do Nilo ap6s 77 dias de alimentacdo com diferentes niveis de glucano
(BG) / carboidrato (CHO) na dieta.

Niveis dietéticos g Kg™* Atividades enzimaticas pumol/mg

Glicdlise Lipogénese

BG CHO GK HK PK G6PDH EM

0 151 524a 2325a 9530a 115,48 a

1 1,48 424b 1577b  8522b 87,42 b

3 1,43 3,26b 12,89c 70,45 c 85,28 b

6 1,29 395b 16,70b 84,69b 87,65b
CHO-L 270 152 298y 21,45x 67,94y 50,81y
CHO-H 620 1,33 537x 12,86y 99,90 x 137,01 x

SEM 0,07 0,32 1,05 3,4 8,49

Analise de variancia: P

valor

BG 0,658 <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001
CHO 0,182 <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001
BG x CHO 0,03 <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001

Médias de 4 repeti¢cdes (n=4). a, b, ¢: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os niveis
de glucano pelo teste Tukey (P < 0,05). x,y: Indicam médias estatisticamente diferente entre os
niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05). HK, hexoquinase; PK, piruvato quinase;
G6PDH, glicose-6-fosfato desidrogenase; EM enzima malica.
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Figura 8. Efeito da interacdo entre glucano e carboidratos da dieta para enzimas
hepaticas da glicolise de juvenis de tilapia do Nilo. Médias de 4 repeticdes (n=4).
a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os niveis de glucano
pelo teste Tukey (P < 0,05). x,y: Indicam médias estatisticamente diferente entre
0s niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05).GK, glicoquinase (A); HK,
hexoquinase (B); PK, piruvato quinase (C).

As enzimas relacionadas a via lipogénica, G6PDH e EM (Figura 9)
apresentaram maiores respostas para os peixes alimentados com CHO-H em
relacdo ao CHO-L (P < 0,05), entretanto, a partir da inclusédo de 1 g kg do BG,
esse efeito foi minimizado (Figura 9A). Nao houve diferenca para a dieta CHO-L
na atividade da EM (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito da interacdo entre glucano e carboidratos da dieta para enzimas
hepéticas da lipogénese de juvenis de tilapia do Nilo. Médias de 4 repeticdes
(n=4). a, b, c: Indicam médias estatisticamente diferentes entre os niveis de
glucano pelo teste Tukey (P < 0,05). x,y: Indicam médias estatisticamente
diferente entre os niveis de carboidratos pelo teste Tukey (P < 0,05): G6PDH,
glicose-6-fosfato desidrogenase (A); EM, enzima mélica (B).



42

4 - Discussao

Até onde sabemos, este estudo foi o primeiro a investigar os efeitos da
relacdo B-glucano / carboidratos da dieta no desempenho, nas vias metabdlicas
hepaticas envolvidas no metabolismo de carboidratos e lipidios do figado de
tilapia do Nilo, sendo estes principais requisitos para otimizar o perfil nutricional
da dieta.

Os resultados obtidos nesse estudo revelaram melhor performance de
crescimento dos peixes alimentados com niveis elevados de amido, e quando
houve a inclusédo de 1 g kg* do B-glucano as respostas de desempenho dos
juvenis de tilapias foram ainda melhores. Esse fato sugere que o amido foi
utilizado como energia pela tilapia, e, portanto, a proteina da dieta foi direcionada
para crescimento. Ao contrario do presente estudo, autores como, Azaza et al.
(2015), Wang et al. (2017), Boonanuntasarn et al. (2018a), Boonanuntasarnn et
al. (2018b), Chen et al. (2020) e Luo et al., (2020) encontraram resultados de
que peixes alimentados com alto carboidrato apresentaram reduzido
crescimento, 0 que pode estar relacionado a distintos fatores como, a biologia
(habito alimentar, exercicios, genotipo), dieta (fonte de carboidratos - origem
botanica, complexidade molecular, estado fisico; nivel de inclusdo e estratégias
de alimentacéo; interacdes de nutrientes) e o ambiente (temperatura, salinidade,
estresse, fotoperiodo) (KAMALAM; MEDALE; PANSERAT, 2017).

De fato, os fatores mencionados podem influenciar nos distintos
resultados obtidos nos estudos, porém um dos pontos a serem destacados é a
formulacdo da dieta. Alguns ndo adotaram o critério de dietas isoproteicas
(AZAZA et al., 2015; BOONANUNTASARN et al., 2018a;
BOONANUNTASARNN et al., 2018b), sendo assim, dietas com reduzido CHO,
apresentavam grandes quantidades de proteina, sendo o excesso direcionado
para desaminacédo e catabolismo de aminoacidos (NRC, 2011), resultando em
maior excrecao de amonia (WILSON, 2002). Ja dietas com elevado CHOs,
contém menores teores de proteina, refletindo diretamente no desempenho
animal, pois possuem maior pressdo sobre a proteina corporal devido aos

nutrientes dietéticos necessarios para atender a demanda de sintese,
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manutencdo e metabolismo de proteinas nos tecidos (GARCIA-MEILAN et al.,
2013; JIN et al., 2015; JIANG et al., 2016).

Com relacdo ao consumo, uma tendéncia positiva do amido na dieta em
aumentar a ingestéao de racdo pelos peixes foi observado, o que contraria alguns
estudos na literatura, que relatam reducdo na ingestao de alimentos com niveis
elevados de amido em comparacéo a dietas com menores conteudos de amido
(SANDRE et al., 2017; CARDOSO et al., 2021). Evidéncias indicam que o
controle da ingestdo alimentar ocorre para atingir um determinado status
energeético, e estd relacionado a energia digestivel da dieta (BOUJARD;
MEDALE, 1994; MORALES et al., 1994; GELINEAU; BOUJARD, 2001;
GELINEAU et al., 2001), o que possivelmente ndo ocorreu, pois, as dietas
experimentais ofertadas no presente estudo foram isoenergéticas.

No entanto, a fim de manter a isoenergia constante entre elas, o teor de
lipidio das dietas foi modificado, sendo a principal fonte energética da dieta com
alto carboidrato o amido, diferente da dieta com baixo carboidrato que continha
a gordura como principal fonte energética. De acordo com Saravanan et al.
(2012) os peixes ndo regulam seu consumo com base na densidade dietética de
energia digestivel (ED) como um todo, sugerindo um possivel papel da utilizacdo
de energia ou nutrientes e, portanto, da fonte de ED na regulacédo da ingestéo
de alimentos em peixes, indicando entéo, que a fonte energética pode ter afetado
a ingestdo de alimento pelas tildpias. Estudos acerca da regulacdo de ingestédo
de dietas ricas em carboidratos sdo necessarios para melhor entendimento.

Visto que o desempenho dos peixes alimentados com alto carboidrato
foram superiores aos peixes alimentados com baixo carboidrato, o B-glucano
conseguiu com suas propriedades benéficas, propiciar melhores resultados de
desempenho produtivo. Fato este que pode estar relacionado com a modulacéo
da microbiota intestinal, aumentando a integridade das vilosidades e a
resisténcia a bactérias patogénicas, seguido com um aumento na eficiéncia de
digestdo e absorcédo das dietas (DAWOOD; KOSHIO, 2016; RAA, 2015). Assim,
este prebidtico proporcionou melhor digestdo e a utilizacdo de nutrientes,
ativando a microbiota benéfica, que segregam enzimas digestivas no trato
gastrointestinal dos peixes (DAWOOD; KOSHIO; ESTEBAN, 2018). Por isso,

foram capazes de apresentar melhor eficiéncia alimentar, possibilitando que os
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efeitos adversos do elevado nivel de CHOs fossem compensados por sua
adicao.

Os ingredientes da nutricdo alimentar ndo exercem influéncia apenas no
crescimento dos peixes, mas também nas condi¢cbes fisioldgicas, como
parametros bioquimicos do plasma, fisiologia do tecido e indices bioquimicos
(TIAN et al.,, 2012; WANG et al., 2014). Dentro desse contexto, as dietas
ofertadas a tilapia do Nilo tiveram possivel influéncia nos resultados do colesterol
sérico nos peixes, pois, houve reducdo significativa com o aumento do
carboidrato da dieta. O colesterol pode ser obtido da dieta ou sintetizado,
principalmente no figado e intestino (MAITA et al., 2006). Em situacdes normais
de alimentacédo, o colesterol endégeno é diretamente regulado pelos niveis de
colesterol presentes na dieta, assim, a concentracdo de colesterol sérico pode
variar dependendo do estado nutricional dos peixes (DU et al., 2005). Isso pode
ser consistente com o conteudo de lipidios da dieta do presente estudo (CHO-L
= 9.9% EE; CHO-H = 5.3% EE) e, portanto, o aumento da concentracdo de
colesterol sérico indicou um transporte lipidico endégeno mais ativo, em resposta
ao maior incremento de lipidio na dieta (ZHOU et al., 2016; SANDRE et al.,
2017).

J& os niveis de glicose plasmatica ndo foram afetados pela ingestédo de
dieta rica em CHO sugerindo capacidade de regular eficientemente a glicemia,
o que também foi comprovado por outros estudos (XIE et al., 2017; LI et al.,
2019; CARDOSO et al., 2020). Em consonéancia com a glicose, a atividade
hepatica da enzima GK nao foi influenciada pelo CHO-H da dieta. A GK é uma
das principais enzimas que mantém a homeostase da glicose no sangue através
da acdo catalitica da fosforilacdo de glicose e fornecendo o substrato para a
glicdlise, glicogénese e a via da pentose fosfato (ENGELKING, 2010). Mesmo
gue a lipogénese nao esteja diretamente ligada ao metabolismo da glicose, esta
via pode desempenhar um papel importante na homeostase da glicose devido a
conversao da glicose (em excesso) em acidos graxos (CAl et al., 2018).

Ademais, alguns estudos também relatam que a inducao da atividade de
GK pelos carboidratos é menor em peixes onivoros por utilizarem bem
carboidratos, (PANSERAT et al., 2000; CAPILLA et al., 2004; KUMAR et al.,
2009; ROBISON et al., 2008; SHIAU et al., 1997; GAO et al., 2016). Isso sugere

que a inducao de GK hepatica ndo é um fator limitado ao uso de carboidratos na
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dieta. A regulacdo de GK pode depender também das fontes utilizadas
(PANSERAT; RIDEAU; POLAKOF, 2014), jA que estudos relatam atividades
enzimaticas da GK maiores em peixes alimentados com glicose e com as dietas
de maltose em relacdo aqueles alimentados com dextrina e amido (ENES et al.,
2008a; ENES et al., 2010).

Por outro lado, houve aumento de maneira significativa para a enzima
hepatica HK. Em animais, a reacdo de fosforilacdo da glicose catalisada pela
hexoquinase € a primeira reacao limitante da taxa de glicolise, que consiste na
fosforilacdo da glicose em glicose-6-fosfato e, posteriormente, remove a glicose
da circulacdo pelo figado (WILSON, 2003) realizando papel fundamental no
metabolismo intermediario. O consumo de altos niveis de carboidratos dietéticos
pode resultar do baixo nivel de fosforilagdo da glicose pelo baixo Km HK (HK I-
), principalmente no figado e musculo esquelético (NAGAYAMA; OHSHIMA,;
TAKEUCHI, 1973; NAGAYAMA; OHSHIMA, 1974). Esse resultado pode ser
justificado por uma sobrecarga / saturacao da glicose presente no figado, sendo
assim, uma vez atingido o limiar de saturagdo enzima / substrato, a eficiéncia da
fosforilacdo da glicose em glicose-6-fosfato ndo melhorou mais (LI et al., 2018).

A atividade enzimatica PK é outra enzima glicolitica chave, e embora
tenha sido aceito que essa enzima tem uma regulacéo nutricional, em algumas
espécies de peixes sua regulacdo por carboidratos ainda é controversa (ENES
et al., 2009; KAMALAM; MEDALE; PANSERAT, 2017). Em nossa investigacao,
nenhum efeito da ingestdo de carboidratos na dieta sobre a atividade
farmacocinética do figado de tilapia do Nilo foi observado, isso esta de acordo
com estudos anteriores realizados em pacu (Piaractus mesopotamicus)
(PEREIRA et al., 2020), gar tropical (Atractosteus tropicus) (GUERRERO
ZARATE et al., 2019); carpa gibe L. (Carassius auratus gibelio), carpa capim
(Ctenopharyngodon idellus) (LI et al., 2016) e dourada (Sparus aurata) (ENES et
al., 2008a).

Em contrapartida, foi observado um efeito na atividade de PK dependente
do tipo de carboidrato fornecido. No robalo europeu (Dicentrarchus labrax) foi
relatada uma maior inducéo de PK do figado pela glicose do que pelo amido,
enquanto na carpa gibel (Carassius auratus) e bagre chinés (Leiocassis
longirostris) a PK foi significativamente maior em peixes alimentados com dietas

contendo sacarose do que glicose, dextrina ou amido (GUERRERO-ZARATE et
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al., 2019). Além do mais, de acordo com Panserat et al. (2000), a inducédo de PK
ndo se deve principalmente a mecanismos de transcricdo, porém esta
possivelmente associada a regulacdo pos-transcricional ou a modificacfes
enzimaticas qualitativas, como fosforilagdo/desfosforilacédo, explicando assim os
distintos resultados de inducao de PK obtidos nos diferentes estudos.

Novamente, o G se mostrou benéfico atuando nas enzimas glicoliticas,
reduzindo as atividades de HK e PK, no entanto, os mecanismos envolvendo
esse prebidtico em enzimas glicoliticas para peixe ainda sdo desconhecidos,
sendo necessario outros estudos para possiveis aprofundamentos e conclusées.

Os peixes ao ingerirem altas quantidades de carboidratos, o excesso pode
ser armazenado principalmente no figado como glicogénio (glicogénese) ou
como triglicerideos (lipogénese) nos tecidos adiposo e muscular (ENES et al.,
2009). Maiores concentracdes de triglicerideos séricos nos peixes alimentados
com CHO-H foram encontradas, sugerindo a ocorréncia de lipogénese, pela
sintese de triglicerideos hepaticos. O excesso de CHO é convertido em acucar
simples por digestao, e posteriormente, em piruvato por glicélise; o piruvato, é
entdo oxidado para adquirir energia ou direcionado para as vias de sintese de
acidos graxos (lipogénese) quando a energia esta disponivel (UYEDA; REPA et
al., 2006).

Esses resultados, demonstram mais uma vez que 0s nhiveis de glicose
sanguineo estaveis sdo devido ao potencial aumentado da lipogénese,
confirmado pelos teores de triglicerideos séricos, bem como possivel auséncia
de alterac&o na gliconeogénese (LI et al., 2019). Isto também pode explicar os
IHS mais altos identificados nesses grupos e pode ser atribuido ao aumento da
deposicao de glicogénio hepéatico (RAWLES; SMITH; GATLIN, 2008; ENES et
al., 2010). Além do mais, esses resultados mostram uma relagdo com as
enzimas metabdlicas envolvidas na lipogénese, a G6PDH e EM que
apresentaram maior atividade para dieta CHO-H, indicando aumento da
capacidade de geracdao de NADPH, necessaria para conversao de carboidratos
em gordura (AZAZA et al.,, 2015). Isso inevitavelmente resultou em maior
deposicao de lipidios no musculo, indicando uma consequéncia do excesso de
ingestao de energia.

Através disso, € possivel inferir que a dieta CHO-H provocou a lipogénese

desejada para averiguar os efeitos do glucano. E também confirmou a premissa
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do estudo de que o B-glucano atuaria nos estoques de lipidios na tilapia, pois a
inclusdo de 1 g kg desempenhou efeito positivo na reducéo do triglicerideos,
IHS e lipidio muscular, assim como, foi capaz de atenuar as enzimas metabdlicas
envolvidas na lipogénese. Os mecanismos envolvendo o efeito benéfico do BG
em dietas para peixes sao elucidados como potencial imunoestimulante, mas ha
evidéncias comprovadas de que afetam o metabolismo de carboidratos em
humanos e ratos, principalmente em doencas relacionadas a sindrome
metabolica.

Um dos efeitos pode ser atribuido a fermentacdo desse polissacarideo
por bactérias intestinais, originando a producdo de acidos graxos de cadeia
curta, que sao retidos pela veia porta e conduzido ao figado, reduzindo a
producéo de lipideos. Outa possivel explicacdo € a ligacdo do B-glucano aos
acidos biliares do intestino, retardo do esvaziamento gastrico e interferéncia na
absorcao de gordura pelo aumento da viscosidade intestinal (BELL et al., 1999).

Evidéncias recentes demonstraram também que o B-glucano exerce seu
efeito ao ativar a via de sinalizagdo AMPK, um importante sensor e regulador da
homeostase energética em nivel celular. A ativacio de AMPK promove
mecanismos de geracdo de ATP, como a oxidacao de lipidios, enquanto reduz
0S processos que consomem energia, como triglicerideos e sintese de proteinas
(LIU et al., 2018). Além disso, a ativacdo da via de sinal de AMPK leva a inibi¢céo
da expressao génica envolvida na sintese de glicose e lipidios, interferindo em
fatores de transcricdo e enzimas metabdlicas, como acido graxo sintase (FAS) e
outros (SRIVASTAVA et al., 2012).

5- CONCLUSAO

Os dados apresentados mostram que a tilapia do Nilo pode ter melhor
performance de desempenho com dietas contendo alto carboidrato. Por outro
lado, demonstram que a ingestéo de carboidratos esta associada a inducdo da
lipogénese. A inclusdo de 1 g Kg* do B-glucano foi suficiente para potencializar
as respostas de crescimento e capaz de reduzir triglicerideos, indice
hepatossmatico, lipidio muscular e atividade das enzimas chaves hepética da
via glicolitica e lipogénica, atenuando entéo os distlrbios metabdlicos causados

em tilapias do Nilo alimentadas com alto carboidrato.
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