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RESUMO

A aquicultura vem crescendo e a intensificacdo da producdo traz consequéncias
negativas para 0s peixes e o meio ambiente. Nestes sistemas, a alimentacdo é
oferecida com alta frequéncia, diferente do que ocorre no ambiente natural, o que
torna possivel o uso de ciclos de restricdo do alimento e realimentacdo. Durante
periodos de jejum, os peixes mobilizam reservas energéticas e na realimentagao
ativam mecanismos compensatorios para reposicdo destas reservas, 0 que altera a
dindmica da producdo de energia, quando dois sistemas podem ser afetados: o
sistema imune, de alto custo energético, e o sistema antioxidant, que é ativado durante
a ativacdo da respiracdo celular para combater os radicais livres formados.
Considerando o exposto, esse estudo avaliou a dinamica metabdlica, respostas
imunes inatas e do sistema antioxidante, durante a restricAo alimentar e a
realimentacdo do pacu (Piaractus mesopotamicus). Para isso, os peixes foram
submetidos a ciclos de 3 dias de restricao e dois dias de realimentacdo por 30 dias ou
a 21 dias de restricdo seguidos de 9 dias de realimentacéo e, ao final, inoculados com
lipopolissacarideo (LPS). Os resultados mostraram que a restricao alimentar modulou
as reservas energéticas durante os 21 dias de restricdo alimentar, e apos 9 dias de
realimentacdo promoveu o crescimento compensatoério e a recuperagao das reservas
energéticas. O sistema imune (atividade respiratoria dos leucocitos - ARL e lisozima
sérica) nao foi afetado pela restricdo alimentar, mas a realimentacéo ativou a ARL e
reduziu a concentracdo de lisozima. Em peixes privados de alimento, o sistema
antioxidante demonstrou prejuizos na capacidade de resposta. Embora houvesse
ativacdo de enzimas antioxidantes, a alta mobilizagédo de energia durante o jejum
provocou estresse oxidativo.

Palavras-chave: Aquicultura, Restricdo Alimentar, Fisiologia, Sistema Antioxidante.
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ABSTRACT

Aquaculture is growing the intensification of production has negative consequences for
fish and the environment. In these systems, feed is offered at a high frequency, unlike
in the natural environment, which makes it possible to use feed restriction and
refeeding cycles. During periods of fasting, fish mobilize energy reserves, and during
re-feeding they activate compensatory mechanisms to replenish these reserves. Thus,
metabolic changes alter the dynamics of energy production, and two systems may be
affected: the immune system and the antioxidant system, which responds to the
production of free radicals during the activation of cellular respiration. Considering the
above, this study evaluated the metabolic dynamics, innate immune and antioxidant
system responses, during feed restriction and re-feeding of pacu (Piaractus
mesopotamicus). The fish were subjected to cycles of 3 days of restriction and 2 days
of refeeding for 30 days or to 21 days of restriction followed by 9 days of refeeding
and, at the end, inoculated with lipopolysaccharide (LPS). The results of this study
showed that dietary restriction modulated energy reserves during the 21 days of dietary
restriction, and after 9 days of refeeding promoted compensatory growth and recovery
of energy reserves. The immune system (leukocyte respiratory activity and lysozyme)
was not affected by dietary restriction, but refeeding activated ARL and reduced serum
lysozyme concentration. In food-deprived fish, the antioxidant system showed impaired
responsiveness. Although there was activation of antioxidant enzymes, the high

energy mobilization during fasting caused oxidative stress.

Keywords: Aquaculture, Food Restriction, Physiology, Antioxidant System.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL
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1. Panorama geral da aquicultura

A agropecuaria possui um papel importante na economia do Brasil e do mundo. A
aquicultura € um sistema de producéo de organismos aquaticos de alto valor nutritivo
que tem apresentado rapido crescimento nos ultimos anos. Segundo a FAO (2021), a
aquicultura, em particular, provou ser uma das praticas de producdo mais
diversificadas do mundo em termos de espécies, métodos de cultivo e ambientes
utilizados.

As principais espécies cultivadas na piscicultura de agua doce, como carpas,
bagres e tildpia, e que dominam a producdo aquicola global, sdo onivoras ou
herbivoras e consomem baixos niveis de proteina e farinha de peixe nas ragées. O
cultivo dessas espécies é facilitado pela alta taxa de reproducao, tolerancia a baixos
niveis de oxigénio dissolvido na agua e acumulo de nutrientes, permitindo serem
utilizadas tecnologias basicas de custo relativamente baixo (Zhang et al., 2022).

Dessa forma, o consumo de peixes se torna acessivel a consumidores de baixa e
meédia renda e fazem uma contribuicdo importante para a seguranca alimentar e
nutricional global (Belton et al., 2018). Segundo Zhang et al. (2022), o maior consumo
de alimentos aquaticos ocorrera em paises do sul do globo terrestre, os quais
possuem as maiores taxas de crescimento populacional, rapida urbanizacéo,
expansdo da aquicultura e desenvolvimento econdmico, como Africa e Asia.

O territorio brasileiro conta com a maior reserva de agua doce do mundo
(aproximadamente 5.500.000 hectares de lamina d’agua) (BRASIL, 2012), e isso
contribui para o alto potencial da aquicultura no Brasil. De acordo com o Anuério Peixe
BR (2022), o Brasil produziu 841.005 toneladas de peixes de cultivo (tilapia, peixes
nativos e outras espécies) em 2021, representando um crescimento de 4,7% sobre a
producdo de 2020. Enquanto isso, a producéo de peixes nativos representou 31,2%
da producéo nacional, neste mesmo ano.

Portanto, a atividade aquicola se destaca pelo crescimento na producdo de
alimentos saudaveis, contribui para a geracdo de empregos e renda, e consequente

reducdo da fome e pobreza em diversas partes do mundo.

2. Restricéo alimentar e realimentacéo
Para a otimizacdo da producédo séo utilizadas muitas estratégias na piscicultura,

desde a formulacdo de racOes até a oferta de alimentos. Os peixes possuem

4



Mestranda — Thais Lucato Sorrente Orientadora — Elisabeth Criscuolo Urbinati

mecanismos que 0s tornam capazes de enfrentar, na natureza, longos periodos de
privacdo alimentar (Souza et al., 2000; Bar, 2014; Urbinati et al., 2014; Staples,
2016). Desta forma, torna-se interessante o manejo alimentar que se utiliza de
periodos de restricdo e realimentacéo.

Durante longos periodos sem comida, 0s peixes mobilizam as reservas
energeéticas, as quais podem diferir em relacéo a duracéo dos ciclos, estacdo do ano
e espécie. Varios estudos investigaram o0 uso da restricAo e realimentacdo em
Siniperca scherzeri (Kim et al., 2022), Arctic charr (Cassidy et al., 2018), Danio rerio
(Liao et al., 2021), Pyrrhulina brevis (Abe et al., 2021), Brycon amazonicus (Urbinati et
al., 2014), Rutilus rutilus (Van Dijk et al., 2002), Oncorhynchus mykiss (Fauconneau e
Paboeuf, 2000), Piaractus mesopotamicus (Souza et al., 2000; Takahashi et al., 2011;
Takahashi et al., 2014); Pagrus pagrus (Rueda et al., 1998), Dicentrarchus labrax
(Terova et al., 2007), Colossoma macropomum (Assis et al., 2020), Oreochromis
niloticus (Nebo et al., 2018; Wang et al., 2019; Robisalmi et al., 2021), entre outras.

Em pacus, Souza et al. (2000) demonstraram que periodos longos de restricao
causaram alteracbes metabdlicas adaptativas sem comprometer as taxas de
crescimento durante a realimentacdo. Porém, em aplicagbes de curto prazo,
individuos de tamanho menor, foram incapazes de atingir a mesma taxa de
crescimento (Takahashi et al., 2011). Em outro estudo, Gimbo et al. (2015) relataram
que a estratégia alimentar ndo prejudicou as respostas imunes inatas do pacu apos
30 dias sem alimento. Adicionalmente, apds a realimentacéo, juvenis que passaram
por 30 dias de jejum apresentaram hiperfagia e crescimento compensatorio (Favero
et al., 2020).

3. Desempenho zootécnico durante a restrigdo

Regimes de manejo alimentar baseados em ciclos de jejum e realimentacdo
podem induzir o crescimento compensatério dos peixes (Xiao et al., 2013), e, deste
modo, sdo importantes os dados de desempenho zootécnico. O manejo alimentar que
envolve ciclos de restricdo alimentar tem grande potencial na aquicultura, melhora o
desempenho do crescimento dos peixes, a eficiéncia alimentar e a producao
(Chatakondi e Yant, 2001; Salgado-Ismodes et al., 2020; De Verdal et al., 2018) e

minimiza problemas hidricos, tais como a eutrofizagdo (Tacon et al., 2022).
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O crescimento compensatério dos animais é caracterizado pela restauragéo
rapida de peso no decorrer da administracdo de alimentos durante a realimentacao
(Won e Borski, 2013), que ocorre pela compensacdo do metabolismo, através de
mecanismos bioquimicos, aumentando a ingestdo de alimentos (hiperfagia), ou a
utilizacao deste, reforcando o ganho de peso (Urbinati et al., 2014; Kim e Lovell, 1995).
A realimentacdo pode provocar trés respostas diferentes: sobrecompensacéo, em que
0S animais em restricAo atingem tamanho maior do que aqueles alimentados
continuamente; compensacao parcial, em que 0s animais, apdés a restricdo ndo
atingem o mesmo tamanho daqueles alimentados continuamente, porém apresentam
boa conversdo alimentar; e ndo compensacdo, quando ndo ha respostas
compensatoérias durante a realimentacao (Hayward et al., 1997; Heide et al., 2006;
Takahashi et al.,, 2011). Varios estudos, utlizando diferentes protocolos
experimentais, encontraram diferentes respostas acerca da melhoria na converséo
alimentar dos peixes ap06s o periodo de realimentacdo (Hayward et al., 1997; Nikki et
al., 2004; Cho, 2005), assim como a resposta metabolica ao jejum e realimentacéo
concomitante ao crescimento dos peixes (Urbinati et al., 2014; Gaylord e Gatlin lll,
2001; Ferrando et al., 2009; Abdel-Tawwab et al., 2006). A resposta do crescimento
compensatoério € variavel quanto ao grau da restricdo alimentar, espécie de peixe,
estagio de vida, temperatura da 4gua e presenca de nutrientes e suplementos na dieta
(Hayward et al., 1997; Turano et al., 2008; Wu et al., 2002; Falahatkar, 2012; Cho e
Heo, 2010; Xiao et al., 2013; Favero et al., 2018).

4. Metabolismo energético durante a restricao

Passar por um longo periodo sem comida faz parte do ciclo de vida de muitas
espécies de peixes e sua sobrevivéncia ndo é prejudicada, pois 0s animais podem se
recuperar completamente apos a realimentacdo. Para tanto, essas espécies estdo
bem adaptadas para mobilizar suas reservas metabdlicas para manter as suas
funcdes vitais (Navarro e Gutierrez, 1995). Entretanto seus efeitos sdo variaveis
quanto a espécie de peixe (Polakof et al., 2012), estacdo do ano (Cho, 2005; Cho,
2006), temperatura (Van Dijk et al., 2002), fotoperiodo (Bjgrnevik et al., 2017), fase de
vida (Liang et al., 2017) e duragéo do jejum (Souza et al., 2000; Takahashi et al.,
2012).
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Durante o jejum ou em situacbes de baixo consumo energético, as principais
reservas requisitadas pelo organismo sdo o glicogénio, lipidios e proteinas (Secor e
Carey, 2016). Na maioria das espécies de peixes, a ordem de requisicdo desses
substratos comeca pelo glicogénio, seguido pelas reservas lipidicas no figado,
masculos e visceras, e posteriormente, proteinas, como relatado em Piaractus
mesopotamicus (Souza et al., 2003; Favero et al., 2018), Colossoma macropomum
(Santos et al.,, 2021), Oreochromis niloticus (Sakyi et al., 2020), Labeo rohita
(Yengkokpam et al., 2008), Clarias batrachus (Kumar e Prakash, 2021), Carassius
auratus gibelio (Li et al., 2018) e Lutjanus guttatus (Hernandez et al., 2019).

A glicogendlise ocorre pela quebra do glicogénio por meio das enzimas glicogénio
fosforilase, fosfoglicomutase e glicose-6-fosfatase, liberando glicose na corrente
sanguinea (Enes et al., 2011). O glicogénio € mantido pela gliconeogénese, utilizando
lactato, piruvato e alguns aminoéacidos (Polakof et al., 2012). Para determinar a
modulacdo energética em animais que passam por periodos de privagdo de alimento,
a glicose sanguinea € a variavel fisiolégica mais utilizada (McCue, 2010). Entretanto,
as concentracdes de glicose no sangue sao mantidas em um nivel constante durante
o jejum devido a glicogendlise e a gliconeogénese (Navarro e Gutierrez, 1995).
Estudos com diferentes espécies de peixes ndo relataram alteracbes nas
concentracbes de glicose durante a restricdo alimentar e apds a realimentacéo
(Zapryanova et al., 2021; Favero et al., 2021; Eslamloo et al., 2017). Entretanto, Rossi
et al. (2015) verificaram reducdo dos niveis plasmaticos de glicose em peixes sob
restricdo alimentar de 7 e 28 dias, assim como Favero et al. (2018) em pacus apés 15
dias de restricao alimentar.

O jejum influencia a mobilizac&o de diferentes tecidos adiposos. Os lipidios podem
ser armazenados no figado, gordura intestinal/visceral e musculo, variando a
importancia quantitativa de cada tecido entre as espécies (Tuncelli e Pirhonen, 2021;
Zheng et al., 2016; Welil et al., 2013; Jezierska et al., 1982). No plasma, quando a
ingestao de energia € maior que 0 gasto, o tecido adiposo armazena a energia ha
forma de triglicerideos (lipogénese), e durante o jejum essa energia € liberada na
forma de acidos graxos (lipdlise) (Weil et al., 2013). Xu et al. (2022) observaram em
Scophthalmus maximus que a inanicdo mobilizou diferentes acidos graxos para o
fornecimento de energia no figado e no masculo. Medidas de metabdlitos lipidicos

circulantes, triglicerideos, colesterol e acidos graxos séao frequentemente usados para
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inferir as taxas nas quais os lipidios sdo mobilizados durante a inani¢éo (Bar, 2014;
McCue, 2010). E de grande importancia para a producéo, o manejo da deposicéo da
gordura principalmente em termos de qualidade da carne, uma vez que O
armazenamento dos lipidios no musculo afeta o valor nutricional e as propriedades
sensoriais da carne (Wood et al., 2008).

As proteinas sdo as Ultimas reservas a serem mobilizadas durante a modulacéo
energética (Navarro e Gutierrez, 1995). Em sua maioria, 0s aminoacidos sao utilizados
como substratos para a gliconeogénese (Polakof et al., 2012). Niveis circulantes de
proteinas e/ou amino&cidos livres tém sido usados como um substituto para as taxas
nas quais as proteinas sdo mobilizadas durante a inanicdo, dentre estes, alanina e
glutamina contribuem com a maior quantidade para a gliconeogénese derivada de
proteinas (Marqueze et al.,, 2017; Bar, 2014). Dessa forma, a modulacdo de
carboidratos, lipidios e proteinas € um indicio da homeostase energética nos peixes.

5. Sistemaimune de peixes

Os peixes possuem para sua defesa um conjunto de componentes celulares e
humorais, chamado de sistema imunoldgico. Este sistema € capaz de identificar
elementos pertencentes ao proprio organismo ou substancias exdgenas, as quais
representam um risco ao equilibrio do organismo, como microrganismos e toxinas
(Rauta et al., 2012; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014). O sistema imunoldgico de
peixes é dividido, como o de outros vertebrados, em sistema imune inato ou néo
especifico e em sistema imune adaptativo ou especifico (Urbinati et al., 2020; Mokhtar
et al., 2023).

O sistema imune inato é conhecido como a primeira barreira de protecdo do
organismo contra agentes externos e atua de forma rapida e inespecifica. O
tegumento (pele e o muco) e as células de defesa, como os granuldcitos, mondcitos,
macrofagos e células natural killer (NK) e alguns componentes humorais fazem parte
do sistema imune inato (Abbas, 2015). Sua ativacao ocorre pela deteccéo de agentes
infecciosos por PAMPs (padrbes moleculares associados aos patdgenos) presentes
nos patdgenos, através dos receptores de reconhecimento de patdogenos (PRRS)
(Elward e Gasque, 2003; Boltafia et al., 2011), desencadeando uma sinalizac&o

intracelular que leva a morte do agente externo (Kum e Sekkin, 2011).
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Ao degradar e fagocitar os microrganismos nocivos ao peixe, 0s neutrofilos e
macrofagos, componentes celulares do sistema imune inato, produzem &anions
superoxidos, através da “explosdo oxidativa” (do inglés, oxidative burst) que atua
como bactericida extracelular (Secombes, 1996; Schwarz, 1996). Estes componentes
celulares também produzem enzimas que apresentam atividade litica contra parasitas,
bactérias e virus, conhecidos como lisozimas (Callewaert e Michiels, 2010) e esta
presente no soro, secrecdes e mucosas (Grinde et al., 1988). A lise contra invasores
ocorre devido estas enzimas atuarem na digestado de carboidratos (peptidoglicano) da
parede bacteriana (Magnadottir, 2006; Saurabh e Sahoo, 2008)

O sistema complemento é um dos principais mediadores da resposta inflamatéria,
atraindo células fagociticas (Nonaka et al., 2001). Esse sistema é composto por um
conjunto de cerca de 35 proteinas que atuam em uma cascata de reagfes enziméaticas
destruindo os patdégenos ao romper a estrutura da membrana celular, permitindo a
fagocitose e inativando as toxinas produzidas pelo patdgeno. Podem participar das
respostas inatas, pela via alternativa, e/ou das respostas adquiridas, pela via classica
(Urbinati et al., 2020).

O sistema imune especifico de defesa atua no organismo contra um antigeno
especifico (Abbas, 2015). A presenca desse antigeno desencadeia uma cascata de
reacdes que provoca o aumento de anticorpos préprios circulantes especificos para
aquele invasor, e geram memoria imune (Bernstein et al., 1998), portanto, €
necessario tempo para que o sistema adaptativo seja ativado (Carey et al., 1999). Os
componentes celulares do sistema imune especifico sdo as células apresentadoras
de antigenos, como os macréfagos e as células dendriticas, e os componentes
humorais séo as imunoglobulinas (Urbinati et al., 2020).

Para a ativacdo do sistema imune inato e especifico, o organismo requer uma
intensa mobilizacdo de energia. Dessa forma, durante a aplicacdo de ciclos de
restricdo alimentar, a mobilizacdo intensa de energia para a manutencdo do
organismo pode prejudicar a homeostase do sistema imune dos peixes, deixando-os

vulneraveis aos desafios do ambiente.

6. Sistema antioxidante e a restricao alimentar
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Figura 1. Integracdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico (Hermes de
Lima, 2005).

A restricao alimentar altera a modulacao energética dos peixes, principalmente de
acucares e tecidos adiposos (Enes et al., 2009). Pensando-se que a dinamica
metabdlica dos organismos sofre profundas alteracdes relacionadas a producéo de
energia durante a restricdo alimentar e a realimentagcdo, 0s mecanismos de
oxirreducdo na cadeia de fosforilagdo mitocondrial podem ser afetados por essas
estratégias dietéticas.

A liberacéo de radicais livres, a partir dos mecanismos de oxirreducéo, ocorre
naturalmente durante o metabolismo aerdbico das células (Frisard e Ravussin, 2006)
nas membranas, citoplasma e principalmente nas mitocéndrias. As mitocondrias
geram a maior parte dos radicais livres, devido a cadeia transportadora de elétrons,
provenientes da glicose e oxigénio durante a producdo de energia (Apel e Hirt,
2004). A geracao de espécies reativas de oxigénio € um processo fisiolégico continuo
nas células, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes, e atua como mediadores para
a transferéncia de elétrons em varias reacfes bioquimicas. A cadeia de transporte de
elétrons é responsavel pelo transporte de elétrons através de proteinas de membrana
que criam um gradiente de prétons, o qual produz a energia necessaria para gerar

ATP (energia) (Jacob, 1995).
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As espécies reativas de oxigénio sdo uma familia de radicais livres, incluindo
superoxido (O;7), hidroxila (OH") e perdxido de hidrogénio (H,0,), que séo produzidos
como resultado de reacdes com oxigénio (Bounous e Molson, 2003). Devido a
presenca de elétrons desemparelhados, os radicais livres sdo moléculas instaveis.
Como resultado, eles podem ser altamente reativos, reagindo localmente para aceitar
ou doar elétrons para outras moléculas para tornarem-se estaveis. Exemplos
importantes dessas reacfes sdo a peroxidacao lipidica de membranas, avaliadas a
partir da quantificacdo da concentracdo plasmatica de malondialdeido (Cherian et al.,
2019), e danos as proteinas e DNAs, a partir de reticulacao ou fragmentacéao, quebras
de fita simples e duplas ligagBes cruzadas entre proteinas e DNA. Por isso, estdo
associadas a algumas patologias como diabetes, obesidade, cancer, transtornos
neurodegenerativos e doencas associadas ao envelhecimento (Jacob, 1995; Bounous
e Molson, 2003; Apel e Hirt, 2004).

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabolicos culminou
no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, que tém o objetivo de
limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de
danos decorrentes (Jacob, 1995). O sistema antioxidante consiste em uma série de
enzimas e numerosos compostos antioxidantes enddgenos e dietéticos que reagem e
inativam as espécies reativas ao oxigénio (EROs) (Roberts e Sindhu, 2019).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracao
excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéao desses. Tal
processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcdes biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (Jacob e Burri, 1996). As enzimas
antioxidantes endogenas incluem a superoxido dismutases (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), entre outras. Enquanto isso, 0s antioxidantes nao
enzimaticos incluem a vitamina C, vitamina E, B-caroteno, glutationa reduzida (GSH)
e numerosos fitoquimicos. As células devem manter seus niveis antioxidantes por
meio da sintese de novas enzimas ou atraves da ingestao alimentar desses (Roberts
e Sindhu, 2019; Jacob e Burri, 1996).

A superoéxido dismutase (SOD) € uma das primeiras enzimas a serem requisitadas

pelo sistema antioxidante, e tem como funcéo bioldgica catalisar a conversédo do anion
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superoéxido (O,") liberado nas mitocondrias e peroxissomos em peroxido de hidrogénio
(H2O,) que € menos reativo e pode ser utilizado por outras enzimas (McCord e
Fridovich, 1969).

A catalase (CAT) decompde peréxido de hidrogénio (H,0O;) formando moléculas
de agua e oxigénio, entretanto é dependente de NADPH (Eaton et al., 1991; Vasylkiv
etal., 2011). E encontrada em todos 0s organismos vivos, principalmente no sangue,
figado, baco e rins (Oliveira e Schoffen, 2010). A SOD e CAT de peixes sao estrutural
e funcionalmente semelhantes as de mamiferos (Wilhelm-Filho et al., 2001).

A enzima glutationa peroxidase (GPx) tem como funcéo reduzir o peroxido de
hidrogénio (H,0O,) em &gua utilizando da glutationa reduzida (GSH) como cofator e
gerando como produto a glutationa oxidada (GSSG) (Oliveira e Schoffen, 2010;
Halliwell, 2007).

A enzima glutationa-S-transferase (GST) tem importante papel na detoxificacao e
eliminacao intracelular de compostos eletroliticos e xenobioticos, a partir da
catalisacdo da conjugacao da molécula de glutationa em diversas outras moléculas
(Kantonieml et al.,1996; Chelvanayagam et al., 2001).

A glutationa reduzida (GSH) pertence aos antioxidantes celulares néo
enzimaticos, sendo uma flavoproteina dependente do NADPH (Antunes-Neto, 2005).
Esta envolvida no transporte de aminoéacidos e detoxificacao, participando na protecéo
das células contra os mecanismos ativos de desintoxicacdo (Stamler e Slivka, 1996;
Jiang et al., 2015).

Em mamiferos, a privacdo de alimentos tem sido relacionada a efeitos pro-
oxidantes, sendo responsavel pela maioria dos efeitos prejudiciais as células, uma vez
que o aumento da geracdo de EROs ndo € adequadamente neutralizado pelos
sistemas antioxidantes do organismo (Morales et al., 2004). Entretanto, em peixes,
pouco se sabe sobre o funcionamento do sistema antioxidante durante as estratégias
de restricdo alimentar seguido de realimentacdo, dessa forma, estudos dessa

natureza sao importantes.

7. Pacu
O pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887), teledsteo representante da
superordem Ostariophysi, ordem Characiformes e familia Characidae, pertence a

categoria dos peixes redondos e possui coloracédo acinzentada com gradacdes de
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amarelo e verde no seu ventre. Essa ordem de peixes de agua doce é dominante na
Ameérica do Sul, principalmente nas bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai. No
Brasil, ocorre nas planicies alagadas do Centro-Oeste (Urbinati e Takahashi, 2021).

Seu habito alimentar compreende desde folhas, caules, flores, frutos e sementes,
sendo assim, um peixe onivoro, o que torna seu cultivo favorecido, pois demandam
pouco ou nenhum ingrediente de origem animal, além da facil adaptacdo da espécie
aos diversos sistemas de producéo e boa aceitacdo em dietas comerciais (Urbinati e
Takahashi, 2021). Sua producdo ocorre por meio de técnicas semi-intensivas ou
intensivas em tanques de terra de 500 a até 10.000 m2, além de serem adaptaveis a
producdo em tanques rede (Valladao et al., 2016).

Esta espécie é migratéria e pode alterar o seu habito alimentar de acordo com a
sazonalidade da oferta de alimentos. Além de possuir facilidade de adaptacdo em
ambiente de cativeiro aliado ao seu rapido crescimento e ganho de peso elevado, é
uma excelente opg¢éo de carne branca de 6tima qualidade (Abimorad et al., 2007).

Na natureza, essa espécie € exposta a periodos de inanicdo ou ingestao restrita
de alimentos devido as alteracbes temporais e espaciais de alimento no ambiente
aguatico, ou mesmo, pela migracao para desova (Souza et al., 2003), e 0 mesmo pode
ocorrer nas pisciculturas por razdes praticas. A partir disso, estudos tém demonstrado
que o0 pacu € um peixe que responde bem ao manejo alimentar que inclui ciclos de
jejum e realimentacédo (Souza et al., 2000; Gimbo et al., 2015; Favero et al., 2018;
Favero et al., 2020). Assim, estabelecer estratégias adequadas de manejo alimentar,
com ciclos de jejum e realimentacdo pode reduzir os custos de producao e os efeitos
negativos no meio ambiente, e com isso aumentar a producao (Urbinati et al., 2014).
Considerando o0 exposto, esta tese avaliou 0s mecanismos bioquimicos de
mobilizacdo energética durante o0 jejum e 0S mecanismos compensatorios que
ocorrem durante a realimentacdo e sua relacdo com os mecanismos de defesa

imunoldgica inata e o sistema antioxidante no pacu.
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CAPITULO 2
Efeitos darestricdo alimentar e realimentagao no crescimento,
metabolismo, imunidade e no sistema antioxidante/estresse

oxidativo de pacu (Piaractus mesopotamicus)
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RESUMO

Investigpamos o efeito da restricAo e da realimentacdo em pacus (Piaractus
mesopotamicus), em seis grupos de peixes que foram : 1) alimentados diariamente
por 30 dias (3% p.v.); 2) alimentados diariamente por 30 dias (saciedade aparente);
3) passaram por restricao alimentar por 3 dias e realimentacéo por 2 dias, por 30 dias
(3% p.v.); 4) passaram por restricdo por 3 dias e realimentacgéo por 2 dias, por 30 dias
(saciedade aparente); 5) passaram por restricdo por 21 dias e realimentacdo por 9
dias (3% p.v.) e 6) passaram por restricdo por 21 dias e realimentacdo por 9 dias
(saciedade aparente). Ao final de 21 e 30 dias, os peixes foram amostrados para
retirada de material bioldégico e, aos 30 dias, desafiados com inoculacdo de
lipopolissacarideo (LPS). Foi avaliada a dinamica metabdlica e o desempenho dos
sistemas imune e antioxidante, por meio dos indicadores: niveis plasmaticos de
glicose, colesterol e triglicerideos, niveis de lipideo no figado e musculo, glicogénio no
figado e quantidade de gordura visceral e hepatica; atividade respiratoria de
leucdcitos, atividade hemolitica do sistema complemento, atividade sérica da lisozima;
proteina total hepética, atividade das enzimas glutationa S-transferase, superoxido
dismutase, glutationa peroxidase, catalase, concentracdo da glutationa reduzida e
malondialdeido. Além disso, os peixes foram pesados para observar o crescimento.
Os resultados desse estudo mostraram que a restricdo alimentar modulou as reservas
energéticas durante os 21 dias de restricao alimentar, e apés 9 dias de realimentacao
promoveu o crescimento compensatério e a recuperacao das reservas energéticas. O
sistema imune (atividade respiratéria dos leucécitos e lisozima) nao foi afetado pela
restricdo alimentar, mas a realimentacao ativou a ARL e reduziu a concentracao sérica
de lisozima. Em peixes privados de alimento, o sistema antioxidante demonstrou
prejuizos na capacidade de resposta. Embora houvesse ativacdo de enzimas
antioxidantes, a alta mobilizacdo de energia durante o jejum provocou estresse

oxidativo.

Palavras-chave: Peixe, Restricdo Alimentar, Metabolismo, Sistema Imune
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ABSTRACT

We investigated the effect of restriction and re-feeding in pacu (Piaractus
mesopotamicus), in six groups of fish that were: 1) fed daily for 30 days (3% p.v.); 2)
fed daily for 30 days (apparent satiation); 3) were restricted for 3 days and re-feeding
for 2 days, for 30 days (3% p. v.); 4) were restricted for 3 days and refeeding for 2
days, for 30 days (apparent satiety); 5) were restricted for 21 days and refeeding for 9
days (3% p.v.) and 6) were restricted for 21 days and refeeding for 9 days (apparent
satiety). At the end of 21 and 30 days, after the different feeding management periods,
the fish were sampled for biological material and, at 30 days, challenged with LPS
inoculation to evaluate the metabolic dynamics and the performance of the immune
and antioxidant systems. The indicators tested were: plasma glucose, cholesterol and
triglyceride levels, liver and muscle lipid levels, liver glycogen and amount of visceral
fat; leukocyte respiratory activity, hemolytic activity of the complement system, serum
lysozyme activity, total liver protein, activity of the enzymes glutathione S-transferase,
superoxide dismutase, glutathione peroxidase, catalase, concentration of reduced
glutathione and malondialdehyde. In addition, the fish were weighed and measured to
observe zootechnical performance. The results of this study showed that dietary
restriction modulated energy reserves during the 21 days of dietary restriction, and
after 9 days of refeeding promoted compensatory growth and recovery of energy
reserves. The immune system (ARL and lysozyme) was not affected by dietary
restriction, but refeeding activated ARL and reduced serum lysozyme concentration.
In food deprived fish, the antioxidant system showed impaired responsiveness.
Although there was activation of antioxidant enzymes, the high energy mobilization

during fasting caused oxidative stress.

Keywords: Fish, Food Restriction, Metabolism, Immune System
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1. Introducéao

A aquicultura € uma das atividades mais antigas da historia da humanidade
(Isabella, 2020). A FAO (2021) afirma a urgéncia da necessidade de transformar os
sistemas agroalimentares para garantir seguranca alimentar, melhorar a nutricdo e
garantir dietas saudaveis para a populacdo, sem agredir os recursos naturais. Para
atender a demanda global, a aquicultura deverd intensificar e otimizar as préaticas de
criacao (David et al., 2021; Gentry et al., 2017; David et al., 2018), além de preocupar-
se com 0s impactos ambientais causados pelas aguas residuais e os residuos solidos
(Xu et al., 2022; Rakib et al., 2022), os quais levam a proliferacéo de algas (Trottet et
al., 2022), eutrofizacdo (Chaves et al., 2021), hipéxia (Kucuksezgin et al., 2021) e
acidificacdo da agua (Ahmed et al., 2019), além do aumento das concentracfes de
patdgenos devido ao acumulo de material organico na agua (Wanja et al., 2020; EI-
Gohary et al., 2020).

Dessa forma, é importante desenvolver manejos alimentares que diminuam os
impactos ambientais, além de reduzir custos na producdo (Turano et al., 2008;
Arguello-Guevara et al., 2018; Bjgrnevik et al., 2021), como a utilizac&o de protocolos
alimentares que realizam ciclos de restricao e realimentacdo (Oh et al., 2013; Urbinati
et al., 2014; Py et al., 2022). Este manejo alimentar tem melhorado o desempenho do
crescimento dos peixes e a eficiéncia da producdo devido ao crescimento
compensatorio que ocorre apoés alimentacdo (Ali et al., 2003; Salgado-lsmodes et al.,
2020). O mecanismo de resposta no crescimento compensatorio apds a restricdo de
alimento é explicado, em parte, pelo aumento do consumo da racdo (hiperfagia)
(Hayward et al., 1997; Wang et al., 2000; Gaylord e Gatlin, 2001; Gurney et al., 2003;
Kénkanen e Pirhonen, 2009; Jobling, 2010; Alvarez Fernandez et al., 2011; Xiao et al.,
2013), reducao no custo metabdlico (O'Connor et al., 2000), ou aumento da eficiéncia
da converséao alimentar (Jobling, 2010; Skalski et al., 2005; Xiao et al., 2013).

A privacado de alimentos € comum em peixes de ambientes naturais (Cipriano et
al., 2015; Metcalfe et al., 1999) e artificiais (Souza et al., 2003; Oh et al., 2013; Urbinati
etal., 2014), sem afetar sua sobrevivéncia. Quando ndo ha nutrientes disponiveis para
manter a atividade metabdlica e os processos fisioldgicos vitais a uma taxa constante,
0 organismo mobiliza os nutrientes armazenados e durante a realimentagdo ocorre
um processo compensatorio de utilizacdo e reposicdo destas reservas (Navarro e
Gutiérrez, 1995; Souza et al., 2000; Favero et al., 2018; Favero et al., 2020). As
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principais reservas utilizadas sdo o glicogénio, seguido pelas reservas lipidicas no
figado, musculo e visceras, e as proteinas, as Ultimas reservas a serem consumidas
(Secor e Carey, 2016, Li et al., 2018; Su et al., 2022).

A restricao alimentar mobiliza energia para a manutencéo dos sistemas biolégicos
deixando os organismos suscetiveis a desafios do meio aquatico (Gimbo et al., 2015;
Liao et al., 2021), ja que o sistema imune inato dos peixes tem alto custo energético
(Gimbo et al., 2015; Bird, 2019; Almajwa et al., 2019; Ganeshan et al., 2019; Hosomi
e Kunisawa, 2020). Além disso, devido mobilizacdo e as altera¢des na producéo de
energia durante a restricdo alimentar pode alterar os mecanismos de oxirredugao
durante a respiracao celular para geracdo de ATP (Jacob, 1995). A producéo de
radicais livres nos mecanismos de oxirreducdo ocorre naturalmente durante o
metabolismo aerdbico das células (Frisard e Ravussin, 2006), os quais sao
neutralizados por um sistema antioxidantes de defesa, que limita os niveis
intracelulares dos radicais livres e controla possiveis danos resultantes da oxidacao
de biomoléculas e danos em células e tecidos (Jacob e Burri, 1996). O sistema
antioxidante consiste em uma série de enzimas e compostos antioxidantes endégenos
e dietéticos que inativam as espécies reativas ao oxigénio (EROs) (Roberts e Sindhu,
2019). A instalagéo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracéo
excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocao desses.

Considerando o exposto, nosso objetivo foi avaliar se durante os mecanismos de
mobilizacdo energética durante o jejum e mecanismos compensatorios que ocorrem
durante a realimentacédo (com quantidade controlada ou a saciedade aparente) afetam
o mecanismo de defesa imunoldgica inata e/ou o de producéo celular de energia e
consequentemente o sistema antioxidante de pacu (Piaractus mesopotamicus). O
pacu foi escolhido por sua importancia comercial na América do Sul (Valladao et al.,
2018), tendo sido modelo biologico em estudos prévios sobre a aplicacao de ciclos de
restricdo alimentar e realimentacéo (Souza et al., 2000; Souza et al., 2003; Takahashi
etal., 2011, Takahashi et al., 2014; Favero et al., 2018; Favero et al., 2020) e mostrado
grande tolerancia a esse tipo de estratégia alimentar.
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2. Materiais e métodos

2.1. Animais e protocolo experimental

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentac&o
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) (Protocolo
6600/22), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal. O
experimento foi realizado no biotério do Laboratério de Fisiologia de Peixes, do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinaria, UNESP, campus Jaboticabal.

Foram utilizados 240 juvenis de pacu (45,67 + 12,94g e 12,57 + 1,62cm),
fornecidos pelo Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP). Os peixes foram
distribuidos aleatoriamente em 24 unidades experimentais (caixas de 100 litros), com
10 peixes por unidade, com renovacdo constante de agua e aeracao suplementar, e
aclimatados por duas semanas, sendo alimentados até saciedade aparente, duas
vezes por dia com racdo comercial extrusada Nutripiscis® S| 6/8mm (28% PB e 3.600
kcal EB/kg). O fotoperiodo foi de 12 horas luz:12 horas escuro. Apds sete dias de
aclimatacao, os peixes foram pesados e medidos (biometria inicial), e distribuidos em
seis grupos correspondentes as estratégias alimentares (alimentacdo diaria,
alimentacdo em ciclos de restricdo, e realimentacéo e restricdo alimentar seguida de
realimentacado) e tratamentos (alimentacdo com 3% do peso vivo e até a saciedade
aparente). Cada grupo tinha quatro réplicas, com 10 peixes por réplica (40
peixes/grupo). Os grupos sao 0s que seguem:

e G1: Peixes alimentados diariamente com racdo comercial (ad) por 30 dias com
3% do peso vivo.

e (G2: Peixes alimentados diariamente com racdo comercial (ad) por 30 dias até
a saciedade aparente.

e G3: Peixes em restricao por 3 dias e realimentacao por 2 dias (3r2ra) com ragcao
comercial por 30 dias com 3% do peso vivo.

e G4 Peixes em restricao por 3 dias e realimentacao por 2 dias (3r2ra) com ragcao
comercial por 30 dias até a saciedade aparente.

e Gb5: Peixes em restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias (r) com racéo

comercial com 3% do peso vivo.
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e G6: Peixes em restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias (r) com racéo

comercial até a saciedade aparente.

ApoOs a biometria inicial, foi calculado 3% do peso vivo da caixa, para oferta nos
respectivos grupos (G1, G3 e G5). Esse valor foi reajustado aos 21 dias, apés a
primeira amostragem. Os peixes dos G2, G4 e G6 foram alimentados até a saciedade
e a quantidade de racédo consumida por dia foi anotada.

Durante o periodo experimental, a temperatura da agua das caixas foi 27,81 *
3,78 °C e a concentracao de oxigénio dissolvido foi 4,22 + 0,41 mg/L.

O experimento foi dividido em dois ensaios: 0 ensaio 1 refere-se aos 30 dias de
aplicacdo das estratégias/tratamentos descritos acima, enquanto o ensaio 2 foi
realizado ao término dos 30 dias, quando os peixes foram submetidos a um desafio

imunologico por inoculagcdo com LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli).

2.2. Amostragens

Os grupos G1 e G2 serviram como grupos controle para as outras duas
estratégias alimentares e respectivos tratamentos. Aos 21 dias, foram amostrados
dois peixes por caixa de todas as estratégias/tratamentos (48 peixes). O mesmo
ocorreu aos 30 dias de experimento (48 peixes) de acordo com a programacao

descrita na Figura 1 (Ensaio 1).

DIAS| 1 3 5([6 819)10|11|12|13|14(15(16(17(18[19]|20| 21 C 22(23(24[25(26(27|28]|29]30 C
Gl| + + + |+ + + |+ ]+ ]+ + |+ ]+ ]+ + |+ o + |+ ]+ |+ |+ |+ +]+]+ o
G2 | + + + |+ |+ |+ + |+ |+ |+ + |+ |+ |+ + | + L RN R L
G3| + + |+ + |+ . + | + . + |+ £ + |+ + £
G4 | + + |+ + |+ . + |+ . + |+ T + |+ + T
G5 L] ] ] ] + |+ |+ [+ [+
(<12 P O S P P P P P P P I I R R A A I A I P A + ]+ |+ + |+ H ]+ A

Tabela 1. Delineamento das estratégias para alimentacao de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus), que incluiram ciclos de restricao e realimentagéo.

Apods 21 e 30 dias, dois peixes de cada réplica, de todos os tratamentos, foram
anestesiados com benzocaina (0,5 g/10 mL de alcool/15L de agua) e foram coletadas
amostras de sangue, por punc¢ao dos vasos caudais. ApOs anestesia, 0s peixes foram
pesados e medidos para calculo de desempenho zootécnico e entao retirado o sangue
para separacdo de plasma e soro para determinacdo dos indicadores metabdlicos
(glicose e triglicérides plasmaticos e colesterol sérico) e indicadores imunolégicos
(atividade respiratoria de leucocitos, atividade sérica da lisozima e sistema
complemento). ApGs coleta do sangue, os peixes foram eutanasiados com sobredose
do anestésico (1g/15L) para retirada da gordura visceral e figado para determinacéo
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dos indicadores metabdlicos (indice hepatossomético, lipidio e glicogénio hepaticos)
e do sistema de defesa antioxidante (atividade hepatica das enzimas superoxido
dismutase (SOD); catalase (CAT); glutationa S-transferase (GST); concentracao da
glutationa reduzida (GSH) e peroxidacéo lipidica (LPO).

Ap6s a segunda amostragem, o0s peixes restantes foram inoculados
intraperitonealmente com LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli 026:B6 — Lote
3755) em solucéo salina (0,6%) em concentracéo previamente estabelecida em nosso
laboratorio (1,5 mg kg-1) (Mello et al., 2019), e novamente amostrada 3h, 6h e 24h

apo6s a inoculacao (Ensaio 2).

2.3. Andlises

2.3.1. Indicadores do desempenho zootécnico

O peso dos animais obtido inicialmente e a cada coleta foram usados para calcular
0 ganho de peso (GP) (gramas) obtido ao longo do experimento (GP = peso final —
inicial), a taxa de crescimento especifico (TCE) (%) = 100[(In peso final médio - In peso
inicial médio)/tempo]) e a converséo alimentar (CA) = consumo total de racdo + ganho

de peso no periodo analisado.

2.3.2. Indicadores metabdlicos sanguineos e teciduais

2.3.2.1. Concentracéao de glicose no plasma

O sangue, mantido em gelo, foi colocado em microtubos contendo ou né&o
anticoagulante para a obtencdo de soro e plasma. A uma aliquota de sangue foi
adicionado EDTA fluoretado (Glistab — Labtest Ref.: 29/29E) para separacédo de
plasma e quantificacdo da concentracdo de glicose com kit comercial (Labtest Ref.
133), por método enzimatico que consiste na catalise da oxidacdo da glicose pela
glicose oxidase, a qual gera uma molécula de peroxido de hidrogénio, numa resposta
de coloracdo avermelhada. A leitura foi determinada em leitora de microplacas

(ThermoPlate Reader MN), em 492 nm. A concentragéo foi expressa em mg/dL.

2.3.2.2. Concentracéo de triglicerideos no plasma
Outra aliguota do plasma foi utilizada para analise da concentracdo de

triglicerideos por método enzimatico (Kits Labtest®, Ref. 76), no qual a lipoproteina
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lipase promove a hidrélise dos triglicerideos, liberando glicerol, que € convertido, pela
acdo da glicerolquinase, em glicerol-3-fosfato. Este € oxidado a dihidroxiacetona e
peréxido de hidrogénio na presenca da glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre
uma reacdo de acoplamento entre peréxido de hidrogénio, aminoantipirina e
clorofenol, catalisada pela peroxidase. A intensidade da cor vermelha produzida na
reacao € proporcional a quantidade de triglicerideos na amostra. A leitura foi realizada
em leitora de microplacas (ThermoPlate Reader MN), em 492 nm. A concentragao foi

expressa em mg/dL.

2.3.2.3. Concentracéao de colesterol no soro

O soro foi obtido por centrifugacdo do sangue a 2885 rpm por 10 min, a 4°C, e
armazenado em microtubos. A concentracéo de colesterol foi determinada por método
enzimatico (Kits Labtest®, Ref. 87), no qual os ésteres de colesterol sdo hidrolisados
pela enzima colesterol esterase a colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre é
oxidado e na presenca de peroxidase o peréxido de hidrogénio, o fenol e a 4-
aminoantipirina sdo oxidados formando a antipirilqguinonimina. A intensidade da cor
vermelha formada na reacédo final é diretamente proporcional a concentracdo do
colesterol contido na amostra. A leitura foi realizada em leitora de microplacas
(ThermoPlate Reader MN), em 492 nm. A concentragao foi expressa em mg/dL.

2.3.2.4. Concentracéao de glicogénio hepatico

A determinacdo da concentracdo do glicogénio hepatico foi realizada seguindo a
metodologia de Perry et al. (1988). As amostras de tecido armazenadas a -80 °C foram
descongeladas, homogeneizadas e desproteinizadas em acido perclorico gelado, a
6%, e, a solucao, foi adicionado carbonato de potassio (3M) para neutralizacdo. Apés
centrifugacéo, a 2885 rpm, por 15 min, a 10°C, o sobrenadante foi hidrolisado com
amiloglicosidase e incubado em temperatura ambiente, por uma hora. Em seguida,
adicionou-se &acido perclorico 6%, seguido de neutralizagdo com carbonato de
potassio (2,25 M). Apos centrifugacdo a 2885 rpm por 10 min, a 10°C, a leitura foi
determinada pelo reagente de cor do kit de glicose, em espectrofotdmetro Shimadzu
UVmini-1240 em 505nm. As concentracdes de glicogénio presentes no figado foram
calculadas a partir da curva padrao de glicogénio (extraido de figado bovino, Ref. G-

0885, Sigma Diagnostics INS, St. Louis, MO) e expressas em porcentagem.
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2.3.2.5. Concentracdo de lipidio hepatico e muscular

Amostras de figado e de musculo branco foram utilizadas para a determinagéo
das concentracdes de lipidios total hepatico e muscular de acordo com a metodologia
de Frings et al. (1972). Nesta analise, os tecidos foram homogeneizados, com uma
solucao de cloroférmio-metanol-agua (2: 1: 0,5). O homogenato foi centrifugado a 180
rom por 5 min, e trés fases foram identificadas pela técnica da dupla pipeta. As
amostras de lipidios foram retiradas e armazenadas em outro tubo, repetindo o
processo por trés vezes, acrescentando 1 mL de cloroférmio a cada repeticdo. Os
tubos foram mantidos em estufa a 60°C, para secagem do solvente. O residuo de
lipidico seco, extraido dos tecidos de figado e musculo, foi ressuspendido com 1 mL
de cloroférmio, retirando 100 pL dessa mistura e, entdo, solubilizadas com 200 L de
acido sulfarico concentrado, a 100°C, por 10 min. Apos o resfriamento, adicionou-se
5 mL do reagente de fosfovanilina (vanilina 0,6%, acido sulfurico concentrado e agua
destilada, na proporcao de 7:12/1 (v/v/v) e os tubos foram mantidos em banho a 37°C,
por 15 min. As absorbancias foram lidas em leitora de microplacas (ThermoPlate
Reader MN), em 550 nm. A concentracédo de lipidios totais nos tecidos foi calculada a
partir da curva padrdo de ésteres metilicos de 6leo de figado de bacalhau (Sigma
Diagnostics INS, St. Louis, MO) e expressa em mg/g.

2.3.2.6. indices morfométricos
A gordura visceral e o figado foram pesados para o célculo do indice gorduro-
viscero-somaético [IGVS (%) = (peso da gordura visceral / peso corporal) x 100] e indice

hepato-somatico [IHS (%) = (peso do tecido hepatico/ peso corporal) x 100].

2.3.3. Indicadores imunol6gicos

2.3.3.1. Atividade respiratéria de leucocitos

O sangue total contendo heparina foi utilizado para a andlise da atividade
respiratoria de leucdcitos (ARL) seguindo protocolo de Anderson e Siwicki (1995),
modificado por Biller-Takahashi et al. (2013) para pacu e consiste na determinagao
das espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo em ensaio
colorimétrico baseado na reducao do corante “nitroblue tetrazolium” (NBT) que forma

precipitados de material insolivel com coloracdo azul escuro no interior do fagaocito,
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denominados granulos de formazan (Klein, 1990). O método foi determinado em
leitora de placas (ThermoPlate Reader MN), em 550 nm e a atividade apresentada em
absorbancia (DO).

2.3.3.2. Concentragdo sérica de lisozima

A concentracdo de lisozima foi determinada segundo protocolo de Demers e
Bayne (1997), modificado por Zanuzzo et al. (2015), e se baseia na lise da bactéria
gram-positiva Micrococcus lysodeikticus. A reducdo da densidade Optica da solucéo
foi medida a 450 nm, a cada cinco minutos durante dez minutos (inicial, 5 e 10 min.),
em uma leitora de microplacas (ThermoPlate Reader MN). O calculo da concentracdo
foi y = 0,0634x + 0,0037, sendo X as concentracdes do padréo da curva e Y a leitura

da amostra. A concentracdo é expressa em ng/pL.

2.3.4. Indicadores do sistema antioxidante hepatico

2.3.4.1. Concentracéao de proteina total

A concentracdo de proteina tecidual da amostra foi determinada pelo método de
Bradford (1976), que consiste na ligagdo do corante Coomassie Brilliant Blue G-250
(Sigma-Aldrich, Ref. 27815, St Louis, MO, USA) a proteina, empregando como padrao
albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich, Ref. 4919-5G, St Louis, MO, USA). A leitura
foi realizada em 595 nm, em espectrofotdbmetro (Biotek Epoch 2 Microplate Reader) e

a concentracdo expressa em mg/mL.

2.3.4.2. Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo
com McCord e Fridovich (1969), a partir da inibicdo da taxa de reducao do citocromo
C (Sigma-Aldrich, Ref. C2037, St Louis, MO, USA) pelo radical superéxido via sistema
xantina/xantina oxidase. A leitura foi realizada em 550 nm, em espectrofotdmetro
Biotek Epoch 2 Microplate Reader, e temperatura ambiente e a atividade da enzima
expressa em U/mg proteina (uma unidade de SOD corresponde a quantidade de

enzima que promove inibicdo de 50% da taxa de reducao do citocromo c).
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2.3.4.3. Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo com Aebi (1984),
que consiste no consumo de peroxido de hidrogénio (H202) exdgeno pela catalase,
gerando agua e oxigénio. A absorbancia da solucdo foi lida em 240nm, em
espectrofotometro (Biotek Epoch 2 Microplate Reader), durante 15 segundos por 5

minutos e expressa em pumol de H202 min't mg de proteina™.

2.3.4.4. Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada segundo Keen et
al. (1976). Nesta andlise, o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) reduz a
glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa-2,4-nitrobenzeno. A leitura da GST
foi feita, em 340 nm, em espectrofotdmetro (Biotek Epoch 2 Microplate Reader) e a

atividade da enzima expressa em nmol de CNDB/mg de proteina.

2.3.4.5. Concentracédo da glutationa reduzida (GSH)

De acordo com Beutler et al. (1963), foi determinada a concentracéo de glutationa
reduzida (GSH), utilizando o acido 5,5—ditio—bis-(2-nitrobenzéico), DTNB 2,5 mM —
Reagente de Ellman (Sigma-Aldrich, Ref. D21820-5G, St Louis, MO, USA). A reagéo
da GSH com DTNB gera o 4cido 2-nitro-5-mercapto-benzdico (TNB) de cor amarela.
A leitura da absorbancia foi realizada em 405 nm, em espectrofotémetro Biotek Epoch

2 Microplate Reader. A atividade da GST é expressa em nmol/mg de proteina.

2.3.4.6. Peroxidacdo lipidico (LPO)
A peroxidacao lipidica (LPO) foi determinada pelo ensaio de substancias reativas
ao acido tiobarbittrico (TBARS), realizado de acordo com Camejo et al. (1998). As

concentragbes de TBARS foram expressas em nmol MDA mg/proteina.

2.4. Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado (DIC),
e o0s dados analisados em dois momentos correspondendo a dois ensaios
experimentais: o primeiro, realizado durante 30 dias, e o segundo, uma sequéncia do
primeiro, realizado a partir dos dados obtidos ao final dos 30 dias, que se caracterizou

como uma nova condic¢do inicial. Os resultados do primeiro ensaio foram analisados
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em um esquema fatorial 3x2x2 correspondendo a trés estratégias alimentares
(alimentacao diaria, restricao por 3 dias e realimentacao por 2 dias, e restricdo por 21
dias e realimentacé&o por 9 dias) x dois tratamentos (alimentados com 3% do peso Vvivo
e alimentados até a saciedade) x dois tempos de coleta (21 dias e 30 dias). Os dados
obtidos no segundo ensaio foram analisados em fatorial 3x2x4 correspondendo a trés
estratégias alimentares x dois tratamentos x quatro tempos de coleta (basal, 1, 6 e 24
h apds exposicao inoculacédo). Os dados foram submetidos a testes de normalidade
(Cramer-von Mises) e homocedasticidade (Brown-Forsythe). Quando necessario, 0s
dados foram transformados para atender as premissas, e entdo submetidos a andlise
de variancia (ANOVA). Para comparacdo das médias foi utilizado o teste Tukey, com
significancia de 5% pelo software SAS (verséo 9.0). Os resultados sao apresentados

como média e erro padrao.

3. Resultados

3.1. Ensaio experimental 1 — Aplicacdo de estratégias alimentares de restricao
alimentar e realimentagcdo com oferta de alimento controlada e a saciedade

aparente

3.1.1. Indicadores de desempenho zootécnico
3.1.1.1. Ganho de peso (Fig. 1 A)

Aos 21 dias, o ganho de peso (GP) diferiu entre as estratégias alimentares em
ambos os tratamentos (3% do peso vivo e a saciedade), sendo maior em peixes
alimentados diariamente (ad), seguido por peixes em restricao alimentar por 3 dias e
realimentados por 2 dias (3r2ra) e nos peixes em restricao por 21 dias (r) (p<0,0001).
Entre os peixes ad, o maior GP foi observado naqueles alimentados com 3% p.v (G1).
J4, aos 30 dias, o GP foi maior nos peixes ad que nos peixes 3r2ra, 0S quais nao
diferiram dos peixes realimentados por 9 dias (r) (p=0,0066 e p=0,0026,
respectivamente). A realimentacao fez com que o GP dos peixes G5 e G6 se igualasse
ao GP observado nos peixes G3 e G4, especialmente nos peixes realimentados com
3% do peso vivo (G5) (p<0,0001).
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3.1.1.2. Taxa de crescimento especifico (TCE) (Fig. 1 B)

A taxa de crescimento especifico (TCE) mostrou perfil semelhante ao observado
no GP. Aos 21 dias, a TCE foi maior em peixes ad, seguido pelos peixes 3r2ra e pelos
peixes r (p<0,0001). Aos 30 dias, a TCE foi maior em peixes ad alimentados com 3%
do p.v. (p=0,0422), ou alimentados a saciedade, que nos peixes 3r2ra e naqueles
realimentados por 9 dias (r) (p=0,0043). Apds 30 dias, peixes realimentados até a
saciedade (G6) apresentaram maior TCE do que aos 21 dias, enquanto os peixes G5

também mostraram aumento, mas nao foi significativo (p=0,0353).

3.1.1.3. Conversao alimentar (CA) (Fig. 1 C)

Aos 21 dias, a conversao alimentar (CA) diferiu entre os tratamentos (3% do peso
vivo/G1 e até a saciedade/G2) nos peixes ad (p<0,0001) e o perfil foi semelhante nos
peixes 3r2ra. Aos 30 dias, a CA foi mais baixa em peixes 3r2ra (G3 e G4) e peixes em
restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias (r) (G5 e G6) (p=0,0075).
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Figura 1. Ganho de peso (A), taxa de crescimento especifico (B) e conversao alimentar (C)
em pacus submetidos a alimentacéo diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até
a saciedade aparente (G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentac&o por 2 dias
(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos)
e restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5)
ou até a saciedade aparente (G6) (tratamentos). Letras mailsculas indicam diferengas entre
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os tratamentos nas diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no
mesmo tempo de amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferencas entre
tempos de amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica
diferencas entre tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6),
no mesmo tempo de amostragem.

3.1.2. Indicadores metabdlicos sanguineos e teciduais

3.1.2.1. Concentracdo plasmatica de glicose (Fig. 2A)

Aos 21 dias, a concentracdo plasmatica de glicose diferiu entre as estratégias
alimentares nos peixes que receberam 3% p.v. (p=0,04), sendo maior em 3r2ra (G3)
gue em r (G5), e ambos nao diferiram de peixes ad (G1). Nos tratamentos em que 0s
peixes receberam alimento a saciedade aparente, a glicemia foi maior em 3r2ra (G4)
do que em r (G6) (p=0,0322), e ambos nao diferiram de peixes ad (G2). Comparando
as amostragens, a concentracdo plasmatica de glicose diminuiu nos peixes ad, G1
(p=0,0036) e G2 (p=0,0049), aos 30 dias, em relacdo a 21 dias.

3.1.2.2. Concentragdo plasmatica de triglicerideos (Fig 2B)

Aos 21 dias, a concentracdo plasmatica de triglicerideos foi maior nos peixes ad
(G1) e 3r2ra (G3) do que nos peixes r (G5) (p<0,0362) e maior nos peixes ad (G2) e
3r2ra (G4), em relagéo aos r (G6) (p=0,0080). Comparando as amostragens, aos 30
dias, houve um aumento da concentracéo de triglicerideos nos peixes G3 (p=0,0062),
G4 (p=0,0347), G5 (p<0,0001) e G6 (p<0,0001) em relacdo a 21 dias.

3.1.2.3. Concentracdo sérica de colesterol (Fig. 2C)

Aos 21 dias, a concentracao sérica de colesterol foi maior nos peixes em restricao
alimentar (r) (G5 e G6), tanto em relacédo aos peixes alimentados com 3% p.v. (G1 e
G3) (p<0,0001), quanto nos peixes alimentados a saciedade (G2 e G4) (p<0,0001).
Aos 30 dias, a concentracdo de colesterol diminuiu nos peixes realimentados (r) (G5
e G6), em relacdo aos 21 dias (p=0,0009 e p=0,0001) e aumentou nos peixes G2
(p=0,0157). Nestes peixes, que eram alimentados diariamente a saciedade, a
concentracdo de colesterol foi maior que nos que também eram alimentados
diariamente, mas com alimento controlado (3% p.v.) (p=0,0015). Nos peixes
alimentados com 3% p.v., a concentracdo de colesterol foi maior em 3r2ra (G3) do

gue nos ad (G1) sem diferenca em relacéo aos peixes r_(G5) (p=0,0040).
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Figura 2. Concentracdo plasmética de glicose (A), concentra¢des plasmética de triglicerideos
(B) e concentracdo sérica de colesterol (C) em pacus submetidos a alimentacdo diaria
(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente (G2) (tratamentos);
em restricao por 3 dias e realimentacéo por 2 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3)
ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias e realimentados por 9
dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade aparente (G6)
(tratamentos). Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos nas diferentes
estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de amostragem
- 21 e 30 dias); letras minusculas indicam diferencas entre tempos de amostragem em cada
tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencas entre tratamentos da mesma
estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo de amostragem.

3.1.2.4. Concentracéao de glicogénio no figado (Fig. 3)

Aos 21 dias, a concentracao de glicogénio foi menor nos peixes r (G6) em relacéo
aos ad até a saciedade aparente (G2) (p=0,705), mas ndo em relacdo aos peixes
3r2ra (G4). Na amostragem seguinte, aos 30 dias, a concentracao de glicogénio foi
mais baixa nos peixes r (G6) comparado aos peixes 3r2ra (G4), mas nao dos peixes
ad a saciedade (G2) (p=0,02).
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Figura 3. Concentracao de glicogénio hepatico em pacus submetidos a alimentacéo diaria
(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente (G2) (tratamentos);
em restricao por 3 dias e realimentacéo por 2 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3)
ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias e realimentados por 9
dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade aparente (G6)
(tratamentos). Letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos nas diferentes
estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de amostragem
- 21 e 30 dias); letras minusculas indicam diferencas entre tempos de amostragem em cada
tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencgas entre tratamentos da mesma
estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo de amostragem.

3.1.2.5. Concentracdo de lipidio hepatico e muscular (Fig. 4 A e B)

Aos 21 dias, a concentracdo de lipidio hepatico diferiu entre as estratégias
alimentares. Peixes alimentados diariamente (ad) e em ciclos alternados (3r2ra)
apresentaram maiores concentracfes de lipideos que os sob restricdo alimentar (r)
(p=0,0008). Os peixes 3r2ra que receberam 3% p.v. (G3) apresentaram as maiores
concentracdes de lipideos, seguido por peixes ad (G1) e r (G5) (p=0,0002), enquanto
os peixes alimentados até a saciedade ad (G2) e 3r2ra (G4) apresentaram maiores
concentracdes do que em r (G6) (p=0,0003).

Apos a realimentacdo, a maior concentracao de lipidio hepatico foi observada nos
peixes r (G5) que receberam 3% p.v. e a menor em 3r2ra (G3) (p=0,0381), ad (G1)
ndo apresentou diferenca estatistica entre ambos. Nos peixes alimentados até a
saciedade, as maiores concentragdes ocorreram em 3r2ra (G4) comparadas com ad
(G2) e r (G6), que nao diferiram entre si (p=0,0176). Dentro das estratégias
alimentares, em 3r2ra (G3 e G4) se diferenciaram, sendo as maiores concentracdes

em peixes alimentados até a saciedade (p=0,0028) e, em r (G5 e G6), as maiores
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concentracbes foram em peixes que receberam 3% p.v. (G5) comparados aos que
receberam alimento a saciedade (G6) (p=0,0331).

Comparando as amostragens, as concentracoes de lipidio hepatico foram maiores
apos a realimentacdo, aos 30 dias, em peixes ad (G1) (p=0,0305), 3r2ra (G4)
(p<0,0001), r (G5 (p<0,0001) e G6 (p<0,0001).

Em relacdo ao lipideo muscular, aos 21 dias, as concentragdes diferiram entre as
estratégias alimentares, sendo maiores em peixes 3r2ra que receberam 3% p.v. (G3)
do que em r (G5), sem diferenca com ad (G1) (p=0,0003), enquanto os peixes
alimentados até a saciedade ad (G2) apresentaram concentra¢des maiores que r (G6)
(p=0,0463), sem diferenca com 3r2ra (G4).

Aos 30 dias, ndo houve diferenca entre as estratégias alimentares ou tratamentos,
mas as concentracdes foram mais elevadas que as observadas aos 21 dias (G1,
p=0,0034; G2, p=0,0003; G4, p=0,0029); G5, p=0,0004 e G6, p=0,0013).

40+ o
a Aa a - G1
9 T
=y E ++
é30_ a B 5 Ba B G2
Q A Ab I ]G3
= |ABbA [
T 20 : G4
3] Hcp BP ;
T : N 2 B G5
3 10- BN G6
— £ 2
0- ; E
A ad 3r2ra 1 2d e v
21 dias 30 dias
15-
©
g a a a a
5 191 =& M
3 F
2 3
= |
o ] s
=)
a Q
-
o N
Zd a1 Tad 2 r
B 21 dias 30 dias

Figura 4. Concentracdo de lipidio hepético (A) e muscular (B) em pacus submetidos a
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alimentacdo diéria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente
(G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacao por 2 dias (estratégia alimentar),
com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias
e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
aparente (G6) (tratamentos). Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de
amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferencas entre tempos de
amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo
de amostragem.

3.1.2.6. Indices morfométricos (indice hepatossomatico/IHS e Iindice de
gordura viscero-somaética /IGVS) (Fig. 5A e B)

Aos 21 dias, o IHS diminuiu nos peixes r (G5 e G6) em relacdo aos peixes de
outros tratamentos e estratégias (G1, G2, G3, G4) (p<0,0001). Aos 30 dias, o IHS nos
peixes r (G5 e G6) aumentou em relacdo aos valores observados aos 21 dias
(p<0,0001). Nos peixes G6, o IHS foi maior do que nos peixes ad até a saciedade
aparente (G2), mas nado diferiu dos valores dos peixes 3r2ra a saciedade (G4)
(p=0,0702).

Aos 21 dias, o IGVS diminuiu nos peixes 3r2ra, com 3% p.v. (G4) e nos peixes r
(G5 e G6), com mais intensidade nos peixes G6 (p<0,0001). Aos 30 dias, 0 IGVS nos
peixes ad com 3% p.v. (G1) foi maior que 3r2ra com 3% p.v. (G3) e com 0s r com 0
mesmo tratamento (G5) (p=0,0038). O mesmo foi observado nos peixes alimentados
até a saciedade aparente (p=0,0042). Nos peixes realimentados por 9 dias, apos 21
dias de restricdo alimentar, o IGVS sé aumentou nos peixes G6 (realimentados a
saciedade) (p=0,0166).
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Figura 5. indice hepatossomatico (IHS) (A) e indice gordura viscero-somatica (IGVS)
(B) em pacus submetidos a alimentacéo diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia
(G1) ou até a saciedade aparente (G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e
realimentacdo por 2 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3) ou até a
saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricao por 21 dias e realimentados por 9
dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade aparente (G6)
(tratamentos). Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 n0o mesmo
tempo de amostragem - 21 e 30 dias); letras minasculas indicam diferencas entre
tempos de amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica
diferencas entre tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5

com G6), no mesmo tempo de amostragem.
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3.1.3. Indicadores imunoldgicos

3.1.3.1. Atividade respiratoria de leucécitos (ARL) (Fig. 6A)

Aos 21 dias, ndo houve diferencas entre estratégias alimentares ou entre
tratamentos. Aos 30 dias, a ARL foi mais elevada nos peixes 3r2ra (G3) em relagéo
aos ad (G1) (p=0,074). Comparando as amostragens, a ARL aumentou nos peixes r
(G5) (p=0,0015).

3.1.3.2. Concentracéao sérica de lisozima (Fig. 6B)

As concentracdes séricas de lisozima ndo se alteraram entre estratégias ou
tratamentos aos 21 dias, mas diferiram entre tempos de amostragem, com reduc¢éo
aos 30 dias nos peixes r (G5, p=0,0040; G6, p=0,0031) e nos peixes ad a sociedade
(G2, p=0,042). Aos 30 dias, peixes alimentados até a saciedade, as duas estratégias
alimentares (ad e 3r2a), (G2 e G4) apresentaram concentracbes de lisozima
semelhantes e mais elevadas que os peixes r a saciedade (G6, p=0,0137).
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Figura 6. Atividade respiratéria dos leucocitos (A) e lisozima (B) aos 21 e 30 dias em pacus
submetidos a alimentacdo diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a
saciedade aparente (G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentag&o por 2 dias
(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos)
e restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5)
ou até a saciedade aparente (G6) (tratamentos). Letras mailsculas indicam diferencas entre
os tratamentos nas diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no
mesmo tempo de amostragem - 21 e 30 dias); letras minusculas indicam diferengas entre
tempos de amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e 0 asterisco indica
diferencas entre tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6),
no mesmo tempo de amostragem.

3.1.4. Indicadores do sistema antioxidante e estresse oxidativo
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3.1.4.1. Superoxido dismutase (SOD) (Fig. 7)

Aos 30 dias, a atividade da superoxido dismutase diferiu entre as estratégias
alimentares. Em peixes alimentados com 3% p.v./dia, ad (G1), a atividade da SOD foi
maior do que nos r com a mesma taxa de alimentacéo (G5), enquanto os alimentados

em dias alternados (G3) néo diferiu dos outros dois grupos (p=0,0569).
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Figura 7. Atividade da superoéxido dismutase (SOD) aos 21 e 30 dias em pacus submetidos a
alimentacéo diéria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente
(G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacdo por 2 dias (estratégia alimentar),
com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias
e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
aparente (G6) (tratamentos). Letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de
amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferengcas entre tempos de
amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo
de amostragem.

3.1.4.2. Catalase (CAT) (Fig. 8)

Aos 21 dias, a atividade da catalase diferiu entre as estratégias alimentares.
Peixes alimentados com 3% p.v./dia 3r2ra (G3) apresentaram maiores atividades da
enzima do que os ad (G1) e r (G5) (p=0,0003). Peixes alimentados até a saciedade
aparente 3r2ra (G4) apresentaram maiores atividades que os r (G6), e ambos néo
diferiram de G2 (p=0,0132).
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Figura 8. Atividade da catalase (CAT) aos 21 e 30 dias em pacus submetidos a alimentagéo
diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1l) ou até a saciedade aparente (G2)
(tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentagéo por 2 dias (estratégia alimentar), com
3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias e
realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
aparente (G6) (tratamentos). Letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de
amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferengcas entre tempos de
amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencgas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo
de amostragem.

3.1.4.3. Glutationa-S-transferase (GST) (Fig. 9)

Aos 21 dias, a atividade da GST diferiu entre as estratégias alimentares. Foi maior
em peixes alimentados com 3% p.v./dia, ad e 3r2ra (G1 e G3) do que nos r (G5)
(p=0,0461). Aos 30 dias, a atividade enzimatica também diferiu entre as estratégias,
sendo maior em peixes alimentados com 3% p.v./dia 3r2ra (G3) do que nos peixes ad
(G1), enquanto os r (G5) nao diferiu dos dois grupos (p=0,0581). Peixes alimentados
até a saciedade aparente, 3r2ra (G4) apresentaram maior atividade do que os ad (G2)
(p=0,0107) e os r (G6) (p=0,0299). Ao longo do tempo, a atividade da GST foi maior
nos r a saciedade (G6) aos 21 dias do que aos 30 dias (p=0,0194).
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Figura 9. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) aos 21 e 30 dias em pacus submetidos
a alimentacao diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente
(G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacdo por 2 dias (estratégia alimentar),
com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias
e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
aparente (G6) (tratamentos). Letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de
amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferengcas entre tempos de
amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencgas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo
de amostragem.

3.1.4.4. Glutationa reduzida (GSH) (Fig. 10)

Aos 21 dias, peixes alimentados com 3% p.v./dia diferiram apenas entre as
estratégias alimentares 3r2ra e r, sendo maior nos alimentados em dias alternados
(G3) do que nos realimentados (G5) (p=0,0478). Peixes alimentados até a saciedade
aparente ad (G2) e 3r2ra (G4) apresentaram maior concentracdo da glutationa
reduzida que em r (G6) (p=0,0037). Aos 30 dias, peixes alimentados com 3% p.v./dia
diferiram apenas entre as estratégias alimentares ad e r, sendo maior nos alimentados
diariamente (G1) do que nos realimentados (G5) (0,0008). Ao longo do tempo, houve
aumento na concentragcdo da GSH em peixes realimentados, tanto para G5
(p=0,0028) e G6 (p=0,0007). A maior concentracdo foi observada em G2 aos 21 dias
(0,0205).
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Figura 10. Atividade da glutationa reduzida (GSH) aos 21 e 30 dias em pacus submetidos a
alimentacéo diéria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente
(G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacdo por 2 dias (estratégia alimentar),
com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias
e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
aparente (G6) (tratamentos). Letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de
amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferengcas entre tempos de
amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo
de amostragem.

3.1.4.5. Peroxidacao lipidica (LPO) (Fig. 11)

Aos 21 dias, a peroxidacdo lipidica no figado diferiu entre as estratégias
alimentares em peixes alimentados até a saciedade aparente, sendo maior em 3r2ra
(G4) e r (G6) do que em ad (G2) (p=0,006). Aos 30 dias, peixes alimentados com 3%
p.v./dia apresentaram maiores taxas de peroxidacao lipidica nos peixes 3r2ra (G3) do
gue nos ad (G1) e r (G5) (p=0,0476). Peixes da estratégia alimentar 3r2ra e r diferiram
entre os tratamentos, sendo maior em G3 do que em G4 (p=0,0354) e em G6 do que
em G5 (p=0,0289). Comparando as amostragens, a LPO foi maior aos 21 dias em
peixes G4 (p=0,0321) e G6 (p=0,0302), e aos 30 dias em G3 (p=0,0001).
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Figura 11. Peroxidacao lipidica (LPO) aos 21 e 30 dias em pacus submetidos a alimentacéo
diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente (G2)
(tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacdo por 2 dias (estratégia alimentar), com
3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias e
realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
aparente (G6) (tratamentos). Letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de
amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferengas entre tempos de
amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo
de amostragem.

3.2. Ensaio experimental 2 — Desafio imunolégico com inoculacédo de LPS apés
aplicacédo de estratégias alimentares de restricdo alimentar e realimentacdo com

oferta de alimento controlada e a saciedade aparente

3.2.1. Indicadores imunoldgicos

3.2.1.1. Atividade respiratoria de leucocitos (ARL) (Fig. 12A)

Ao término dos 30 dias, a inoculagdo do LPS modificou a ARL nos peixes
previamente expostos as diferentes estratégias alimentares e tratamentos. 3h apés a
inoculacdo, houve reducdo da ARL nos peixes ad (G2) (p=0,0357), 3r2ra (G3)
(p=0,0435) e r (G5) (p<0,0001) em relacéo a condi¢céo basal, com aumento apos 6 h,
com excecao do grupo G3, que oscilou sem significancia, mas confirmou a reducao

as 24 h. A reducao foi independente das estratégias ou tratamentos.
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3.2.1.2. Concentracdo sérica de lisozima (Fig. 12B)

A concentracdo de lisozima diferiu em relacdo aos tempos de amostragem nos
grupos G2 (p=0,0821), G4 (p=0,0521), G5 (p=0,0112) e G6 (p=0,0007).

Na amostragem basal, os peixes G1 e G3 que recebiam alimento controlado (3%
p.v.) nao diferiram daqueles previamente sob restricdo alimentar, que foram
realimentados, mas o0s peixes G2 e G4, alimentados a saciedade aparente,
apresentaram concentracfes mais elevadas que 0s peixes em realimentados
(p=0,0137). Ao longo das amostragens, exceto pelos peixes G1 e G3, peixes de todas
as estratégias/tratamentos apresentaram concentracdes de lisozima mais elevadas

24 h depois da inoculacéo de LPS.
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Figura 12. Atividade respiratoria dos leucocitos (A) e lisozima (B) em pacus submetidos a
alimentacéo diéria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente
(G2) (tratamentos); em restri¢cdo por 3 dias e realimentacdo por 2 dias (estratégia alimentar),
com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias
e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
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aparente (G6) (tratamentos) e inoculados com LPS (seta). Letras mailsculas indicam
diferencas entre os tratamentos nas diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre
G2, G4 e G6 no mesmo tempo de amostragem - 21 e 30 dias); letras minasculas indicam
diferencas entre tempos de amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o
asterisco indica diferencas entre tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com
G4); (G5 com G6), no mesmo tempo de amostragem.

3.2.2. Indicadores do sistema antioxidante e estresse oxidativo

3.2.2.1. Superoxido dismutase (SOD) (Fig. 13)

Na amostragem basal, a atividade da SOD dos peixes alimentados com 3%
p.v./dia diferiu entre as estratégias, sendo maior em G1 (ad), do que G5 (r), enquanto
a atividade de G3 (3r2ra) ndo diferiu dos outros grupos (G1 e G5) (p=0,0569). Na
amostragem seguinte, 3 h ap6s a inoculacdo com LPS, as estratégias alimentares
diferiram considerando os tratamentos. A atividade da SOD dos peixes alimentados
com 3% p.v./dia, tanto alimentados diariamente quanto em dias alternados (G1 (ad) e
G3 (3r2ra) foi maior que nos peixes realimentados a 3% (G5 (r) (p=0,0092) quanto nos
realimentados até a saciedade (G6 (r) (p=0,0003). Apds 6 horas da inoculacdo, a
atividade foi maior entre os peixes alimentados todos os dias, sendo maior naqueles
alimentados até a saciedade (G2) (p=0,0141).
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Figura 13. Atividade da superoxido dismutase (SOD) em pacus submetidos a alimentagéo
diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1l) ou até a saciedade aparente (G2)
(tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacéo por 2 dias (estratégia alimentar), com
3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias e
realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade
aparente (G6) (tratamentos) e inoculados com LPS (seta). Letras mailsculas indicam
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diferencgas entre os tratamentos nas diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre
G2, G4 e G6 no mesmo tempo de amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam
diferencas entre tempos de amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o
asterisco indica diferencas entre tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com
G4); (G5 com G6), no mesmo tempo de amostragem.

3.2.2.2. Catalase (CAT) (Fig. 14)

A atividade da catalase diferiu em relacao aos tempos de amostragens nos grupos
G1 (p=0,0739) e G4 (p=0,0062). ApGs 3 horas da inoculacéo, a atividade da CAT foi
maior nos alimentados até a saciedade, em dias alternados (G4), do que nos que
foram alimentados diariamente a saciedade (G2) e realimentados a saciedade (G6)
(p=0,0007). Peixes da estratégia alimentar 3r2ra diferiu entre os tratamentos, sendo
maior em G4 (p=0,0049). As 6 horas, houve diferenca na atividade da enzima entre
as estratégias alimentares em ambos os tratamentos. Os peixes alimentados com 3%
p.v./dia em dias alternados (G3) apresentaram maior atividade enzimatica do que os
de G1 e G5 (p=0,0249), enquanto peixes alimentados diariamente até a saciedade
(G2) a atividade foi maior que em G6 (p=0,0096). Nesta amostragem, peixes da
estratégia alimentar 3r2ra diferiu entre os tratamentos, sendo maior em G3
(p=0,0179). ApOs 24 horas, peixes alimentados até a saciedade em dias alternados
(G4) apresentou maior atividade da CAT do que os alimentados a saciedade (G2) e
realimentados a saciedade (G6) (p=0,0040). Peixes da estratégia alimentar restricdo
diferiram entre os tratamentos, sendo maior em G5 (p=0,0354).
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Figura 14. Atividade da catalase (CAT) em pacus submetidos a alimentacdo diéria

(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente (G2)
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(tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacdo por 2 dias (estratégia
alimentar), com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e
restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia
(G5) ou até a saciedade aparente (G6) (tratamentos) e inoculados com LPS (seta).
Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos nas diferentes estratégias
alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de amostragem -
21 e 30 dias); letras minasculas indicam diferencas entre tempos de amostragem em
cada tratamento na mesma estratégia e o0 asterisco indica diferencas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no

mesmo tempo de amostragem.

3.2.2.3. Glutationa-S-transferase (GST) (Fig. 15)

Na amostragem basal, peixes alimentados com 3% p.v./dia diferiram entre as
estratégias, sendo a atividade da GST maior naqueles alimentados com 3% em dias
alternados (G3) do que os alimentados diariamente (G1) e os realimentados com 3%
(G5) (p=0,0001). As 3 horas, a maior atividade ocorreu em peixes alimentados até a
saciedade em dias alternados (G4) do que os realimentados com a mesma quantidade
de alimento (G6) (p=0,0416). Apds 6 horas da inoculacao, peixes alimentados até a
saciedade (G2) apresentaram maior atividade da GST do que os realimentados com
a mesma quantidade de alimento (G6) (p=0,0780). Na ultima amostragem, peixes
alimentados a saciedade (G4), em dias alternados, apresentaram a maior atividade
da GST que os alimentados diariamente (G2) e realimentados (G6) (p=0,0302).
Apenas nos peixes do grupo G2 a atividade da GTS diferiu ao longo das amostragens,

sendo maior as 3 e 6 horas (p=0,0034).
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Figura 15. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) em pacus submetidos a
alimentacao diaria (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade
aparente (G2) (tratamentos); em restricdo por 3 dias e realimentacdo por 2 dias
(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3) ou até a saciedade aparente (G4)
(tratamentos) e restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias (estratégia alimentar),
com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade aparente (G6) (tratamentos) e inoculados
com LPS (seta). Letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 n0o mesmo
tempo de amostragem - 21 e 30 dias); letras minusculas indicam diferencas entre
tempos de amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica
diferencas entre tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5

com G6), no mesmo tempo de amostragem.

3.2.2.4. Glutationa reduzida (GSH) (Fig. 16)

A atividade da glutationa reduzida diferiu entre peixes dos grupos G1 (p=0,0325)
e G3 (p=0,0036) alimentados com 3% diariamente e em dias alternados. Apds 6 horas
da inoculacgéo, as concentracdes de GSH foram maiores em G3 do que em G1 e G5
(p=0,0003). Ainda nesta amostragem, peixes da estratégia alimentar de ciclos curtos
de restricao e alimentacao (G3 e G4) diferiram entre os tratamentos, sendo maior em
G3 (p=0,0054).
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Figura 16. Atividade da glutationa reduzida (GSH) em pacus submetidos a alimentacao diaria
(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente (G2) (tratamentos);
em restricdo por 3 dias e realimentacéo por 2 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3)
ou até a saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias e realimentados por 9
dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade aparente (G6)
(tratamentos) e inoculados com LPS (seta). Letras mailsculas indicam diferengas entre os
tratamentos nas diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no
mesmo tempo de amostragem - 21 e 30 dias); letras minusculas indicam diferengas entre
tempos de amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica
diferencgas entre tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6),
no mesmo tempo de amostragem.

3.2.2.5. Peroxidacéo lipidica (LPO) (Fig. 17)

A peroxidacéo lipidica no figado diferiu em relacdo aos tempos de amostragens
nos grupos G1 (p=0,0776), G2 (p=0,0034), G3 (p=0,0526), G4 (p=0,0245) e G5
(p=0,0073). Na amostragem basal, peixes alimentados com 3% p.v./dia em dias
alternados (G3) apresentaram as maiores concentracdes de TBARS em relacédo aos
alimentados diariamente (G1) e realimentados (G5) (p=0,0476). Apés 3 horas de
inoculagao, os peixes realimentados com 3% (G6) apresentaram maior concentragao
de TBARS que os realimentados a saciedade (G5) (p=0,0087). As 6 horas, essa
diferenca se inverteu e foi maior em G5 do que em G6 (p=0,0118), mas 0s peixes
alimentados em dias alternados também diferiram entre os tratamentos, sendo maior
em G3 do que em G4 (p<0,0001). Peixes alimentados com 3% p.v./dia diferiram entre
as estratégias alimentares, sendo a concentragcdo de TBARS maior nos alimentados
em dias alternados (G3) do que nos alimentados diariamente (G1) e nos

realimentados (G5) nédo diferiu (p=0,0391). Os peixes alimentados diariamente até a
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saciedade (G2) apresentaram maior concentracéo do que G4 e G6 (p=0,0001). As 24
horas, peixes alimentados com 3% p.v./dia, diariamente e em dias alternados (G1 e
G3) apresentaram mais TBARS que os realimentados (G5) (p=0,0279). Comparando
0S grupos na estratégia, a concentracdo de TBARS foi maior em G6 do que G5
(p=0,0004).
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Figura 17. Peroxidacao lipidica (LPO) em pacus submetidos a alimentacédo diaria (estratégia
alimentar), com 3% p.v./dia (G1) ou até a saciedade aparente (G2) (tratamentos); em restricdo
por 3 dias e realimentacé@o por 2 dias (estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G3) ou até a
saciedade aparente (G4) (tratamentos) e restricdo por 21 dias e realimentados por 9 dias
(estratégia alimentar), com 3% p.v./dia (G5) ou até a saciedade aparente (G6) (tratamentos)
e inoculados com LPS (seta). Letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos nas
diferentes estratégias alimentares (G1, G3 e G5; e entre G2, G4 e G6 no mesmo tempo de
amostragem - 21 e 30 dias); letras mindsculas indicam diferencas entre tempos de
amostragem em cada tratamento na mesma estratégia e o asterisco indica diferencas entre
tratamentos da mesma estratégia (G1 com G2); (G3 com G4); (G5 com G6), no mesmo tempo
de amostragem.

4. Discussao

Este estudo investigou os mecanismos bioquimicos de mobilizacdo energética
gue ocorrem durante o jejum, € 0S mecanismos compensatérios apos a realimentacéo
(de forma controlada ou até a saciedade aparente) e sua correlacdo com o0s
mecanismos de defesa imunoldgica inata e do sistema antioxidante em pacu

(Piaractus mesopotamicus).
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Tanto em ambientes naturais quanto em ambientes de cultivo, os peixes
passam por periodos de privacao alimentar, devido a estacao reprodutiva, condicdes
ambientais adversas (McCue et al., 2010), antes do transporte e abate ou em casos
de ma qualidade da agua (Davis e Gaylord et al., 2011). Para garantir a sobrevivéncia,
possuem estratégias de compensacdo em condi¢cdes em que h& baixo aporte de
energia (Messina et al., 2023). Em nosso estudo, observamos que a alimentacao
diaria por 21 e 30 dias promoveu maior ganho de peso (GP) e taxa de crescimento
especifico (TCE) nos peixes alimentados diariamente (ad) em relacdo aqueles
alimentados em ciclos de 3 dias de restricdo e 2 dias de realimentacao (3r2ra),
enquanto os grupos G1 (aos 21 e 30 dias) e G4 (aos 21 dias), os quais recebiam
alimento até a saciedade aparente apresentaram maior crescimento que 0S grupos
alimentados com 3% p.v./dia. Aos 21 dias, a restricdo alimentar (r) promoveu perda

de peso nos peixes.

Observamos que a realimentacdo promoveu crescimento compensatorio
parcial, independente da taxa de alimentacdo. Estudos mostram que a realimentacao
promove o ganho de peso e crescimento compensatério em diversas espécies de
peixes como Brycon amazonicus (Urbinati; Sarmiento; Takahashi, 2014),
Oncorhynchus mykiss (Fauconneau e Paboeuf, 2000), Oreochromis niloticus (Palma
et al., 2010) e Piaractus mesopotamicus (Favero et al., 2017). Em carpa capim, apos
2 semanas de jejum, a realimentacdo promoveu aumento no ganho de peso,
apresentando um crescimento compensatorio (Xu et al. 2019). O perfil de crescimento
(GP) se manteve nos peixes alimentados diariamente pelos 9 dias adicionais, mas
nos peixes alimentados ciclicamente a diferenca desapareceu. A carpa capim
(Ctenopharyngodon idellus) apresentou ganho de fibras musculares durante a
realimentacdo em peixes alimentados em ciclos curtos, semelhante aos peixes que
se alimentaram continuamente (Xu et al., 2019). Em nosso estudo, o perfil da TCE
mudou a medida que o experimento continuou por 9 dias, pois ela diminuiu nos peixes
alimentados diariamente a saciedade e nos alimentados em ciclos, sugerindo que a
vantagem promovida pela alimentacéo a saciedade estava reduzida. Takahashi et al.
(2011) relataram em pacus que a conversdo alimentar foi menor em peixes
alimentados em ciclos curtos de restricao e realimentacdo, devido a menor razéo de
eficiéncia proteica e a reducgéo da hiperfagia a partir do segundo dia de realimentacéo,

enquanto que no estudo de Urbinati et al. (2014) com matrinx&, os peixes submetidos

58



Mestranda — Thais Lucato Sorrente Orientadora — Elisabeth Criscuolo Urbinati

a ciclos de restricdo de 2 dias seguidos de 3 ou 4 dias de realimentagdo, durante 60
dias, alcancaram crescimento compensatorio total em ambos as condicbes de
privacdo, aumentando o consumo de racdo e a eficiéncia alimentar. No presente
estudo, o crescimento compensatério parcial foi, provavelmente, devido ao curto
periodo de realimentagdo (9 dias), mas o processo compensatério estava ocorrendo.
No inicio do processo compensatorio, o organismo aloca a energia disponivel para

estabilizar os processos vitais de sobrevivéncia.

Em relacdo ao perfil metabdlico, os peixes em privacdo alimentar precisam
manter suas funcdes fisiolégicas ao modular as suas reservas para sobrevivéncia
(Navarro e Gutierrez, 1995). Nosso estudo mostrou que, metabolicamente, a taxa de
alimentacéo (3% ou saciedade aparente) ndo promoveu respostas diferentes no perfil
da glicemia. Foi observada apenas uma reducdo nos peixes em restricdo alimentar
comparada aos peixes alimentados diariamente. Em Mylopharyngodon piceus, Dai et
al. (2022) relataram que as vias metabdlicas de glicose (glicélise e gliconeogénese)
sao cruciais para a homeostase durante o jejum e realimentacdo. Takahashi et al.
(2011) observaram altos niveis plasmaticos de glicose e a reducéo de niveis séricos
de triglicerideos em peixes submetidos a restricdes alimentares. Em nosso estudo,
observamos que o glicogénio em estoque no figado foi preservado, pois nao
observamos alteragbes expressivas. Tambaquis em restricdo por 13 dias e
realimentados por 1 dia mostram um consumo intenso do glicogénio e recuperacgao
parcial apos a realimentacao (Santos et al., 2021). Em nosso caso, as concentracées
de triglicerideos circulantes diminuiram apés 21 dias sem alimento, particularmente
em relagdo aos peixes alimentados ciclicamente na taxa de 3%. Apés 9 dias de
realimentacdo, as concentracdes aumentaram aos valores observados nos peixes

sem restricdo alimentar, indicando a recuperag¢do metabdlica.

A restricdo alimentar também promoveu aumento das concentracbes de
colesterol que voltaram a valores controle com a realimentacdo e, apds 9 dias de
realimentacdo, houve aumento deste metabdlito nos peixes alimentados diariamente
até a saciedade. Este mesmo perfil foi descrito previamente por Favero et. (2018), em
pacus submetidos a restricdo alimentar, e em tecidos de Anabas testudineus
(Godavarthy et al., 2012). Diferentemente, outros estudos relataram reducdo do
colesterol plasmatico em Oncorhynchus mykiss (Heming e Paleczny, 1987), Salmo
trutta (L.) (Regost et al., 2001) e Acipenser naccarii em jejum (Furné et al., 2012). O
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colesterol € um lipido envolvido em varios processos fisiolégicos, incluindo o
metabolismo energético (Mommsen et al., 1999). O aumento observado em nosso
estudo pode estar associado a demanda energética dos peixes durante a restricao

alimentar.

O efeito da mobilizacdo energética na restricdo alimentar foi observado no
indice hepatossomatico (IHS) e no indice gorduro viscerossomatica (IGVS), que
diminuiram apds a restricdo alimentar e nado diferiram nas outras estratégias
alimentares. O IHS atingiu valores controle apdés a realimentacdo, mas o IGVS
aumentou nos peixes realimentados a saciedade, sem diferenca nos peixes que
receberam 3% p.v. Durante 21 dias, os peixes alimentados em ciclos e que receberam
alimento a saciedade, quando realimentados, tinham IGVS menor que o indice dos
outros peixes que eram alimentados diariamente e em dias alternados, mas
recebendo alimento a 3% p.v. Apés 30 dias, 0s peixes que receberam alimento em
dias alternados apresentaram IGVS menor que nos peixes alimentados
diariamente. Estes resultados indicam que 0s processos bioquimicos compensatorios
priorizaram o atendimento de demandas de manutencéo de processos vitais e 0s 9
dias de realimentacdo ndo foram suficientes para restaurar o estoque de gordura

visceral observado nos peixes alimentados continuamente.

O efeito da restricdo também foi observado no lipidio hepético e muscular, que
tiveram suas concentracdes reduzidas e que foram recuperadas apés a
realimentacdo. Favero et al. (2020) mostraram em seu estudo que o jejum prolongado
de juvenis de pacu os tornou mais magros e nao prejudicou seu crescimento, além de
controlar a estocagem lipidica. Outros estudos tém mostrado respostas semelhantes
aos nossos. Cassidy et al. (2018) observaram uma diminuicdo do IHS durante a
restricdo em Salvelinus alpinus, e recuperacao durante a realimentagéo, com resposta
compensatoria de crescimento. Tilapias em jejum apresentaram menor IHS em
comparacdo aos grupos de peixes alimentados (Sakyi et al., 2020) e pacus
submetidos a 30 dias de restricdo seguidos de 30 dias de realimentagc&o obtiveram

resultados semelhantes (Favero et al., 2020).

Os peixes geralmente apresentam varias respostas fisioldgicas,
comportamentais e bioquimicas adaptativas a restricdo alimentar, sob situacfes de
restricdo alimentar intensa. Assim, o bem-estar geral e a capacidade de tolerar

situacdes de estresse e enfrentar desafios imunolégicos devem ser investigados. A
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andlise da resposta do sistema imune inata neste estudo mostrou que a ARL dos
peixes sob restricdo foi ativada apds realimentacdo, € 0 mesmo ocorreu nNos peixes
alimentados em dias alternados, a 3% p.v., em relacdo aos alimentados diariamente
com a mesma taxa, o que indica que tanto a restricdo prolongada quanto a restricao
moderada, feita em dias alternados, ativou uma resposta de defesa dos leucdcitos. Ja,
frente ao desafio da inoculacdo com LPS, a ARL, de modo geral, nos diferentes grupos
experimentais, estava reduzida, mas ndo observamos um perfil claro de resposta

deste indicador.

No caso da lisozima, as concentracdes diminuiram nos realimentados, e 0s
valores foram menores que os observados nos alimentados em dias alternados ou
continuamente a saciedade. O resultado sugere que o processo de recuperacao, na
realimentacado, priorizava processos metabdlicos de manutencédo, sendo o periodo
pequeno para restabelecer a sintese de proteinas do sistema imune inato. Diferente
de nossos resultados que encontraram prejuizo depois da realimentacao, em estudo
prévio com Barbonymus schwanenfeldii (Eslamoo et al., 2017), a atividade plasmatica
da lisozima aumentou em peixes em jejum por 1 semana e diminuiu no grupo de jejum
de 2 semanas. Da mesma forma, estudos encontraram uma diminuicdo na atividade
plasmatica da lisozima da Anguilla anguilla e do Pagellus bogarave, ap6s 31 dias de
jejum, mas nenhum efeito foi observado no Dicentrarchus labrax ap6s 42 e 58 dias de
jejum (Caruso et al., 2010, 2011, 2012). Em relacdo ao desafio da inoculacéo, a
concentracdo da lisozima que estava reduzida no momento da injecao, nos diferentes
grupos, s6 apresentou valores mais elevados em 24h, mostrando uma ativacdo mais
tardia, ja relatada no pacu (Gimbo et al., 2015). Pacus sob restricdo de 30 dias apos
exposicao bacteriana foram capazes de se proteger contra a infec¢cdo, mesmo este

sendo um processo de grande modulacéo de energia (Gimbo et al., 2015).

A funcao do sistema antioxidante, que esta altamente envolvido nos processos
de producdo de energia, permanece pouco explorada nas estratégias de restricdo
alimentar em peixes e os dados variam. Os efeitos da restricdo alimentar podem estar
relacionados a producéo de EROs, que séo conhecidos por causar estresse oxidativo
(Robinson et al., 1997).

A enzima SOD provou ter efeitos significativos sobre as espécies reativas de
oxigénio. A SOD reage contra as EROS e catalisa a reagcéo convertendo O2" em Oz e

H202 posteriormente convertido em agua com CAT ou GPX(Halliwell e Gutteridge,
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1989). Também se sabe que a GST pode prevenir a toxicidade de H202 e perdxidos
organicos por meio de GSH (Tocher, 2003; Fontagné et al., 2006; Boglino et al., 2014;
Halliwell e Gutteridge, 2015). O H202 também é clivado em agua e oxigénio molecular
pela CAT (Nimse et al., 2015; Stephensen et al., 2002). A GST pode também
desempenhar um papel importante em caso de estresse oxidativo pela inibicdo da
toxicidade de peroxidos lipidicos e reducao da formacdo de ROS com atividade GPX
(Rudneva et al., 2010).

Em nosso estudo, a atividade da SOD néao teve oscilagdes expressivas, apenas
foi maior nos peixes alimentados ciclicamente (3r2ra) em relacdo aos peixes que
passaram por restricao alimentar de 21 dias, mas a inoculagéo do LPS ativou a enzima
(3 h), com prezuizo nos peixes realimentados, sugerindo dificuldade destes animais

em restabelecer a capacidade de resposta.

Em relacdo a CAT, aos 21 dias houve reducéo da sua atividade em peixes sob
restricdo de 21 dias (r) e ativacdo nos peixes em regime ciclico de alimentacao (3r2ra)
sugerindo uma condicéo de alerta. Apds a inoculacdo, a CAT mostrou maior ativacao
nos grupos alimentados e principalmente no alimentado ciclicamente, enquanto o

prejuizo observado nos peixes que passaram por restricdo permaneceu.

Quanto a GST, as oscilac6es nas atividades ndo permitiram a construcéo de
um perfil claro, mas é possivel observar, de modo geral, maiores atividades nos
animais alimentados e menor nos que passaram por restricdo. Esse padrdo se

manteve apos o LPS.

A restricdo alimentar reduziu as concentragbes de GSH e mesmo tendo
aumentado depois da realimentacdo ainda estavam em niveis menores que as
concentracfes de peixes alimentados. A inoculacéo ativou a resposta da GSH, mas

nao alterou a resposta dos realimentados.

E, ainda, considerando as respostas da peroxidacao lipidica (LPO), podemos
afirmar que houve estresse oxidativo nos peixes alimentados em ciclos de restricao e
Nos que passaram por restricdo, enquanto a realimentacao reduziu a concentracao de
peréxidos e uma melhora moderada foi observada nos peixes alimentados
ciclicamente. A inoculacdo apenas acentuou esse padréao de respostas. A LPO reflete
diretamente a taxa e a extensao dos danos causados pelos radicais livres nos lipidios

(Faria et al., 2021). Dessa forma, observamos uma relagéo entre a privacao alimentar
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e 0 sistema antioxidante. 1sso nos leva a associar a intensa mobilizacdo de lipideos
durante a restricdo alimentar e a consequente formacéo de peréxidos lipidicos, que
pela toxicidade leva a quadro de estresse oxidativo (Rudneva et al., 2010). Isso
justifica as alteracdes observadas nos indicadores do sistema antioxidante, que foram
ativados para combater as EROS e tentar minimizar o estresse oxidativo. Florescu et
al. (2021) observaram um ajuste metabdlico para minimizar o gasto de energia durante
jejum e uma resposta adaptativa para lidar com o estresse oxidativo que pode ser
induzido por regimes de fome/realimentagéo. Restricdo alimentar em Dentex dentex
durante 5 semanas levou a um quadro pro-oxidante e a estresse oxidativo (Morales
et al., 2004) a despeito da ativacdo do sistema antioxidante de defesa, e os autores
justificaram por uma inibicdo da atividade da enzima G6PDH como responsavel pela
falha da defesa antioxidante, lembrando que a glicose 6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) é a primeira enzima do processo oxidativo da via das pentoses fosfato. H&
evidéncias de que a G6PDH tem papel crucial na modulagcdo das defesas
antioxidantes (Leopold e Loscalzo, 2000). Sao responsaveis pela geracao do aporte
de NADPH, necessario para a detoxificacdo dos agentes oxidantes produzidos pelo
estresse oxidativo metabodlico nos eritrocitos. O numero reduzido de informacgdes
sobre os mecanismos que correlacionam restricdo alimentar e estresse oxidativo em
peixes ainda s&o controversos e reforcam a necessidade de maior investimento de

pesquisa nesta area.

5. Conclusao

Os resultados desse estudo indicam que a restricdo alimentar modulou as
reservas energeéticas durante os 21 dias de restricdo alimentar, e apdés 9 dias de
realimentacdo promoveu o crescimento compensatério e a recuperacao das reservas
energéticas. O sistema imune (ARL e lisozima) ndo foi afetado pela restricao
alimentar, mas a realimentacédo ativou a ARL e reduziu a concentracao seérica de
lisozima. Em peixes privados de alimento, o sistema antioxidante demonstrou
prejuizos na capacidade de resposta. Embora houvesse ativacdo de enzimas
antioxidantes, a alta mobilizacdo de energia durante o jejum provocou estresse

oxidativo.
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