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Capitulo 1

CONSIDERACOES GERAIS



Carboidratos na nutricao de peixes

A agqiiicultura tem crescido satisfatoriamente nos ultimos anos e se destaca dentre as
atividades zootécnicas como produtora de proteina de origem animal. Com isto, a crescente
investigacdo na drea de nutricdo e alimentacio de peixes se faz indispensavel para contribuir
com o sucesso da atividade.

A adi¢do de carboidratos como fonte de energia tem sido bastante usada na dieta de
animais domésticos. Apesar de ndo existirem exigéncias de carboidratos em dietas para peixes,
sua inclusdo em niveis adequados pode assegurar uma melhor efici€éncia na utilizacdo de
outros nutrientes (Wilson, 1994).

Sua utilizagc@o pode reduzir o catabolismo de proteinas para sintese de glicose (Suarez
e Mommsen, 1987). Secundariamente, pode melhorar a eficiéncia de retencdo protéica e
diminuir as perdas metabdlicas de nitrogénio no ambiente (Cowey e Walton, 1989; Wilson,
1994). A melhora no crescimento e o efeito poupador de proteina podem estar relacionados ao
fato da glicose ser um importante combustivel metabdlico para os tecidos glicose-dependentes,
tais como células vermelhas, tecidos nervosos, entre outros. Desta forma, carboidratos
presentes na dieta de peixes podem reduzir a atividade gliconeogénica, assim afastando
aminodcidos da via oxidativa (Cowey et al., 1977b).

Segundo Hilton et al. (1987), um nivel tolerdvel de carboidrato em dietas para peixes é
aquele que ndo compromete o crescimento ou resulta em aumento da mortalidade, enquanto
que um nivel 6timo de carboidrato em dietas para peixes € o que permite que a glicose seja
totalmente oxidada para produzir energia, € assim poupar proteina.

Ainda que o carboidrato seja bastante usado como fonte de energia na dieta de animais
domésticos, alguns peixes parecem ter menor habilidade em utilizad-la (Christiansen e
Klungsoyr, 1987). Varias possibilidades tém sido discutidas para explicar o mecanismo da
intolerancia dos peixes aos carboidratos.

A redugdo do grau de utilizacdo de glicose poderia ser resultado de deficiéncia de
insulina (Palmer e Ryman, 1972; Thorpe e Ince, 1974), porém, através de radio-imunoensaio,
encontrou-se concentracdes de insulina plasmdtica em peixes similares ou muitas vezes
superiores aquelas observada em mamiferos (Thorpe e Ince, 1976; Hertz et al., 1989;
Plisetskaya, 1990; Mommsen e Plisetskaya, 1991). A intolerancia a glicose foi atribuida
também a uma menor atividade de receptores da insulina (Gutierrez et al., 1991; Mommsen e
Plisetskaya, 1991), embora mais recentemente tenha-se verificado alta atividade de tais

receptores (Maestro et al., 1997). Outra possibilidade seria a ineficiéncia da proteina



trnsportadora de glicose GLUT4 nos mecanismos de absorc¢do e utilizagdo da glicose (Wright
et al., 1998). Na maioria dos animais, a glicose entra nas células por difusdo facilitada
mediada por uma familia de proteinas transportadoras de glicose, os GLUTs. Em mamiferos,
13 diferentes isoformas de GLUT j4 foram identificadas (GLUT1-4), cada uma produto de um
gene separado e com diferente distribuicdo e fun¢do. Estas diferentes isoformas pertencem a
uma familia de glicoproteinas estruturalmente relacionadas (Pessin e Bell, 1992) que facilitam
a captacdo de glicose e que sdo igualmente expressas em células de mamiferos de maneira
tecido-especifica (Mueckler, 1994).

O metabolismo de glicose dos peixes tem sido bastante estudado em relacdo,
principalmente, aos mamiferos, visto que os tecidos periféricos destes animais (musculo, por
exemplo, que representa 50 % do peso corporal) tém menor capacidade na utilizacdo da glicose
(Cowey e Walton, 1989). Independente da baixa taxa de absorcdo nos tecidos de peixes (Cowey
e Walton, 1989; Blasco et al., 1996), ha evidéncias indiretas sugerindo a entrada de glicose nas
células possa ser mediada por transportadores da familia GLUT. Em um estudo com tildpia, um
peixe onivoro, anti-corpos contra GLUT-1 de mamiferos reagiram com uma proteina presente
no coragdo e cérebro dos peixes (Wright et al., 1998). Em outro estudo, embrides transgénicos
de truta que expressaram a GLUT-1 humana mostraram aumento da absor¢do de glicose e do
metabolismo (Krasnov et al., 1999). Adicionalmente, Planas et al. (2000) identificaram, na
truta, uma molécula de GLUT com alta homologia do GLTU-4 de mamiferos, que se expressou
no musculo esquelético, rim e branquias, tecidos com alta utilizacdo de glicose.

Uma outra possivel causa da baixa utilizacdo da glicose da dieta pelos peixes seria

uma disfuncdo da regulag@o nutricional envolvendo duas grandes vias metabdlicas no figado:
a baixa capacidade para armazenar excesso de glicose na fase pds-prandial (sintese de
glicogénio ou lipogénese) (Cowey e Walton, 1989; Wilson, 1994) e/ou a alta atividade
persistente de producdo de glicose hepatica quando carboidratos sdo fornecidos na dieta
(Panserat et al., 2000; Panserat et al., 2001).

Em vertebrados, a glicoquinase, ou hexoquinase IV, do figado, atua na taxa de
utilizagdo de glicose para controle de sua homeostase, através da fosforilagdo da glicose a
glicose-6-fosfato. Pesquisas em teledsteos com diferentes capacidades de utilizacdo de
carboidrato mostraram variacdes qualitativas e quantitativas da glicoquinase, sugerindo que
esta pode ser uma explicagdo para a tolerancia/intolerancia ao carboidrato (Panserat et al.,
2000). E importante ressaltar que a maioria dos estudos citados se refere a peixes carnivoros.

Sugere-se, ainda, que peixes onivoros sdo capazes de utilizar niveis mais altos de

carboidratos na dieta que os carnivoros, devido a maior atividade da amilase no trato



digestorio (Hidalgo et al.,1999). Desta forma, a habilidade em utilizar diferentes formas de

carboidrato varia entre as espécies.

O amido

Os carboidratos sdo a principal fonte de energia na dieta dos animais e incluem uma
grande variedade de compostos orginicos. Os monossacarideos sdo os carboidratos mais
simples, representados pela glicose e frutose, os oligossacarideos correspondem aos
carboidratos de cadeia curta, cujo principal representante € a sacarose e a celobiose, € 0s
polissacarideos incluem carboidratos com cadeias superiores representados pelo amido e
pelos polissacarideos ndo amildceos (PNA) (Evers et al., 1999).

O amido € formado basicamente por dois polimeros: a amilose e a amilopectina
(Leninger et al., 1993). Suas propor¢des variam de acordo com a espécie vegetal, idade e
cultivares. A maior parte dos amidos € composta por 70-80% de amilopectina e 20-30% de
amilose (Gallant et al., 1992), mas existem outras classes de amidos com propor¢oes
amilopectina/amilose alteradas por processos quimicos e fisicos ou pelo cultivo de variedades
(ex. amido ceroso ou “waxy”).

O amido ndo processado € insoluvel em temperatura ambiente (Van Soest, 1994) e
quando é aquecido em dgua a uma temperatura minima de 60°C ocorre uma alteracao
irreversivel. Os granulos de amido expandem com a entrada da dgua, a amilose se solubiliza e
as cadeias de amilopectina se quebram facilmente (Van Soest, 1994), promovendo a ruptura
da estrutura granular, hidratacdo e solubilizacdo do amido. A esse processo di-se o nome de
gelatinizacdo (Biliaderis, 1991). Se a temperatura ndo for suficiente para promover a
gelatinizacdo total do amido, durante o resfriamento pode ocorrer uma reassociacdo das
ligacdes, conhecida como retrogradagdo, que pode levar a formagao de amidos resistentes a
degradacdo por amilases. A amilose € especialmente sensivel a retrogradacdo, ja a
amilopectina, por conter uma cadeia mais complexa, apresenta limitada capacidade de
reassociacdo de sua estrutura quimica (Van Soest, 1994).

Normalmente, amidos provenientes de leguminosas apresentam maior quantidade de
amilose e, conseqiientemente, sdo mais sensiveis a forma¢do de amidos resistentes, 0 que
pode ocasionar menor digestdo e absorcdo em relacdo aos amidos de cereais (Lee et al.,

1985).



A utilizacdo de amido pelos peixes

Estudos tém mostrado que a forma fisica do alimento tem grande importancia na
digestibilidade. Hemre et al. (2002) concluiram que o efeito poupador de proteina, mensurado
pelo aumento de retengdo protéica, em espécies como enguia européia (Anguilla anguilla L.),
tilapia (Oreochromis niloticus), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), salmio do Atlantico
(Salmo salar L.) e bagre do canal (Heteropneustes fossilis) é encontrado quando o carboidrato
¢ oferecido na forma gelatinizada, e melhores resultados sdo obtidos com carboidratos
complexos em relacdo a agucares simples. Da mesma forma, amidos crus geralmente
apresentam baixa digestibilidade (Wilson, 1994).

Kaushik et al. (1989) observaram que a inclusio de cereais extrusados (milho ou trigo)
ou amidos extrusados, (amido de milho ou de trigo) na dieta de trutas, melhora a
disponibilidade de energia comparado ao amido cru, enquanto, Pfeffer et al. (1991)
encontraram melhor desempenho em trutas alimentadas com amido de milho “waxy”
comparado ao amido de milho normal. Similarmente, Enes et al. (2006) encontraram alta
digestibilidade de amido de milho “waxy” comparado ao amido de milho normal para robalo
europeu (Dicentrarchus labrax).

A utilizacdo de diferentes fontes de amido foi comparada em “yellowfin seabream”
(Sparus latus). Melhores resultados de ganho de peso e taxa de crescimento especifico foram
observados nos peixes alimentados com amido cru, quando comparado ao amido pré-
gelatinizado. Segundo os mesmos autores, isto pode ser explicado pela diminuicdo do
consumo das dietas com amido processado (Wu et al., 2007). Da mesma forma, outros
estudos mostraram que, em muitas espécies de peixes, o amido pré-gelatinizado ou
gelatinizado incorporado as dietas pode reduzir sua ingestdo (Kaushik e Oliva-Teles, 1985;
Peres e Oliva-Teles, 2002; Venou et al, 2003). Segundo Peres e Oliva-Teles (2002), a troca
total ou parcial do amido cru pelo gelatinizado, em juvenis de robalo europeu (Dicentrarchus
labrax), melhorou significativamente a eficiéncia alimentar. No entanto, a troca total pelo
amido gelatinizado reduziu o crescimento dos peixes.

Brauge et al. (1994) observaram em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) que a
ingestdo de carboidrato altamente digestivel, resultou em hiperglicemia, permanecendo por
muitas horas, devido a esta limitada habilidade que alguns peixes apresentam em metabolizar

glicose.



Utilizacao de carboidratos por espécies nativas

Alguns estudos abordam a utilizacdo de carboidratos por peixes nativos. Melhores
resultados de desempenho na producgdo de alevinos de tambacu (Colossoma macropomum X
Piaractus mesopotamicus) foram encontrados ao se utilizar uma dieta com alto nivel de
carboidrato de 45% e 3900 kcal kg-1 energia bruta (Fragnito, 1991). Carneiro et al. (1994)
testaram, no mesmo peixe, dietas isoprotéicas, com 2 niveis de energia e vdrios niveis de
carboidrato, e também observaram melhor desempenho de producido com 45% de carboidrato
e 3900 kcal.

Estudo de Hernandez et al. (1995) mostrou que os carboidratos parecem ser tdo
eficazes quanto lipidios como fontes de energia para alevinos de tambaqui (Colossoma
macropomum), enquanto Figueiredo-Garutti (1996), que alimentou pacus com dietas
contendo 35 e 50% de amido de cereais, observou melhor crescimento com o nivel mais alto e
melhor utilizacdo do carboidrato em relacdo a lipidios. Similarmente, Giinther (1996)
concluiu que tambaqui pode utilizar eficientemente carboidrato dietario, e dieta contendo 38%
carboidratos e 11% lipidios promoveu melhor crescimento e utilizagdo de proteinas na
espécie.

Mais recentemente, Mufioz Ramirez (2005) testou diferentes fontes de carboidrato
para pacu (amido de milho regular, amido de milho ceroso, amido de milho regular pré-
gelatinizado e modificado, fécula de mandioca modificada e pré-gelatinizada, malto-dextrina
e glicose-dextrose) em dois niveis de inclusdo (20 e 40%) e verificou melhor coeficiente de
digestibilidade dos nutrientes e energia bruta com a utilizacdo de 40% de carboidratos
digestiveis com diferentes graus de complexidade. O melhor desempenho foi obtido com as

dietas contendo fécula pré-gelatinizada e o amido pré-gelatinizado e modificado.

Jejum e realimentacao

Os peixes em seu ambiente natural alternam periodos de alimentacdo e jejum, em
resposta a varios fatores (ex. temperatura, reproducao, disponibilidade de alimento). O jejum
envolve uma complexidade de alteragdes para promover o ajuste bioldgico do animal e suas
conseqiiéncias finais sdo altamente dependentes da espécie considerada, da idade do peixe e

das condi¢des experimentais, tais como temperatura da dgua, fotoperiodo, dieta pré-jejum, e



duracdo do periodo de jejum (Love, 1980; Weatherley e Gill, 1987; Blasco et al., 1991, Souza
et al., 2000).

Hsieh e Shiau (2000) alimentaram tildpias, com dietas contendo 40% de amido ou
40% de glicose por oito semanas, seguido de jejum por 1, 2 e 3 semanas. Os peixes
previamente alimentados com dieta contendo glicose perderam peso em comparacdo com oS
peixes alimentados com dieta contendo amido. Maior concentragcdo de glicogénio hepatico foi
observada em peixes alimentados com a dieta contendo amido, sugerindo que as respostas
fisioldgicas da tildpia durante o jejum sdo afetadas pelas dietas pré-jejum contendo diferentes
carboidratos.

A deplecdo de energia que ocorre durante o periodo de jejum indica que os varios
constituintes do corpo podem ser mobilizados em diferentes taxas e que, estes substratos,
apesar de semelhantes, podem ser utilizados de forma diferente nos diversos tecidos do corpo.
Alguns peixes como Carassius auratus, truta arco-iris (Salmo gairdneri) e bacalhau do
Atlantico (Gadus morhua) preservam os estoques de glicogénio, enquanto sdo mobilizadas
significativas quantidades de lipidios. Em outras espécies, como a tildpia (7ilapia
mossambica) e Notopterus notopterus, os estoques de glicogénio sdo conservados, enquanto
significativa quantidade de proteina € mobilizada (Sheridan e Mommsen, 1991). A capacidade
do peixe em mobilizar glicogénio hepdtico é diretamente relacionada a manutencdo das
concentracdes glicémicas durante periodo de restricdo alimentar, no minimo durante a fase
inicial de jejum, e também depende da ativacdo posterior da gliconeogénese hepatica (Higuera

e Cardenas, 1984).

Souza et al. (2000) verificaram, em juvenis de pacu, submetidos a restricdo alimentar
por 60 dias e realimentados por 30 dias, reducdo da concentragdo de glicogénio hepatico no
inicio da restri¢do, sugerindo que esta é uma reserva prontamente disponivel para favorecer a
homeostase glicémica, sendo mantida ou restabelecida pela mobilizagdo de outras fontes de
energia como os lipidios e as proteinas. Estes autores observaram, ainda, que, em periodos
curtos de restri¢do alimentar, a concentracdo de lipidio no figado e outros tecidos diminuiu, ao
mesmo tempo em que o de dcidos graxos livres no plasma aumentou. O aumento dos acidos
graxos livres pode inibir competitivamente a utilizacao da glicose pelos tecidos periféricos e a
liberacao de glicose pelo figado. A maior absorcao de dcidos graxos pelo figado favorece o
metabolismo lipidico, a homeostase glicEémica e a gliconeogénese a partir de lipidios.

Segundo Figueiredo-Garutti et al. (2002), o matrinxa (Brycon cephalus), na auséncia

de glicose proveniente da alimentacdo, altera rapidamente seu metabolismo para manter a



homeostase. Doze horas apds a alimentacdo foram observados valores elevados de glicose
circulante e glicogénio hepético, caracterizando o periodo de absor¢do. Setenta e duas horas
apos ingestao de alimento houve uma reducdo significativa nos valores de glicose plasmatica
e glicogénio hepético, indicando a mudanca para a condicao de jejum. A manutengdo de altos
niveis de dcidos graxos livres durante o periodo de jejum e o aumento observado 14 dias apds
a ultima refei¢do sugerem contribuicdo significativa do tecido adiposo em fornecer energia ao
peixe.

Meton et al. (2003) estudaram as adaptacdes metabdlicas durante o periodo de jejum e
realimentacdo de pargo europeu (Sparus aurata). Observaram que as concentragdes de
glicogénio hepatico variaram dependendo do estado nutricional. Apos 8 dias de jejum houve
uma reducdo significativa no conteido deste metabdlito no figado e a realimentacdo
restabeleceu os valores rapidamente. Oito horas apds a realimentacdo foi observado um
acumulo de glicogénio e dois dias depois os valores de glicogénio estavam préximos aos dos
animais alimentados.

Muitos estudos tém demonstrado que a realimentacdo resulta em uma recuperagdo a
niveis normais do glicogénio hepatico e muscular, glicose sangiiinea, aminodcidos, lipidio
hepético, 4cidos graxos livres plasmaticos, proteina total plasmadtica, como também da
composi¢do corporal (Kamra, 1966; Ince e Thorpe, 1976; Love, 1980; Black e Love, 1986;
Shimeno et al., 1990; Blasco et al., 1991; Bohm et al., 1994; Souza, 1994; Collins e Anderson,
1995; Hung et al., 1997; Souza et al., 2000).

O objetivo deste estudo foi verificar o crescimento, desempenho produtivo e as
respostas metabdlicas do pacu alimentado com niveis varidveis de carboidrato na dieta, além
de utilizar a estratégia de restricdo alimentar como ferramenta para o estudo das alteracdes

bioquimicas e metabdlicas.
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Capitulo 2

Uso de amido de milho pré-gelatinizado em dietas de pacu
(Piaractus mesopotamicus): crescimento, desempenho produtivo e

metabolismo energético



RESUMO

Juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) com peso inicial de 27,6 + 1,44 g foram
alimentados com trés dietas isoprotéicas e isoenergéticas com inclusdo de carboidrato. A
principal fonte de carboidrato utilizado foi o amido de milho pré-gelatinizado com trés niveis
de inclusdo: baixo (16,6%), alto (38,8%) e controle (22,4%) por 60 dias. O estudo avaliou
parametros de crescimento, desempenho produtivo e metabolismo energético do pacu. Ao
término de 60 dias de alimentagdo, os peixes foram amostrados 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds a
oferta da 1° alimentagdo do dia para cdlculo dos indices estomaco-somadtico e intestino-
somdtico cheio. Na coleta de 24 horas apds a alimentagcdo, o sangue dos animais foi retirado
para andlise de glicemia, dcidos graxos livres, triglicerideos, colesterol e proteina total. Nos
tecidos foram determinados a concentragdo de glicogénio e lipidio total no figado e lipidio
total no musculo. Figado e gordura visceral foram pesados para calculo dos indices: hepato-
somatico e indice gorduro-viscero-somdtico. Para avaliacdo da digestibilidade das dietas, foi
realizado um segundo experimento com 225 pacus (peso médio de 40 £+ 5,0 g). Os peixes
foram alimentados por 5 dias com as dietas experimentais acrescidas de 1% de 6xido de
cromo como marcador inerte. Os niveis de amido da dieta ndo afetaram o ganho em peso e
taxa de crescimento especifico dos animais. Os peixes alimentados com a dieta de maior nivel
de amido apresentaram melhor conversdo alimentar (1,14 £+ 0,02), taxa de eficiéncia protéica
(3,31 £ 0,05), alta digestibilidade da proteina (93,3 £ 0,8%) e amido da dieta (>99%). O
tempo de transito do alimento diferiu (p<0,05) somente 9 horas apds alimentacdo, quando os
peixes alimentados com a dieta de maior nivel de amido tinham maior conteudo de alimento
no estdmago. Os pardmetros sanguineos (glicose, &4cidos graxos livres, triglicerideos,
colesterol e proteina total) e teciduais (glicogénio hepatico e lipidio muscular) nao diferiram
por influéncia das dietas. No entanto, foi observado aumento da atividade lipogé€nica no
figado, com aumento do indice hepato-somdtico e acimulo de gordura visceral nos peixes

alimentados com as dietas de niveis intermedidrio e alto de amido.

Palavras-Chave: carboidrato, amido gelatinizado, desempenho produtivo, metabolismo, pacu



ABSTRACT

Juvenile pacu (Piaractus mesopotamicus) weighing 27.6 + 1.44 g were fed with three
isoproteic and isoenergetic diets containing different levels of carbohydrates. The main source
of carbohydrate (CHO) was pre-gelatinized starch in three levels of inclusion in diet: low
(16.6%), high (38.8%) and control (22.4%), offered during 60 days. The study evaluated the
growth performance and energetic metabolism of pacu. At the end of the experimental period,
fish were sampled at 1, 3, 6, 9, 12 e 24 h after the first feeding of to day to calculate the full
stomach-somatic and intestine-somatic indexes. Twenty-four h after feeding, blood was
drawn for glucose, free fat acids, triglicerids, cholesterol and total protein determination.
Hepatic glycogen and lipids and muscle lipid were determined. Liver and visceral fat were
weighed for hepatic-somatic and fat indexes calculation. A second experiment using 225 pacu
(40 £ 5.0 g) was carried out to evaluate the diets digestibility. Fish were fed during 5 days
with the experimental diets with chromium oxide 1% as marker. Starch dietary levels did not
influence the weight gain and growth rater of fish. Fish fed with the 38.8% CHO presented
better feed conversion (1.14 + 0.02), protein efficiency rate (3.31 + 0.05), high digestibility of
protein (93.3 + 0.8%) and starch digestibility (>99%). The food transit time differed (p<0.05)
only at 9 hours after feeding, when fish fed with 38.8% CHO diet had more food in the
stomach. Blood (glucose, free fat acids, triglicerids, cholesterol and total protein) and tissue
(hepatic glycogen and muscle lipid) indicators were not influenced by diets but there was an
increase of the lipogenic activity of liver, increasing the hepatic somatic index, and visceral

fat accumulation in fish fed 16.6% and 22.4% CHO diets.

Key-words: carbohydrate, gelatinized starch, growth performance, metabolism, pacu



INTRODUCAO

A adicdo de carboidratos como fonte de energia tem sido bastante usada na dieta de
animais domésticos. Sua utilizacdo pode reduzir o catabolismo de proteinas para sintese de
glicose (Suarez e Mommsen, 1987) e, secundariamente, pode melhorar a eficiéncia de
retencdo protéica e diminuir as perdas metabdlicas de nitrogénio no ambiente (Cowey e
Walton, 1989; Wilson, 1994).

A eficiéncia de utilizacido de carboidratos pelos peixes varia entre as espécies. A fonte
de carboidrato, sua complexidade, o estado fisico, o nivel de inclusdo na dieta e as condigdes
de cultivo sdo algumas caracteristicas que podem afetar a utilizacdo do carboidrato pelas
espécies.

Estudos tém mostrado que a forma fisica do alimento tem grande importancia na
digestibilidade. Hemre et al. (2002) concluiram que o efeito poupador de proteina, mensurado
pelo aumento de retengdo protéica, em espécies como enguia européia (Anguilla anguilla L.),
tilapia (Oreochromis niloticus), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), salmiao do Atlantico
(Salmo salar L.) e bagre do canal (Heteropneustes fossilis) ocorre quando o carboidrato €
oferecido na forma gelatinizada, e melhores resultados sdo obtidos com carboidratos
complexos em relacdo a acticares simples.

Por outro lado, Wu et al. (2007) observaram melhores resultados de ganho de peso e
taxa de crescimento especifico quando os peixes foram alimentados com amido cru

<

comparado ao amido pré-gelatinizado, em um estudo com “yellowfin seabream” (Sparus
latus) comparando a utilizagdo de diferentes fontes de amido. Segundo os mesmos autores,
isto pode ser explicado pela diminui¢do do consumo das dietas com amido processado. Da
mesma forma, outros estudos mostraram que em muitas espécies de peixes o amido pré-
gelatinizado ou gelatinizado incorporado as dietas pode reduzir sua ingestdo (Kaushik e
Oliva-Teles, 1985; Peres e Oliva-Teles, 2002; Venou et al, 2003). Segundo Peres e Oliva-
Teles (2002), a troca total ou parcial do amido cru pelo gelatinizado melhorou
significativamente a eficiéncia alimentar de juvenis de robalo europeu (Dicentrarchus
labrax). No entanto, a troca total pelo amido gelatinizado reduziu o crescimento dos peixes.

O amido é um polissacarideo formado basicamente por dois polimeros: a amilose e a
amilopectina (Leninger et al., 1993). Suas propor¢des variam de acordo com a espécie
vegetal, idade e cultivares. O amido ndo processado € insolivel em temperatura ambiente e
quando € aquecido em dgua a uma temperatura minima de 60°C ocorre uma alteracao

irreversivel. Os granulos de amido se expandem com a entrada da 4gua, a amilose se

solubiliza e as cadeias de amilopectina se quebram facilmente (Van Soest, 1994),



promovendo a ruptura da estrutura granular, hidratagdo e solubilizacdo do amido. A esse
processo da-se o nome de gelatinizagdo (Biliaderis, 1991).

Se a temperatura ndo for suficiente para promover a gelatinizacdo total do amido,
durante o resfriamento pode ocorrer uma reassociagdo das ligacdes, conhecida como
retrogradacdo, que pode levar a formacdo de amidos resistentes a degradacdo por amilases. A
amilose é especialmente sensivel a retrogradagdo, ja a amilopectina, por conter uma cadeia
mais complexa, apresenta limitada capacidade de reassociacdo de sua estrutura quimica (Van
Soest, 1994). Normalmente, amidos provenientes de leguminosas apresentam maior
quantidade de amilose e, conseqiientemente, sdo mais sensiveis a formacdo de amidos
resistentes, o que pode ocasionar menor digestdo e absor¢ao em relacdo aos amidos de cereais
(Lee et al., 1985). Amidos de cereais, como milho e trigo, sdo extensivamente usados como
ingredientes na alimentacdo de peixes.

Espécies de peixes tropicais ou de dgua quente apresentam maior habilidade para
utilizar carboidrato na dieta que peixes de dgua fria ou marinhos (Wilson, 1994). Pesquisas
ainda mostram que peixes onivoros apresentam o efeito poupador de proteina e melhor
aproveitamento de altos niveis de carboidrato quando comparado a espécies carnivoras
(Hemre et al., 1993, 1995; Deng et al., 2000).

Carneiro et al. (1994) testaram dietas isoprotéicas, com 2 niveis de energia e varios
niveis de carboidrato, e observaram, em tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus
mesopotamicus), melhor desempenho de producdo com 45% de carboidrato e 3900 kcal.
Figueiredo-Garutti (1996) alimentou pacus com dietas contendo 35 e 50% de amido de
cereais € observou melhor crescimento com o nivel mais alto e melhor utilizacdo do
carboidrato em relacdo a lipidios. Hernandez et al. (1995) constataram que carboidratos
parecem ser tdo eficazes quanto os lipidios como fonte de energia para alevinos de tambaqui
(Colossoma macropomum). Similarmente, Giinther (1996) concluiu que o tambaqui pode
utilizar eficientemente carboidratos na dieta e que dieta contendo 38% carboidratos e 11%
lipidios promoveu melhor crescimento e utilizacdo de proteinas na espécie. Mais
recentemente, Mufioz Ramirez (2005), testando diferentes fontes de carboidrato para pacu,
verificou melhores resultados de desempenho com o uso de dietas com amido de milho e
fécula de mandioca gelatinizado.

Considerando o hébito alimentar frugivoro-onivoro do pacu (Piaractus
mesopotamicus), espécie que tem lugar de destaque na piscicultura nacional, o objetivo deste

estudo foi avaliar, em dietas isoprotéicas e isocaldricas, o efeito de diferentes niveis de amido



de milho pré-gelatinizado, como principal fonte de carboidrato, no crescimento, desempenho

produtivo e metabolismo energético da espécie.

MATERIAL E METODOS
Dietas experimentais

As dietas experimentais (isoprotéicas e isoenergéticas) foram formuladas para conter 3
niveis de amido: baixo, alto e um nivel intermedidrio que constituiu a dieta controle. Os
ingredientes e a composi¢ao proximal das dietas experimentais estao apresentados na Tabela
1.

Tabela 1. Formula e composi¢do proximal das dietas experimentais.

Ingredientes Dietas (niveis de carboidrato)

baixo controle alto
Farinha de peixe 27,00 27,00 28,50
Farelo de soja 8,75 14,75 16,50
Amido milho pré gelatinizado1 5,00 26,00 45,00
Farelo de trigo 14,75 7,50 1,75
Farelo de arroz 19,50 8,25 1,25
Oleo de soja 5,50 3,75 1,00
Oleo de peixe 1,00 1,00 1,00
Minerais e vitaminas® 0,75 0,75 0,75
Casca de arroz 9,00 6,00 3,75
Caulin 8,75 5,00 0,50
Total 100,00 100,00 100,00

Composicdo analisada (%)

Matéria seca 93,8 93,8 94,1
Proteina bruta 26,0 26,6 26,4
Extrato etéreo 13,4 11,6 6.8

Fibra bruta 9,3 7,0 3,7
Matéria mineral 17,0 13,3 9,2
Carboidratos’ 28,18 35,25 48,00
Amido total 16,6 22,4 38,8
Amilopectina / Amilose 97,7/2,30 96,37/ 3,63 91,82/ 8,18
Energia bruta (kcal kg™") 4.107 4.128 4.097

Farinha de peixe (PB= 63%).

' Corn Products Brasil®

? Premix Peixe Inicial Fri ribe®. Ac. félico (1,5 mg); Ac. pantoténico (30 mg); colina (225 mg); cobre
(15 mg); ferro (150 mg); iodo (7,5 mg); manganés (105 mg); selénio (0,225 mg); zinco (225 mg);
niacina (150 mg); biotina (0,150mg); Vit. A (4500 UI); Vit. B1 (9 mg); Vit. B12 (30 mcg); Vit. B2 (12
mg); Vit. B6 (4,5 mg); Vit. C (300 mg); Vit. D3 (4500 UI); Vit. E (90 Ul); Vit. K (9 mg) e
antioxidante (187,50 mg).

*Carboidrato estimado= Matéria seca — Proteina bruta — Extrato etéreo — Fibra bruta — Matéria mineral.



As ragdes foram processadas e analisadas segundo a metodologia da AOAC (1984), a
energia bruta por bomba calorimétrica (Parr 1281 Calorimeter), o amido pelo método de
amilase (Hendrix, 1993) e glicose-oxidase (Karkalas, 1985), e os constituintes do amido
(amilose e amilopectina) analisados segundo ISO 6647 (International Organization for
Standardization, 1987).

Para o preparo das dietas, os ingredientes foram peneirados, misturados e peletizados.

As ragdes foram estocadas a —20°C até o fornecimento aos peixes e andlise da composicao.

Animais e Protocolo Experimental

Juvenis de pacu, adquiridos na Piscicultura Aguas Claras (Mococa, SP), foram
distribuidos em 12 caixas de polietileno de 100 L (12 peixes caixa '), com renovagio continua
de 4gua e aeracdo. Durante 15 dias de adaptacdo as condicdes laboratoriais, os peixes
receberam a ragao controle (nivel intermediario de amido) (Tabela 1), duas vezes ao dia, até a
saciedade aparente.

Apos a adaptagdo as condigdes laboratoriais, os peixes (peso inicial de 27,6 + 1,44 g)
foram alimentados com as dietas experimentais [baixo amido (16,6%), alto amido (38,8%) e
controle (22,4%)] (Tabela 1) por 60 dias. Cada dieta experimental foi oferecida a peixes de 4
caixas (12 peixes por caixa), duas vezes ao dia (09h:00 e 17h:00) até a saciedade aparente.

Ao término dos 60 dias de alimentagao, os peixes foram amostrados 1, 3, 6,9, 12 e 24
horas apds a oferta da 1° alimentacdo do dia, sendo capturados 2 peixes por caixa (oito
animais por repeticdo). Os peixes foram anestesiados (benzocaina, 50 mg L, pesados e
sacrificados para retirada estdmago e intestino para calculo dos indices estomaco-somatico
cheio [IESc= (peso do estdmago cheio/ peso corporal) x 100] e intestino-somatico cheio
[[ISc= (peso do intestino cheio/ peso corporal) x 100] para determinacdo do tempo de
esvaziamento gastrico.

Na coleta das 24 horas apdés a alimentacdo, o sangue dos peixes amostrados foi
retirado por puncdo caudal, sendo uma aliquota separada para andlise de glicemia (kit Labtest)
e concentragdo de 4cidos graxos livres (kit Wako, EUA), utilizando EDTA fluoretado para
extracdo do plasma, e o restante do sangue centrifugado a 3000 rpm, durante 10 min, para
separacao do soro que foi estocado a -20°C até determinag@o da concentracdo de triglicerideos
(Kit Labtest), colesterol (kit Labtest) e proteina total (Kit Labtest). Em seguida, os peixes
foram pesados, sacrificados e apds a abertura do abddémen, o figado foi retirado e estocado a -
20°C para andlise da concentragdo de glicogénio (Moon et al., 1989) e lipidio total (Bligh &

Dyer, 1959). No miusculo branco, a partir de fragmento retirado da regido caudal, foi



analisada a concentragdo de lipidio total. Figado e gordura visceral foram pesados para
célculo dos indices: hepato-somético [IHS (%)= (peso do tecido hepatico/ peso corporal) x
100] e indice gorduro-viscero-somdtico [IGVS (%)= (peso da gordura visceral / peso
corporal) x 100].

As varidveis quimicas e fisicas da dgua apresentaram valores recomendados para a
espécie (Urbinati e Gongalves, 2005) durante todo o experimento. O oxigénio dissolvido se
manteve acima de 5,0 mg L'l, a temperatura da dgua foi mantida a 28,4 + 0,31 °C, pH variou
de 7,5 e 8,0 e a concentragdo de amonia total oscilou de 0,008 a 0,025 mg L. O fluxo de
agua foi continuo, com troca total aproximadamente de 20 vezes ao dia. O fotoperiodo
utilizado foi de 12 horas luz: 12 horas escuro.

O desempenho produtivo dos peixes foi analisado por meio do ganho em peso didrio
(GP), taxa de crescimento especifico (TCE), conversao alimentar (CA), consumo didrio de
alimento (CDA), indice de consumo (IC) e eficiéncia protéica (TEP).

Para o célculo dos parametros de desempenho produtivo foram utilizadas as seguintes
formulas:

Ganho em peso didrio (g dial) = (peso final — peso inicial) / tempo

Taxa de crescimento especifico (% dia™') = (In peso final - In peso inicial) x 100 / tempo
Conversdo alimentar = consumo de alimento / ganho em peso total

Consumo didrio (g dia"l) = consumo de alimento / tempo

Indice de consumo (% peso vivo dia'l) = cons. médio dia x 100 / peso vivo médio periodo.

Taxa de eficiéncia protéica = ganho em peso vivo / proteina bruta consumida

Digestibilidade dos nutrientes (proteina e amido) das dietas

Para avaliacdo da digestibilidade das dietas, 225 pacus, com peso médio de 40 + 5,0 g,
foram distribuidos em 15 caixas de 120 L, em uma densidade de 15 individuos por caixa. A
coleta das fezes foi realizada utilizando coletores, segundo o sistema de Guelph modificado
(Cho et al., 1982; Cho et al., 1985).

Apés adaptacdo de sete dias as condi¢des experimentais, recebendo a dieta controle
(nivel intermedidrio de amido), os peixes foram alimentados com as dietas experimentais
(Tabela 1) acrescidas de 1% de 6xido de cromo como marcador inerte, por cinco dias, € em
seguida transferidos para os aqudrios de coleta. As fezes foram coletadas em intervalos de 30
minutos, para evitar perda por lixiviacdo, até completar quantidade suficiente para anélise. As
amostras foram congeladas e, ao término da coleta de todas as amostras, as fezes foram secas

em estufa a 55 °C até obtencdo de peso constante, para posterior andlise.



A concentragdo de 6xido de cromo usado como indicador foi determinada pelo método
de digestdao com 4cido nitrico e perclorico (Furukawa e Tsukahara, 1976), a concentragdo de
proteina bruta pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1984) e o amido usando amilase (Hendrix,
1993) e glicose-oxidase (Karkalas, 1985). Os coeficientes de digestibilidade aparente das
dietas foram estimados pela equacao:

D= 100-100 [(% indicador alimento/% indicador das fezes) x (% nutriente fezes/ % nutriente

do alimento)]

Analise Estatistica

Para verificar o efeito dos tratamentos (dietas) o delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, constituido por trés tratamentos, com quatro repeti¢des.

Para verificar o efeito dos tratamentos (dietas) no tempo de amostragem (1, 3, 6, 9, 12
e 24 horas apds alimentacdo) para os indices estomaco e intestino-somatico o delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial, constituido por trés tamentos e
seis tempos de coleta. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), no programa estatistico SAS, versao 8.

RESULTADOS
Desempenho produtivo

Em todos os tratamentos, a taxa de sobrevivéncia foi de 100%. Os resultados de
crescimento e desempenho produtivo sdo apresentados na Tabela 2. Nao houve diferenca
(p>0,05) no ganho em peso e taxa de crescimento especifico, nos peixes alimentados com as
diferentes dietas.

Com relagdo ao consumo alimentar, houve tendéncia a menor consumo relacionado
com o aumento do nivel de inclusdo de amido, mas sem diferencas entre as dietas (p>0,05).
No entanto, esse comportamento fica mais claro quando se analisa o indice de consumo,
representado pelo consumo da dieta em relacdo 2 biomassa (% peso vivo dia™), que mostrou
diferenca (p<0,05), sendo o menor valor encontrado no grupo de peixes alimentado com os
niveis mais altos de amido.

A conversdo alimentar melhorou a medida que o nivel de carboidrato na dieta
aumentou (p<0,05). Da mesma forma, o incremento no nivel de amido na dieta melhorou a
eficiéncia de utilizagdo da proteina, evidenciado pelo aumento da taxa de eficiéncia protéica

(p<0,05).



Tabela 2. Parametros de desempenho produtivo de pacu alimentado com baixo amido, alto e

um nivel intermedidrio apds 60 dias de alimentacgdo.

Desempenho Produtivo Dietas (Niveis de amido)
Baixo Intermedidrio Alto

Peso médio inicial (g) 2747 £0,24 27,80 £ 0,26 27,81+ 0,37
Peso médio final (g) 145,71 £4,04 148,78 £ 16,21 151,92 +£5,15
Ganho em peso didrio (g dia ) 1,97 +£0,06 2,02 +£0,27 2,07 +£0,09
Taxa de crescimento especifico (% dia) 2,78 £0,04 2,79 £0,17 2,83 +0,07
Consumo didrio (g dia™) 2,69 £0,15 2,50 £0,32 2,37+£0,12
Indice de consumo (% PV dia']) 3,10+0,12 A 2,82+0,12B 2,63+0,07B
Conversao alimentar 1,36 £ 0,05 A 1,24 +0,03 B 1,14 +£ 0,02 C
Taxa de eficiéncia protéica 2,82+0,10C 3,03+0,09B 3,31 +0,05 A

Meédias seguidas de diferentes letras na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

Tempo de transito (indices estomaco-somatico cheio - IESc e intestino-somatico
cheio - IISc)

O indice estomaco-somdtico cheio (IESc) dos 3 grupos de peixes mostrou uma
diminui¢do gradativa ao longo do periodo pés-prandial e 24 horas apds alimentacdo ocorreu
praticamente todo o esvaziamento géstrico. Diferenca significativa (p<0,05) foi observada
entre tratamentos apenas as 9 horas apds alimentacdo quando os peixes que receberam o nivel
mais elevado de amido tinham maior indice (4,6%) comparado com os que receberam menor

quantidade de amido (3,2%) (Figura 1).
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Figura 1. Indice estomaco-somdtico de pacu alimentado por 60 dias com baixo (0), intermedidrio (¢) e
alto (o) amido na dieta em diferentes tempos apds alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e
letras maidsculas entre cada tratamento nos diferentes tempos de coleta (p<0,05). Barras verticais

representam erro padrdo da média (n=8).

O indice intestino-somaético cheio (IISc) apresentou o mesmo perfil para os 3 grupos,
nao sendo observada diferenca significativa (p>0,05) entre tratamentos nos tempos de
amostragem, embora os valores registrados nos peixes alimentados com maior quantidade de
amido na dieta fossem numericamente mais baixos até 12 horas apds a alimentacdo.
Observou-se aumento gradual deste indice em todos os grupos até 12 horas e reducdo as 24

horas (Figura 2).
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Figura 2. Indice intestino-somatico de pacu alimentado por 60 dias com baixo (0), intermedidrio (¢) e
alto (o) amido na dieta em diferentes tempos apds alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta em cada tratamento

(p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).



Digestibilidade dos nutrientes (proteina e amido) das dietas

A digestibilidade da proteina melhorou com o aumento dos niveis de carboidrato nas
dietas. As dietas com nivel mais elevado de carboidrato apresentaram maior coeficiente de
digestibilidade (93,3 + 0,8%) comparado aos que receberam menor quantidade de carboidrato
(88,6 £ 3,4%). A dieta controle, com 35% de inclusdo de carboidrato, ndo diferiu (p>0,05)
entre as dietas de 28 e 48% e apresentou coeficiente de digestibilidade da proteina de 91,5

(*1,0%). A digestibilidade do amido foi superior a 99%, independente da dieta oferecida.

Metabolismo energético

A concentragdo de glicose plasmdtica dos peixes ndo diferiu entre os tratamentos
(p>0,05), embora peixes alimentados com maior inclusdo de amido na dieta apresentassem
valores mais elevados deste metabdlito (Tabela 3).

Os peixes alimentados com a dieta controle apresentaram valores mais baixos de
dcidos graxos livres plasmaticos e triglicerideo sérico, porém, ndao foram observadas
diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos. Também ndo foram registradas
alteracoes significativas (p>0,05) nas concentracdes séricas de colesterol e proteina total entre

peixes alimentados com as diferentes dietas (Tabela 3).

Tabela 3. Glicose e acidos graxos livres plasmaéticos, proteina total, triglicerideos e colesterol
séricos de pacu alimentado por 60 dias com niveis baixo, intermedidrio e alto amido na dieta,

24 horas ap0s alimentacao.

Metabolismo energético Dietas (Niveis de amido)
Parametros sanguineos Baixo Intermedidrio Alto
Glicose plasmaética (mg dL']) 71,83 +9,9 72,74 + 12,6 81,47 +4,0
Acidos graxos livres plasmaéticos (mEq L']) 0,667 +0,071 0,589 +0,175 0,645 +0,185
Triglicerideos séricos (mg dL‘l) 257,85 +61,4 203,54 +38,6 263,22 +46,1
Colesterol sérico (mg dL™) 247,80 +41,0 287,88 +34,2 265,79 +£38,2
Proteina sérica (g dL'l) 3,94 +£0,16 4,01 +£0,31 3,80 +£ 0,27

Médias (£ desvio padrao) seguidas de diferentes letras na mesma linha diferem entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05).

Os valores médios do indice hepato-somético foram menores nos peixes da dieta com

menor nivel de amido (p<0,05). Em relacdo ao indice gorduro-viscerossomdtico, foi



observado maior actimulo de gordura visceral nos peixes que receberam niveis mais altos de

amido (p<0,05) comparado a dieta de menor inclusao (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros bioquimicos (glicogénio hepético, lipidio hepatico e lipidio muscular) e
indices biométricos (indice hepatossomatico e indice gorduro-viscerossomdtico) de pacu

alimentado por 60 dias com niveis baixo, intermedidrio e alto amido na dieta, 24 horas apds

alimentagdo.
Metabolismo energético Dietas (Niveis de amido)
Parametros bioquimicos Baixo Intermedidrio Alto
Glicogénio hepético (%) 12,83 +2,19 12,88 + 1,30 12,72 + 1,02
Lipidio hepatico (%) 2,53+0,79B 4,73 +0,98 A 487+1,10 A
Lipidio muscular (%) 1,23 +0,27 1,87 £ 0,61 1,50 + 0,81

Indices biométricos
Indice hepato-somatico (%) 1,50+ 0,10 B 2,10+0,21 A 2,40+0,22 A
Indice gorduro-viscerossomatico (%) 2,98 £ 0,69 B 3,47 +0,76 A 3,52 +0,80 A

Meédias (+ desvio padriao) seguidas de diferentes letras na mesma linha diferem entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que com o aumento dos niveis de amido
pré-gelatinizado na dieta os peixes apresentaram melhor conversdo alimentar € aumento na
taxa de eficiéncia protéica, embora nao tenham afetado significativamente o ganho em peso
diario e a taxa de crescimento especifico.

Além disso, verificou-se diminui¢do do indice de consumo das dietas de nivel
intermediario e alto de amido. Da mesma forma, foi relatado em outros trabalhos, com varias
espécies de peixes, que o amido gelatinizado incorporado em dietas pode reduzir a ingestao
alimentar (Kaushik e Oliva-Teles, 1985; Hemre et al., 1989; Gouveia et al., 1995; Peres e
Oliva-Teles, 2002). Segundo Arnesen, (1993) e Venou et al. (2003), a utilizacdo de amido
gelatinizado pode aumentar o tempo de esvaziamento géstrico, ou ainda aumentar a energia
disponivel devido a melhor digestibilidade apds a gelatinizac¢do, ocasionando uma reducio na

ingestdo alimentar.



Os resultados de desempenho produtivo obtidos neste estudo foram melhores que os
observados em outros trabalhos com juvenis de pacu (Fernandes et al., 2001; Souza et al.,
2003; Baldan et al., 2008; Bechara et al., 2005; Takahashi et al., 2006; Muiioz Ramirez, 2005)

Fernandes et al. (2000) avaliaram dietas isocaldricas contendo trés diferentes niveis
protéicos com substitui¢do da farinha de peixe por farelo de soja, em alevinos de pacu (22, 26
e 30% PB) e observaram que a farinha de peixe pode ser substituida parcial ou totalmente
pelo farelo de soja, sem influir no ganho de peso, na conversdo alimentar, na taxa de
crescimento especifico e na taxa de eficiéncia protéica dos alevinos. Os resultados indicaram,
ainda, que o nivel de 26% PB foi o mais adequado para o bom desempenho dos alevinos.
Souza et al. (2003) avaliaram os efeitos da utilizacdo de ciclos alternados de restricao
alimentar e realimentacdo no crescimento do pacu, durante o periodo de engorda. Os peixes
foram submetidos a diferentes manejos alimentares: alimentado ad libitum, restri¢do alimentar
de 4 semanas, realimentado por 9 semanas e 6 semanas de restricdo alimentar, realimentado
por 7 semanas. Os resultados mostraram que 6 semanas de restricdo alimentar e realimentacao
por 7 semanas € o tratamento mais indicado para outono/inverno, promovendo maior
crescimento, menor custo com racdo, baixa conversdo alimentar e maior receita liquida
parcial. Entretanto, durante as estacdes mais quentes do ano (primavera/verdo), outros
programas de alimentagcdo devem ser testados, utilizando-se periodos mais curtos de restricao
alimentar.

Baldan et al. (2008) avaliaram em dietas isoprotéicas (26%), isoenergéticas (4.200
(kcal kg'l) suplementadas com seis niveis de 6xido de cromo (Cr,03) (0, 10, 50, 100, 300 e
1000 mg kg-1) o metabolismo energético e desempenho produtivo de alevinos de pacu. As
dietas continham 48% de carboidrato, tendo o milho cru como principal fonte de amido. Nao
foram observadas diferencas significativas nos parametros analisados, sugerindo que o cromo,
na forma do 6xido utilizado, ndo interferiu na utilizacdo de carboidrato pela espécie. Bechara
et al. (2005) avaliaram o efeito de diferentes niveis de proteina bruta (25%, 35%, e 45%) na
qualidade da dgua e eficiéncia de utilizacao alimentar do pacu em um sistema semi-intensivo.
Os peixes foram estocados em uma densidade de um individuo por m% por 299 dias, e
alimentados com ragdes isoenergéticas contendo farelo de soja, milho e farinha de sangue e
farinha de ossos. Os resultados indicaram que menor nivel de proteina para o pacu apresentou
taxas de crescimento e composi¢do da carcaca semelhantes aos outros tratamentos
experimentais, com uma melhora significativa na qualidade da dgua e eficiéncia de utilizacao

alimentar.



Takahashi et al. (2006) estudaram, em alevinos de pacu, durante 60 dias, o efeito do
metavanadato de amonio (0, 10, 50, 100, 300 e 1000 mg HsNOsV kgldieta) incluido em
dietas isoprotéicas e isoenergéticas contendo cerca de 47% de carboidrato. Os niveis
crescentes de metavanadato de amonio nao melhoraram o crescimento € o maior nivel de
inclusdo (1000 mg kg') reduziu o desempenho. Mufioz Ramirez (2005), testando diferentes
fontes de carboidrato para pacu, com nivel de inclusdao de 40%, verificou na dieta composta
de amido de milho gelatinizado, como unica fonte de amido, os valores de desempenho
produtivo de 1,01, 1,47 e 2,61 g dia’'l para ganho em peso didrio, conversao alimentar e taxa
de eficiéncia protéica, respectivamente.

A utilizacdo do amido gelatinizado afetou positivamente os pardmetros de
desempenho dos peixes, indicando melhor utilizacdo da fonte de energia disponivel. O
processo de gelatinizagdo ocorre pelo aquecimento do amido em meio aquoso alterando sua
estrutura. Durante o processo de gelatinizacdo pode ocorrer a recristalizacao ou retrogradacao,
quando as cadeias de amilose agregam-se formando duplas hélices cristalinas estabilizadas
por pontes de hidrogénio, levando a formacdo de amidos resistentes a degradagdo por
amilases. A amilose € especialmente sensivel a retrogradagdo, jd& que a amilopectina, por
conter uma cadeia mais complexa, apresenta limitada capacidade de reassociacdo de sua
estrutura quimica (Van Soest, 1994). A maior parte dos amidos é composta por 70-80% de
amilopectina e 20-30% de amilose (Gallant et al., 1992), mas existem outras classes de
amidos com propor¢des amilopectina/amilose alteradas por processos quimicos e fisicos ou
pelo cultivo de variedades (ex. amido ceroso ou “waxy”). Pfeffer et al. (1991) observaram
melhor desempenho em trutas alimentadas com amido de milho “waxy” comparado ao amido
de milho normal. Os baixos valores de amilose encontrado nas dietas no presente estudo sao
outro indicativo da eficiente utilizagdo do amido pelo peixes.

Estudos tém demonstrado que a utilizacao de amido gelatinizado tem efeitos benéficos
no crescimento e na eficiéncia alimentar (Jeong et al., 1992, Kaushik e Medale, 1994). Por
outro lado, de acordo com Peres e Oliva-Teles (2002), o desempenho do robalo europeu foi
melhor com uma mistura de 12,5% de amido cru + 12,5% de amido gelatinizado, que 25% de
amido gelatinizado ou 25% de amido cru.

Segundo Peres e Oliva-Teles (2002), um aspecto que se deve levar em consideragdo
com relacdo a eficiéncia de utilizagdo do amido é a rdpida utilizagdo dos carboidratos
digestiveis, pois o excesso de glicose absorvido pode ser eliminado do sangue antes da
utilizacdo eficiente pelas células. Bureau (1998) observou que a excrecdo da glicose urinaria

atingiu cerca de 30% da ingestdo em trutas alimentadas com altos niveis de carboidrato



digestiveis na dieta. No presente estudo, além da inclusdo do amido pré-gelatinizado as dietas,
outras fontes de amido cru foram utilizadas na sua formulagdo, como farelo de soja, farelo de
trigo e farelo de arroz, o que poderia ter auxiliado na sua utilizacdo. Com o fornecimento de
amido gelatinizado, a glicose € disponibilizada mais facilmente para absor¢do, enquanto que,
com a utilizagdo do amido cru, hd necessidade de maior hidrdlise enzimadtica para
disponibilizar a glicose, ocasionando uma absor¢do mais lenta. A utilizacdo das duas fontes de
amido poderia beneficiar a utilizacio da glicose pelo organismo, evitando uma sobrecarga no
inicio do processo absortivo, que poderia levar a uma utiliza¢ao pouco eficiente.

O coeficiente de digestibilidade da proteina das dietas melhorou com o aumento dos
niveis de inclusdo de amido e a digestibilidade do amido foi superior a 99% independente da
dieta. Abimorad (2004) observou que os niveis de carboidrato dietdrio ndo interferiram na
digestibilidade da proteina para pacu, no entanto a digestibilidade da energia melhorou
proporcionalmente ao aumento dos niveis de carboidrato. Mufioz Ramirez (2005) encontrou
valores de coeficiente de digestibilidade de extrativo ndo nitrogenado satisfatérios para
polissacarideos crus testados em pacu, sendo 93,35% para amido de milho regular e 90,86%
para amido de milho ceroso com 40% de inclusdo na dieta, sugerindo que a espécie tem alta
capacidade de adaptar-se a diferentes fontes de carboidratos nas dietas. Possivelmente esta
capacidade de utilizacdo do carboidrato estd relacionada ao seu hdbito alimentar. O pacu é
uma espécie herbivora, com preferéncia frugivora, e sua dieta na natureza é constituida
principalmente de folhas, frutos e residuos vegetais, alimento naturalmente ricos em
carboidrato (Silva, 1985; Menton, 1989). Além disso, peixes de dgua doce e quente
apresentam maior habilidade para utilizar carboidratos que espécies marinhas ou de dgua fria
e esta diferenca pode estar relacionada a maior atividade da amilase no sistema digestorio das
varias espécies (Wilson, 1994). Corréa et al. (2007) observaram aumento da atividade de
amilase e maltase em dietas para tambaqui, espécie onivora com tendéncia frugivora, com o
aumento nos niveis de amido de milho na dieta de 40 para 50 %.

Segundo De Silva e Anderson (1995), a concentracao energética, assim como o nivel
dos nutrientes na dieta, € um dos principais fatores que afetam a digestibilidade, agindo
diretamente no tempo de transito gastrintestinal, na atividade enzimadtica e na absorcdo dos
nutrientes.

Virios modelos vém sendo utilizados para estimar as taxas de evacuacio gastrica.
Segundo Windell (1968), a taxa de evacuagdo gdstrica representa o tempo necessdrio para o
peixe esvaziar completamente seu estomago de alimento. No presente estudo avaliou-se o

tempo de transito pelos indices estdmago e intestino somatico durante as 24 horas apds



alimentacdo. Observou-se diferencga significativa as 9 horas pds prandial, quando os peixes
que receberam a dieta com maior nivel de amido tinham maior volume de alimento
comparado a dieta de menor nivel de amido. J4, de 12 a 24 horas, ndo foram observadas
diferencas em relacdo as dietas testadas. No caso do indice intestino-somdtico, 0 mesmo nao
foi afetado pelas dietas, apesar dos peixes alimentados com a dieta de maior nivel de amido
apresentarem valores mais baixos durante o periodo de 24 horas pds-prandial. Figueiredo-
Garutti et al. (2002) observaram em B. cephalus, durante o periodo pos-prandial até o jejum
de 336 horas apds alimenta¢do, uma diminui¢do progressiva no indice estdmago somatico,
sugerindo que € necessdrio um periodo de 12-24 horas para o completo esvaziamento
gastrico. Ja o tempo de transito pelo intestino, estimado pelo indice intestino somatico se
prolongou até 48-72horas.

Os indicadores metabolicos reforcam os dados anteriores indicativos de alta tolerancia
e utilizagdo do carboidrato presente nas dietas pelo pacu.

Apesar de vdrios autores relatarem que os peixes apresentam menor habilidade em
utilizar glicose e a alta ingestdo de carboidratos digestiveis resultar em uma hiperglicemia
pOs-prandial por muitas horas (Kaushik e Oliva-Teles, 1985; Brauge et al., 1994), os niveis de
glicose plasmatica do pacu no presente estudo se mantiveram semelhantes nas diferentes
dietas 24 horas apds alimentacdo em faixas de valores ja descritas para a espécie (Souza et al.,
2000).

Os niveis de dcidos graxos livres plasmaticos, triglicerideos, colesterol sérico e lipidio
muscular ndo foram influenciados pelas dietas, embora tenha ocorrido um aumento do indice
gorduro-viscerossomdtico nas dietas de nivel intermedidrio e alto de amido, indicando reserva
de energia na forma de gordura visceral. Entretanto, ndo houve depdsito de energia na forma
de glicogénio hepatico, por influéncia do carboidrato incorporado as dietas. O aumento no
indice hepato-somdtico foi ocasionado pelo aumento do estoque de lipidio no figado, que
seguiu 0 mesmo comportamento da gordura visceral. O mesmo foi observado por Hemre et al.
(1989) em dietas para bacalhau (Gadus morhua) com amido de batata pré-cozido. Outros
estudos comparando a utilizacdo de carboidratos complexos e simples na alimentacdo de
tildpias (Shiau e Chen, 1993; Shiau e Lin, 1993; Shiau e Peng, 1993, Shiau e Liang, 1995),
bagre do canal (Robinson e Li, 1995), esturjao (Hung et., 1989; Deng et al., 2000) e salmao
do Atlantico (Arnesen et al., 1995) mostraram também alta atividade lipogénica no figado e
melhor crescimento com amido gelatinizado comparado com glicose ou outros
monossacarideos (Hemre et al., 2002). Mesmo ocorrendo aumento de depdsito de gordura nas

visceras e figado dos pacus alimentados com 35 e 48% de carboidrato dietario, os valores



encontrados ndo indicam alteracdes patoldgicas. Os valores encontrados sdo relatados em
condigdes consideradas fisioldgicas em outros estudos com pacu (Souza et al., 2000; Baldan
et al., 2008; Takahashi et al., 2006)

Os resultados confirmam a habilidade do pacu em utilizar eficientemente altos niveis
de carboidrato, como demonstrado pela melhora na conversdo alimentar, taxa de eficiéncia
protéica, alta digestibilidade da proteina e do amido das dietas, além de evidente homeostase

energética.
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CAPITULO 3

Respostas metabdlicas pos-prandiais de pacu, Piaractus
mesopotamicus, alimentado com diferentes niveis de

carboidrato: alimentacao cronica e aguda



RESUMO

As respostas metabdlicas pos-prandiais do pacu (Piaractus mesopotamicus), durante
24 horas, foram avaliadas em dois experimentos: alimentacdo cronica e alimentagdo aguda,
utilizando-se trés dietas isoprotéicas e isoenergéticas com trés niveis de carboidrato (CHO):
baixo (28%), alto (48%) e controle/intermedidrio (35%). Os peixes receberam a racao
controle por 15 dias para adaptacdo as condicdes laboratoriais e realizacdo dos experimentos.

Experimento 1 - Alimentacgdo cronica: pacus (peso inicial de 27,6 + 1,44 g) foram alimentados

com as trés dietas por 60 dias. Ao término deste periodo, os peixes (peso final de 148,80 +

8,47g) foram amostrados. Experimento 2 - Alimentacdo aguda: apds adaptacdo as condigdes

laboratoriais, pacus (peso inicial de 57,5 + 6,45g) foram alimentados com as trés dietas por 3
dias. Ao término deste periodo, os peixes foram amostrados. As amostragens nos dois
experimentos foram realizadas 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas ap6s a oferta da 1° alimentacao do dia.
Ap6s anestesia, o sangue dos peixes foi retirado para andlise de glicemia, dcidos graxos livres,
trigliceridios, colesterol e proteina total. Nos tecidos foram determinados: concentracido de
glicogénio e lipidio total no figado e lipidio total no musculo. Figado, estdmago e intestino
foram pesados para célculo dos indices hepato-somdtico, estomaco-somatico cheio, intestino-
somdtico cheio. A maior concentracdo de glicose sanguinea foi observada 3 horas apds
alimentacdo e apds 6 horas ndo havia diferenca nos niveis glicEmicos nas diferentes dietas. As
concentracdes de dcidos graxos livres plasmaticos, trigliceridios e proteina total séricos nao
sofreram influéncia do carboidrato dietdrio. Foi observado aumento do indice hepato-
somdtico com aumento do carboidrato na dieta, relacionado a deposi¢do de lipidio no figado
independente da adaptacdo (cronica e aguda) dos peixes as dietas. As concentracdes de
glicogénio ndo se alteraram por efeito do carboidrato dietdrio. Os peixes que foram
alimentados por 60 dias com as dietas experimentais apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) no indice estdmaco-somdtico 9 horas apds alimentagdo, sendo que os animais que
receberam nivel mais alto de carboidrato apresentaram maior indice. Nao foi observada
diferenga significativa no indice intestino-somatico. As respostas do metabolismo pos-
prandial, do pacu alimentado com diferentes niveis de carboidrato, demonstram que a espécie

se adapta bem a altos niveis de carboidrato.

Palavras-Chave: carboidrato, metabolismo pds-prandial, pacu



ABSTRACT

The metabolic postprandial (24h) responses of pacu (Piaractus mesopotamicus) were
evaluated in two experiments: short-term and long-term feeding using three isoproteic and
isoenergetic diets containing varying levels of carbohydrates (CHO): low (28%), high (48%)
and intermediary/control (35%). Fish were adapted to the experimental conditions for 15 days
receiving the control diet. Experiment 1 — long-term feeding: fish (initial weight 27.6 + 1.44
g) were fed with the experimental diets for 60 days. At the end of the feeding time, fish (final
weight 148.8 + 8.4g) were sampled. Experiment 2 — short-term feeding: after adaptation the
experimental conditions, fish (initial weight 57.5 + 6.4g) were fed with the experimental diets
for three days and sampled. Samplings were carried out at 1, 3, 6, 9, 12 e 24 h after the first
feeding in both experiments. After anesthesia, fish blood was drawn for glucose, free fat
acids, triglicerids, cholesterol and total protein determination. Liver glycogen and total lipid
and muscle lipid were determined. Liver, stomach and intestines were weighed for hepatic,
full stomach-somatic and intestine-somatic indexes calculation. The highest concentration of
blood glucose was observed three h after feeding and 6 h after glycemia was similar in all
diets fish. Free fat acids, triglicerids, cholesterol and total protein concentrations were not
influenced by dietary CHO levels. Increase in hepatic-somatic index followed the increase of
dietary CHO increase, related to liver lipid deposition regardless the time of feeding
adaptation (short or long-term). Glycogen concentration was not affected by diets. Fish
previously adapted to the diets presented difference (p<0.05) in full stomach-somatic index 9
h after feeding and fish that received 48% CHO had the highest index. No changes were seen
in intestine-somatic index. The metabolic postprandial (24h) responses of pacu fed with
varying levels of carbohydrates suggest that the species can adapt to high levels of this

nutrient.

Key-words: carbohydrates, postprandial metabolism, pacu



INTRODUCAO

Apesar de ndo existirem exigéncias de carboidratos em dietas para peixes sua inclusio
em niveis adequados pode assegurar uma melhor eficiéncia na utilizacdo de outros nutrientes
(Wilson, 1994). A auséncia de carboidrato na dieta faz com que proteinas sejam catabolizadas
para a sintese de glicose (Suarez e Mommsen, 1987).

Segundo Hilton et al. (1987), um nivel tolerdvel de carboidrato em dietas para peixes é
aquele que ndo comprometa o crescimento ou resulte em aumento da mortalidade, enquanto
que um nivel 6timo de carboidrato em dietas para peixes € quando a glicose for totalmente
oxidada para produzir energia, € assim poupar proteina.

A melhora no crescimento e o efeito poupador de proteina podem estar relacionados
ao fato da glicose ser um importante combustivel metabdlico para os tecidos glicose-
dependentes, tais como células vermelhas, tecidos nervosos, entre outros. Desta forma,
carboidratos presentes na dieta de peixes podem reduzir a atividade gliconeogénica, assim
afastando aminoécidos da via oxidativa (Cowey et al., 1977b).

Entretanto, alguns peixes parecem ter menor habilidade em utilizar carboidratos como
fonte de energia. A ingestdo de carboidrato altamente digestivel, por trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), resultou em hiperglicemia, que permaneceu por muitas horas, devido
a esta limitada habilidade que alguns peixes apresentam em metabolizar glicose (Brauge et al.,
1994). Varias possibilidades tém sido discutidas para explicar o mecanismo da intolerancia
dos peixes aos carboidratos. Segundo Wilson (1994), peixes de dguas tropicais utilizam niveis
mais altos de carboidrato dietario que peixes de dgua fria e os marinhos. Sugere-se, ainda, que
peixes onivoros sdo capazes de utilizar niveis mais altos de carboidratos dietdrios que os
carnivoros, devido a maior atividade da amilase no trato digestério (Hidalgo et al.,1999).

No entanto, poucos estudos tém explorado a habilidade do pacu, espécie herbivora
com preferéncia frugivora, de utilizar carboidrato. Este peixe, que tem lugar de destaque na
piscicultura brasileira, se apresenta como um interessante modelo para o estudo do
metabolismo do carboidrato, visto que sua dieta natural inclui sementes e frutos, naturalmente
ricos neste nutriente (Silva, 1985; Menton, 1989).

Fragnito (1991) observou melhores resultados de desempenho na produgdo de alevinos
de tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus mesopotamicus) utilizando uma dieta com
nivel de carboidrato de 45% e 3900 kcal kg-1 de energia bruta. Figueiredo-Garutti (1996)
alimentou pacus com dietas contendo 35 e 50% de amido de cereais e observou melhor

crescimento com o nivel mais alto e melhor utilizagdo do carboidrato em relacdo a lipidios.



Considerando o habito alimentar herbivoro-frugivoro do pacu (Piaractus
mesopotamicus), o objetivo deste estudo foi avaliar, em dietas isoprotéicas e isocaldricas, as
respostas metabodlicas pds-prandial, durante o periodo de 24 horas, apds alimentaciao cronica

ou aguda a dietas com diferentes niveis de carboidrato.



MATERIAL E METODOS

Dietas experimentais

Trés dietas isoprotéicas e isoenergéticas com suplementa¢do mineral e vitaminica foram
formuladas para conter baixo nivel de carboidrato (28%), alto nivel de carboidrato (48%) e
um nivel intermedidrio (35%) que compds a dieta controle. Os ingredientes e a composicao

proximal das dietas experimentais estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Formula e composi¢ao proximal das dietas experimentais.

Ingredientes Dietas (niveis de carboidrato)
Baixo controle alto
Farinha de peixe 27,00 27,00 28,50
Farelo de soja 8,75 14,75 16,50
Amido milho pré gel.’:ltinizadol 5,00 26,00 45,00
Farelo de trigo 14,75 7,50 1,75
Farelo de arroz 19,50 8,25 1,25
Oleo de soja 5,50 3,75 1,00
Oleo de peixe 1,00 1,00 1,00
Minerais € vitaminas> 0,75 0,75 0,75
Casca de arroz 9,00 6,00 3,75
Caulin 8,75 5,00 0,50
Total 100,00 100,00 100,00

Composicdo analisada (%)

Matéria seca 93,8 93,8 94,1
Proteina bruta 26,0 26,6 26,4
Proteina digestivel 23,0 243 24,6
Extrato etéreo 13,4 11,6 6,8

Fibra bruta 9,3 7,0 3,7
Matéria mineral 17,0 13,3 9,2
Carboidratos’ 28,18 35,25 48,00
Amido total 16,6 224 38,8
Amilopectina / Amilose 97,7/72,30 96,37 /3,63 91,82/ 8,18
Energia bruta (kcal kg™) 4.107 4.128 4.097

Farinha de peixe (PB= 63%).

' Corn Products Brasil®

? Premix Peixe Inicial Fri ribe®. Ac. Félico (1,5 mg); Ac. Pantoténico (30 mg); Colina (225 mg);
Cobre (15 mg); Ferro (150 mg); Todo (7,5 mg); Manganés (105 mg); Selénio (0,225 mg); Zinco (225
mg); Niacina 150 mg); Biotina (0,150mg); Vit. A (4500 UI); Vit. B1 (9 mg); Vit. B12 (30 mcg); Vit.
B2 (12 mg); Vit. B6 (4,5 mg); Vit. C (300 mg); Vit. D3 (4500 UI); Vit. E (90 UI); Vit. K (9 mg) e
Antioxidante (187,50).

*Carboidrato estimado= Matéria seca — Proteina bruta — Extrato etéreo — Fibra bruta — Matéria mineral.
A digestibilidade do amido, das dietas experimentais, foi superior a 99%, independente da dieta
oferecida (como verificado no Capitulo 2, protocolo experimental).



Apds o processamento, as ragdes foram analisadas segundo metodologia da AOAC
(1984), a energia bruta por bomba calorimétrica (Parr 1281 Calorimeter), o amido pelo
método de amilase e glicose-oxidase, segundo Hendrix (1993) e Karkalas (1985), e os
constituintes do amido (amilose e amilopectina), segundo ISO 6647 (International
Organization for Standardization, 1987).

Para o preparo das dietas, os ingredientes foram peneirados, misturados e peletizados.

As ragdes foram estocadas a —20°C até o fornecimento aos peixes e analise da composicao.

Animais e Condicoes Gerais de Manutenciao

Para a realizacdo dos experimentos, os peixes foram adquiridos na Piscicultura Aguas
Claras (Mococa, SP). Em cada experimento, os peixes foram distribuidos em 12 caixas de
polietileno de 100 L (12 peixes caixa™), com renovagio continua de dgua e aeracdo. Durante
15 dias de adaptacdo as condi¢des laboratoriais, os peixes receberam a racdo controle, com

35% de carboidrato (Tabela 1), duas vezes ao dia, até a saciedade aparente.

Protocolo Alimentar e Analises

Alimentacdo Cronica: Apds a adaptacdo as condi¢des laboratoriais, os juvenis de
pacu (peso inicial de 27,6 + 1,44 g) foram alimentados com as dietas experimentais [baixo
carboidrato (28%), alto carboidrato (48%) e controle (35%)] por 60 dias (Tabela 1). Ao
término deste periodo, os peixes (peso final de 148,80 + 8,47g) foram amostrados apds a 1°
alimentacgdo do dia.

Alimentacio Aguda: Apds a adaptacdo as condi¢des laboratoriais, os juvenis de pacu
(peso inicial de 57,5 + 6,45g) foram alimentados com as dietas experimentais [baixo
carboidrato (28%), alto carboidrato (48%) e controle (35%)] por 3 dias (Tabela 1). Ao
término deste periodo, os peixes foram amostrados apés a 1* alimentagéo do dia.

Cada dieta experimental foi oferecida a peixes de 4 caixas (12 peixes por caixa), duas
vezes ao dia (09h:00 e 17h:00) até a saciedade aparente. Ao término de cada periodo de
alimentacdo, os peixes foram amostrados 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds a 1* alimentagcao do
dia, sendo capturados 2 peixes por caixa (oito animais para cada tempo de amostragem e para
cada dieta).

ApOs anestesia (benzocaina, 50 mg L™, o sangue dos peixes amostrados foi retirado
por puncdo da veia caudal, sendo uma aliquota separada para a andlise de glicemia (kit
Labtest) e concentracdo de dacidos graxos livres (kit Wako, EUA), utilizando EDTA

fluoretado para extracdo do plasma, e o restante do sangue centrifugado a 3000 rpm, durante



10 min, para separagdo do soro que foi estocado a -20°C até determina¢do da concentracao de
trigliceridios (Kit Labtest), colesterol (kit Labtest) e proteina total (Kit Labtest). Em seguida,
os peixes foram pesados, sacrificados e apds a abertura do abddémen, o figado foi retirado e
estocado a -20°C para andlise da concentracdo de glicogénio (Moon et al., 1989) e lipidio total
(Bligh e Dyer, 1959). No musculo branco, a partir de fragmento retirado da regidao caudal, foi
analisada a concentragdo de lipidio total. O figado, estdbmago e intestino foram pesados para
célculo dos indices: hepato-somaético [IHS (%) = (peso do tecido hepatico/ peso corporal) x
100], estomaco-somadtico cheio [IESc = (peso do estdmago cheio/ peso corporal) x 100],
intestino-somatico cheio [IISc = (peso do intestino cheio/ peso corporal) x 100].

As varidveis quimicas e fisicas da dgua apresentaram valores recomendados para a
espécie (Urbinati e Gongalves, 2005) durante todo o experimento. O oxigénio dissolvido se
manteve acima de 5,2 mg L'l, a temperatura da dgua foi mantida a 29,5 + 0,72 °C, pH variou
entre 7,5 a 8,0 e a concentracio de amonia total foi de 0,020 a 0,062 mg L. O fluxo de dgua
foi continuo, com troca total aproximadamente 20 vezes ao dia. O fotoperiodo utilizado foi 12

horas luz: 12 horas escuro.

Anadlise estatistica

Para verificar o efeito do tratamento (dietas) no tempo de amostragem (1, 3, 6,9, 12 e
24 horas apds a alimentacdo) nos parametros analisados, o delineamento utilizado foi
inteiramente casualisado em esquema fatorial 3 x 6 [trés dietas x seis tempos de coleta com 4
repeticoes (caixas)]. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), no programa estatistico SAS, versao 8.

RESULTADOS
Alimentacao cronica
Parametros sanguineos

Uma hora ap6s a alimentacio, a concentragdo de glicose plasmatica foi semelhante em
todos os tratamentos. Apds 3 horas, houve um aumento, especialmente nos peixes
alimentados com 48% de carboidrato, sendo os valores médios deste periodo de 126,0; 134,0
e 167,7 mg dL™' para 28, 35 e 48% de carboidrato, respectivamente. Apés este periodo, houve

diminui¢do gradual dos valores glicémicos até 24 horas (Figura 1).
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Figura 1. Glicose plasmética de pacu alimentado por 60 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato na dieta
em diferentes tempos apds alimentagcdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras minudsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maidsculas em
cada tratamento nos diferentes tempos de coleta (p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da

média (n=8).

Os niveis de carboidratos da dieta ndo afetaram os valores de 4cidos graxos livres no
plasma apds 60 dias recebendo as dietas experimentais, mas no periodo pos-prandial, 12 horas
apo6s alimentagdo, foram encontrados maiores valores deste metabdlito (1,70 mEq L (Fi gura
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Figura 2. Acidos graxos livres no plasma de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais
(28, 35 e 48% de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que nao
diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta

(1,3,6,9, 12 e 24 horas ap6s alimentacdo). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).



Os niveis de carboidratos da dieta nio alteraram as concentracOes séricas de
trigliceridios e colesterol (p>0,05) (Figuras 3 e 4). A concentracao de trigliceridios aumentou
gradualmente até 12 horas apés alimentacdo (1227,38 mg dL™), enquanto os valores de

colesterol atingiram os valores mais altos 9 horas apés alimentagdo (278,57 mg dL™).
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Figura 3. Trigliceridios sérico de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28, 35 e 48%
de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que nao diferiram entre si.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6,9, 12 e 24

horas ap6ds alimentag@o). Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).
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Figura 4. Colesterol sérico de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28, 35 e 48% de
carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas

apos alimentacdo). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).



As concentragdes de proteina total sérica ndo diferiram significativamente entre os
tratamentos, porém houve um aumento gradual até 9 horas apds a alimentagdo (de 3,70 g dL!
a 4,21 g dL™), sendo que apenas os valores registrados as 6 ¢ 9 horas foram diferentes
(p<0,05) dos valores da 1 hora apds alimenta¢do, com redugdo as 12 e 24 horas em todos os

grupos.
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Figura 5. Proteina total sérica de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28, 35 e 48%
de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que nao diferiram entre si.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6,9, 12 e 24

horas ap6s alimentag@o). Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).

Parametros teciduais

A concentracdo de glicogénio hepatico nao diferiu entre os tratamentos (p>0,05). No
entanto, houve um aumento na deposi¢do deste carboidrato a partir das 6 horas apds a
alimentacdo (12,9%), que se manteve até 24 horas depois (12,8%), independente do

tratamento (Figura 6).
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Figura 6. Glicogénio hepdtico de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28, 35 e 48%
de carboidrato). Cada ponto representa a médias de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6,9, 12 e 24

horas ap6ds alimentag@o). Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).

Com relacdo ao lipidio hepatico, ndo houve diferenca significativa entre as
amostragens (p>0,05). Nos grupos alimentados com 35 e 48 % de carboidrato houve
tendéncia a aumento de valores a partir de 9 horas que se tornaram significativamente

diferentes dos valores registrados nos peixes alimentados com 28% de carboidrato 12 e 24

horas apds a alimentacdo (Figura 7).
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Figura 7. Lipidio hepatico de pacu alimentado por 60 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato na dieta
em diferentes tempos apds alimentagcdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras mindsculas diferentes
indicam diferencga significativa (p<0,05) entre tratamentos no mesmo tempo de coleta. Nao houve
diferenca significativa entre tempos de amostragem no mesmo tratamento. Barras verticais

representam erro padrdo da média (n=8).



Com relagdo ao lipidio muscular, ndo foram observadas diferengas significativas
(p>0,05) entre os peixes alimentados com as diferentes dietas e durante o periodo pOs-
prandial, embora se observe uma tendéncia de aumento da deposi¢do de lipidio nos musculos
de peixes que receberam as dietas com 35 e 48% de carboidrato. Os valores médios foram

1,2; 1,6 e 1,6% para 28, 35 e 48% de carboidrato, respectivamente. (Figura 8).
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Figura 8. Lipidio muscular de pacu alimentado com 28, 35 e 48% de carboidrato na dieta por 60 dias.
Cada barra representa a média dos tempos de amostragem. Nao houve diferenca significativa entre
tempos de amostragem e tratamentos (p>0,05). Barras verticais representam erro padrdo da média

(n=8).

Indices biométricos

O indice hepato-somatico (IHS) foi menor nos peixes alimentados com a dieta de 28%
de carboidrato em todo o periodo pés-prandial, comparado com os grupos que receberam
niveis mais altos de inclusdo de carboidrato. Estes grupos (35 e 48%) foram semelhantes entre
si, exceto 9 e 12 horas ap6s alimentagdo, quando os valores do IHS foram maiores no grupo
de 48% de carboidrato. Os valores médios deste periodo (9 e 12 horas) foram de 2,5 e 2,5%
respectivamente, para a dieta de 35% de carboidrato e de 3,0 e 3,1% para a dieta de 48% de
carboidrato).

Com relacdo a cada tratamento nos tempos de amostragem, o perfil foi semelhante nos
3 grupos de peixes, mas as alteracdes foram significativas (p<0,05) apenas nos tratamentos de
28 e 48 % de carboidrato. Houve um aumento do IHS entre 9 e 12 horas ap6s alimentagado e

reducdo as 24 horas (Figura 9).
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Figura 9. Indice hepato-somadtico de pacu alimentado por 60 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato na
dieta em diferentes tempos apds alimentagdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maitsculas em
cada tratamento nos diferentes tempos de coleta (p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da

média (n=8).

O indice estomaco-somdtico cheio (IESc) dos 3 grupos de peixes diminuiu
gradativamente ao longo do periodo pds-prandial. Diferenca significativa (p<0,05) foi
observada entre tratamentos apenas as 9 horas apds alimentacdo quando os peixes que
receberam o nivel mais elevado de carboidrato tinham maior indice (4,6%) comparado com os

que receberam menor quantidade de carboidrato (3,2%) (Figura 10).
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Figura 10. Indice estomaco-somatico de pacu alimentado por 60 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato
na dieta em diferentes tempos apés alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras mintsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras

maitsculas em cada tratamento nos diferentes tempos de coleta (p<0,05). Barras verticais representam

erro padrao da média (n=8).

O indice intestino-somatico cheio (IISc) apresentou o mesmo perfil para os 3 grupos,
nao sendo observada diferenca significativa (p>0,05) entre tratamentos nos tempos de
amostragem, embora os valores registrados nos peixes alimentados com 48% de carboidrato
fossem numericamente mais baixos até 12 horas apds a alimentacdo. Observou-se aumento

gradual deste indice em todos os grupos até 12 horas e reducdo as 24 horas (Figura 11).
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Figura 11. Indice intestino-somético de pacu alimentado por 60 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato
na dieta em diferentes tempos apds alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta em cada tratamento. Barras verticais

representam erro padrao da média (n=8).

Alimentacio aguda
Parametros sanguineos

As concentracdes de glicose plasmatica foram afetadas (p<0,05) pelas dietas apenas 3
horas apds alimentacgdo, sendo os valores mais elevados os dos tratamentos de alta inclusdo de
carboidrato na dieta (163,87 mg dL’l) e de nivel intermedidrio (123,54 mg dL'l),
respectivamente. Os peixes alimentados com baixo teor de carboidrato na dieta ndo
apresentaram diferencas significativas durante o periodo de amostragem. Nos outros grupos
(35% e 48%), houve reducgdo significativa ja a partir das 6 horas apds alimentacdo (Figura

12).
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Figura 12. Glicose plasmatica de pacu alimentado por 3 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato na dieta
em diferentes tempos apds alimentagcdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras minudsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maidsculas em
cada tratamento nos diferentes tempos de coleta (p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da

média (n=8).

Nao foram detectadas diferencgas significativas (p>0,05) nas concentragdes de dcidos
graxos por efeito das dietas. Uma elevacdo deste metabdlito ocorreu 12 horas apds a

alimentacdo (1,76 mEq L"), independente da dieta oferecida aos peixes (Figura 13).
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Figura 13. Acidos graxos livres no plasma de pacu alimentado por 3 dias com dietas experimentais
(28, 35 e 48% de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que nao
diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta

(1,3,6,9, 12 e 24 horas ap6s alimentagdo). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).



As concentragdes séricas de triglicerideos ndo diferiram entre peixes dos diferentes
tratamentos (p>0,05). Durante o periodo pds-prandial, houve aumento gradual até 12 horas

(643,6 mg dL'") apés a alimentagdo e reducdo as 24 horas (239,3 mg dL ™) (Figura 14).
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Figura 14. Triglicerideos sérico de pacu alimentado por 3 dias com dietas experimentais (28, 35 e 48%
de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6,9, 12 e 24

horas ap6és alimentag@o). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).

As concentracdes de colesterol sérico ndo se alteraram significativamente durante o
periodo pés-prandial (p>0,05). Entretanto, os peixes alimentados com a dieta com 35% de
carboidrato apresentaram maiores valores de colesterol comparado aos grupos alimentados

com as outras dietas (Figura 15).
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Figura 15. Colesterol sérico de pacu alimentado com 28, 35 e 48% de carboidrato na dieta por 3 dias.
Cada barra representa a média dos tempos de amostragem, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes

indicam diferenca significativa (p<0,05) entre tratamentos. Barras verticais representam erro padrdo da

média (n=8).



Em relagdo a concentragdo de proteina total sérica, ndo houve efeito das dietas ou do

periodo pds-prandial (p>0,05), estando os valores encontrados entre 3,5 e 3,7 g dLt.

Parametros teciduais

As concentracdes de glicogénio hepatico ndo diferiram entre os peixes alimentados
com as diferentes dietas durante o periodo pds-prandial. Os valores encontrados oscilaram de
13,5 a 15,7%.

Em relacdo ao lipidio hepdtico ndo foram encontradas diferengas significativas
(p>0,05) ao longo do periodo pds-prandial. Entretanto, no grupo alimentado com 48% de
carboidrato ocorreu elevagao dos valores as 6 € 9 horas apds alimentacdo, mas com diferenca
estatistica somente as 9 horas (3,9% de lipidio hepdtico), comparado aos grupos alimentados
com 35% e 48% de carboidrato (2,5% e 2,7% de lipidio hepdtico respectivamente as dietas

de 35 e 48%) (Figura 16).
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Figura 16. Lipidio hepético de pacu alimentado por 3 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato na dieta
em diferentes tempos apds alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras minudsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tratamentos no mesmo tempo de coleta (p<0,05). Barras verticais

representam erro padrdo da média (n==8).

As concentragOes de lipidio muscular ndo diferiram entre os tratamentos (p>0,05).
Entretanto, houve um aumento gradativo de 3 horas a 12 horas (de 0,6 a 0,9%) apds a

alimentacdo, e diminui¢do as 24 horas em todos os grupos (Figura 17).
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Figura 17. Lipidio muscular de pacu alimentado por 3 dias com dietas experimentais (28, 35 e 48% de

carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas

apo6s alimentacdo). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).

Indices biométricos

Os valores médios do indice hepato-somético (IHS) foram maiores para os peixes das

dietas com nivel maior de carboidrato (Figura 18). ‘ “o- 28 35 & 48
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Figura 18. Indice hepato-somitico de pacu alimentado por 3 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato na
dieta em diferentes tempos apds alimentagdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maitsculas em
cada tratamento nos diferentes tempos de coleta (p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da

média (n=8).



Os valores médios do indice estomaco-somdtico cheio (IESc) dos 3 grupos
diminuiram, nas 24 horas do periodo pds-prandial, de 4,5 para 1,4%. Nao foram observadas
diferencas significativas entre tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p>0,05)

(Figura 19).

5.0 -
4,0 -

3,0 1

IESc (%)

2,0 4

1,0
1 3 6 9 12 24

Periodo pés prandial (horas)

Figura 19. Indice estomaco-somético de pacu alimentado por 3 dias com dietas experimentais (28, 35
e 48% de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os tratamentos, que nao diferiram entre
si. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6,9, 12 ¢

24 horas ap06s alimentacdo). Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).

O 1indice intestino-somatico cheio (IIES) apresentou o mesmo perfil nos 3 grupos, ndo
se registrando diferenca significativa entre tratamentos em um mesmo tempo de amostragem
(p>0,05). De uma a 6 horas ap6s a alimentagdo ocorreu aumento gradual deste indice para

todos os grupos e a partir deste periodo reducgao até as 24 horas (Figura 20)
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Figura 20. Indice intestino-somdtico de pacu alimentado por 3 dias com 28, 35 e 48% de carboidrato
na dieta em diferentes tempos ap6s alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras maidsculas indicam
diferenca significativa em cada tratamento nos diferentes tempos de coleta (p<0,05). Barras verticais

representam erro padrao da média (n=8).

DISCUSSAO

A dinamica dos metabdlitos analisados frente a manipulacdo das condi¢des de
alimentacdo do pacu, com dietas contendo niveis varidveis de carboidratos, sugere que a
espécie tem alta tolerancia a ingestdo de carboidratos.

O ritmo de absor¢do dos carboidratos dietdrios foi semelhante em ambas as condicdes
testadas, ou seja, tanto na alimentacdo cronica (60 dias de alimentagdo) quanto na alimentacao
aguda (3 dias de alimentacdo), sendo que a maior quantidade de glicose no sangue foi
registrada 3 horas apds a alimentacdo, especialmente na dieta com 48% de carboidrato, e a
recuperacdo dos valores iniciais se deu 6 horas depois, exceto nos peixes que receberam
cronicamente 48% de carboidrato. Nestes, as concentracdes de glicose no sangue se
mantiveram mais altas até o final do periodo pés-prandial, indicando utilizacdo mais lenta do
nutriente. Comparando a dindmica da glicemia nas duas condi¢des de alimentagdo, a partir de
6 horas, pode-se observar, independente dos niveis de carboidratos, uma utilizacdo mais
rapida da glicose ingerida nos peixes alimentados por 3 dias com as dietas experimentais. A
alimentacdo cronica parece ter modificado o ritmo de utilizacdo da glicose pelos tecidos,
embora, exceto pelas concentragdes registradas nos peixes que receberam cronicamente 48%
de carboidrato, todas as outras estdo dentro de faixa de valores considerados fisiol6gicos para

o pacu (Souza et al., 2000; Takahashi et al., 2006; Abimorad et al., 2007).



Em revisdo sobre a intolerdncia dos peixes a carboidratos, Moon (2001) relata
diferentes respostas de tolerancia a glicose, sendo que a permanéncia da hiperglicemia é
dependente da espécie e de protocolo experimental. De modo geral, a tolerancia € investigada
por meio de testes de tolerdncia a glicose apds administracdo do carboidrato. Essa
administracdo pode diferir quanto a via (intraperitonial, oral, muscular, venosa) e quanto a
quantidade da glicose. Além disso, a intolerancia e incapacidade de utilizacdo da glicose
circulante aumentam com a carnivoria, ou se o peixe € de dgua doce ou marinho e at€ mesmo
em diferentes linhagens. Finalmente, a fonte de carboidrato também pode afetar a resposta
hiperglicémica a administracdo de glicose. Estudos com teste de tolerancia a glicose em truta
arco-iris (Bergot, 1979) e turbot (Scophthalmus maximus) (Garcia-Riera e Hemre, 1996) tém
demonstrado que é necessdrio um periodo de 24 horas para a recuperacdo da glicose
plasmética aos niveis basais e um tempo maior ainda para a recuperagdo da glicose plasmética
de bacalhau do Atlantico (Hemre, 1992) e salmiao do Atlantico (Hemre et al., 1995). O
contrério foi observado que espécies onivoras e herbivoras como carpa comum (Hertz et al.,
1989), hibrido de tildpia (Lin e Shiau, 1995) e bagre do canal (Wilson e Poe, 1987) mostraram
periodo hiperglicémico curto (1-3, 4 e 6 horas, respectivamente), da mesma forma que o
observado no pacu. Testes de tolerancia a glicose em pacu (Urbinati, E.C., dados ndo
publicados) demonstraram que, 6 horas apds injecao intraperitonial de 500 mg de glicose/kg
de peixe, as concentragdes de glicose circulantes ja tinham retornado aos valores anteriores a
injecdo, o que refor¢a os argumentos de que o pacu é uma espécie com alta tolerincia a
ingestdo de carboidrato, fato também reforcado por sua dieta natural rica em itens contendo
carboidratos (Silva, 1985).

O conceito de tolerancia € discutivel, mas Hilton et al. (1987) distinguiram um nivel
de carboidratos 6timo de um tolerdvel em dietas de peixes, definindo tolerdvel como aquele
que ndo prejudica o crescimento ou leva a mortalidade, enquanto que um nivel 6timo € o que
resulta na utilizacdo completa da glicose como substrato oxidativo na producio de energia e
composto poupador de proteina. Se o carboidrato é dado em excesso, pode se tornar uma
sobrecarga metabdlica.

De acordo com revisdao de Hemre et al. (2002), embora a glicose seja a molécula
central do metabolismo da maioria dos vertebrados, especialmente mamiferos, nos peixes ela
parece ter um papel subordinado ao papel dos lipidios e proteinas, mesmo tendo importancia
primdria como substrato oxidativo para algumas células e tecidos de peixes. Da glicose
ingerida, parte € oxidada para fornecimento de energia, parte transformada em glicogénio

hepético e muscular, e parte € utilizada para producao de lipidio no figado. Segundo Brauge et



al. (1994), quando o carboidrato absorvido ndo € utilizado para energia, este pode ser
depositado no figado, tanto em forma de glicogénio como na forma de lipidio. Com base no
peso, o principal local de depdsito do glicogénio € o figado do peixe e baixas concentra¢des
sdo encontradas em outros 6rgaos como cérebro e misculo esquelético (Soengas et al., 1996).
Se a quantidade de musculo do corpo do peixe for levada em consideracdo, a quantidade de
glicogénio depositada no musculo € muito maior que a do figado mas essa reserva tem papel
exclusivo para uso do trabalho muscular, ndo sendo considerado local de reserva energético
geral. O salmao do Atlantico mostrou uma correlagdo linear entre deposi¢ao de glicogénio e
amido da dieta at¢ 30% da matéria seca, embora as quantidades estocadas ndo fossem
suficientes para prejudicar a funcdo hepética ou o tamanho do 6rgao (Hemre et al., 1995).

No pacu, as concentracdes de glicogénio hepatico ndo tiveram alteracdes com relacdo
aos niveis de carboidrato dietdrio. Somente nos peixes da alimentacdo crdnica, verificou-se
um aumento gradual na deposicdo do glicogénio a partir de 6 horas apds a alimentacdo,
indicando canalizagdo da glicose circulante como reserva hepdtica, sem indicativo de excesso
em decorréncia dos niveis de carboidratos ingeridos.

As vias lipogénicas estdo mais ativas no periodo absortivo do peixe, quando a ingestao
de energia pela dieta excede o gasto energético do organismo. Os 4cidos graxos podem
originar de dieta lipidica ou serem sintetizados a partir da dieta de carboidratos (Brauge et al.,
1994). Segundo Ribeiro et al. (2007), a sintese de &4cidos graxos € favorecida pela
disponibilidade de substratos, como derivados do metabolismo da glicose, e com isso a
sintese do trigliceridios, a forma usual de gordura armazenada, é também favorecida. O
trigliceridio formado € envolto, no figado, em particulas de lipoproteinas de densidade muito
baixa, que seguem até os tecidos extra-hepdticos, como os tecidos adiposo e muscular.

No presente estudo, as concentracOes de acidos graxos livres plasmaticos e
triglicerideos séricos ndo sofreram influéncia dos niveis de carboidrato dietario, reforcando a
indicacdo de que o pacu foi capaz de usar eficientemente até a quantidade mais alta de
carboidrato ingerido.

Se por um lado as concentragdes de acidos graxos livres se elevam em condi¢des de
restricdo alimentar (Souza et al., 2000), os niveis de colesterol ndo sdo afetados por essa
condi¢do nutricional (Bilinski e Gardner, 1968, citados por Christiansen e Klungsoyr, 1988).
A concentracdo de colesterol sérico neste estudo, nao foi influenciada pelas dietas quando os
peixes foram alimentados por 60 dias com as dietas experimentais, mas foram mais altos no

experimento agudo, quando os peixes receberam a dieta de nivel intermediario de carboidrato.



Segundo Lewander et al. (1974) e Larson e Fange (1977), os niveis de 4cidos graxos e
colesterol sérico nos peixes sdo elevados se comparados aos mamiferos.

Alguns autores t€ém observado aumento do lipidio corporal com o aumento de
carboidratos digestiveis na dieta (Kaushik e Oliva-Teles, 1985; Lanari et al., 1999). No caso
do pacu, a quantidade de lipidio muscular dos peixes que receberam alimentacdo aguda e
cronica ndo foi influenciada pelos niveis de carboidratos dietdrios, embora tenha sido
observada tendéncia na deposi¢do de lipidio nos misculos dos peixes alimentados por 60 dias
com as dietas de nivel intermedidrio e alto de carboidrato (1,25; 1,58 e 1,59% nas dietas de
baixo, intermedidrio e alto carboidrato, respectivamente).

Em salmonideos e mamiferos, o principal 6rgdo para estocagem de lipidio € o tecido
adiposo, mas outros peixes usam o figado e misculos como 6rgido de depdsito (Tashima e
Cahill, 1965, citados por Christiansen e Klugsoyr, 1988). A importancia relativa destes sitios
de reserva varia entre as espécies. Em espécies marinhas, em geral, o figado funciona como
um 0rgao de armazenamento de gordura em peixes lentos e que vivem no fundo, como o
bacalhau, enquanto que os peixes rdpidos, como os peldgicos, por exemplo a cavala,
armazenam gordura nos musculos (Christiansen e Klugsoyr, 1988).

No presente estudo, a relacdo direta da atividade lipogé€nica com o aumento de
carboidratos na dieta pode ser melhor evidenciada por maior deposicao de lipidio no figado
que ocorreu nos peixes alimentados cronicamente com 35 e 48% de carboidrato, a partir de 12
horas ap6s a alimentacao. Alta atividade lipogénica no figado foi observada em outros estudos
com espécies de dgua doce, como a tildpia (Shiau e Chen, 1993; Shiau e Lin, 1993; Shiau e
Peng, 1993, Shiau e Liang, 1995) e o bagre do canal (Robinson e Li, 1995), que utilizaram
amido gelatinizado, como fonte de carboidrato na dieta. Em espécies marinhas, o mesmo foi
observado em esturjao (Hung et al., 1989; Deng et al., 2000) e salmio do Atlantico (Arnesen
et al., 1995).

O aumento do indice hepato-somdtico (IHS), observado nos dois experimentos
(alimentag¢do aguda e cronica), foi coerente somente com o perfil de deposicdo de lipidio
hepético, ja que nenhuma alteragdo ocorreu na quantidade de glicogénio.

As concentracdes de proteina total sérica ndo sofreram influéncia dos niveis de
carboidrato dietdrio.

Por meio dos indices estdmaco e intestino-somético pode-se observar a passagem do
alimento pelo trato gastro-intestinal. O esvaziamento do estdbmago se deu gradativamente, ao
longo do periodo pds-prandial, num perfil semelhante entre peixes da alimentacdo cronica e

aguda, exceto por maior volume na dieta de 48%, 9 horas ap6s a alimenta¢do. O mesmo perfil



de esvaziamento gastrico foi observado por Venou et al. (2003), utilizando dieta com trigo
extrusado. Os niveis de digesta no estdbmago foram maiores em relacdo a utilizagdo de trigo
cru, milho cru ou milho extrusado. Ao mesmo tempo em que se dava o esvaziamento géstrico,
observou-se que o conteddo intestinal aumentou até 12 horas apds alimentacdo nos peixes
cronicamente adaptados as dietas e apenas 6 horas nos peixes da alimentacdo aguda, sendo as
maiores quantidades de alimento encontradas nos peixes alimentados com 28 e 35 % de
carboidratos. As diferencas s@o apenas numéricas, mas mostram que podem ser
correlacionadas com o transito simultaneo do alimento pelo estdbmago dos peixes alimentados
cronicamente com dietas experimentais. Segundo Seaborn e Stoecker (1989), o amido pode
tornar mais lenta a digestdo e a passagem do alimento pelo intestino que carboidratos mais
simples.

H4 basicamente 2 possiveis explicacdes para a capacidade reduzida de utilizacido da
glicose da dieta pelos peixes (Moon, 2001; Hemre et al., 2002). Uma seria a quantidade de
insulina circulante e outra envolveria os mecanismos de utilizagdo periférica da glicose,
relacionada a presenca de receptores de insulina, transportadores de glicose e enzimas
envolvidas na metabolizacdo da glicose. Uma possivel causa de baixa utilizacdo da glicose da
dieta pelos peixes seria uma disfuncdo da regulacdo nutricional entre duas grandes vias
metabodlicas no figado: a baixa capacidade para armazenar excesso de glicose na fase pds-
prandial (sintese de glicogénio ou lipogénese) (Cowey e Walton, 1989; Wilson, 1994) e/ou a
alta atividade persistente de producao de glicose hepatica quando carboidratos sdo fornecidos
na dieta (Panserat et al., 2000; Panserat et al., 2001).

No presente estudo, as respostas do metabolismo do pacu durante o periodo pds-
prandial demonstraram que mesmo aumentando a quantidade de carboidrato na dieta de 28
para 48 %, a espécie ndo apresenta sinais de resisténcia ao uso deste nutriente e que ela é um
modelo adequado para estudo do controle da homeostase glicémica e dos mecanismos

periféricos de utilizacdo da glicose na fase pds-prandial.
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CAPITULO 4

Respostas metabdlicas pos-prandiais de pacu, Piaractus
mesopotamicus, ao jejum e realimentacdo apos adaptacao a

dietas com diferentes niveis de carboidratos



RESUMO

Este estudo teve como objetivo verificar as respostas metabdlicas pds-prandiais (24 horas) do
pacu (Piaractus mesopotamicus), submetidos ao jejum e realimentagdo previamente
adaptados por 60 dias ou ndo a dietas com diferentes niveis de carboidrato. Foram avaliadas
em dois experimentos: (1) jejum e realimentacdo com trés dietas isoprotéicas e isoenergéticas,
contendo diferentes niveis de carboidrato (CHO): baixo (28%), alto (48%) e
controle/intermedidrio (35%), apds 60 dias de alimenta¢do com as dietas experimentais; (2)
jejum e realimentacdo com as mesmas dietas, depois de 15 dias de alimenta¢do com a dieta
controle. Experimento I - os peixes (peso inicial de 31,4 + 2,14 g) foram alimentados com as
dietas experimentais por 60 dias e submetidos a 7 dias de jejum e realimentados por 3 dias
com as dietas experimentais (peso final de 143,55 + 24,92¢g). Experimento 2 - os peixes (peso
inicial de 63,5 + 5,3g) foram alimentados com a dieta controle por 15 dias e entdo submetidos
a 7 dias de jejum e realimentados por 3 dias com as dietas experimentais. Depois da
realimentacdo os peixes foram amostrados 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds a oferta da 1°
alimentacdo do dia em ambos os experimentos. Apds anestesia, o sangue dos peixes foi
retirado para andlise de glicemia, dcidos graxos livres, trigliceridios, colesterol e proteina
total. Nos tecidos foram determinados: concentracio de glicogénio e lipidio total no figado e
lipidio total no musculo. Figado, estdmago e intestino foram pesados para calculo dos indices
hepato-somatico, estomaco-somdtico cheio, intestino-somdtico cheio. O pacu, espécie
herbivora com preferéncia frugivora, mostrou possuir mecanismos bioquimicos bem
adaptados para manter a homeostase metabodlica depois da restricdo alimentar e realimentagcao
com carboidrato, especialmente quando foram previamente adaptados com altos niveis do
nutriente. A dieta pré-jejum influenciou na resposta metabdlica dos peixes. A glicemia foi
similar em ambos os grupos de peixes, porém o pico da concentragdo sanguinea foi menor nos
peixes adaptados, bem como sua remocdo, indicando melhor utilizagdo de glicose pelos
peixes. Os peixes submetidos ao jejum previamente adaptados as dietas experimentais com
carboidrato mostraram o mesmo perfil metabdlico com relacdo as concentracdes de acidos
graxos livres no plasma, lipidio hepdtico, lipidio muscular, glicogénio hepdtico e proteina
total sérica independente dos niveis de carboidrato fornecido na dieta. As concentragdes de
acidos graxos livres no sangue foram menores nos peixes adaptados reforcando a homeostase
metabodlica dos peixes ndo mobilizaram gordura para demanda energética. Apesar dos perfis
do transito alimentar mostrarem que os peixes adaptados tinham alimento diponivel no
estdmago como os peixes ndo adaptados, eles ndo absorveram a mesma taxa de glicose que os

outros peixes.

Palavras-Chave: carboidrato, pacu, restri¢do, realimentaciao, metabolismo pds-prandial



ABSTRACT

The present study investigated the metabolic postprandial (24h) responses of pacu (Piaractus
mesopotamicus) submitted to feed restriction and refeeding previously adapted for 60 days or
not to diets with varying levels of carbohydrates. Two experiments were performed: (1) feed
restriction and refeeding with three isoproteic and isoenergetic diets containing varying levels
of carbohydrates (CHO): low (28%), high (48%) and intermediary/control (35%) after 60-
days of feeding with experimental diets; (2) feed restriction and refeeding with the same diets
after 15 days feeding the control diet. Experiment 1 — Adapted fish: fish (initial weight 31.4 +
2.14 g) were fed with the experimental diets for 60 days and then (final weight 143.5 + 24.9g)
submitted to 7 days of feed restriction and 3 days of refeeding with the experimental diets.
Experiment 2 — Fish without adaptation: fish (initial weight 63.5 + 5.3g) were fed with the
control diet for 15 days and then submitted to 7 days of feed restriction and 3 days of
refeeding with the experimental diets. After refeeding fish were sampled at 1, 3, 6, 9, 12 and
24 h after the first feeding in both experiments. After anesthesia, fish blood was drawn for
glucose, free fat acids, triglicerids, cholesterol and total protein determination. Liver glycogen
and total lipid and muscle lipid were determined. Liver, stomach and intestines were weighed
for hepatic, full stomach-somatic and intestine-somatic indexes calculation. Pacu, an eating
fruit fish, showed to present well adapted biochemical mechanisms to maintain the metabolic
homeostasis after feed restriction and refeeding with carbohydrate, especially when
previously adapted to high levels of the nutrient. The diet offered before the feed restriction
influenced in the metabolic response of fish. Glycemia of both groups of fish were similar but
the peak of the blood concentrations were lower in adapted fish as well as the blood removal,
indicating better utilization of glucose by fish. Restricted fish that were or not carbohydrate
adapted had the same profile of the blood free fat acids, liver glycogen and total lipid and
muscle lipid and blood total protein regardless of the dietary carbohydrate. The blood free fat
acids concentrations were higher in adapted fish reinforcing the metabolic homeostasis
because adapted fish did not to mobilize fat to balance energy demand. In spite of the food
transit profiles show that adapted fish had the food available in stomach as long as the no

adapted fish they did not absorb glucose in the same rate than the other fish.

Key-words: carbohydrates, pacu, restriction, refeeding, postprandial metabolism



INTRODUCAO

Os peixes, em seu ambiente natural, alternam periodos de alimentagdo e jejum, em
resposta a fatores como temperatura e reproducdo, disponibilidade de alimento, por exemplo.
Durante este periodo, o animal apresenta alteracOes fisiologicas para promover ajuste
bioldgico e as conseqiiéncias finais sdo altamente dependentes da espécie, idade do peixe e
condi¢des experimentais, tais como temperatura da dgua, fotoperiodo, dieta pré-jejum e
duracgdo do jejum (Love, 1980; Weatherley e Gill, 1987; Blasco et al., 1991).

Estudos tém sido realizados com intuito de maximizar o crescimento dos peixes. A
restricdo alimentar e a realimentacdo tem sido utilizadas como ferramenta para induzir ganho
de peso compensatério e permitem reducao no fornecimento de ragdo, principal componente
do custo de producdo. Segundo Souza et al. (2003), durante o periodo de outono/inverno,
pode-se utilizar na criacdo do pacu, ciclo alimentar de seis semanas de restricdo alternadas
com sete semanas de realimentacdo, sem que sua capacidade de crescimento compensatorio
seja prejudicada. Juvenis de pacu foram submetidos a seis dias de alimentacdo e um de jejum,
ou trés dias de alimentacdo e um de jejum, sem que o desempenho produtivo fosse inferior ao
do grupo continuamente alimentado, gerando economia de até 25% de racdo (Oda et al.,
2000).

Virias hipéteses tentam explicar o aumento da taxa de crescimento que ocorre apds
periodo de restricdo alimentar. Uma deles € o aumento no consumo alimentar apds o jejum
(Hayward et al., 1997) e outra seria a resposta hormonal durante e apds o periodo de restricao
alimentar (Gaylord et al., 2001).

Hsieh e Shiau (2000) testaram diferentes fontes de carboidrato (glicose e amido) com
inclusdo de 40 % na dieta de tildpias. Os peixes foram alimentados por oito semanas, seguido
de jejum por 1, 2 e 3 semanas. Segundo os autores, as respostas fisiologicas da tilapia durante
o jejum foram afetados pelas dietas pré-jejum, relacionado aos diferentes carboidratos
oferecidos.

Os carboidratos representam uma fonte energética de baixo custo, porém muitos
peixes ndo toleram altos niveis e a inclusdo maxima na dieta vai depender da espécie.
Considerando o habito alimentar do pacu (Piaractus mesopotamicus), espécie herbivora com
preferéncia frugivora, o objetivo deste estudo foi verificar as respostas metabdlicas do peixes
alimentados com niveis varidveis de carboidrato na dieta, utilizando a estratégia de restricao

alimentar como ferramenta para o estudo das alteragdes bioquimicas e metabolicas.



MATERIAL E METODOS
Dietas experimentais

Trés dietas isoprotéicas e isoenergéticas com suplementagdo mineral e vitaminica
foram formuladas para conter baixo nivel de carboidrato (28%), alto nivel de carboidrato
(48%) e um nivel intermediério (35%) que constituiu a dieta controle. Os ingredientes e a

composicao proximal das dietas experimentais estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Férmula e composi¢ao proximal das dietas experimentais.

Ingredientes Dietas (niveis de carboidrato)

Baixo Controle alto
Farinha de peixe 27,00 27,00 28,50
Farelo de soja 8,75 14,75 16,50
Amido milho pré gel.’:ltinizadol 5,00 26,00 45,00
Farelo de trigo 14,75 7,50 1,75
Farelo de arroz 19,50 8,25 1,25
Oleo de soja 5,50 3,75 1,00
Oleo de peixe 1,00 1,00 1,00
Minerais € vitaminas> 0,75 0,75 0,75
Casca de arroz 9,00 6,00 3,75
Caulin 8,75 5,00 0,50
Total 100,00 100,00 100,00

Composicdo analisada (%)

Matéria seca 93,8 93,8 94,1
Proteina bruta 26,0 26,6 26,4
Proteina digestivel 23,0 243 24,6
Extrato etéreo 13,4 11,6 6,8

Fibra bruta 9,3 7,0 3,7
Matéria mineral 17,0 13,3 9,2
Carboidratos’ 28,18 35,25 48,00
Amido total 16,6 224 38,8
Amilopectina / Amilose 97,7/72,30 96,37 /3,63 91,82/ 8,18
Energia bruta (kcal kg™) 4.107 4.128 4.097

Farinha de peixe (PB= 63%).

" Corn Products Brasil®

% Premix Peixe Inicial Fri ribe®. Ac. f6lico (1,5 mg); Ac. pantoténico (30 mg); colina (225
mg); cobre (15 mg); ferro (150 mg); iodo (7,5 mg); manganés (105 mg); selénio (0,225 mg);
zinco (225 mg); niacina (150 mg); biotina (0,150mg); Vit. A (4500 UI); Vit. B1 (9 mg); Vit.
B12 (30 mcg); Vit. B2 (12 mg); Vit. B6 (4,5 mg); Vit. C (300 mg); Vit. D3 (4500 UI); Vit. E
(90 UI); Vit. K (9 mg) e antioxidante (187,50 mg).

3Carboidrato estimado= Matéria seca — Proteina bruta — Extrato etéreo — Fibra bruta — Matéria mineral.

Ap6s o processamento, as ragdes foram analisadas segundo a AOAC (1984), a energia

bruta por bomba calorimétrica (Parr 1281 Calorimeter), o amido pelo método de amilase



(Hendrix, 1993) e glicose-oxidase (Karkalas, 1985), e os constituintes do amido (amilose e
amilopectina) segundo a ISO 6647 (International Organization for Standardization, 1987).
Para o preparo das dietas, os ingredientes foram peneirados, misturados e peletizados.

As racoes foram mantidas a —20°C até o fornecimento aos peixes e analise da composi¢ao.

Animais e Condicoes Gerais de Manutencao

Para cada experimento, 144 pacus, adquiridos na Piscicultura Aguas Claras (Mococa,
SP), foram distribuidos em 12 caixas de polietileno de 100 L (12 peixes por caixa), com
renovagdo continua de dgua e aeracdo. Durante 15 dias de adaptagdo as condigOes
laboratoriais, os peixes receberam racdo controle (Tabela 1), duas vezes ao dia, até a

saciedade aparente.

Protocolo Alimentar e Analises

Jejum e realimentacio apés adaptaciao por 60 dias a dietas com diferentes niveis
de carboidrato: Apds adaptacdo as condi¢des laboratoriais, recebendo a dieta controle (35%
de carboidrato), os peixes (31,4 + 2,14 g) foram alimentados com as dietas experimentais
[baixo carboidrato (28%), alto carboidrato (48%) e controle (35%)] (Tabela 1) por 60 dias.
Ap0s este periodo, os pacus foram submetidos a 7 dias de jejum e realimentados por 3 dias.
Ao término dos 3 dias de realimentagdo, os peixes foram amostrados apés a oferta da 1°
alimentacao do dia (peso final de 143,55 + 24,92¢g).

Jejum e realimentacio sem adaptacdo a dietas com diferentes niveis de
carboidratos: Apds adaptacdo as condicdes laboratoriais, recebendo a dieta controle (35% de
carboidrato), os peixes (63,5 + 5,3g) foram submetidos a 7 dias de jejum e realimentados por
3 dias com as dietas experimentais [baixo carboidrato (28%), alto carboidrato (48%) e
controle (35%)], Ao término deste periodo, os peixes foram amostrados ap6s a 1* alimenta¢do
do dia.

Cada dieta experimental foi oferecida a peixes de 4 caixas (12 peixes por caixa), duas
vezes ao dia (09h:00 e 17h:00) até a saciedade aparente. Ao término do periodo de
alimentacdo, os peixes foram amostrados 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds a 1* alimentagcao do
dia, sendo capturados 2 animais por caixa (oito animais para cada tempo de amostragem para
cada dieta).

Os peixes foram anestesiados com benzocaina (50 mg L") e o sangue retirado por
puncdo caudal. Uma aliquota foi separada para a andlise de glicemia (kit Labtest) e acidos

graxos livres (kit Wako, EUA), utilizando EDTA fluoretado para extragao do plasma, e o



restante do sangue centrifugado a 3000 rpm, durante 10 min, para separacio do soro que foi
estocado a -20°C até determinagdo da concentracdo de triglicerideos (Kit Labtest), colesterol
(kit Labtest) e proteina total (kit Labtest). Em seguida, os animais foram pesados, sacrificados
e apos a abertura do abdomen, o figado foi retirado e estocado a -20°C para determinagdo da
concentracdo de glicogénio (Moon et al., 1989) e lipidio total (Bligh e Dyer, 1959). No
musculo branco, a partir de fragmento retirado da regido caudal, foi analisada a concentracao
de lipidio total. O figado, estdbmago e intestino foram pesados para cdlculo dos indices:
hepato-somatico [IHS (%)= (peso do tecido hepdtico/ peso corporal) x 100], estomaco-
somatico cheio [IESc= (peso do estomago cheio/ peso corporal) x 100], intestino-somdtico
cheio [IISc= (peso do intestino cheio/ peso corporal) x 100].

As varidveis quimicas e fisicas da dgua apresentaram valores recomendados para a
espécie (Urbinati e Gongalves, 2005) durante todo o experimento. O oxigénio dissolvido se
manteve acima de 4,9 mg L', a temperatura da dgua foi mantida a 29,2 + 0,83 °C, o pH variou
de 7,5 a 8,0 e a concentracdo de amoénia total variou de 0,032 a 0,085 mg L. O fluxo de agua
foi continuo, com troca total em aproximadamente 20 vezes ao dia. O fotoperiodo utilizado

foi de 12 horas luz: 12 horas escuro.

Analise estatistica

Para verificar o efeito do tratamento (dietas) no tempo de amostragem (1, 3, 6,9, 12 e
24 horas apds a alimentacdo) nos parametros analisados, o delineamento utilizado foi
inteiramente casualisado em esquema fatorial 3 x 6 [trés dietas x seis tempos de coleta com 4
repeticoes (caixas)]. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), no programa estatistico SAS, versao 8.

RESULTADOS
Jejum e realimentacio apés adaptacao por 60 dias a dietas com diferentes niveis de
carboidrato
Parametros sanguineos

A concentracdo de glicose plasmdtica diferiu significativamente (p<0,05) entre
tratamentos as 3 e 9 horas apds alimentacdo, quando os peixes que receberam o nivel mais
elevado de carboidrato tinham maior concentracido de glicose comparado aos que receberam

menor quantidade (Figura 1).
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Figura 1. Glicose plasmatica de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28, 35 e

48% de carboidrato), em diferentes tempos ap0ds alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas) apds
jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias. Letras minudsculas diferentes indicam diferenca entre
tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maitisculas em cada tratamento nos tempos de coleta

(p<0,05). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).

Os niveis de carboidrato na dieta ndo alteraram as concentracdes de acidos graxos
livres (p>0,05). Entretanto, houve um aumento gradual a partir das 9 horas até as 24 horas

apo6s alimentacgdo (Figura 2).
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Figura 2. Acidos graxos livres no plasma de pacu alimentado com dietas experimentais (28, 35 e
48% de carboidrato) por 60 dias, apds jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias. Cada ponto
representa a média de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam
diferenca (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds alimentacdo). Barras

verticais representam erro padrdo da média (n=8).



As concentracdes séricas de triglicerideos foram afetadas (p<0,05) pelas dietas apenas
9 horas apds alimentacdo, quando os peixes alimentados com a dieta de 35% de carboidrato

apresentaram valores maiores comparado aos peixes alimentados com menor inclusdo de

carboidrato.
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Figura 3. Triglicerideos séricos de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28, 35
e 48% de carboidrato), em diferentes tempos apds alimentacdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas) apds
jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias. Letras mindsculas diferentes indicam diferenga entre
tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maitdsculas entre cada tratamento nos tempos de coleta
(p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).

As concentragdes séricas de colesterol ndo se alteraram durante o periodo pds-prandial
(p>0,05). Entretanto, os peixes alimentados com 35% de carboidrato apresentaram valores de

colesterol mais altos comparado aos grupos alimentados com as outras dietas (Figura 4).
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Figura 4. Colesterol sérico de pacu, apds jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias, depois de
alimentados por 60 dias com dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato). Cada barra
representa a média dos tempos de amostragem, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam

diferenca (p<0,05) entre tratamentos. Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).



As concentracdes séricas de proteina total nao diferiram entre os tratamentos (p>0,05),
porém houve reducdo 6 e 9 horas apds a alimentacdo e aumento as 12 e 24 horas, em todos os

grupos (Figura 5).

=)
[e]
]

}I’l
[e]
I

wl).)
[e]
I

Proteina Total sérica (g dL'l)
N
[=)

»
o

1 3 6 9 12 24

Periodo pés prandial (horas)

Figura 5. Proteina total sérica de pacu alimentado com as dietas experimentais (28, 35 e 48% de
carboidrato) por 60 dias, ap6s jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias. Cada ponto representa a
média de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenga
(p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds alimentacdo). Barras verticais

representam erro padriao da média (n==8).

Parametros teciduais

Em relacdo a concentracdo glicogénio hepético, ndo houve efeito das dietas ou do
periodo pds-prandial (p>0,05). O valor médio encontrado foi de 19,23 % (+ 0,84).

A concentracdo de lipidio hepético nao diferiu entre os tratamentos (p>0,05). No
entanto, houve um aumento gradual a partir das 12 horas apds a alimentacdo até 24 horas

depois, independente do tratamento (Figura 6).
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Figura 6. Lipidio hepitico de pacu alimentado com as dietas experimentais (28, 35 e 48% de
carboidrato) por 60 dias, apds jejum de 7 dias e realimentacdo por 3 dias. Cada ponto representa a
média de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds alimentacdo). Barras
verticais representam erro padrdo da média (n=8).

A porcentagem de lipidio muscular ndo diferiu (p>0,05) entre os peixes alimentados

com as diferentes dietas durante o periodo pds-prandial.

Indices biométricos

O indice hepato-somaético (IHS) foi maior nos peixes alimentados com a dieta de 48%
de carboidrato em todo o periodo pds-prandial, comparado com os peixes que receberam
menor nivel de inclusdo de carboidrato. Com relagdo a cada tratamento nos tempos de
amostragem, o perfil foi semelhante nos 3 grupos de peixes, com uma reducio do IHS as 24

horas (Figura 7).



35 - -o-28 35 -5-48

3,0 1

2,5 1

IHS (%)

2,0

1,5 A

1,0
1 3 6 9 12 24

Periodo pos prandial (horas)

Figura 7. Indice hepato-somitico de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28,
35 e 48% de carboidrato), em diferentes tempos apds alimentagdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas)
apos jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca
entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maitisculas entre cada tratamento nos tempos de

coleta (p<0,05). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).

Nao foram detectadas diferencas (p>0,05) no indice estomaco-somético cheio (IESc)
por efeito das dietas. Os valores médios dos 3 grupos diminuiram gradativamente, nas 24

horas do periodo pés-prandial (Figura 8).
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Figura 8. Indice estomaco-somaitico de pacu alimentado com as dietas experimentais (28, 35 e 48%
de carboidrato) por 60 dias, ap6s jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias. Cada ponto representa
a média de todos os tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenca
(p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds alimentacdo). Barras verticais

representam erro padrdo da média (n==8).



O indice intestino-somadtico cheio (IISc) apresentou perfil semelhante nos 3 grupos,
porém foram observadas diferencas (p>0,05) entre tratamentos 1, 3 e 12 horas apods
alimentacdo. Os valores registrados nos peixes alimentados com 28% de carboidrato foram
maiores comparados aos peixes que receberam 48% de carboidrato na dieta. Observou-se
aumento gradual deste indice em todos os grupos das 6 até 12 horas e redugdo as 24 horas

apo6s alimentacgao (Figura 9).
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Figura 9. Indice intestino-somético de pacu alimentado por 60 dias com dietas experimentais (28,
35 e 48% de carboidrato), em diferentes tempos apds alimentagdo (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas)
apos jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca a
entre tratamentos no mesmo tempo de coleta e letras maidsculas entre cada tratamento nos tempos de

coleta (p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da média (n==8).

Jejum e realimentacio sem adaptacao a dietas com diferentes niveis de carboidratos
Parametros sanguineos

As concentragdes de glicose sanguinea mais elevadas, nos 3 grupos experimentais,
foram registradas 3 horas apos a alimentacdo. Elas diferiram (p<0,05) entre tratamentos
apenas as 3 horas apds alimentagdo, sendo os valores mais elevados os dos tratamentos de alta
inclusdo de carboidrato e de nivel intermedidrio, comparado com os que receberam menor

quantidade de carboidrato.
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Figura 10. Glicose plasmatica de pacu apds jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias com as
dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato), em diferentes tempos apds alimentacao (1,
3,6,9, 12 e 24 horas) Letras mindsculas diferentes indicam diferenga entre tratamentos no mesmo
tempo de coleta e letras maitisculas entre cada tratamento nos tempos de coleta (p<0,05). Barras

verticais representam erro padrdo da média (n=8).

Niao foram observadas diferencas (p>0,05) nos valores de acidos graxos livres no
plasma nos tempos de amostragem em relagdo aos tratamentos. Porém, houve aumento da
concentracdo (p<0,05), relacionado ao aumento de carboidrato na dieta, quando se considera
todo o periodo pds-prandial (Figura 11). Com relacdo ao perfil deste metabolito, representado
pela média de todos os tratamentos, se observa menor valor de 4cidos graxos livres as 9 horas

apo6s alimentacgdo (Figura 12).
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Figura 11. Acidos graxos livres de pacu, apés jejum de 7 dias e realimentagdo por 3 dias com as dietas
experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato). Cada barra representa a média dos tempos de
amostragem de cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre tratamentos.

Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).
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Figura 12. Acidos graxos livres no plasma de pacu ap6s jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias

com as dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos
os tratamentos, que nao diferiram entre os tempos de amostragem. Letras diferentes indicam diferenca
(p<0,05) entre os tempos de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds alimentacdo). Barras verticais

representam erro padrdo da média (n=8).

As concentragdes séricas de triglicerideos foram afetadas (p<0,05) pelas dietas 9 e 12
horas apds alimentacdo. Valores mais altos de triglicerideos foram registrados nos grupos
alimentados com a dieta de 35% e 48 % de carboidrato na dieta. Os peixes alimentados com

baixo carboidrato na dieta ndo apresentaram diferencas durante o periodo pés-prandial (Figura
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Figura 13. Triglicerideos séricos de pacu apds jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias com as
dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato), em diferentes tempos apds alimentagdo (1,
3, 6,9, 12 e 24 horas). Letras mintsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos no mesmo
tempo de coleta e letras maitisculas entre cada tratamento nos tempos de coleta (p<0,05). Barras
verticais representam erro padrao da média (n=8).



Com relacdo as concentracdes séricas de colesterol e proteina total, ndo foram
observadas diferencas (p>0,05) entre os peixes alimentados com as diferentes dietas e durante

o periodo pds-prandial.

Parametros teciduais
Os niveis de carboidratos da dieta ndo alteraram a concentracao de glicogénio hepético
(p>0,05). Porém, houve um aumento gradual na deposicdo deste carboidrato durante todo o

periodo pos-prandial, com diferencas (p<0,05) 12 e 24 horas apds alimentagao (Figura 14).
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Figura 14. Glicogénio hepdtico de pacu apds jejum de 7 dias e realimentacdo por 3 dias com as
dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os
tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os tempos

de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds alimentacdo). Barras verticais representam erro padrdo da
média (n=8).

As concentracdes de lipidio hepatico ndo diferiram entre os tratamentos (p>0,05).

Entretanto, houve um aumento gradativo de 9 horas a 24 horas apds a alimentacao (Figura

15).
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Figura 15. Lipidio hepético de pacu apés jejum de 7 dias e realimentagcdo por trés dias com as
dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os
tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os tempos
de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas ap6s alimentacdo). Barras verticais representam erro padrao da

média (n=8).

Com relag@o as concentragdes de lipidio muscular, ndo houve alteracdo durante o
periodo pés-prandial (p>0,05). Entretanto, os peixes alimentados com a dieta com 48% de
carboidrato apresentaram menores valores de lipidio muscular comparado aos grupos

alimentados com as outras dietas (Figura 16).
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Figura 16. Lipidio muscular de pacu apds jejum de 7 dias e realimentagdo por 3 dias com as
dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato). Cada barra representa a média dos tempos de
tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre

tratamentos. Barras verticais representam erro padrao da média (n=8).

Indices biométricos
Em relacio ao indice hepato-somatico (IHS) ndo foram encontradas diferengas

(p>0,05) ao longo do periodo pds-prandial. Entretanto, no grupo alimentado com 48% de



carboidrato foram observados maiores valores, em todo o periodo, comparado ao grupo

alimentado com 28% de carboidrato (Figura 17).
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Figura 17. Indice hepato-somético de pacu apés jejum de 7 dias e realimentacdo de 3 dias com as

dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato), em diferentes tempos apds alimentacao (I,
3,6,9, 12 e 24 horas). Letras mintsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos no mesmo

tempo de coleta (p<0,05). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=8).

Os valores médios do indice estomaco-somdtico cheio (IESc) dos 3 grupos
diminuiram gradativamente, nas 24 horas do periodo pés-prandial. Nao foram observadas

diferencas entre tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p>0,05) (Figura 18).
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Figura 18. Indice estomaco-somético de pacu ap6s jejum de 7 dias e realimentagdo de 3 dias com
as dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato). Cada ponto representa a média de todos os

tratamentos, que ndo diferiram entre si. Letras diferentes indicam diferenca (p<0,05) entre os tempos

de coleta (1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds alimentacdo). Barras verticais representam erro padrdo da

média (n=8).



O indice intestino-somatico cheio (IIESc) apresentou diferenca entre tratamentos
(p<0,05) apenas 1 hora apds alimentagdo, sendo os valores mais elevados os dos tratamentos
de menor inclusdo de carboidrato na dieta (28%) comparado aos peixes alimentados com 48%
de carboidrato na dieta. Os peixes alimentados com baixo carboidrato na dieta ndo

apresentaram diferencas (p>0,05) durante o periodo de amostragem (Figura 19).
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Figura 19. Indice intestino-somdtico de pacu apds jejum de 7 dias e realimenta¢do de 3 dias com
as dietas experimentais (28, 35 e 48% de carboidrato), em diferentes tempos apds alimentagcdo
(1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas). Letras mintsculas diferentes indicam diferenga (p<0,05) entre
tratamentos no mesmo tempo de coleta. Letras maidsculas diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre cada tratamento nos tempos de coleta. Barras verticais representam erro padrdo da

média (n=8).

DISCUSSAO

Estudos com espécies carnivoras mostram que a ingestdo de carboidrato altamente
digestivel resulta em hiperglicemia, permanecendo por muitas horas, devido a capacidade
limitada destes peixes em utilizar carboidratos (Wilson, 1994). No entanto, o pacu, espécie
herbivora com preferéncia frugivora, mostrou possuir mecanismos bioquimicos bem
adaptados para manter a homeostase apds a ingestdo de carboidratos, principalmente quando
submetidos ao jejum apds prévia adaptacdo a niveis altos de carboidrato dietdrio. O manejo
pré-jejum interferiu na homeostase energética do pacu. Os peixes submetidos a jejum que
foram previamente adaptados por 60 dias as dietas experimentais (28, 35 e 48% de
carboidrato) apresentaram o mesmo perfil metabdlico com relagdo as concentracdes de dcidos
graxos livres no plasma, lipidio hepético, lipidio muscular, glicogénio hepdtico e proteina

total sérica independente dos niveis de carboidrato fornecido na dieta.



Com relagdo a glicemia, um indicador importante da tolerancia a carboidratos, os
peixes adaptados as dietas apresentaram valores mais baixos no tempo méiximo de absorcao,
porém, observou-se uma persisténcia dos valores glicémicos no periodo pds-prandial,
resultado de uma absorcdo mais lenta, fato verificado principalmente na dieta com 48% de
carboidrato. Contudo, os valores mais baixos de glicose 3 horas apds alimentagdo, em relacao
aos grupos nao adaptados as dietas, sugerem uma melhor utilizacdo do carboidrato nos peixes
submetidos ao jejum e realimentacdo, apOs a adaptacdo as dietas. Os peixes que ndo foram
adaptados as dietas experimentais também apresentaram um pico de glicose plasmaética 3
horas apds alimentacdo, mas 6 horas depois a glicose havia sido removida da circulacdo em
maior quantidade, indicando uma utilizacdo mais rdpida. Em matrinxa (Brycon cephalus), 12
horas apds ingestdo de alimento, elevados valores de glicose circulante e glicogénio hepatico
foram observados, caracterizando o periodo de absorcdo, e 72 horas apds, significativa
reducdo nos dois parametros, indicando a mudanga para a condicao de jejum. Nestes animais,
a manutencao de altos niveis de 4cidos graxos livres durante o periodo de jejum e o aumento
observado 14 dias apds a ultima refei¢cdo foram considerados como indicacdo da contribui¢do
significativa do tecido adiposo em fornecer energia ao peixe, mostrando que o matrinxd na
auséncia de glicose rapidamente altera seu metabolismo para manter a homeostase. Essa
flexibilidade no metabolismo de glicose, que caracteriza uma espécie onivora, estd
relacionada a mudangas nos hormoénios pancredticos que permitem ajustes metabdlicos
graduais durante a transicao da condi¢do prandial a privacdo de alimento (Figueiredo-Garutti,
2000).

A glicose ¢ um importante combustivel metabdlico nos vertebrados e vdrios
mecanismos atuam para assegurar um constante suprimento para os tecidos glicose-
dependentes, tais como células vermelhas do sangue, tecidos nervosos, entre outros. A glicose
pode originar-se do intestino durante a digestdo e absorcdo de carboidratos ingeridos além de
ser produzida pelo figado e rins por glicogendlise, ou através da gliconeogénese a partir de
lactato, aminodcidos e glicerol (Christiansen e Klungsoyr, 1987).

A homeostase da glicose plasmdtica observada neste estudo estd relacionada a
absor¢do do carboidrato dietdrio. Estudos mostram a capacidade adaptativa de enzimas
digestivas em resposta a diferentes dietas e niveis de carboidrato dietario. Almeida et al.
(2006) observaram em tambaqui, espécie de hadbito alimentar semelhante ao pacu, resposta
das enzimas digestivas em peixes alimentados por 48 dias com dietas com diferentes niveis de
proteina e lipidio na dieta. Os peixes apresentaram maior atividade das proteases no estdbmago

com o aumento da proteina na dieta. A lipase foi observada em todo trato gastro-intestinal e



alta atividade foi observada no estdmago, porém, os cecos pildricos, intestino anterior e
posterior também responderam as dietas lipidicas. A amilase também foi detectada em todo
trato gastro-intestinal, no entanto, os cecos pildricos apresentaram uma producdo mais
relevante. Em outro estudo, Correa et al. (2007) verificaram em tambaqui alimentados por 15
dias com dietas semi-purificadas, contendo diferentes niveis de amido de milho (30, 40 e
50%), um aumento na amilase e maltase, no trato digestério da espécie, relacionado ao
aumento dos niveis de amido na dieta de 40 para 50%.

Além disso, o transporte intestinal desempenha importante fun¢do no metabolismo
intermedidrio como um potencial regulador de liberacdo dos hormonios intestinais (Krogdahl
et al., 2005). Em mamiferos, tem se revisado a hipétese que o trato gastro-intestinal tem um
papel-chave na regulacdo da homeostase glicémica, como exemplificado pelos altos picos de
insulina depois da ingestdo de glicose, ao contrdrio do que acontece com inje¢do intra-venosa.
Em peixes, € evidente que o peptideo GLP (glucagon-like peptide) atua significativamente na
movimentacdo da glicose intestinal, no entanto sua exata fung¢do ainda precisa ser
identificada. (Hemre et al., 2002).

A concentracdo de glicogénio, no presente estudo, ndo foi alterada pelas dietas e
durante o periodo pds-prandial nos peixes adaptados. No entanto, nos peixes que nao foram
adaptados as dietas experimentais iniciou-se um aumento na deposi¢do deste carboidrato a
partir das 9 horas apds alimentacdo, possivelmente de origem dietdria. O carboidrato
absorvido quando nio € utilizado para energia pode ser depositado no figado, tanto em forma
de glicogénio como na forma de lipidio (Brauge et al., 1994). O mesmo ocorreu neste estudo
com os niveis de lipidio hepatico dos peixes das duas condicdes (adaptados e ndo adaptados).

Segundo Souza et al. (2000), a reducao do glicogénio hepatico no inicio da restri¢do,
em um estudo com juvenis de pacu (peso médio de 141,7 g), submetidos a restricao alimentar
por 60 dias e realimentados por 30 dias, indicou que esta € uma reserva prontamente
disponivel para favorecer a homeostase glicémica, sendo mantida ou restabelecida pela
mobilizacdo de outras fontes de energia como os lipidios e as proteinas. Estes autores
observaram, ainda, que, em periodos curtos de restri¢do alimentar, a concentracdo de lipidio
no figado e outros tecidos diminuiu, a0 mesmo tempo em que o de dcidos graxos livres no
plasma aumentou.

Em estudo posterior, com a mesma espécie, Souza et al. (2002) observaram a mesma
dindmica de mobilizacdo das reservas energéticas durante a restricdo alimentar. Além disso,
os depositos energéticos hepdticos foram facilmente recuperados quando restabelecido o

fornecimento de alimento, evidenciando que a capacidade de sobreviver a periodos de



privagdo alimentar depende da habilidade da espécie em utilizar suas reservas enddgenas
verificado em peixes submetidos a quatro ciclos de quatro e seis semanas de restricao
alimentar seguidas de nove e sete semanas de realimentacdo, respectivamente.

Hsieh e Shiau (2000) verificaram que a dieta pré-jejum interfere nas respostas
fisiologicas da tildpia. Os peixes foram alimentadas com dietas contendo diferentes
carboidratos (glicose e amido) e posteriormente submetidos ao jejum (1, 2 e 3 semanas).
Durante a primeira semana de jejum, o glicogénio hepatico e o lipidio corporal foram usados
como fontes de energia para as duas dietas oferecidas (glicose e amido). No entanto, apds 2
semanas de jejum, enquanto os peixes alimentados previamente com a dieta contendo amido
utilizaram o glicogénio hepatico e lipidio corporal como principais fontes de energia, nos
peixes alimentados com a dieta contendo glicose, a maior parte da energia utilizada foi
derivada do catabolismo de proteinas e lipidios corporais.

Em relacdo ao metabolismo de lipidios, a concentracio dos acidos graxos livres
plasmaéticos foi muito inferior nos peixes adaptados as dietas. Os peixes que nao foram
adaptados as dietas experimentais previamente ao jejum apresentaram diferencas nas
concentracoes de dcidos graxos livres diretamente relacionadas aos niveis de carboidrato
dietario, e diferencas na concentracdo de triglicerideos, 9 e 12 horas apds alimentacdo com as
dietas de maior carboidrato (35 e 48%) comparado aos peixes que foram realimentados com
as dietas de 25% de carboidrato. Segundo Sheridan (1988), elevados niveis de dcidos graxos
representam a mobilizacdo de lipidios, que envolve a quebra de triglicerideos em dcidos
graxos livres na corrente sanguinea. No pacu, as concentracdoes mais baixas de dcidos graxos
livres nos peixes adaptados as dietas confirmam a facilidade de se atingir a homeostase
energética sem esforco de producdo de energia por lipdlise. No caso dos peixes nao adaptados
previamente o sistema metabdlico dos peixes acionou a producao de dcidos graxos em maior
intensidade. Ao mesmo tempo, nos dois manejos alimentares, houve progressiva producao de
triglicerideos que foram encontrados na circulagio e no figado, sem grandes diferencas entre
as dietas. Essa mobilizacdo de lipidios para deposi¢do nao chega a ser suficiente para aparecer
em maior quantidade nos musculos.

O esvaziamento do estdmago se deu gradativamente, ao longo do periodo pds-
prandial, num perfil semelhante entre peixes adaptados ou ndo as dietas. O perfil do conteudo
intestinal foi semelhante para as duas condicdes (adaptados e ndo adaptados). Observa-se que
o esvaziamento do estdmago coincide com a replecdo dos intestinos, especialmente de 6 a 12
horas apds a alimentacdo, nos peixes previamente as dietas, 0 que ndo ocorre com 0S nao

adaptados. Comparando-se estes perfis com os perfis glicémicos, pode-se inferir que mesmo



tendo a mesma quantidade de alimento disponivel para absor¢do (ou até mais), os peixes
previamente adaptados nao absorveram a mesma quantidade de agucar, o que € mais um
indicador da importancia da adaptacdo no estabelecimento de mecanismos de tolerancia e

utilizacdo de carboidratos pelo pacu.
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RESUMO

Na maioria dos vertebrados, a glicose entra nas células por difusdo facilitada mediada por
uma familia de proteinas transportadoras de glicose, as GLUTs. A utilizagdo de carboidratos
por peixes vem despertando grande interesse na pesquisa. O presente estudo determinou a
expressdo molecular da GLUT 4 no musculo esquelético de pacu (Piaractus mesopotamicus),
um peixe tropical onivoro, que utiliza carboidratos na sua dieta natural.

Peixes juvenis foram distribuidos em aquérios de 100 L, adaptados as condi¢des laboratoriais
e alimentados até a saciedade aparente com uma dieta contendo 48% de carboidrato duas
vezes ao dia. Os peixes anestesiados foram sacrificados para remocao do musculo esquelético,
congelados e mantidos a -20°C para posterior determinacdo da GLUT 4 por ensaio de
Western Blotting. Tecido muscular esquelético de rato foi utilizado como controle na
expressdo da proteina no tecido. A concentragdo da proteina total no tecido foi determinada.
A 1identificagdo molecular da GLUT 4 no musculo foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida utilizando quimiluminescéncia para evidéncia das bandas. As bandas foram
analisadas por densitometria Optica. Foi possivel detectar neste estudo a proteina
transportadora de glicose GLUT-4 em musculatura esquelética de pacu, sendo sua expressao

menor do que a observada em mamiferos.



ABSTRACT

In most of the vertebrates, glucose entry into cells by facilitated diffusion mediated by
proteins of the GLUT family. Recently the ability of fish to utilize carbohydrate has gained
interest. The present study determined the molecular expression of GLUT 4 in skeletal muscle
of pacu (Piaractus mesopotamicus), an omnivorous tropical fish, that utilize carbohydrates in
its natural diet.

Juvenile fish distributed in 100L aquaria were adapted to laboratory conditions being fed to
satiation with a diet containing 48% carbohydrate twice a day. Anesthetized fish were killed
and skeletal muscle fragments were removed, frozen and kept at — 20 °C for further GLUT 4
determination by Western Blotting assay. Rat skeletal muscle was used as control of the tissue
protein expression. The total protein content in the tissue was determined. The molecular
identification of GLUT 4 in the muscle was done by electrophoresis in polyacrilamide
utilizing chemiluminescency to evidence the bands. The bands were analyzed by optical
densitometry. This study was able to detect the protein GLUT-4 in skeletal muscle of pacu,

and his expression was less than that observed in mammals.



INTRODUCAO

Na maioria dos animais, a glicose entra nas células por difusdo facilitada mediada por
uma familia de proteinas transportadoras de glicose, as GLUTs. Em mamiferos, 13 diferentes
isoformas de GLUT ja foram identificadas (GLUT1-4), cada uma produto de um gene separado
e com diferente distribui¢do e funcdo. Estas diferentes isoformas pertencem a uma familia de
glicoproteinas estruturalmente relacionadas (Pessin & Bell, 1992) que facilitam a captacdo de
glicose e que sao igualmente expressas em cé€lulas de mamiferos de maneira tecido-especifica
(Mueckler, 1994).

O metabolismo de glicose dos peixes tem sido bastante estudado em relacdo,
principalmente, aos mamiferos, visto que os tecidos periféricos destes animais (musculo, por
exemplo, que representa 50% do peso corporal) t€m capacidade mais baixa de utilizagdo da
glicose (Cowey & Walton, 1989). Independente da baixa taxa de absor¢do nos tecidos de peixes
(Cowey & Walton, 1989; Blasco et al., 1996), h4 evidéncias indiretas sugerindo que a entrada
de glicose nas células possa ser mediada por transportadores da familia GLUT. Em um estudo
com tildpia, um peixe onivoro, anti-corpos contra GLUT-1 de mamiferos reagiram com uma
proteina presente no coracdo e cérebro dos peixes (Wright et al., 1998). Em outro estudo,
embrides transgénicos de truta que expressaram a GLUT-1 humana mostraram aumento da
absor¢cdo de glicose e do metabolismo (Krasnov et al., 1999). Na truta, Planas et al. (2000)
identificaram uma molécula de GLUT com alta homologia do GLUT-4 de mamiferos, que se
expressou no musculo esquelético, rim e branquias, tecidos com alta utilizacdo de glicose.

A utilizacdo de carboidratos por peixes cultivados tem despertado grande interesse na
pesquisa. Investigacdes na drea de nutricdo t€ém abordado a capacidade de utilizacdo deste
nutriente em vdrias espécies. Segundo Wilson (1994), peixes de dguas tropicais utilizam
niveis mais altos de carboidrato dietdrio que peixes de dgua fria e os marinhos. A eficiéncia de
utilizagdo entre as espécies ainda ndo € claro. Estudos da fisiologia metabdlica em peixes
podem ser inovadores, contribuindo com informagdes importantes para possiveis melhorias
no campo da aqiiicultura. O pacu (Piaractus mesopotamicus) se apresenta como um modelo
interessante para o estudo do metabolismo de carboidratos, visto que sua dieta natural inclui
sementes e frutos, naturalmente ricos neste nutriente, sugerindo que a espécie possua
mecanismos bem desenvolvidos para sua utilizacdo. Assim, a identificagcdo de proteina
transportadora de glicose em musculo esquelético de pacu pode contribuir para o
entendimento de aspectos do controle metabdlico dos peixes, contribuindo com informagdes

importantes para melhoria da criag@o.



O objetivo do presente trabalho € demonstrar a expressdo de proteina transportadora

de glicose GLUT-4 em musculo esquelético de pacu.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados exemplares juvenis de pacu provenientes da Piscicultura Aguas
Claras (Mococa, SP), distribuidos em caixas de polietileno, capacidade de 100 L, com
renovacao continua de dgua e aeracdo. Os peixes foram adaptados as condi¢des laboratoriais,
recebendo uma dieta formulada com 48% de carboidrato, duas vezes ao dia, até a saciedade
aparente do animal. A temperatura da dgua (29,5 + 0,72°C) foi mensurada diariamente, o pH
(7,5 a 8,0), o oxigénio dissolvido (acima de 5,2 mg L'l), e a concentracdo de amonia total

(0,020 a 0,062 mg L'l) foram determinados semanalmente.

Amostras

ApGs anestesia (benzocaina, 50 mg L), os animais foram sacrificados para remogio
do tecido muscular esquelético. As amostras de tecido removidas para o ensaio de Western
Blotting foram congeladas e estocadas em — 20°C até utiliza¢do. Tecido muscular esquelético
de rato foi utilizado como padrdo e tratados da mesma foram que as amostras de peixe. As
andlises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia, Unesp - Universidade Estadual

Paulista, Campus de Sao Vicente.

Preparacio das amostras para o Western Blotting

As amostras de musculo esquelético foram submetidas a um processo de
fracionamento de membranas celulares segundo Yonemitsu et al., (2001). Em resumo, as
amostras foram homogeneizadas em tampao TRIS HCI 10 mM; EDTA 1 mM, sacarose 250
mM, pH 7,4, usando-se POLYTRON PT 3000 KINEMATICA® (BRINKMAN), e
centrifugadas a 760 g durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi guardado e o precipitado
re-suspenso em mesmo tampao (1/3 do volume inicial) e submetido a nova centrifugacao
(760 g) por 10 minutos, a 4°C. Os dois sobrenadantes juntos foram submetidos a
ultracentrifugac¢do (190.000 g) durante 75 minutos, a 4°C. O sedimento foi re-suspenso em
200 pL de tampao de homogeneizacao e estocado a -20°C até utilizacao.

A concentracdo de proteina total das diferentes fracdes de membranas celulares foi

avaliada com base no método de Lowry (Lowry et al., 1951).



Western Blotting — Quantificacio do GLUT4

A determinacdo da quantidade de proteina GLUT4 nos diferentes tecidos (rato e
peixe) foi realizada utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida (Machado et al., 1994;
Seraphim et al., 1997), com a utilizacdo de quimiluminescéncia (ECL) para deteccdo das
bandas.

O método consiste na utilizagdo de quantidades iguais de proteina, solubilizadas em
tampao de Laemmli, sujeitas a SDS-PAGE (10%) e entdo transferidas eletroforeticamente
para membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (AMERSHAM Biosciences). Apds
bloqueio com albumina sérica bovina em PBS (8%) durante 30 minutos, as membranas foram
incubadas com anticorpo especifico do estudo, anti-GLUT4 (dilui¢do 1:3000 em PBS 1x
acrescido de 8% BSA) durante 3 horas a 37°C. Posteriormente foi feita uma incubac¢do com o
anticorpo secunddrio anti-IgG marcado com peroxidase, diluido 1:1000, em solugdo
bloqueadora BSA 1% durante 1 hora (AMERSHAM Biosciences). As membranas foram
lavadas com PBS, e agitadas vigorosamente em 600 uL de reagente de deteccdo n°I,
acrescidos de 600 uL de reagente de deteccao n° 2 do kit ECL™ - Western blotting Detection
Reagents (AMERSHAM Biosciences) por 2 minutos, e expostas a Hyperfilm® (High
Performance Radiography Film - AMERSHAM Biosciences) por 15 minutos para detec¢ao
das bandas resultantes.

O anticorpo anti-GLUT4 utilizado foi um anti-soro comercial de coelho (Chemicon
International, Temecula, Califérnia), uma vez que o transportador de glicose € estrutural e
evolutivamente bem conservado entre as espécies e em teste inicial de padronizacido de
condi¢des foi apresentada boa imunorreatividade com amostras de musculatura esquelética de

bagre.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacdo de presenca de proteinas transportadoras de glicose em tecido muscular de
Piaractus mesopotamicus.

Ap6s a realizacdo de andlise com vdrias concentracoes de homogeneizados de proteina
muscular de Piaractus mesopotamicus, foram encontrados os seguintes parametros 6timos
para detec¢do da presenca de proteina GLUT4:

1) anticorpo especifico (anti-GLUT4) em dilui¢do 1:3000.
2) concentracdo de aplicacdo da amostra entre 75ug a 100ug.

3) tempo de exposicao para revelacio do filme em torno de 10 minutos.



A imagem apresentada na Figura 1 indica a banda protéica encontrada na musculatura
esquelética de pacu, com peso molecular proximo ao do GLUT-4 encontrado em mamiferos
(rato), porém a densidade do blot em peixes encontra-se expressa em propor¢ao mais reduzida
comparada com a observada em rato. Planas (2000) identificou em misculo esquelético de
truta marrom cDNA similar ao do gene do GLUT-4 encontrado em mamifero. Evidéncias
moleculares mostraram a presenca de proteina equivalente ao GLUT-4 caracterizados em
diferentes espécies de peixes (Capilla et al., 2002). Apesar de ser observada uma menor
expressao de GLUT-4 em peixes, a expressdo desta proteina parece ser similar a encontrada

em mamiferos.

4= 55kDa

Figura 1. Deteccao da GLUT-4 em misculo esquelético de rato (R) e pacu (P), por Western
blotting. Amostra de fracionamento de membrana total na concentracdo de 30ug em rato e

100pg em pacu.

CONCLUSAO
Neste estudo foi possivel detectar proteina transportadora de glicose GLUT-4 em
musculatura esquelética de pacu, sendo sua expressio menor do que a observada em

mamiferos.
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CAPITULO 6

Consideragoes Finais



Consideracoes finais

As diferentes condi¢Oes experimentais deste estudo mostraram que o pacu apresenta
alta capacidade de utilizacdo de carboidratos dietarios, evidenciada pela melhor conversao
alimentar, taxa de eficiéncia protéica, alta digestibilidade da proteina e amido das dietas, além
da capacidade de homeostase energética da espécie quando alimentada com a dieta com alto
nivel de carboidrato dietario (48%). A capacidade de uso de carboidratos foi corroborada pelo
estudo que identificou a presenga da proteina transportadora de glicose (GLUT4), no musculo
de pacu, um dos mecanismos moleculares que indicam a tolerancia de um organismo de
mobilizacdo e uso de glicose.

Embora os resultados encontrados sejam fortes indicadores da tolerancia do pacu ao
uso de carboidratos dietdrios, outros estudos sdo necessdrios para verificar os mecanismos de
controle hormonal e bioquimico/enzimatico de digestao e metabdlico envolvidos na utilizagao
de carboidrato pela espécie.

Neste estudo o pacu confirma ser um modelo interessante para o estudo das vias
bioquimicas envolvidas no metabolismo de carboidratos, contribuindo para o entendimento da

baixa utilizacio de carboidratos por espécies carnivoras.
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