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dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Os dados representam médias e erro padréo. ............. 61



vi

Figura 17. (A) Infiltrado leucocitario (%), (B) altura total das vilosidades (um) e (C) células
caliciformes em pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e com &cido L-
glutdmico (L-GLU) 8g/kg racdo. C — alimentagdo continua, CS — alimentacéo continua com
L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1- alimentagcdo controle e com L-GLU, por 2 dias/jejum de 1 dia.
Letras mailsculas (A,B) indicam diferenca entre dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Letras
mindsculas (a,b) indicam diferenca entre as estratégias (p<0,05). Os dados representam
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Figura 18. (A) Peso final, (B) consumo relativo de dieta (g) e (C) conversao alimentar em
pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido L-glutdmico (L-GLU) 8g/kg
racdo. C e CS- alimentacao continua e suplementada, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacéo por 2
dias/jejum de 1 dia controle e suplementada. Letras maiusculas (A,B) indicam diferenca
entre as estratégias alimentares na mesma dieta (p<0,05). Os dados representam médias e
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Figura 19. (A) ConcentracGes sanguineas de glicose, (B) triglicerideos (mg dL?) (C)
colesterol (mg dL?) e (D) glicerol (mg dL*) em pacus submetidos a estratégias alimentares
sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentagao continua por 38 dias,
2C/R1 e 2S/R1 — alimentacgéo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; 30CR/8 e 30S/R1 -
restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da
realimentacdo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras maiusculas (A,B) indicam
diferencas nas estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minusculas (a,b,c
— Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05).
Asterisco indica diferenca das dietas na estratégia. Os dados representam médias e erro
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Figura 20. ConcentracGes de (A) glicogénio hepatico (%) e (B) lipideo hepatico (mg g1), (C)
e lipideo muscular (mg g) em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido
L-glutamico (L-GLU) 8g/kg. C e CS — alimentacdo continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 —
alimentacdo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restricao
alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da realimentacdo (8
dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam diferencas nas
estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minusculas (a,b,c — Controle;
X,¥,Z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica
diferenca das dietas na estratégia. Os dados representam médias e erro padréo. .............. 68

Figura 21. (A) Atividade respiratoria de leucécitos (abs em 540 nm); (B) concentragdo sérica
de lisozima (ng pL 1) em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com &acido L-
glutdmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentacdo continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 —
alimentagdo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restricdo
alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da realimentagéo (8
dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam diferencas nas
estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Os dados representam médias e erro
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Figura 22. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina?), (B) catalase (umol HzO:
mint mg proteina?), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min* mg de proteina?) e (D)
glutationa reduzida (ug GSH mg de proteina™) no figado de pacus submetidos a estratégias
alimentares sem e com &cido L-glutdmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentac¢édo continua
por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacao por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C
e R30/8S - restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da
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realimentacéo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam
diferencas nas estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minusculas (a,b,c
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dias; R30/8C e R30/8S - restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta
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Figura 24. (A) indice de gordura viscerossomatico (%), (B) indice hepatossomatico (%),
indice esplenossomatico (%) em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com
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RESUMO A presente tese aborda os efeitos do jejum e realimentacdo no
metabolismo energético, na imunidade inata e no sistema antioxidante do pacu. O
interesse no tema se deve ao fato de que a producdo de peixes vem ganhando
importancia em todo o mundo, com intensificacdo dos sistemas de producao que
exigem o aprimoramento das técnicas de criacdo. Entre essas técnicas, as
estratégias de alimentacdo tém sido Uteis para aumentar a eficiéncia no
desempenho dos animais, menores custos de producdo e menor impacto no
ambiente. Entre as estratégias, a restricdo alimentar por diferentes periodos, deve
ser melhor estudada, por seus resultados promissores para a producao. Por se tratar
de manejos que envolvem reducao na ingestéo de alimento e consequente alteracao
no status metabdlico do animal, é importante se conhecer melhor a relagdo entre
essas alteracbes e seu impacto no sistema imune e sistema antioxidante, ambos
sistemas que envolvem mobilizacdo e producdo de energia. Com o objetivo de
explorar essa abordagem, nés avaliamos o efeito de diferentes estratégias
alimentares, envolvendo restricdo alimentar longa (30 dias e 8 dias de
realimentacdo) e curta (1 dia de restricio a cada 2 dias de alimentacdo) nas
respostas imunes inatas e sistema antioxidante de juvenis de pacu, além de testar o
efeito do L-glutamato, como possivel antioxidante, durante os periodos de
realimentacdo. Para isso avaliamos aspectos de mobilizacdo e utlizagcdo de
reservas energéticas pelo perfil de glicose sanguinea, glicogénio hepatico, lipidio
hepatico, muscular e visceral, triglicerideos, colesterol e glicerol sanguineos; a
estrutura do epitélio intestinal (células caliciformes, altura das vilosidades e
infiltracdo de leucdcitos); quantificacdo do perfil da lisozima sérica e atividade
respiratoria dos leucadcitos; atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase,
glutationa S-transferase hepaticas e intestinais. Além dos indicadores bioquimicos,
avaliamos aspectos zootécnicos como crescimento e aproveitamento do alimento.
Os resultados, apresentados no capitulo 2 desta tese, nos permitem concluir que
ciclos curto e longo de restricdo alimentar apresentam mudancas em respostas
metabdlicas, imunoldgicas, enzimas do sistema antioxidante, histologico e
crescimento, e apos realimentacdo houve reversédo dessas alteracoes.

Palavras-chave: dano oxidativo, metabolismo, restricdo alimentar, sistema
antioxidante, imunidade.



ABSTRACT The present thesis addresses the effects of fasting and food refeeding
on the dynamics of energy metabolism and the innate immunity and antioxidant
system of pacu. The interest in the theme is due to the fact that the production of fish
has been gaining importance in the world, with the intensification of production
systems that require the improvement of breeding techniques. Among these
techniques, feeding protocols have been useful to promote efficiency in animal
performance, lower production costs and less impact on the environment. Among the
protocols, food restriction for different periods, should be better studied, due to its
promising results for production. As these are managements that involve a reduction
in food intake and a consequent change in the animal's metabolic status, it is
important to better understand the relationship between these changes and their
impact on the immune system and antioxidant system, both systems that involve
mobilization and energy production. In order to explore this approach, we evaluated
the effect of different dietary protocols, involving long (15 days and 30 days / one
week feed) and short (one day of restriction every two days feeding) food restriction
on innate immune responses and antioxidant system of pacu juveniles, in addition to
testing the effect of L-glutamate, as a possible antioxidant, during refeeding periods.
For this, we evaluated aspects of mobilization and use of energy reserves by the
blood glucose profile, hepatic glycogen, hepatic, muscular and visceral lipids,
triglycerides, cholesterol and blood glycerol; the structure of the intestinal epithelium
(goblet cells, villus height and leukocyte infiltration); quantification of the serum
lysozyme profile and respiratory activity leukocyte; activity of the liver and intestinal
superoxide dismutase, catalase, glutathione S-transferase enzymes. In addition to
biochemical indicators, we evaluate zootechnical aspects such as growth and use of
food. The results, presented in chapter 2, show that the short and long cycles of food
restriction modify the metabolic, immunological responses, enzymes of the
antioxidant, histological and growth system, and after the feedback after the reversal
of these changes.

Keywords: oxidative damage, intermediate metabolism, food deprivation,
antioxidant, innate immune system



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. Introdugéo e justificativa

A aquicultura € a atividade agropecudria que mais cresce no Brasil e no
mundo, responsavel pela producdo de importante fonte de proteinas para o
consumo humano. Avancos tecnoldgicos recentes tém contribuido para superar
gargalos da cadeia de producéo de cultivo de peixes no Brasil, elevando a producéo,
estimada para 3,7 milhdes de toneladas em 2025 (FAO, 2016). A producdo de
peixes de cultivo no Brasil, em 2018, totalizou 722.560 toneladas com crescimento
de 4,5% em relacdo ao ano anterior (Anuario Peixe BR, 2019).

A disponibilidade de recursos hidricos, clima favoravel, e a crescente
demanda por pescado no mercado interno tém contribuido para alavancar a
atividade no Brasil (Crepaldi et al., 2007). Contudo, essa elevada producéo de peixe
aumenta os problemas relacionados a criacao intensiva (Urbinati e Carneiro, 2004).

A producéo intensiva pode trazer prejuizos aos peixes devido as praticas de
manejo adotadas. Por isso, estabelecer estratégias adequadas de manejo alimentar,
com o uso de ciclos de jejum e realimentacdo, pode trazer algumas vantagens, entre
elas, estimular o crescimento compensatorio, reduzir custos de producédo e efeitos
negativos no meio ambiente, além de melhorar a eficacia da producédo (Xiao et al.,
2013; Urbinati et al., 2014).

O pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) € um modelo biolégico de
interesse econdmico e alvo de varios estudos (Urbinati et al., 2013), de
comportamento alimentar onivoro, fato que lhe confere alta tolerancia a carboidratos
na dieta (Takahashi et al., 2018). Além disso, estudos tém mostrado que o pacu &
um peixe que responde bem ao manejo alimentar que inclui restricdo e
realimentacado (Souza et al., 2000; Souza et al., 2003; Takahashi et al., 2010; Gimbo
et al., 2015; Favero et al., 2018).

Durante a restricdo alimentar, o organismo do peixe aciona mecanismos de
conservacao e mobilizacdo de energia para preservar as funcdes vitais (Souza et al.,
2000; Favero et al., 2018; Li et al., 2018). A alteracdo na dinamica metabdlica pode
afetar dois importantes sistemas biolégicos bastante dependentes da homeostase
energética que sao o sistema imune e o sistema antioxidante. A defesa imunoldgica

€ um processo energeticamente caro. A producdo e maturagdo de células imunes,



bem como a sintese e ativacdo de componentes humorais, tais como proteinas do
sistema imune inato e adquirido sédo processos que utilizam muita energia (Derting e
Compton, 2003; Magnottir, 2006; Gimbo et al., 2015). Por outro lado, o balanco
redox celular é preservado por um sistema antioxidante que mantem o estado
reduzido da entrada constante de energia metabdlica, atuando na reducdo do
estresse oxidativo celular (Genestra, 2007).

Neste estudo, investigamos a associacdo entre 0 sistema imune inato e o
sistema antioxidante/estresse oxidativo e a dinamica metabdlica durante a restricao
alimentar e a realimentagcdo, bem como o uso de um agente antioxidante, o &cido
glutdmico (L-GLU), que pode minimizar possiveis efeitos deletérios do estresse

oxidativo, como forma de se estabelecer manejos preventivos.
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5. Conclusdes

De modo geral, nossos resultados sugerem que houve mobilizacdo de
energia durante as estratégias testadas e os sistemas imune e antioxidante se
ajustaram as mudancas metabdlicas, além de ndo haver prejuizo para o crescimento
dos peixes. As mudancas parecem ser adaptacoes a fim de economizar energia ao
longo de 30 dias, a0 mesmo tempo que outros mecanismos de defesa imunolégica

foram acionados.

e Durante ciclos curto e longo de restricdo alimentar, os peixes perderam peso
corporal e mobilizaram triglicerideos circulantes e os estoques de glicogénio
hepatico, que recuperaram apos realimentacdo. A realimentacdo permitiu processo
compensatorio de crescimento, melhor conversdo alimentar e o intenso uso de

energia nesta fase foi apoiada pela lip6lise muscular.

e O indicador do sistema imune inato, atividade respiratoria dos leucocitos, foi
reduzida apos 15 dias de restricdo total de alimento acompanhando a reducéo da
disponibilidade de energia (glicemia e glicogénio hepatico), mas a protecdo na
mucosa intestinal aumentou, aos 15 e 30 dias, pela migracdo de células de defesa

no tecido.

e As respostas das enzimas do sistema antioxidantes responderam
diferentemente a intensidade e tempo de restricdo alimentar e tecido. A atividade da
SOD diminuiu aos 15 dias, na condicdo de restricio moderada, em ambos o0s
tecidos, enquanto a CAT aumentou no figado aos 15 dias e diminuiu aos 30 dias. A

realimentacao reverteu as alteracées.

e A dieta suplementada com L-GLU melhorou a CA nos peixes que passaram
por restricdo alimentar moderada, apds 30 dias e piorou quando estes passaram a

receber alimento diariamente.

e A dieta suplementada com L-GLU diminuiu o infiltrado leucocitario e o nimero
de células caliciformes apés 15 dias de restricdo moderada, sugerindo menor

necessidade de mobilizacdo de defesa imunolégica.
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