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RESUMO A presente tese aborda os efeitos do jejum e realimentação no 

metabolismo energético, na imunidade inata e no sistema antioxidante do pacu. O 
interesse no tema se deve ao fato de que a produção de peixes vem ganhando 
importância em todo o mundo, com intensificação dos sistemas de produção que 
exigem o aprimoramento das técnicas de criação. Entre essas técnicas, as 
estratégias de alimentação têm sido úteis para aumentar a eficiência no 
desempenho dos animais, menores custos de produção e menor impacto no 
ambiente. Entre as estratégias, a restrição alimentar por diferentes períodos, deve 
ser melhor estudada, por seus resultados promissores para a produção. Por se tratar 
de manejos que envolvem redução na ingestão de alimento e consequente alteração 
no status metabólico do animal, é importante se conhecer melhor a relação entre 
essas alterações e seu impacto no sistema imune e sistema antioxidante, ambos 
sistemas que envolvem mobilização e produção de energia. Com o objetivo de 
explorar essa abordagem, nós avaliamos o efeito de diferentes estratégias 
alimentares, envolvendo restrição alimentar longa (30 dias e 8 dias de 
realimentação) e curta (1 dia de restrição a cada 2 dias de alimentação) nas 
respostas imunes inatas e sistema antioxidante de juvenis de pacu, além de testar o 
efeito do L-glutamato, como possível antioxidante, durante os períodos de 
realimentação. Para isso avaliamos aspectos de mobilização e utilização de 
reservas energéticas pelo perfil de glicose sanguínea, glicogênio hepático, lipídio 
hepático, muscular e visceral, triglicerídeos, colesterol e glicerol sanguíneos; a 
estrutura do epitélio intestinal (células caliciformes, altura das vilosidades e 
infiltração de leucócitos); quantificação do perfil da lisozima sérica e atividade 
respiratória dos leucócitos; atividade das enzimas superóxido dismutase, catalase, 
glutationa S-transferase hepáticas e intestinais. Além dos indicadores bioquímicos, 
avaliamos aspectos zootécnicos como crescimento e aproveitamento do alimento. 
Os resultados, apresentados no capítulo 2 desta tese, nos permitem concluir que 
ciclos curto e longo de restrição alimentar apresentam mudanças em respostas 
metabólicas, imunológicas, enzimas do sistema antioxidante, histológico e 
crescimento, e após realimentação houve reversão dessas alterações. 

Palavras-chave: dano oxidativo, metabolismo, restrição alimentar, sistema 
antioxidante, imunidade.  
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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 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

1. Introdução e justificativa

A aquicultura é a atividade agropecuária que mais cresce no Brasil e no 

mundo, responsável pela produção de importante fonte de proteínas para o 

consumo humano. Avanços tecnológicos recentes têm contribuído para superar 

gargalos da cadeia de produção de cultivo de peixes no Brasil, elevando a produção, 

estimada para 3,7 milhões de toneladas em 2025 (FAO, 2016). A produção de 

peixes de cultivo no Brasil, em 2018, totalizou 722.560 toneladas com crescimento 

de 4,5% em relação ao ano anterior (Anuário Peixe BR, 2019). 

A disponibilidade de recursos hídricos, clima favorável, e a crescente 

demanda por pescado no mercado interno têm contribuído para alavancar a 

atividade no Brasil (Crepaldi et al., 2007). Contudo, essa elevada produção de peixe 

aumenta os problemas relacionados à criação intensiva (Urbinati e Carneiro, 2004). 

A produção intensiva pode trazer prejuízos aos peixes devido às práticas de 

manejo adotadas. Por isso, estabelecer estratégias adequadas de manejo alimentar, 

com o uso de ciclos de jejum e realimentação, pode trazer algumas vantagens, entre 

elas, estimular o crescimento compensatório, reduzir custos de produção e efeitos 

negativos no meio ambiente, além de melhorar a eficácia da produção (Xiao et al., 

2013; Urbinati et al., 2014).  

O pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) é um modelo biológico de 

interesse econômico e alvo de vários estudos (Urbinati et al., 2013), de 

comportamento alimentar onívoro, fato que lhe confere alta tolerância a carboidratos 

na dieta (Takahashi et al., 2018). Além disso, estudos têm mostrado que o pacu é 

um peixe que responde bem ao manejo alimentar que inclui restrição e 

realimentação (Souza et al., 2000; Souza et al., 2003; Takahashi et al., 2010; Gimbo 

et al., 2015; Favero et al., 2018).  

Durante a restrição alimentar, o organismo do peixe aciona mecanismos de 

conservação e mobilização de energia para preservar as funções vitais (Souza et al., 

2000; Favero et al., 2018; Li et al., 2018). A alteração na dinâmica metabólica pode 

afetar dois importantes sistemas biológicos bastante dependentes da homeostase 

energética que são o sistema imune e o sistema antioxidante. A defesa imunológica 

é um processo energeticamente caro. A produção e maturação de células imunes, 
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bem como a síntese e ativação de componentes humorais, tais como proteínas do 

sistema imune inato e adquirido são processos que utilizam muita energia (Derting e 

Compton, 2003; Magnottir, 2006; Gimbo et al., 2015). Por outro lado, o balanço 

redox celular é preservado por um sistema antioxidante que mantem o estado 

reduzido da entrada constante de energia metabólica, atuando na redução do 

estresse oxidativo celular (Genestra, 2007). 

Neste estudo, investigamos a associação entre o sistema imune inato e o 

sistema antioxidante/estresse oxidativo e a dinâmica metabólica durante a restrição 

alimentar e a realimentação, bem como o uso de um agente antioxidante, o ácido 

glutâmico (L-GLU), que pode minimizar possíveis efeitos deletérios do estresse 

oxidativo, como forma de se estabelecer manejos preventivos.   

2. Revisão de literatura

2.1 Restrição alimentar/realimentação em peixes 

Muitas são as estratégias utilizadas na piscicultura para otimizar a produção, 

entre elas o manejo alimentar que utiliza restrição na oferta do alimento. Ao longo do 

período de privação alimentar, há regulação das vias metabólicas dos peixes, sendo 

o estoque energético proveniente do alimento utilizado como fonte de energia para

sua sobrevivência (Morales et al., 2004). Os animais, incluindo os peixes, tem a 

capacidade de enfrentar, na natureza, períodos longos de escassez de alimentação 

(McCue, 2012, Staples, 2016).  

Na literatura são descritas diferentes estratégias alimentares que envolvem 

alimentação diária contínua e períodos curtos e períodos longos de restrição 

seguidos de períodos também variáveis de realimentação (Rueda et al., 1998; 

Souza et al., 2000; Souza et al., 2003; Takahashi et al., 2010; Gimbo et al., 2015; 

Favero et al., 2018). Os estudos mostram que estas estratégias podem aumentar a 

eficiência do aproveitamento do alimento e promove crescimento compensatório, 

aspectos que diminuem o custo de produção e reduzem a presença de resíduos 

metabólicos e de ração no ambiente (Turano et al., 2008; Takahashi et al., 2010; 

Urbinati et al., 2014; Favero et al., 2018).  



3 

2.1.1 Desempenho zootécnico na restrição alimentar 

Os dados de desempenho zootécnico dos peixes são informações relevantes 

para o desenvolvimento e adequação de novos métodos para viabilizar a melhoria 

da produção no setor aquícola. Uma estratégia de manejo que tem mostrado 

resultados satisfatórios é o manejo alimentar que inclui a aplicação de ciclos de 

jejum e realimentação. Uma das vantagens desta estratégia é o crescimento 

compensatório dos animais (Xiao et al., 2013; Urbinati et al., 2014), que se 

aproveitam de mecanismos bioquímicos compensatórios para aumentar a ingestão 

(hiperfagia) e melhor aproveitar o alimento ingerido, mecanismos estes que 

sustentam o crescimento compensatório (Won e Borski, 2013; Urbinati et al., 2014). 

O ganho compensatório é caracterizado pela recuperação rápida de peso através do 

fornecimento de alimentos na realimentação, sustentado pela velocidade de 

recuperação do perfil metabólico (Morales et al., 2004). 

O crescimento compensatório pode ser dividido em diferentes graus de 

compensação, assim: 1 - Sobre-compensação:  animais em restrição alimentar 

atingem tamanho maior, no mesmo período que animais alimentados 

continuamente; 2 - Compensação total: animais em restrição alimentar atingem no 

mesmo período, o mesmo tamanho dos animais alimentados continuamente. 3 - 

Compensação parcial: após a restrição alimentar, os animas não atingem o mesmo 

tamanho que animais alimentados continuamente, embora apresentem alta taxa de 

crescimento, podendo apresentar melhora na conversão alimentar durante o período 

de realimentação; 4 - Não compensação: ausência de respostas compensatórias 

durante a realimentação em animais submetidos a restrição alimentar (Ali et al., 

2003). 

A utilização de estratégias de alimentação com jejum e realimentação é uma 

forma de explorar a capacidade natural de recuperação metabólica, crescimento dos 

animais e, ao mesmo tempo reduzir custo de produção e eliminação dos resíduos da 

alimentação (Souza et al., 2003). Muitos estudos avaliaram o uso de estratégias de 

restrição alimentar e realimentação em peixes, entretanto os resultados são muito 

variáveis e dependem de vários fatores, como espécie, condições climáticas, época 

do ano e extensão dos períodos de restrição e de realimentação, entre outros. 
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Takahashi et al. (2010) não observaram crescimento compensatório total em 

pacu submetidos a estratégias alimentares de ciclos curtos (3 dias de privação 

alimentar seguidos de 3 dias de realimentação), embora Favero et al. (2018) tenham 

relatado maior ganho de peso e taxa de conversão alimentar em apenas 5 dias de 

realimentação, em pacu sem alimentos por 30 dias. Em matrinxã (Brycon 

amazonicus), houve crescimento total após ciclos curtos de restrição/realimentação 

(jejum de 2 dias e realimentação de 3 ou 4 dias) (Urbinati et al., 2014). Estudando 

Umbrina cirrosa, Hidalgo et al. (2017) observaram que ciclo de 30 dias de jejum 

seguidos de 30 dias de realimentação promoveu crescimento compensatório. 

Utilizando diferentes estratégias alimentares (7 dias de jejum e 21 dias de 

realimentação; 14 dias de jejum e 21 dias de realimentação), Gune et al. (2018) 

também observaram crescimento compensatório completo em Acipenser stellatus.  

2.1.2. Metabolismo energético em peixes 

Os efeitos da restrição alimentar são bastante variáveis e dependem da 

espécie de peixe, fase da vida, temperatura e fotoperíodo, época do ano e estratégia 

experimental (Furné et al., 2012; Glencross e Bermudes, 2011; Biswas et al., 2002; 

Jørgensen et al., 2013; Reigh et al., 2006), mas, em todas as condições, o desafio 

dos peixes durante situações de baixa disponibilidade de alimentos é manter as 

funções fisiológicas, modulando a mobilização das reservas metabólicas (Navarro; 

Gutiérrez, 1995; Bar, 2014; Li et. al., 2018).  

As reservas energéticas, como glicogênio, lipídios e proteínas, representam a 

chave da sobrevivência em condições de baixo consumo energético ou jejum 

completo (Secor e Carey, 2016). O primeiro substrato utilizado na maioria das 

espécies de peixes é o glicogênio, seguido da mobilização da reserva lipídica no 

fígado e/ou músculo, como relatado em Piaractus mesopotamicus (Souza et al., 

2003; Favero et al., 2018), Rhamdia quelen (Barcellos et al., 2010), Prochilodus 

lineatus (Rios et al., 2011), Oncorhynchus mykiss (Furné et al., 2012), Acipenser 

baerii (Ashouri et al., 2013), Carassius auratus gibelio (Li et al., 2018) e Labeo rohita 

(Dar et al., 2018). A glicogenólise, por meio da enzima glicose-6-fosfatase, ajuda a 

manter a homeostase da glicose no sangue durante os primeiros estágios do jejum 

(Furné et al., 2012; Nelson; Cox, 2014), da mesma forma que a gliconeogênese, 
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utilizando lactato, glicerol ou alguns aminoácidos como substrato (Polakof et al., 

2012).  

A glicose sanguínea é normalmente a variável fisiológica mais utilizada para 

determinar a dinâmica energética em animais que passam por privação de alimentos 

(McCue, 2010). Entretanto, as concentrações de glicose podem não apresentar 

alterações, dependendo de vários fatores. Estudos com diferentes peixes não 

relataram alterações das concentrações de glicose durante restrição alimentar 

(Barcellos et al., 2010; Yarmohammadi et al., 2012; Kim et al., 2014). Já Favero et 

al. (2018) observaram em pacu, redução de glicose no plasma após 15 dias de 

restrição alimentar e elevação a níveis superiores aos do grupo controle após 5 dias 

de realimentação. Em Hoplosternum littorale, privação alimentar de 7 e 28 dias 

reduziu os níveis plasmáticos de glicose, além de reduzir proteína no fígado e 

glicogênio no músculo (Rossi et al., 2015). 

Os lipídios representam a principal fonte de energia metabólica para os peixes 

(Sheridan, 1994; Tocher, 2003). O tecido adiposo tem a função de armazenar 

energia, na forma de triglicerídeos em seu citoplasma, quando a ingestão de 

substratos energéticos é maior que o gasto (lipogênese), e liberar energia na forma 

de ácidos graxos durante o jejum (lipólise) (Fonseca-Alaniz et al., 2007). Em peixes, 

os estoques de lipídio são encontrados no mesentério, fígado e músculos (Sheridan, 

1994). A gordura mesentérica mostrou-se uma importante fonte de energia em pacu 

em condições de restrição alimentar por longo período (Souza et al., 2000) e seus 

níveis foram reduzidos, no mesmo peixe, durante privação de alimento por períodos 

mais curtos (Takahashi et al., 2010; Fávero et al., 2018). Intensa lipólise no fígado, 

músculos e vísceras foi observada em peixes submetidos a restrição alimentar, junto 

com aumento das concentrações de ácidos graxos livres (Takahashi et al., 2010; 

Pérez-Jiménez et al., 2012; Urbinati et al., 2014) e glicerol (Gimbo et al., 2015), 

ambos produtos de lipólise. Redução dos níveis plasmáticos de triglicerídeos, após 

privação alimentar de 7 dias, foi descrito em Hoplosternum littorale (Rossi et al., 

2015) enquanto, aos 28 dias, houve redução dos triglicerídeos e colesterol no 

sangue dos peixes. Em pacu, Favero et al. (2018) observaram redução dos níveis 

plasmáticos de triglicerídeos, após 15 dias de restrição alimentar.  
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A proteína muscular é a última reserva mobilizada (Navarro e Gutierez, 1995). 

Diferentemente, algumas espécies tentam preservar os estoques de glicogênio no 

fígado, mobilizando a proteína para gliconeogênese e os lipídios como substratos 

energéticos (Sheridan e Mommsen, 1991). Assim, a dinâmica metabólica de 

carboidratos, lipídios e proteínas é indicador da homeostase energética nos peixes. 

2.1.3. Restrição alimentar e estrutura do epitélio intestinal de peixes 

A parede intestinal dos peixes apresenta quatro camadas: mucosa, 

submucosa, muscular e serosa (Genten et al., 2009). Os peixes possuem uma 

monocamada de células epiteliais cilíndricas, na qual a submucosa é constituída de 

um tecido conjuntivo que sustenta a mucosa, e logo abaixo a muscular tendo uma 

camada circular interna e longitudinal responsável pelo movimento peristáltico; e a 

serosa, formada pelo tecido conjuntivo e epitelial (Honorato et al., 2011). 

Em peixes, o mecanismo de transporte de macromoléculas pode manter-se 

funcional até a vida adulta, no entanto pode variar de acordo com cada espécie e no 

decorrer da fase da vida (Stroband e Van Der Veen, 1981).  No epitélio intestinal de 

peixes, encontram-se os enterócitos (Wilson e Castro, 2011), que são células 

cilíndricas de revestimento, que participam do processo absortivo (Galjaard et al., 

1970). Na região apical, entre os enterócitos encontram-se as células caliciformes 

(Barbieri e Hernández-Blazquez, 2008), que têm o papel de produzir muco para 

proteger e lubrificar o revestimento intestinal (Deplancke e Gaskins, 2001). Este 

muco é composto por mucinas ácidas ou neutras (Díaz et al., 2008). A mucina ácida 

tem a capacidade de proteger contra patógenos e também como barreira física 

(Arellano et al., 2001). Já as mucinas neutras encontram-se no estômago e no 

intestino preservando o epitélio contra agentes infecciosos (Banan Khojasteh et al., 

2009).  

Alguns estudos têm demonstrado que o jejum causa mudanças histológicas e 

morfológicas na mucosa intestinal dos peixes, como em Acipenser transmontanus 

em que houve diminuição da altura da dobra intestinal (Domeneghini et al., 2002); 

em Hyphessobrycon luetkenii com alterações nos enterócitos e diminuição da altura 

intestinal (Gaucher et al., 2012); e em Silurus meridionalis com danos na superfície 

das microvilosidades (Zeng et al., 2012). Gaucher et al. (2012) observaram alteração 
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no número das células caliciformes em peixes submetidos a restrição alimentar, ou 

seja, aumento em Hyphessobrycon luetkenii e redução em Silurus meridionalis. No 

pacu, Castilho (2016) demonstrou, para esta mesma variável, diminuição conforme o 

período de jejum, dados encontrados também por Zeng et al. (2012), demonstrando 

que o jejum afeta a densidade das células. 

A flexibilidade digestiva é um fenômeno entre os animais que apoia a ideia de 

que o tamanho do intestino é ajustado às demandas nutricionais (Starck, 1999; 

Karasov et al., 2011). As vilosidades intestinais são revestidas por epitélio simples 

colunar formado por enterócitos, cuja integridade e tamanho possibilitam maior 

absorção dos nutrientes (Junqueira e Carneiro, 2005). A manutenção da integridade 

epitelial promove proteção e aumento no comprimento das vilosidades o que pode 

ser relacionado com melhor capacidade de absorção e aproveitamento dos 

nutrientes. Gaucher et al. (2012) observaram redução na altura das vilosidades em 

Hyphessobrycon luetkenii, resultado semelhante ao descrito em pacu (Castilho, 

2016), após ciclos alternados e longos de restrição alimentar. 

Outra função importante da mucosa intestinal é servir de barreira imunológica. 

O intestino não é apenas um orgão de digestão e absorção, mas tem também papel 

imunológico, na defesa a agressões do meio externo (Guarner, 2006). A migração 

de leucócitos para a mucosa intestinal (infiltrado leucocitário) é um componente 

importante do sistema imune inato que integra o tecido linfoide associado ao 

intestino (GALT) (Picchietti et al., 2007). Em peixes, a estrutura do infiltrado não é 

organizada, apresenta distribuição difusa sem nódulo linfoide, estruturada por 

linfócitos intraepiteliais, macrófagos, eosinófilos e neutrófilos (Cerezuela et al., 

2012). A migração de células imunes do sangue por meio do endotélio vascular para 

a matriz extracelular dos tecidos é um fato comum no surgimento de inflamações 

(Cid, 1996). Em vista disso, o infiltrado tecidual por leucócitos depende de interações 

dinâmicas, que requerem regulação entre leucócitos, células endoteliais e um 

complexo de receptores na região da matriz extracelular (Butcher et al., 1996). 

O perfil do infiltrado leucocitário em peixes submetidos a estratégias 

alimentares de restrição/realimentação é ainda pouco conhecido. Castilho (2016) 

observou, em pacus submetidos a estratégias alimentares de ciclos curtos de jejum 

(6 dias de alimentação e 1 dia de jejum; alimentação por 2 dias e 1 dia de jejum), 
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diminuição de infiltrado leucocitário em ambos os tratamentos, quando comparados 

ao grupo controle. Assim, a presença de leucócitos e macrófagos, presentes entre 

as células epiteliais do intestino, é considerada como um sinal de que o segmento 

intestinal tem importância imunológica (Rombout et al., 2011). 

2.1.4. Restrição alimentar e sistema imunológico em peixes 

O sistema imunológico é composto por componentes celulares e humorais, 

usados para defender o organismo de uma ampla variedade de agentes, desde 

vírus, bactérias, parasitas e células tumorais (Rauta et al., 2012; Biller-Takahashi e 

Urbinati, 2014; Urbinati et al., 2020). 

Assim como nos demais vertebrados, o sistema imunológico dos peixes é 

dividido em sistema imune inato e sistema imune adaptativo ou de memória. A 

resposta imune inata é composta por fatores físicos, celulares e humorais incluindo 

moléculas receptoras celulares que são solúveis no plasma e em outros fluidos 

corporais (Uribe et al., 2011; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014; Urbinati et al., 2020), 

e é tida como a primeira barreira que protege o organismo contra agressões 

externas. Ela é ativada pela detecção de agentes infecciosos por meio de receptores 

de reconhecimento de patógenos (PRRs), que interagem com estruturas presentes 

no patógeno denominado “padrão moleculares associados aos patógenos” (PAMPs) 

(Palm e Medzhitov, 2009; Boltaña et al., 2011). Os PRRs reconhecem o patógeno 

diretamente, por PRRs de transmembrana ou citoplasmáticos, e, indiretamente, 

através do reconhecimento de patógenos opsonizados (Calich et al., 2008). A 

relação PAMPs e PRRs desencadeia sinalização intracelular, facilitando a 

internalização e fagocitose dos patógenos, que resulta em morte destes agentes 

(Calich et al., 2008; Kum e Sekkin, 2011).  

A superfície do corpo dos peixes apresenta barreiras físicas, como a pele e o 

muco, que contém lectinas, lisozimas, proteínas do sistema complemento, peptídeos 

antibacterianos e imunoglobulinas, que têm um papel importante na inibição da 

entrada de patógenos (Boshra et al., 2006; Saurabh e Sahoo, 2008; Rauta et al., 

2012). Se a barreira física não for suficiente para impedir o agente invasor, ocorre a 

ativação do sistema imune inato, celular e humoral. Os componentes celulares do 

sistema imune inato são células de defesa ou fagócitos (macrófagos, monócitos, 
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granulocitos e células “natural killers”), responsáveis pelo reconhecimento, 

fagocitose e destruição do patógeno, inicialmente por meio da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), durante a respiração celular ativada pelo micro-

organismos, que atuam como bactericidas (Secombes, 1996). Ao mesmo tempo, o 

sistema imune inato age através de componentes solúveis nos líquidos corporais. 

Este mecanismo do sistema inato inclui a produção de compostos antibacterianos, 

proteínas de fase aguda da inflamação, proteínas do sistema complemento da via 

alternativa e citocinas (Ellis, 1999 e 2001; Tort et al. 2003; Uribe et al., 2011). 

O sistema complemento é constituído por um conjunto de 35 proteínas 

séricas e de membrana, que participam das respostas imunológicas inata e 

adquirida (Carroll, 2004; Urbinati et al., 2020). Em peixes, assim como nos 

vertebrados em geral, o sistema complemento pode ser ativado de três maneiras: 

pela via clássica desencadeada pela ligação de anticorpos à superfície celular 

(Holland e Lambris, 2002), a via alternativa ativada diretamente por 

microorganismos, e a via das lectinas, ativada pela ligação de um complexo proteico 

de manose/lectina as células bacterianas (Sakai, 1992). 

A lisozima é uma enzima bacteriolítica distribuída por todo organismo, sendo 

uma das respostas inatas mais estudadas (Saurabh e Sahoo, 2008). A lisozima está 

presente no soro, secreções, mucosas e tecidos ricos em leucócitos, principalmente 

nos rins e intestino (Grinde et al., 1988). Produzida por leucócitos, principalmente 

neutrófilos e monócitos (Murray e Fletcher, 1976), esta enzima atua na digestão de 

carboidratos presentes (peptidoglicano) na parede bacteriana, mecanismo de 

opsonização e atividade antiviral (Ellis, 1999 e 2001; Magnadottir, 2006; Saurabh e 

Sahoo, 2008).  

  As células de defesa representadas por fagócitos, neutrófilos e macrófagos 

são muito importantes devido às suas grandes quantidades de enzimas em 

lisossomos e espécies reativas de oxigênio produzidas durante a fagocitose 

(Magnadottir et al., 2011). Além disso, neutrófilos e macrófagos são capazes de 

produzir ânions superóxidos, atuando como bactericida extracelular que por meio da 

“explosão oxidativa” (do inglês, oxidative burst), formam compostos reativos 

derivados do oxigênio (Secombes, 1996, Biller-Takahashi et al., 2015; Biller e 

Takahashi, 2018). No “burst” oxidativo ocorre a redução de O2
- em H2O2, e 
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posteriormente liberação de radicais OH-, H2O e cloraminas, cuja função é agir na 

destruição de agentes infecciosos (Biller e Takahashi, 2018). 

O funcionamento do sistema imune, tanto na ativação da fagocitose como na 

síntese das inúmeras proteínas que o compõem, exige uma intensa mobilização de 

energia. Assim, é necessário conhecer se a aplicação de ciclos de restrição 

alimentar pode afetar a homeostase do sistema imune dos peixes, visto que durante 

a restrição ocorre intensa mobilização de energia para manutenção dos sistemas 

biológicos, e desta forma deixar os peixes suscetíveis a desafios do meio aquático. 

Os dados disponíveis na literatura são ainda conflitantes. Caruso e Sheridan 

(2011) submeteram robalo (Dicentrarchus labrax) e dourada (Pagellus bogaraveo) a 

jejum de 31 dias, e observaram maior atividade da lisozima no robalo. Neste mesmo 

estudo, a atividade respiratória de leucócitos diminuiu nos peixes sob restrição em 

ambos os peixes. Em Paralichthys olivaceus, as concentrações plasmáticas de 

lisozima aumentaram depois de 21 dias de privação de alimento (Kim et al., 2014) e 

os autores do estudo afirmaram que o jejum a curto prazo consiste em um reajuste 

do metabolismo, e não de uma ativação de uma resposta de estresse e alarme. 

A capacidade de adaptação fisiológica ao jejum para manter funções vitais 

durante esse período foi relatada por Gimbo et al. (2015) que mostraram que pacus 

(Piaractus mesopotamicus), mesmo em balanço energético negativo, após 30 dias 

de jejum, foram capazes de acionar respostas imunes inatas após uma infecção 

bacteriana experimental. Estes autores observaram que a atividade respiratória de 

leucócitos foi menor em peixes sob restrição alimentar, aumentando logo após 

inoculação bacteriana, quando comparados com peixes continuamente alimentados, 

e entre os peixes sob privação, a concentração sérica de lisozima não mudou ao 

longo de todo o experimento. 

2.1.5. Restrição alimentar e a interação com o sistema antioxidante em peixes 

É conhecido que os peixes têm a capacidade de resistir a longos períodos de 

jejum, ocorrência que faz parte de seu ciclo de vida (Miller et al., 2009) e a restrição 

alimentar já é uma forma de manejo alimentar que pode ser útil nos sistemas 

produtivos (Furné et al., 2012). A privação de alimentos, se aplicada de forma 

inadequada, sem respeitar os limites bioquímicos do organismo, pode afetar o 
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crescimento, desenvolvimento, criação e sobrevivência dos peixes (Furné et al., 

2009; Bayir et al., 2011), processos altamente dependentes de energia para seu 

funcionamento, mas se se ajustarem às características biológicas dos peixes, ela 

pode ser uma ferramenta de importância na otimização do desempenho zootécnico, 

na redução de custo da atividade de criação e na redução de impactos que a 

atividade pode ter no ambiente.  

Considerando que durante a restrição alimentar e a realimentação, a dinâmica 

metabólica do organismo passa por alterações profundas em relação à produção de 

energia, é possível que os mecanismos de oxirredução na cadeia fosforilativa 

mitocondrial sejam afetados por essas estratégias alimentares. Pouco se sabe sobre 

a associação de restrição alimentar com estresse oxidativo em peixes, bem como o 

uso de dietas suplementadas com antioxidantes. 

A produção de espécies reativas de oxigênio é um processo natural do 

metabolismo aeróbico, como ocorre em mitocôndrias, membranas e citoplasma 

(Sies, 1997; Biller e Takahashi, 2018). A mitocôndria é responsável pela maior parte 

de geração de radicais livres, por meio da cadeia transportadora de elétrons, durante 

a geração de energia proveniente da glicose e do oxigênio (Gutierrez et al., 2006; 

Genestra, 2007). Em nível celular, a resposta metabólica de produção de energia 

está ligada a reações de oxirredução que ocorrem na cadeia fosforilativa 

mitocondrial, durante a respiração celular, que resultam na formação de diferentes 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio (EROs). Em condições normais, o 

organismo apresenta mecanismos de defesa antioxidante para controlar os níveis 

intracelulares de EROs e impedir os danos celulares (Sies, 1993). O estresse 

oxidativo se dá pela produção elevada de EROs, que supera a capacidade 

antioxidante celular (Schieber et al., 2014). As espécies reativas de oxigênio são o 

ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e o radical hidroxil (Halliwell e Gutteridge, 

1999), radicais livres e/ou derivados de oxigênio gerados como produtos do 

metabolismo oxidativo em condições fisiológicas (Winston e Di Giulio, 1991; Matés, 

2000). As EROs destroem biomoléculas, como proteínas, carboidratos, DNA e 

lipídios, causando peroxidação lipídica da membrana (Aschbacher et al., 2013; Biller 

e Takahashi, 2018) e estão associadas a patologias como aterosclerose, diabetes, 
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obesidade, transtornos neurodegenerativos e câncer (Green et al., 2004; Burneiko et 

al., 2006), além de doenças degenerativas associadas ao envelhecimento. 

Para a proteção das células contra danos causados pelos radicais livres em 

excesso (HO• e O2•-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), o organismo desenvolveu um 

mecanismo de defesa para remoção/neutralização das EROs (Yang e Lee, 2015), 

que inclui diferentes enzimas antioxidantes que agem de maneira coordenada para 

garantir a proteção ideal contra o estresse oxidativo (Lushchak, 2011; Yang et al., 

2019).  

O sistema antioxidante tem dois componentes: enzimático e não enzimático. 

O sistema de defesa enzimático é o primeiro a agir contra as EROs, e inclui um 

conjunto de enzimas endógenas - a Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), 

Glutationa peroxidase (GPx) e GST – (glutationa s-transferase), que são indicadores 

dos processos de oxidação/redução (Barbosa et al., 2010; Yang e Lee, 2015; 

Ighodaro e Akinloye, 2018) e atuam para anular o excesso de EROS (Jeevitha et al., 

2014; Halliwell e Gutteridge, 2007). O sistema de defesa antioxidante também inclui 

antioxidantes não-enzimáticos, com baixo peso molecular, como a glutationa 

reduzida (GSH), ácido ascórbico (vitamina C) e antioxidantes lipossolúveis como o 

β-caroteno (vitamina B) e o α-tocoferol (vitamina E) (Kling e Olsson, 2000).  

A superóxido dismutase (SOD) é uma enzima que possibilita que duas 

moléculas de O2•- se dismutem para a formação de peróxido de hidrogênio (H2O2): 

2O2•- + 2H+ 
O2 + H2O2 (Antunes-Neto, 2005). Contudo, o H2O2 tem propriedade de 

permeabilização de membrana podendo unir-se com um elétron derivado de metais 

de transição como o Fe2+ ou Cu+, o que possibilita a formação da radical hidroxila 

(HO•), um dos radicais mais reativos (Jenkins et al., 1993).  

A catalase (CAT) tem a função biológica de decompor o H2O2 para formação 

de água e oxigênio (Oliveira e Schoffen, 2010; Vasylkiv et al., 2011). É encontrada 

em peroxissomas e em baixa concentração nas mitocôndrias (Halliwell et al., 1989), 

sangue, medula óssea, mucosas, rim, fígado (Mayes et al., 1990), eritrócitos e baço 

(Oliveira e Schoffen, 2010). Sua atividade é dependente de NADPH (Eaton et al., 

1991). A catalase evita danos causados pelo peróxido de hidrogênio e o acúmulo de 

metahemoglobina (Vasylkiv et al., 2011).  
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A enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a redução do H2O2 em H2O 

por meio da conversão da GSH (glutatiosa reduzida) a GSSG (glutationa oxidada) 

(Oliveira e Schoffen, 2010):  H2O2 + 2GSH +GSSG + 2H2O (Antunes-Neto, 2005). 

Tem alta atividade no fígado, moderada no coração, pulmão e cérebro, e baixa nos 

músculos (Halliwell e Gutteridge, 1989).  

Entre as enzimas detoxificantes estudadas em diferentes organismos está a 

glutationa S-transferase (GST), pertencente a uma família multifuncional de enzimas 

que catalisam a conjugação da molécula de glutationa a várias outras moléculas, e 

possuem um papel fundamental em mecanismos de detoxificação intracelular de 

compostos endo e xenobióticos (CHELVANAYAGAM et al., 2001). Além disso a GST 

é um grupo de enzimas que apresentam elevada especificidade pela glutationa 

reduzida (GSH) e funciona como um segundo substrato (Torres et al., 2004). 

Produtos reativos de processos intracelulares, como na peroxidação de lipídios, 

atuam como substratos para a GST. São encontradas com elevada atividade no 

intestino, pulmão e fígado; este último um tecido com grande fração das proteínas 

hepáticas solúveis em peixes (Torres et al., 2004). Dessa forma, através de ligações 

covalentes com os compostos tóxicos, a GST reduz a capacidade desses 

compostos se ligarem a macromoléculas celulares, como o DNA (Stegeman et al., 

1992). Portanto, como a GST é uma enzima dependente da GSH, alterações nas 

concentrações de GSH também podem influenciar na redução da atividade de GST 

(López-López et al., 2011). 

A glutationa reduzida (GSH) é o antioxidante celular não enzimático mais 

abundante, e está envolvida na proteção de células contra mecanismos ativos de 

desintoxicação (Van Der Oost et al., 2003, Jiang et al., 2015). A GSH é uma 

flavoproteína dependente do NADPH, e, portanto, dependente da via das pentoses 

(Antunes-Neto, 2005). Sob condições de redução da produção de NADPH, como no 

jejum e na deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), há prejuízo na 

atuação da GSH (Shan et al., 1990). 

A catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) interagem para diminuir o 

acúmulo de H2O2 que, apesar de não ser um radical livre, é igualmente reativo e 

capaz de proporcionar danos latentes. O excesso do H2O2 permite, a partir das 

reações de Fenton e Haber-Weiss, a produção da radical hidroxila (OH•), na qual 
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não existe defesa enzimática. A GPx reduz o H2O2 à água, contudo o faz à custa da 

conversão da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), sendo que a GSSG 

proporciona ação oxidante decorrente da ligação dissulfeto que existe em sua 

estrutura. Desse modo, a ação da glutationa redutase (GRd) é fundamental e 

responsável pela recomposição da glutationa reduzida (GSH), enquanto a glutationa 

S-transferase é responsável por reduzir os compostos tóxicos, produzidos por meio

de processos intracelulares (Rover et al., 2001). Dessa forma, a manutenção da 

integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilíbrio entre 

os sistemas de defesa enzimáticos é fundamental para garantir a funcionalidade de 

todas as enzimas.  

A Figura 1 mostra as vias nas quais atuam as enzimas antioxidantes 
descritas. 

Figura 1. Integração do sistema de defesa antioxidante enzimático. Adaptado de 

Storey, 2004. 
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2.1.6. Restrição e sistema antioxidante em peixes 

O funcionamento do sistema antioxidante durante estratégias de restrição 

alimentar seguido de realimentação em peixes é ainda pouco explorado. Efeitos da 

restrição alimentar podem estar ligados à produção de EROs, conhecidas por causar 

estresse oxidativo (Robinson et al.,1997). Estudo com truta marrom (Salmo trutta) 

mostrou que o jejum induziu economia de energia no fígado, às custas de aumento 

da produção mitocondrial de H2O2, uma ERO muito importante e sugeriu a 

possibilidade de um mecanismo de equilíbrio entre benefícios energéticos agudos do 

jejum com potenciais custos a longo prazo (Salin et al., 2018).  

Os estudos disponíveis mostram diferenças nas respostas do sistema 

antioxidante ao jejum, mas eles diferem em relação à estratégia experimental, à 

extensão do período de jejum e realimentação e a espécie. Estudo com truta 

marrom (Salmo trutta) mostrou que a SOD, CAT, GPx no fígado aumentaram 

durante 49 dias de privação alimentar total ou parcial (0; 0,5 e 1% do peso corporal), 

porém a GST diminuiu, e após a realimentação de 21 dias seus níveis retornaram a 

valores basais, enquanto SOD e GPx não se recuperaram (Bayir et al., 2011). Tanto 

o jejum parcial como o total induziram o estresse oxidativo, aumento da atividade de

enzimas antioxidantes e da concentração de malondialdeído, subproduto do 

estresse oxidativo, nos tecidos hepático e branquiais. Estudo com Hoplosternum 

littorale mostrou que após 28 dias de jejum houve danos nas enzimas antioxidantes 

(GST, GR, GPx e CAT) (Rossi et al., 2015), enquanto em Dentex dentex, jejum de 5 

semanas ativou a SOD, CAT e GPX e reduziu a atividade da GR em 53% em 

comparação com a condição controle. Em outro estudo, Karataş (2018) observou, 

em Oncorhynchus mykiss, após 8 dias de jejum, redução na atividade das enzimas 

CAT e GPx. Já, Varju et al. (2018) observaram em Sander lucioperca L., após 42 

dias de privação alimentar, atividade mais baixa de GSH e GPx no fígado, sugerindo 

prejuízo do sistema da glutationa a longo prazo e consequentemente aumento de 

peroxidação lipídica. Recentemente, Yang et al. (2019) observaram em Acipenser 

dabryanus, após período de 4 e 8 semanas de restrição alimentar, aumento da 

atividade da SOD e GPx no soro e fígado e redução da atividade da CAT e 

sugeriram que os peixes alteraram as defesas antioxidantes para lidar com o 

estresse oxidativo induzido pela restrição. 
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Embora a literatura nos forneça algumas informações sobre a utilização de 

estratégias alimentares de jejum/realimentação e o sistema antioxidante, os dados 

ainda são insuficientes, permitindo a formulação de hipóteses, visando um melhor 

entendimento dos mecanismos envolvidos de modo a se estabelecer estratégias 

para manejos adequados e produção mais eficiente no setor aquícola. 

2.2. L-Glutamato 

Embora o organismo tenha um sistema antioxidante natural para se proteger, 

é cada vez mais comum o uso de antioxidantes exógenos como fontes terapêuticas, 

por exemplo, fármacos com capacidade de limitar a propagação das reações em 

cadeia e lesões provenientes dos radicais livres (Magwere, 2006). Sementes 

oleaginosas, ervas e frutas também são antioxidantes exógenos que por sua vez 

não são produzidos pelo corpo (Osawa, 1995), mas que podem ser adquiridos por 

uma dieta. É o caso da vitamina E, carotenoides (Schull et al., 2016), além do ácido 

glutâmico (L-GLU), objeto deste estudo. É possível, ainda, que, em manejo alimentar 

utilizando restrição alimentar, a dieta oferecida durante a realimentação possa ser 

suplementada com nutriente com capacidade antioxidante possa ser uma 

ferramenta de melhoria das respostas do peixe. 

Os aminoácidos são classificados como essenciais e não essenciais 

(Andersen et al., 2016). O L-glutamato ou ácido glutâmico (L-GLU) é um aminoácido 

não essencial encontrado em proteínas de origem animal e vegetal (Haynes et al., 

2009; Li et al., 2011), metabolicamente versátil (Brosnan, 2000) e que afeta a 

oxidação da nicotinamida adenina dinucleotideo hidreto (NADH) (Minarik et al., 

2002).  Atua como facilitador na síntese e na degradação de aminoácidos; modula a 

desintoxicação da amônia em uréia pela concentração intra-hepática; e a oxidação 

do glutamato media a secreção de insulina estimulada por aminoácidos (Kelly e 

Stanley, 2001). Além disso, a descarboxilase do ácido glutâmico é responsável pela 

conversão do glutamato em GABA, um importante neurotransmissor inibidor (Scriver 

e Gibson, 1995; Kelly e Stanley, 2001; Li et al., 2009). O glutamato apresenta 

propriedades funcionais no metabolismo de peixes (Andersen et al., 2016) e está 

envolvido na regulação da glicólise (Li et al., 2007), podendo prejudicar durante o 

armazenamento de glicogênio (DiMauro e Tsujino, 1994).  
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O glutamato desempenha papel variável no metabolismo e função dos 

leucócitos (Newsholme et al., 2003). Li et al. (2007) sugerem que o glutamato na 

dieta é necessário para manter um ótimo estado imunológico sob condições de 

imunossupressão (Li et al., 2007). Desempenha função no metabolismo de 

leucócitos como substratos energéticos, e são neurotransmissores excitatórios no 

sistema nervoso central e periférico, modulando o sistema imunológico (Newsholme 

et al., 2003).  

Além disso, o glutamato atua como precursor imediato da síntese da 

glutationa, desempenhando um papel importante na remoção de oxidantes (Wu et 

al., 2004a). Apresenta, ainda, propriedade antioxidante intracelular, além de atuar na 

regulação do apetite e da digestão (Caballero-Solares, 2015),  como substrato 

oxidativo da mucosa intestinal (Reeds et al., 2000; Blachier et al., 2009), e no 

metabolismo e sinalização celular (Brosnan e Brosnan, 2013). Larsson et al. (2014) 

observaram, em Salmo salar L., uma melhora no intestino, em relação a função e 

desenvolvimento, resultante da suplementação de L-Glu que pode estar relacionada 

à maior proteção contra espécies reativas de oxigênio nos enterócitos.  

A utilização de ácido glutâmico na dieta de carpa (Ctenopharyngodon idella) 

mostrou-se eficaz na redução do estresse oxidativo (Zhao et al., 2015). Em suínos, o 

L-glutamato promoveu aumento nas vilosidades intestinais, sugerindo capacidade

antioxidante do produto (Rezaei et al., 2013), e melhorou a integridade intestinal, 

além de aumentar o número de receptores de aminoácidos e transportadores, 

beneficiando a detecção e transporte de nutrientes no trato gastrointestinal (Lin et 

al., 2014).  

Parte do glutamato e da glutamina são absorvidos pelo intestino e são 

transportadas até o fígado (Brosnan, 2003). Do ponto de vista metabólico, o ácido 

glutâmico promoveu alterações  no metabolismo hepático da glicose em Sparus 

aurata, e facilitou a substituição da proteína por carboidratos da dieta (Caballero-

Solares et al., 2015). Foi relatado que a suplementação de glutamato aumenta em 

Salmo salar L. (Oehme et al., 2010), diminui em Pagellus bogaraveo (Figueiredo-

Silva et al., 2010) ou não afeta o desempenho do crescimento em Oncorhynchus 

mykiss (Kirchner et al., 2003). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848615001830
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Assim, as poucas informações na literatura sobre a associação da restrição 

alimentar com estresse oxidativo em peixes e sobre o uso de antioxidantes na dieta 

justificam novas investigações, particularmente em espécies nativas sobre as quais 

nada se conhece.  

2.3. Pacu (Piaractus mesopotamicus) 

O modelo deste estudo é o pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887), 

da família Characidae, espécie neotropical encontrada nas bacias dos rios Paraná, 

Paraguai e Uruguay (Godoy, 1975). É uma espécie de grande importância comercial 

na América do Sul (Valladão et al., 2018) e está entre as espécies nativas mais 

produzidas no país (Anuário Peixe Br, 2019). Os estudos sobre a espécie se 

concentram nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Urbinati et al., 

2013). É um peixe que apresenta elevada taxa de crescimento, qualidade da carne, 

hábito alimentar onívoro, fato que lhe confere uma característica importante que é a 

alta tolerância a carboidratos na dieta (Takahashi et al., 2018), comparado a outras 

espécies. Estudos têm mostrado que é um peixe que responde bem ao manejo 

alimentar que inclui restrição e realimentação (Souza et al., 2000; Souza et al., 2003; 

Takahashi et al., 2010; Gimbo et al., 2015; Favero et al., 2018).  

3. Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi investigar como a restrição alimentar, por ciclos curto e 

longo, e a suplementação dietética com o L-glutamato afetam os sistemas 

metabólico, imune e antioxidante, e o desempenho em juvenis de pacu (Piaractus 

mesopotamicus), considerando que a dinâmica energética que ocorre durante o 

período de restrição e de realimentação e sua relação com os sistemas metabólico, 

imunológico e antioxidante, dependem de homeostase energética. 
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EFEITOS DA RESTRIÇÃO ALIMENTAR NOS SISTEMAS METABÓLICO, 
IMUNOLÓGICO E ANTIOXIDANTE EM PACU Piaractus mesopotamicus 

RESUMO Este trabalho está dividido em três ensaios que avaliaram o efeito de 

diferentes estratégias alimentares (C e CS – alimentação contínua controle e 
glutamato (L-GLU); 2C/R1 e 2S/R1 – alimentação de 2 dias e restrição de 1 dia – 
controle e L-GLU; R15 – restrição de 15 dias; R30C e R30S – restrição de 30 dias; 
R30/8C e R30/8S – restrição de 30 dias e 8 dias de realimentação controle e L-
GLU), efeito do L-GLU  por 15 dias e efeito de diferentes ciclos de restrição e 
realimentação e do L-GLU. O objetivo do estudo foi investigar como a restrição 
alimentar, por ciclos curto e longo, e a suplementação com L-GLU afetam os 
sistemas metabólico, imune e antioxidante, e o desempenho em juvenis de pacu. 
Foram avaliados indicadores do metabolismo energético no sangue (glicose, 
triglicerídeos, colesterol e glicerol) e teciduais ( glicogênio hepático, lipídio hepático e 
muscular); índices corporais (índice gordura visceral somática (IGVS), índice 
hepatossomático (IHS) e índice esplenossomático (IES); imunidade (atividade 
respiratória de leucócitos (ARL) e lisozima sérica (LIS); sistema antioxidante 
hepático e intestinal ( SOD - superóxido dismutase, CAT – catalase, GST - glutationa 
S-transferase e GSH - glutationa reduzida; histologia do intestino (infiltração
leucocitária (ILI), altura total de vilos e células caliciformes) e desempenho
zootécnico (peso final, consumo relativo de dieta e conversão alimentar) A ARL foi
maior entre as estratégias e dietas aos 30 dias e diminuiu após realimentação. A
atividade antioxidante hepática foi menor na estratégia 2C/R1 para SOD aos 15 dias,
enquanto que a CAT foi maior em 2C/R1. No intestino, a SOD foi menor na
estratégia 2C/R1 e a maior na GSH. Quanto ao IHS, o menor valor foi encontrado na
estratégia R15 e maior após realimentação. Houve maior ILI na estratégia 2C/R1 e
R15. Houve perda de peso aos 15 dias e ganho compensatório após realimentação
aos 38 dias. Houve redução da glicemia e triglicerídeos aos 30 dias de jejum, e
recuperação após realimentação. O colesterol aumentou aos 30 dias de jejum (C e
S) e diminuiu após realimentação. O glicogênio hepático diminuiu aos 30 dias na
estratégia R30 (C e S) com recuperação após realimentação. O lipídio hepático
aumentou na estratégia R30/8C, após realimentação, e o lipídio muscular foi elevado
aos 30 dias na estratégia 30 (C e S) e diminuição aos 38 dias. No fígado, a CAT
diminuiu R30 (C e S) e aumentou após realimentação. A GST diminuiu aos 38 dias
nos grupos 2C/R1 e R30/8S, e a GSH aumentou em ambos os grupos (R30/8C e
R30/8S) aos 38 dias. No intestino, houve diminuição aos 38 dias na estratégia
R30/8S, e redução da CAT nas estratégias de restrição com L-Glu. A GSH foi maior
no grupo R30/8C Houve redução do IGVS aos 38 dias no grupo R30/8C e R30/8R. A
altura total dos vilos aumentaram nas estratégias 2/1 (C e S) e R30C, aos 30 dias, e
diminuiu aos 38 dias. Nas células caliciformes houve redução aos 38 dias na
estratégia R30 (C e S), e aos 38 dias na estratégia 30/8 (C e S). No geral, os
resultados sugerem que houve mobilização de energia durante as estratégias
testadas e os sistemas imune e antioxidante se ajustaram às mudanças
metabólicas, além de não haver prejuízo para o crescimento dos peixes.

Palavras-chave: crescimento, estresse oxidativo, imunidade, restrição nutricional, 
metabolismo energético 
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EFFECTS OF FOOD RESTRICTION ON METABOLIC, IMMUNOLOGICAL AND 
ANTIOXIDANT SYSTEMS IN PACU Piaractus mesopotamicus 

ABSTRACT This work is divided in three trials that evaluated the effect of different 
dietary strategies (C and CS - continuous feeding control and glutamate (L-GLU); 
2C/R1 and 2S/R1 - 2 days feeding and 1 day restriction - control and L-GLU; R15 - 
15 day restriction; R30C and R30S - 30 day restriction; R30/8C and R30/8S - 30 day 
restriction and 8 days of refeeding control and L-GLU), effect of L-GLU for 15 days 
and effect of different restriction and refeeding cycles and L-GLU. The aim of the 
study was to investigate how food restriction, for short and long-term cycles, and L-
GLU supplementation affect the metabolic, immune and antioxidant systems, and 
performance in pacu juveniles. Blood energy metabolism (glucose, triglycerides, 
cholesterol and glycerol) and tissue indicators (liver glycogen, liver and muscle lipid) 
were evaluated; body indices (somatic-visceral fat index (SVFI), hepatosomatic index 
(HSI) and spleenosomatic index (SSI); immunity (respiratory activity leukocyte (RAL) 
and serum lysozyme (LYS); hepatic and intestinal antioxidant system (SOD - 
superoxide dismutase, CAT - catalase, GST- glutathione S-transferase and GSH - 
reduced glutathione; histology of the intestine (leukocyte infiltration (LI), total height 
of villi and goblet cells) and zootechnical performance (final weight, relative diet 
consumption and feed conversion). RAL was higher among strategies and diets at 30 
days and decreased after refeeding. The hepatic antioxidant activity was lower in the 
2C/R1 strategy for SOD at 15 days, while the CAT was greater in 2C/R1. In the 
intestine, SOD was lower in the 2C/R1 strategy and the highest in GSH. As for the 
HSI, the lowest value was found in the R15 strategy and the highest after refeeding. 
There was a higher LI in strategy 2C/R1 and R15. There was weight loss at 15 days 
and compensatory growth after refeeding at 38 days. There was a reduction in blood 
glucose and triglycerides after 30 days of fasting, and recovery after refeeding. 
Cholesterol increased after 30 days of fasting (C and S) and decreased after 
refeeding. Hepatic glycogen decreased at 30 days in the R30 strategy (C and S) with 
recovery after refeeding. The hepatic lipid increased in the R30/8C strategy, after 
refeeding, and the muscle lipid was increased at 30 days in strategy 30 (C and S) 
and decreased at 38 days. In the liver, CAT decreased R30 (C and S) and increased 
after refeeding. GST decreased at 38 days in groups 2C/R1 and R30/8S, and GSH 
increased in both groups (R30/8C and R30/8S) at 38 days. In the intestine, there was 
a decrease at 38 days in the R30/8S strategy, and a reduction in CAT in the 
restriction strategies with L-Glu. GSH was higher in the R30/8C group. There was a 
reduction in SVFI at 38 days in the R30/8C and R30/8S group. The total height of the 
villi increased in the 2/1 (C and S) and R30C strategies, at 30 days, and decreased 
at 38 days. In goblet cells there were a reduction at 38 days in strategy R30 (C and 
S), and at 38 days in strategy 30/8 (C and S). Overall, the results suggest that there 
was mobilization of energy during the tested strategies and the immune and 
antioxidant systems adjusted to metabolic changes, in addition to there being no 
impairment to fish growth. 

Keywords: growth, oxidative stress, immunity, nutritional restriction, energy 
metabolism  
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1. Introdução

Os peixes podem sobreviver a longos períodos sem alimento e, para muitas 

espécies, o jejum faz parte do ciclo de vida natural. Assim, algumas espécies são 

bem adaptadas para mobilizar suas reservas metabólicas para sobreviver a privação 

alimentar e recuperá-las quando o alimento se torna novamente disponível (Navarro 

e Gutiérrez, 1995; Urbinati et al., 2014). 

Efeitos do jejum no metabolismo dependem de múltiplas variáveis, incluindo a 

espécie. No caso do pacu (Piaractus mesopotamicus), modelo de nosso estudo, a 

espécie responde bem ao manejo alimentar que inclui restrição e realimentação 

(Souza et al., 2000; Takahashi et al., 2010; Gimbo et al., 2015; Favero et al., 2018). 

A aplicação destas estratégias alimentares vem sendo pesquisada em diferentes 

espécies de peixes como ferramenta importante na aquicultura (Souza et al., 2003, 

Reigh et al., 2006). Como resposta à ausência ou restrição de alimentos, os peixes 

usam reservas energéticas e podem apresentar crescimento compensatório quando 

a realimentação é retomada (Ali et al., 2003; Takahashi et al., 2010, Urbinati et al., 

2014). Além das alterações bioquímicas e metabólicas induzidas durante a restrição 

alimentar em peixes (Guderley et al., 2003; Secor e Carey, 2016), alterações em 

sistemas biológicos com alta demanda energética podem ocorrer, tais como em 

parâmetros hematológicos, imunológicos, e no mecanismo de defesa do sistema 

antioxidante (Pascual et al., 2003, Bayir et al., 2011). Entretanto, os dados 

disponíveis na literatura são ainda escassos e conflitantes. Diferentes tempos de 

jejum e realimentação promoveram ativação ou redução de indicadores do sistema 

imune inato em robalo (Dicentrarchus labrax) e dourada (Pagellus bogaraveo) 

(Caruso et al., 2011) e em Paralichthys olivaceus (Kim et al., 2014) sugerindo que as 

respostas indicam ajuste do metabolismo. Em pacu, Gimbo et al. (2015) relataram 

que mesmo em balanço energético negativo, após 30 dias de jejum, os peixes foram 

capazes de acionar respostas imunes inatas após uma infecção bacteriana 

experimental. 

Considerando que durante períodos de privação alimentar e realimentação, a 

dinâmica metabólica se altera, as reações de oxirredução na cadeia fosforilativa 

mitocondrial, durante a respiração celular, que resultam na formação de diferentes 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio (Schieber et al., 2014) podem ser 
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produzidas em maior quantidade e o sistema antioxidante que atua para garantir 

proteção contra o estresse oxidativo (Yang et al., 2019) pode ser desequilibrado. Na 

literatura, a associação da restrição alimentar com estresse oxidativo em peixes 

ainda é pouco investigada. Os estudos disponíveis mostram diferenças nas 

respostas do sistema antioxidante ao jejum, mas eles diferem em relação à 

estratégia experimental, à extensão do período de jejum e realimentação e a espécie 

e, tanto ativação quanto redução da atividade das enzimas antioxidantes foram 

descritas (Bayir et al., 2011; Rossi et al., 2015; Varju et al., 2018; Yang et al., 2019). 

A restrição alimentar, por sua vez, causa mudanças morfológicas e funcionais 

na mucosa intestinal, estrutura com funções fisiológicas importantes que vão desde 

a digestão de alimentos à absorção de nutrientes (Caballero et al., 2003), proteção 

às vilosidades (Dimitroglou et al., 2010) e integridade de células caliciformes (Zeng 

et al., 2012), além de importante papel imunológico na defesa contra agressões do 

meio externo (Guarner, 2006; Picchietti et al., 2007).  

Considerando o exposto, o objetivo deste estudo foi investigar se a restrição 

alimentar e a suplementação dietética com o L-glutamato afetam os sistemas 

antioxidante, imune, metabólico e  desempenho produtivo em juvenis de pacu 

(Piaractus mesopotamicus). 

2. Materiais e métodos

2.1. Animais e delineamento experimental 

O procedimento experimental desta pesquisa seguiu os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) (Protocolo 014881/17) da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias, UNESP – Campus de Jaboticabal – SP. 

Um total de 288 juvenis de pacu (91,4 ± 14,7 g), fornecido pelo Centro de 

Aquicultura da UNESP, foi distribuído aleatoriamente em 24 unidades experimentais 

(caixas de fibrocimento), com capacidade de 150 L, com 12 peixes por unidade, em 

sistema com fluxo de água constante e aeração suplementar. Os peixes foram 

aclimatados durante duas semanas, sendo alimentados com dieta comercial 

granulada (35% de PB e 4.100 kcal EB/kg) até saciedade aparente. 
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A temperatura da água (28,55 ± 0,72°C), oxigênio dissolvido (6,59 ± 0,97 

mg/L), potencial hidrogeniônico da água (7,75 ± 0,15) e amônia total (0,10 ± 0,05 

mg/L) foram avaliados uma vez na semana, ao longo de todo o experimento. O 

fotoperíodo foi de 12 horas claro: 12 horas escuro. 

O experimento foi dividido em três ensaios distintos, como explicado a seguir: 

Ensaio 1: Efeito de diferentes estratégias alimentares, aplicadas por 15 

dias, nas respostas metabólicas, imunes, antioxidantes e de crescimento.  

 C: Peixes alimentados diariamente com ração comercial (controle C), durante

15 dias

 2C/R1:  Alimentação com ração comercial por 2 dias / restrição de 1 dia,

durante 15 dias

 R15: Restrição alimentar de 15 dias

Ensaio 2: Efeito da suplementação dietária com L-GLUT em respostas 

fisiológicas em pacus submetidos a diferentes estratégias alimentares por 15 

dias. 

 C: Peixes alimentados diariamente com ração comercial (controle C), durante

15 dias

 CS: Peixes alimentados com ração comercial suplementada com ácido L-

glutâmico (L-GLU) (8g/kg ração), diariamente (controle suplementado CS),

durante 15 dias

 2C/R1:  Alimentação com ração comercial por 2 dias / restrição de 1 dia,

durante 15 dias

 2S/R1:  Alimentação com ração comercial + L-GLU, por 2 dias / restrição de 1

dia, durante 15 dias



37 

Ensaio 3: Efeito de diferentes ciclos de restrição alimentar e 

realimentação e da suplementação dietária com L-GLU em respostas 

fisiológicas por 30 e 8 dias de realimentação. 

 C: Peixes alimentados diariamente com ração comercial (controle C), durante

30 dias

 CS: Peixes alimentados com ração comercial suplementada com ácido L-

glutâmico (L-GLU) (8g/kg ração), diariamente (controle suplementado CS),

durante 30 dias

 2C/R1:  Alimentação com ração comercial por 2 dias / restrição de 1 dia,

durante 30 dias

 2S/R1:  Alimentação com ração comercial + L-GLU, por 2 dias / restrição de 1

dia, durante 30 dias

 30C: Restrição alimentar de 30 dias; R30/8C: realimentação de 8 dias (ração

comercial)

 30S: Restrição alimentar de 30 dias; R30/8S: realimentação de 8 dias (ração

comercial + L-GLU)

Esquema experimental 

No ensaio 1, os animais foram amostrados aos 15 dias, no ensaio 2 aos 30 dias, 

e, por último, no ensaio 3 aos 38 dias (após 8 dias de realimentação). 
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2.2. Preparo da ração 

A dieta experimental foi produzida no Centro de Aquicultura da Unesp, a partir 

de uma ração comercial moída contendo 35% de PB e 4.100 kcal EB/kg, que foi 

triturada em partículas menores que 0,8 mm, e misturada com ácido L-glutâmico 

(Sigma-Aldrich, código G1251) na proporção de 8 g/kg. A escolha da concentração 

utilizada baseou-se em Faria (2017). A mistura foi homogeneizada em misturador 

manual, umedecida e submetida ao processo de granulação, utilizando uma 

máquina moedora de carne. Uma ração controle passou pelo mesmo processo, sem 

adição do ácido glutâmico. Após secagem, as rações foram armazenadas a -20°C 

até a utilização.  

2.3. Amostragem 

Dois peixes de cada unidade experimental, de cada tratamento (n=8) foram 

anestesiados com benzocaína (30 mg/L, Sigma-Aldrich, código E1501) para retirada 

do sangue por punção dos vasos caudais e posteriormente os animais foram 

pesados. As alíquotas de sangue foram adicionadas em microtubos com 

anticoagulante (Glistab, Labtest, código 29, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) para 

obtenção de plasma para análise de cortisol e glicose. Em microtubos contendo 

heparina sódica (Hepamax-S®, Blau Farmacêutica S.A.) o sangue total foi separado 

para análise da atividade respiratória de leucócitos. 

 O sangue total sem anticoagulante, em tubos de vidro, foi mantido em 

repouso, em ambiente refrigerado por três horas e posteriormente as amostras 

foram centrifugadas (10 minutos a 1623 g) para separação de soro análise de 

lisozima e atividade hemolítica do sistema complemento. Após a retirada do sangue, 

os animais foram eutanasiados por seccionamento medular para remoção de 

fragmentos de intestino anterior (histologia e atividade do sistema antioxidante); 

fígado (lipídio total e atividade do sistema antioxidante); músculo branco (lipídio total 

e glicogênio) e gordura visceral (índice de gordura víscerossomático). Cada órgão foi 

pesado e armazenado a -80° C até a análise. 
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2.4. Indicadores metabólicos sanguíneos e teciduais 

A concentração de glicose foi mensurada através de kit comercial Labtest® – 

Glicose Liquiform, Ref. 133-2/500, Minas Gerais, Brasil), método enzimático que 

consiste na catálise da oxidação da glicose por meio da glicose oxidase, gerando 

peróxido de hidrogênio, resultando em uma coloração vermelha. A densidade óptica 

da análise foi determinada em espectrofotômetro Thermo Scientific Genesys 10S UV 

-Vis, em 505 nm. A concentração é dada em mg/dL.

As amostras do soro foram centrifugadas a 2885 g por 10 min, a 4ºC, e em 

seguida armazenadas em microtubos, a -20ºC para posterior análise. 

Uma alíquota do soro foi utilizada para análise da concentração de colesterol, 

por método enzimático (Labtest® – Colesterol Liquiform, Ref.76, Minas Gerais, 

Brasil). Os ésteres de colesterol são hidrolisados pela enzima colesterol esterase a 

colesterol livre e ácidos graxos. O colesterol livre é oxidado e na presença de 

peroxidase o peróxido de hidrogênio, o fenol e a 4-aminoantipirina são oxidados 

formando a antipirilquinonimina. A intensidade da cor vermelha formada na reação 

final é diretamente proporcional à concentração do colesterol contido na amostra.  A 

leitura foi realizada em espectrofotômetro da Thermo Scientific Genesys 10S UV –

Vis, em 500 nm. A concentração é dada em mg/dL. 

Outra alíquota do soro foi utilizada para análise da concentração de 

triglicerídeos por método enzimático (Labtest® – Triglicérides Liquiform, Ref.87, 

Minas Gerais, Brasil). A lipoproteína lipase promove a hidrólise dos triglicerídeos, 

liberando glicerol, que é convertido, pela ação da glicerolquinase, em glicerol-3-

fosfato. Este é oxidado a dihidroxiacetona e peróxido de hidrogênio na presença da 

glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reação de acoplamento entre 

peróxido de hidrogênio, aminoantipirina e clorofenol, catalisada pela peroxidase. A 

intensidade da cor vermelha produzida na reação é proporcional à quantidade de 

triglicerídeos na amostra. A leitura foi realizada em espectrofotômetro da Thermo 

Scientific Genesys 10S UV–Vis, em comprimento de onda de 505nm. A 

concentração é dada em mg/dL. 

Outra alíquota de soro foi utilizada para determinar a concentração de glicerol 

(Bioclin/Quibasa - Glicerol, Ref. K117, Belo Horizonte, Brasil). O método é realizado 

por teste enzimático colorimétrico, no qual, na presença de peroxidase, de um 
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aceptor de oxigênio e da 4-aminoantipirina, são formados a água e um composto 

colorido, cuja intensidade de cor é proporcional à concentração de glicerol. A leitura 

foi realizada em um leitor de microplacas (Epoch™ Biotek) em 500 nm. A 

concentração é dada em mg/dL. 

A análise do glicogênio hepático foi realizada seguindo a metodologia de 

Perry et al. (1988). As amostras de tecido armazenadas em -80 ºC foram 

descongeladas, homogeneizadas e desproteinizadas em ácido perclórico gelado, à 

6%, e, à solução, foi adicionado carbonato de potássio (3M) para neutralização. 

Após centrifugação a 2885 g, por 15 min, à 10ºC, o sobrenadante foi hidrolisado com 

amiloglicosidase e incubado em temperatura ambiente, por uma hora. Em seguida, 

adicionou-se ácido perclórico 6%, seguido de neutralização com carbonato de 

potássio (2,25 M). Após centrifugação a 2885 g por 10 min, a 10ºC, a leitura foi 

determinada pelo reagente de cor do kit de glicose, em espectrofotômetro Thermo 

Scientific Genesys 10S UV -Vis, em 505nm. As concentrações de glicogênio 

presente no fígado foram calculadas a partir da curva padrão de glicogênio (extraído 

de fígado bovino, Ref. G-0885, Sigma Diagnostics INS, St. Louis, MO,) e expressas 

em porcentagem. 

Os teores de lipídios totais de fígado e músculo foram determinados com 

base no método de Frings et al. (1972). Os tecidos foram extraídos por 

homogeneização no Turrax MA 102/B, com uma solução de clorofórmio-metanol-

água (2: 1: 0,5). O homogenato foi centrifugado a 180 g por 5 min, e três fases foram 

identificadas pela técnica da dupla pipeta. As amostras de lipídios foram retiradas e 

armazenadas em outro tubo, repetindo o processo por três vez, acrescentando 1 mL 

de clorofórmio a cada repetição. Os tubos foram mantidos em estufa a 60ºC, para 

secagem do solvente. O resíduo lipídico seco, extraído dos tecidos de fígado e 

músculo, foi ressuspendido com 1 mL de clorofórmio, retirando 100 µL dessa mistura 

e foram solubilizadas com 200 µL de ácido sulfúrico concentrado, a 100ºC, por 10 

min. Após o resfriamento, adicionou-se 5 mL do reagente de fosfovanilina (vanilina 

0,6%, ácido sulfúrico concentrado e agua destilada, na proporção de 7:12/1 (v/v/v) e 

os tubos foram mantidos em banho a 37ºC, por 15 min. As absorbâncias foram lidas 

em espectrofotômetro Thermo Scientific Genesys 10S UV –Vis a 540 nm. A 

concentração de lipídios totais nos tecidos foi calculada a partir da curva padrão de 
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ésteres metílicos de óleo de fígado de bacalhau (Sigma Diagnostics INS, St. Louis, 

MO) e foi expressa em mg/g. 

2.5. Indicadores imunológicos 

O sangue total contendo heparina foi utilizado para a análise da atividade 

respiratória de leucócitos (ARL) seguindo o método de Anderson e Siwicki (1995), 

modificado para o pacu (Biller-Takahashi et al., 2013). O método colorimétrico 

determina a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) durante o “burst” 

oxidativo, pela redução do corante nitroblue tetrazolium (NBT), formando 

precipitados de material insolúvel, de coloração azul escuro no interior do fagócito 

(grânulos de formazan) (Klein, 1990). O método foi determinado em 

espectrofotômetro Thermo Scientific Genesys 10S UV -Vis, em 540nm. A atividade é 

dada em absorbância (DO). 

Uma alíquota de sangue, sem anticoagulante, foi mantida a temperatura 

ambiente por quatro horas para separação do soro, e posteriormente centrifugada 

durante 10 min a 2885 g à 4 °C (centrífuga ALC International, modelo PK121 R). O 

método para analisar a lisozima segue os princípios de Demers e Bayne (1997), 

modificado por Zanuzzo et al. (2015), e se baseia na lise da bactéria gram-positiva 

Micrococcus lysodeikticus, com leitura em 450 nm, a cada cinco minutos, durante 

dez minutos, em um leitor de microplacas ThermoPlate Reader MN. A concentração 

é dada por ng/µL. 

2.6. Indicadores do sistema antioxidante hepático e intestinal 

A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi determinada de 

acordo com McCord e Fridovich (1969). A SOD presente nas amostras inibe a 

redução do citocromo C (Sigma-Aldrich, Ref. C2037, St Louis, MO, USA), 

proveniente do radical superóxido oriundo do sistema xantina/xantina oxidase. A 

leitura foi realizada em um leitor de microplaca Thermo Plate Reader MN, em 550 

nm, e temperatura ambiente. A atividade da SOD é expressa em U de SOD mg de 

proteína -1, na qual uma unidade de SOD corresponde à quantidade de enzima que 

promove inibição de 50% da taxa de redução do citocromo C. 
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A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo com Beutler 

(1975), com base no consumo de peróxido de hidrogênio (H2O2) exógeno pela 

catalase, gerando água e oxigênio. A decomposição do H2O2 pela CAT é monitorada 

pelo decaimento da absorbância ao longo do tempo em um espectrofotômetro 

(Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis), em 240 nm, a cada 15 segundos, por 5 

minutos, e expressa em µmol de H2O2 min 
-1 mg de proteína -1.  

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada de acordo com 

Keen et al. (1976). O substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) reduz a glutationa 

reduzida (GSH) para formar glutationa-2,4-nitrobenzeno. A leitura da GST foi feita 

em leitor de microplacas (Labsystems Multiskan Ascent 354), em 340 nm. A 

atividade da GST é expressa em nmol de CNDB mg de proteína-1.  

A concentração de glutationa reduzida (GSH) foi determinada pelo método de 

Beutler et al. (1963), usando o ácido 5,5–ditio–bis-(2-nitrobenzóico), DTNB 2,5 mM – 

Reagente de Ellman (Sigma-Aldrich, Ref. D21820-5G, St Louis, MO, USA). A reação 

da GSH com DTNB gera o ácido 2-nitro-5-mercapto-benzóico (TNB) de cor amarela, 

mensurado pela absorbância em 405 nm, em um leitor de microplacas (Thermo 

Plate Reader MN). A concentração é dada em µg de GSH mg de proteína -1. 

A concentração de proteína tecidual foi determinada pelo método de Bradford 

(1976), que consiste na associação do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 

(Sigma-Aldrich, Ref. 27815, St Louis, MO, USA) à proteína, utilizando albumina de 

soro bovino (Sigma-Aldrich, Ref. 4919-5G, St Louis, MO, USA) como padrão. A 

leitura foi realizada em um leitor de microplacas (Epoch™ Biotek) em 595 nm. A 

concentração é dada em mg mL-1. 

2.7. Indicadores morfométricos 

A gordura visceral, o fígado e o baço foram pesados para cálculo dos índices 

de gordura víscerossomático, hepatossomático e esplenossomático [(peso do órgão 

/ peso corporal)*100, respectivamente].   

2.8. Análise histológica 

Fragmentos do intestino anterior foram abertos longitudinalmente, presos em 

papel cartonado, lavados com solução salina 0,6% e fixados em formalina 
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tamponada 10% (pH 7,2) durante 24 horas e, em seguida, conservados em álcool 

70%. Em cada lâmina, foram fotografados cinco campos com o auxílio de câmera 

fotográfica digital (Leica DFC 24 295) acoplada a microscópio (Leica-DM 2500) e as 

imagens foram analisadas pelo programa de captura e análise de imagens LAS 

V.3.8 (Leica, Germany).

Para análise do infiltrado leucocitário e vilosidades foram selecionadas três 

fotomicrografias por lâmina por meio de tabela de randomização. Foram 

determinadas a altura de cinco vilosidades conforme Mello et al. (2013). Para 

contagem das células caliciformes e infiltrado leucocitário foram elaborados cinco 

quadrantes de 50 x 50 μm, compostos por linhas pontilhadas e contínuas, 

sobreposto a cada uma das fotos para aleatorizar o campo de contagem (Gundersen 

et al., 1977). Para análise do infiltrado, foi padronizada uma distância de 100 

enterócitos por área do quadrante. Ambas as contagens, células caliciformes e 

infiltrado leucocitário, foram feitas a partir da média dos números de células das 

amostragens (Ferguson et al., 2010). Para determinar altura das vilosidades e 

contagem do infiltrado leucocitário as lâminas foram coradas com Hematoxilina e 

Eosina (HE). E as lâminas para contagem de células caliciformes foram 

confeccionadas e coradas com Hematoxilina, Eosina e PAS – Alcian Blue.  

2.9. Desempenho zootécnico 

O cálculo de peso final foi obtido pela pesagem dos animais ao final de cada 

amostragem. Para cálculo do consumo relativo de alimentos, foi registrada a 

quantidade de ração que os animais consumiam ao longo de cada amostragem. Por 

fim, o cálculo da conversão alimentar foi avaliado por: CA = consumo de 

alimentos/peso final.  

2.10. Análise estatística 

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado 

(DIC) para os três ensaios. No ensaio um foi realizada uma análise simples – 

Oneway, correspondendo a uma dieta (controle) e três estratégias alimentares 

(alimentação diária, ciclo curto de restrição alimentar e ciclo de restrição longo) por 

quinze dias. No ensaio dois foi realizada em análise composta 2x2 – TwoWay, 
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sendo duas dietas (controle e 8 g de L-Glutâmico/kg de ração) e dois estratégias 

alimentares (alimentação diária e ciclo curto de restrição alimentar) por quinze dias. 

O ensaio três foi analisado em esquema fatorial 2x3x2 correspondendo a duas 

dietas (controle e 8 g de L-Glutâmico/kg de ração) x três estratégias alimentares 

(alimentação diária, ciclo curto de restrição alimentar e ciclo longo de restrição 

alimentar com oito dias de realimentação) x dois tempos de coleta (30 dias e 38 

dias).  Os dados foram submetidos a testes de normalidade (Cramer-von Mises) e 

homocedasticidade (Brown-Forsythe). Quando necessário, os dados foram 

transformados para atender as premissas, e então submetidos à análise de variância 

(ANOVA), seguido de teste de Tukey (p<0,05). As análises foram realizadas pelo 

software Statistical Analysis System (SAS Institute Inc) versão 9.0. Os gráficos foram 

elaborados pelo programa de software GraphPad Prism 5. 

3. Resultados

3.1. Ensaio 1. Efeito de diferentes estratégias alimentares, aplicadas por 15 

dias, nas respostas metabólicas, imunes, antioxidantes e de crescimento. 

3.1.1. Concentrações sanguíneas de glicose, triglicerídeos, colesterol e glicerol 

Aos 15 dias, as concentrações plasmáticas de glicose (Figura 2A) dos peixes 

em restrição contínua foram mais baixas que dos peixes das outras estratégias (C e 

2C/R1) (F=7,40, p=0,003).  

As concentrações de triglicerídeos (Figura 2B) diminuíram (F=14,07, p= 

0,002) nos peixes 2C/R1 e restritos por 15 dias, em relação ao grupo C, sendo os 

valores mais baixos observados nos peixes em restrição alimentar contínua (F= 

16,8, p= 0,001) 

Em relação ao colesterol sérico (Figura 2C) e a concentração de glicerol 

(Figura 2D), não observamos diferença entre as estratégias alimentares (p>0,05). 
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Figura 2. (A) Concentrações sanguíneas de glicose, (B) triglicerídeos (mg dL-1); (C) 

colesterol (mg dL-1) e (D) glicerol (mg dL-1) em pacus submetidos a diferentes 

estratégias alimentares: C – alimentação contínua, 2C/R1 – alimentação por 2 

dias/jejum de 1 dia e R15 - restrição alimentar contínua. Letras minúsculas (a,b,c) 

indicam diferença entre as estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e 

erro padrão  
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3.1.2. Concentrações de glicogênio hepático, lipídio hepático e lipídio muscular 

Aos 15 dias, a concentração de glicogênio hepático (Figura 3A) dos peixes da 

estratégia 2C/R1 aumentou e a dos peixes sob restrição contínua (R15) diminuiu em 

relação aos peixes da estratégia C. 

Já as concentrações de lipídio hepático (Figura 3B) e de lipídio muscular 

(Figura 3C) em 2C/R1 e R15 não se alteraram em relação aos peixes controle, aos 

15 dias de observação (p>0,05). 

Figura 3. (A) Concentrações de glicogênio (%), (B) lipídio hepático (mg g-1) e (C) 

lipídio muscular (mg g-1) em pacus submetidos a estratégias alimentares: C – 

alimentação contínua, 2C/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia e R15 - 

restrição alimentar contínua. Letras minúsculas (a,b,c) indicam diferença entre as 

estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão. 
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  3.1.3. Atividade respiratória de leucócitos (ARL) e concentrações séricas de 

lisozima  

Observamos uma redução gradual da atividade respiratória de leucócitos 

(ARL) (Figura 4A) entre as estratégias, sendo a menor nos peixes R15, e de valor 

intermediário na estratégia 2C/R1, em relação aos peixes controle (F= 6,46, p= 

0,01). 

As concentrações séricas de lisozima (Figura 4B) não diferiram entre as 

estratégias analisadas aos 15 dias de observação (p>0,05). 

Figura 4. (A) Atividade respiratória de leucócitos (abs em 540nm) e (B) 

concentrações séricas de lisozima (ng µL -1) (B) em pacus submetidos a estratégias 

alimentares: C – alimentação contínua, 2C/R1 – alimentação por 2 dias e jejum de 1 

dia e R15 - restrição alimentar contínua. Letras minúsculas (a,b) indicam diferença 

entre as estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão. 

3.1.3. Indicadores do sistema antioxidante no fígado 

A atividade hepática da enzima superóxido dismutase (SOD) (Figura 5A) foi a 

menor na estratégia 2C/R1 (F=4,52, p= 0,02), aos 15 dias, enquanto a atividade da 

catalase (CAT) (Figura 5B) teve comportamento contrário, com valor mais elevado 

nos peixes 2C/R1, diferindo dos peixes sob restrição contínua por 15 dias (F= 3,30, 

p= 0,05). 
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A atividade hepática da glutationa S-transferase (GST) (Figura 5C) teve 

comportamento semelhante ao observado na CAT, mas sem significância. Já, a 

concentração hepática de glutationa reduzida (GSH) (Figura 5D) não diferiram entre 

as estratégias, aos 15 dias de observação (p>0,05). 

Figura 5. (A) Superóxido dismutase (U SOD mg de proteína-1), (B) catalase (µmol 

H2O2 min-1 mg proteína-1), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min-1 mg de 

proteína-1) e (D) glutationa reduzida (µg GSH mg de proteína-1) em fígado de pacus 

submetidos a estratégias alimentares: C – alimentação contínua, 2C/R1 – 

alimentação por 2 dias e jejum de 1 dia e R15 - restrição alimentar contínua. Letras 

minúsculas (a,b,c) indicam diferença entre as estratégias (p<0,05). Os dados 

representam médias e erro padrão. 
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3.1.4. Indicadores do sistema antioxidante no intestino 

Aos 15 dias, a atividade intestinal da superóxido dismutase (SOD) (Figura 6A) 

diminuiu nos peixes da estratégia 2C/R1 quando comparados aos peixes das outras 

estratégias C (F= 3,46, p= 0,05). 

A atividade intestinal da catalase (CAT) (Figura 6B) e da glutationa S-

transferase (GST) (Figura 6C) não diferiram entre as estratégias (p>0,05), aos 15 

dias de observação. 

A concentração intestinal de glutationa reduzida (GSH) (Figura 6D) foi mais 

elevada nos peixes da estratégia 2C/R1, e diferiram das concentrações dos peixes 

sob restrição contínua por 15 dias, as quais foram as menores de todas as 

estratégias (F= 4,44, p= 0,02), aos 15 dias de observação. 
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Figura 6. (A) Superóxido dismutase (U SOD mg de proteína-1), (B) catalase (µmol 

H2O2 min-1 mg proteína-1), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min-1 mg de 

proteína-1) e (D) glutationa reduzida (µg GSH mg de proteína-1) em intestino de 

pacus submetidos a estratégias alimentares: C – alimentação contínua, 2C/R1 – 

alimentação por 2 dias e jejum de 1 dia e R15 - restrição alimentar contínua. Letras 

minúsculas (a,b,c) indicam diferença entre as estratégias (p<0,05). Os dados 

representam médias e erro padrão. 
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3.1.5. Índices gordura víscerossomático (IGVS), hepatossomático (IHS) e 

esplenossomático (IES)  

O índice gordura víscerossomático (IGVS) (Figura 7A) não diferiu entre as 

estratégias alimentares (p>0,05), aos 15 dias de observação.  

O menor valor de índice hepatossomático (IHS) (Figura 7B) foi observado nos 

peixes que permaneceram em restrição por 15 dias em relação às estratégias C e 

2C/R1 (F=37,12, p<0,001).  

O índice esplenossomático (IES) (Figura 7C) não diferiu entre as estratégias 

avaliadas (p>0,05). 

Figura 7. (A) Índice gordura víscerossomático (%), (B) índice hepatossomático (%) e 
(C) índice esplenossomático (%) em pacus submetidos a estratégias alimentares: C
– alimentação contínua, 2C/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia e R15 -
restrição alimentar contínua. Letras minúsculas (a,b,c) indicam diferença entre as
estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão.
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3.1.6. Indicadores histológicos do intestino 

Na porção anterior do intestino, observamos maior infiltração leucocitária (ILI) 

(Figura 8A) nos peixes das estratégias 2C/R1 e 15, em relação à estratégia C (F= 

12,64, p= 0,0006).  

A altura das vilosidades intestinais (Figura 8B) e a porcentagem de células 

caliciformes não diferiram entre as estratégias, aos 15 dias de observação (p>0,05). 

Figura 8. (A) Infiltrado leucocitário (%), (B) altura total dos vilos (µm) e (C) células 

caliciformes (%) na porção anterior em pacus submetidos a estratégias alimentares: 

C – alimentação contínua, 2C/R1 – alimentação 2 dias/jejum de 1 dia e R15 - 

restrição alimentar contínua. Letras minúsculas (a,b,c) indicam diferença entre as 

estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão.  
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Na Figura 9, observamos a presença de infiltrado leucocitário na porção (A) e 

em B observamos a presença de células caliciformes na porção anterior do intestino 

que estão presentes nas vilosidades. 

 A      B 

Figura 9. Fotomicrografia mostrando a infiltração leucocitária (A) indicada por setas 
(HE - 50x), e células caliciformes (B) indicadas por setas (PAS- Alcin Blue 50x). 

3.1.7. Desempenho zootécnico 

Os peixes da estratégia 2C/R1 apresentaram ganho de peso menor que os 

peixes controle, enquanto os peixes sob restrição alimentar contínua perderam peso 

(Figura 10A), aos 15 dias de observação (F=448,08, p<0,001).  

Em relação ao consumo relativo de dieta (Figura 10B), os peixes das 

estratégias C e 2C/R1 apresentaram consumo semelhante, até os 15 dias de 

observação (F= 2,84, p<0,01). 

Aos 15 dias, a conversão alimentar aparente (Figura 10C) foi melhor nos 

peixes controle, com alimentação contínua, em relação aos peixes da estratégia 

2C/R1 (F= 1,82, p<0,01). 
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Figura 10. (A) Peso final (g), (B) consumo relativo de dieta (g) e (C) conversão 

alimentar aparente em pacus submetidos a estratégias alimentares: C – alimentação 

contínua, 2C/R1 – alimentação por 2 dias e jejum de 1 dia e R15 - restrição 

alimentar contínua. Letras minúsculas (a,b,c) indicam diferença entre as estratégias 

(p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão.  
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3.2 Ensaio 2. Efeito da suplementação dietária com L-GLUT em respostas 

fisiológicas em pacus submetidos a diferentes estratégias alimentares aos 15 

dias 

3.2.1. Concentrações de glicose, triglicerídeos, colesterol e glicerol  

As concentrações plasmáticas de glicose (Figura 11A) não diferiram 

independente da estratégia alimentar e dieta (p>0,05). 

As concentrações de triglicerídeos (Figura 11B) diminuíram na estratégia 

2C/R1 em comparação a C (F=12,08 p= 0,02). 

Em relação as concentrações de colesterol sérico (Figura 11C), observamos 

redução na estratégia 2S/R1 em comparação a CS (F=13,04, p= 0,02). 

As concentrações de glicerol não diferiram, independente da estratégia 

alimentar e dieta (p>0,05). 
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Figura 11. (A) Concentrações sanguíneas de glicose, (B) triglicerídeos (mg dL-1); (C) 

colesterol (mg dL-1) e (D) glicerol (mg dL-1) em pacus submetidos a estratégias 

alimentares por 15 dias sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/kg ração. C – 

alimentação contínua, CS – alimentação contínua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1– 

alimentação controle e com L-GLU por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras maiúsculas (A,B) 

indicam diferença entre dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Os dados representam 

médias e erro padrão. 
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3.2.2. Concentrações de glicogênio hepático, lipídio hepático e lipídio muscular 

As concentrações de glicogênio hepático (Figura 12A) dos peixes da 

estratégia 2C/R1 e 2S/R1 aumentaram em relação aos grupos C e CS (F= 14,08, p= 

0,02; F= 18,07, p= 0,02). Entre as estratégias, no grupo 2S/R1 as concentrações 

diminuíram em relação ao grupo 2C/R1 (F= 12,08, p= 0,02). 

As concentrações de lipídio hepático (Figura 12B) e lipídio muscular (Figura 

12C) não diferiram independente da estratégia alimentar e dieta (p>0,05). 

Figura 12. (A) Glicogênio hepático (%), (B) lipídio hepático (mg g-1) e (C) lipídio 

muscular (mg g-1) em pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e 

com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/kg ração. C – alimentação contínua, CS – 

alimentação contínua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1– alimentação controle e com L-

GLU por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras maiúscula (A,B) indicam diferença entre dietas 

(controle e L-GLU) (p<0,05). Letras minúsculas (a,b) indicam diferença entre as 

estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão.  
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3.2.3. Atividade respiratória de leucócitos (ARL) e concentrações séricas de 

lisozima (CLS) 

A atividade respiratória de leucócitos (ARL) (Figura 13A) e a concentração 

sérica de lisozima (Figura 13B) não diferiram independente das estratégias 

alimentares e dietas (p>0,05). 

Figura 13. (A) Atividade respiratória de leucócitos (abs em 540 nm); (B) 

concentração sérica de lisozima (ng µL-1) em pacus submetidos a estratégias 

alimentares por 15 dias sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/kg ração. C – 

alimentação contínua, CS – alimentação contínua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1– 

alimentação controle e com L-GLU por 2 dias/jejum de 1 dia. Ausência de letras 

indicam falta de diferença (p>0,05). Os dados representam médias e erro padrão. 

3.2.4. Indicadores do sistema antioxidante no fígado 

A atividade hepática da superóxido dismutase (Figura 14A) apresentou 

redução na estratégia 2C/R1 em relação a estratégia C (F= 9,84, p= 0,01). 

Em relação a atividade hepática da catalase (Figura 14B), atividade hepática 

da glutationa S-transferase (Figura 14C) e da concentração de glutationa reduzida 

(Figura 14C), não diferiram independente da estratégia alimentar e dieta (p>0,05). 



59 

Figura 14. (A) Superóxido dismutase (U SOD mg de proteína-1), (B) catalase (µmol 

H2O2 min-1 mg proteína-1), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min-1 mg de 

proteína-1) e (D) glutationa reduzida (µg GSH mg de proteína-1) em fígado de pacus 

submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e com ácido L-glutâmico (L-

GLU) 8g/kg ração. C – alimentação contínua, CS – alimentação contínua com L-

GLU, 2C/R1 e 2S/R1– alimentação controle e com L-GLU, por 2 dias e jejum de 1 

dia. Letras maiúsculas (A,B) indicam diferença entre dietas (controle e L-GLU) 

(p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão. 

3.2.5. Indicadores do sistema antioxidante no intestino 

A atividade da superóxido dismutase (Figura 15A) apresentou redução na 

estratégia 2C/R1 em relação a estratégia C (F= 36,80, p= 0,0001). Em relação as 

estratégias, o grupo CS foi menor que o grupo C (F= 9,57, p= 0,01). 

Em relação a atividade da catalase (Figura 15B), atividade da glutationa S-

transferase (Figura 15C) e da concentração de glutationa reduzida (Figura 15C), não 

houve diferença entre tratamentos e estratégias (p>0,05).  
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Figura 15. (A) Superóxido dismutase (U SOD mg de proteína-1), (B) catalase (µmol 

H2O2 min-1 mg proteína-1), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min-1 mg de 

proteína-1) e (D) glutationa reduzida (µg GSH mg de proteína-1) em intestino de 

pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e com ácido L-

glutâmico (L-GLU) 8g/kg ração. C – alimentação contínua, CS – alimentação 

contínua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1– alimentação controle e com L-GLU, por 2 

dias/jejum de 1 dia. Letras maiúscula (A,B) indicam diferença entre dietas (controle e 

L-GLU) (p<0,05). Letras minúsculas (a,b) indicam diferença entre as estratégias

(p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão.
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3.2.6. Índices gordura víscerossomático (IGVS), índice hepatossomático (IHS) e 

índice esplenossomático (IES)  

O índice hepatossomático (Figura 16B) apresentou os maiores valores na 

estratégia 2S/R1 quando comparados a estratégia CS (F= 15,07, p= 0,004). 

O índice gordura víscerossomático (Figura 16A) e o índice esplenossomático 

(Figura 16C) não diferiram independente das estratégias alimentares e dietas 

(p>0,05). 

Figura 16. (A) Índice de gordura víscerossomático (%), (B) índice hepatossomático 

(%) e (C) índice esplenossomático (%) em pacus submetidos pacus submetidos a 

estratégias alimentares por 15 dias sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/kg 

ração. C – alimentação contínua, CS – alimentação contínua com L-GLU, 2C/R1 e 

2S/R1– alimentação controle e com L-GLU, por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras 

maiúsculas (A,B) indicam diferença entre dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Os 

dados representam médias e erro padrão. 
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3.2.7. Indicadores histológicos do intestino 

Na porção anterior do intestino, observamos aumento da infiltração 

leucocitária intraperitoneal (Figura 17A) na estratégia 2C/R1 e 2S/R1 em 

comparação com a estratégia C e CS (F= 26,73, p= 0,0004). Contudo, nos peixes da 

estratégia 2S/R1 observamos redução de infiltrado em comparação ao grupo 2C/R1 

(F= 132,23, p<0,001). 

Em relação à média da altura das vilosidades (Figura 17B) não houve 

diferença independente das estratégias alimentares e dietas (p>0,05). 

Para média da porcentagem de células caliciformes (Figura 17C) a estratégia 

2S/R1 foi menor que a 2C/R1 (F=8,97, p= 0,012).  
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Figura 17. (A) Infiltrado leucocitário (%), (B) altura total das vilosidades (µm) e (C) 

células caliciformes em pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem 

e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/kg ração. C – alimentação contínua, CS – 

alimentação contínua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1– alimentação controle e com L-

GLU, por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras maiúsculas (A,B) indicam diferença entre 

dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Letras minúsculas (a,b) indicam diferença entre 

as estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão. 
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3.2.8. Desempenho zootécnico 

Os peixes da estratégia 2C/R1 apresentaram menor ganho de peso quando 

comparados aos do grupo C (F= 8,46, p= 0,01) (Figura 18A). 

O consumo de alimento (Figura 19B) e conversão alimentar aparente (Figura 

20C) não diferiram em relação às estratégias e dietas (p>0,05). 

Figura 18. (A) Peso final, (B) consumo relativo de dieta (g) e (C) conversão 

alimentar em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com ácido L-

glutâmico (L-GLU) 8g/kg ração. C e CS– alimentação contínua e suplementada, 

2C/R1 e 2S/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia controle e suplementada. 

Letras maiúsculas (A,B) indicam diferença entre as estratégias alimentares na 

mesma dieta (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão.  
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3.3. Ensaio 3. Efeito de diferentes ciclos de restrição alimentar e realimentação 

e da suplementação dietária com L-GLU em respostas fisiológicas aos 30 e 38 

dias. 

3.3.1. Concentrações sanguíneas de glicose, triglicerídeos, colesterol e glicerol 

Após 30 dias de restrição alimentar, as concentrações plasmáticas de glicose 

(Figura 19A) dos peixes da estratégia alimentar 30 (C e S) apresentaram redução da 

glicemia (F=7,40, p=0,003; F=5,33 p=0,01) em relação aos peixes alimentados 

diariamente (C e S) e submetidos a restrição alternada com alimentação (2C/R1 e 

2S/R1). Essa redução não foi observada nos peixes que receberam o L-Glu. Após 8 

dias de realimentação, observamos aumento das concentrações nos dois grupos 

R30 (C/8 e S/8) até os valores observados nos grupos de peixes C (F=9,65, 

p=0,007). O L-GLU elevou a glicemia apenas no grupo 2S/R1 em relação ao 

respectivo controle (2C/R1), aos 38 dias (F=4,53, p=0,02).  

Aos 30 dias, observamos redução da concentração de triglicerídeos (Figura 

19B) nos peixes das estratégias 2C/R1 e 30 em relação a estratégia controle (C). 

Após realimentação, as concentrações se elevaram nos 2 grupos de peixes (2C/R1 

e 30), embora apenas os peixes de 2C/R1 tenham se igualado aos peixes controle 

(F=6,38, p=0,006; F=270,3, p<0001). 

Em relação ao colesterol sérico (Figura 19C), aos 30 dias, observamos 

aumento das concentrações nos peixes da estratégia 30 (C e S) em relação às 

outras estratégias (C e 2C/R1) (F=39,8, p<0,001; F=26,7, p<0,001). Após 

realimentação, as concentrações de colesterol observadas nos peixes da estratégia 

30 (C e S) diminuíram e se igualaram aos valores dos outros grupos (F= 37,5, 

p<0,001). 

Após 30 dias, as concentrações de glicerol (Figura 19D) não diferiram entre 

os grupos, e diminuíram após realimentação, exceto nos peixes das estratégias C e 

2C/R1 (F=13,26, p=0,02). 
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Figura 19. (A) Concentrações sanguíneas de glicose, (B) triglicerídeos (mg dL-1) (C) 

colesterol (mg dL-1) e (D) glicerol (mg dL-1) em pacus submetidos a estratégias 

alimentares sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS – alimentação 

contínua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia durante 

38 dias; 30CR/8 e 30S/R1 - restrição alimentar de 30 dias e realimentação de 8 dias. 

Seta indica o início da realimentação (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. 

Letras maiúsculas (A,B) indicam diferenças nas estratégias alimentares ao longo do 

tempo (p<0,05). Letras minúsculas (a,b,c – Controle; x,y,z – L-GLU) entre as 

estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferença das 

dietas na estratégia. Os dados representam médias e erro padrão.  
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3.3.2. Concentrações de glicogênio hepático, lipídio hepático e lipídio muscular 

Aos 30 dias, as concentrações de glicogênio (Figura 20A) dos peixes da 

estratégia 30 (C e S) reduziram em relação aos outros grupos (F= 71,37, p<0,0001; 

F= 100,34, p<0,0001). Ainda, nesta amostragem, observamos, nos peixes 2C/R1, 

valores superiores em relação aos peixes C (F=65,7, p<0,001). Nos peixes 2S/R1, o 

aumento é apenas numérico, mas segue o mesmo comportamento do grupo 2C/1. 

Aos 38 dias, após realimentação, as concentrações nos dois grupos R30/8 (C e S) 

aumentam em relação aos valores observados aos 30 dias (F= 19,28, p<0,0001; F= 

2,91, p=0,04). No grupo 2S/R1, continuaram a aumentar em relação ao valor 

observado aos 30 dias. No grupo 2C/R1, a resposta seguiu o mesmo perfil, mas com 

diferença apenas numérica.   

Em relação às concentrações de lipídeo hepático (Figura 20B), observamos 

mudanças apenas no grupo R30C que apresentou valores menores (F= 16,8, p= 

0,02) aos 30 dias, com aumento após realimentação (R30/8C) (F= 13,6, p= 0,01). 

Os níveis de lipídio muscular (Figura 20C), as diferenças apareceram apenas 

nos grupos R30 (C e S). Os valores foram mais elevados aos 30 dias, em relação a 

38 dias (F=20,70, p=0,001), e, nesta amostragem, os valores dos grupos R30/8C e 

R30/8S foram mais baixos do dos outros grupos (F=22,71, p<0,0001). 
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Figura 20. Concentrações de (A) glicogênio hepático (%) e (B) lipídeo hepático (mg 

g-1), (C) e lipídeo muscular (mg g-1) em pacus submetidos a estratégias alimentares

sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/kg. C e CS – alimentação contínua por 38

dias, 2C/R1 e 2S/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias;

R30/8C e R30/8S - restrição alimentar de 30 dias e realimentação de 8 dias. Seta

indica o início da realimentação (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras

maiúsculas (A,B) indicam diferenças nas estratégias alimentares ao longo do tempo

(p<0,05). Letras minúsculas (a,b,c – Controle; x,y,z – L-GLU) entre as estratégias

alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferença das dietas na

estratégia. Os dados representam médias e erro padrão.
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3.3.3. Atividade respiratória de leucócitos (ARL) e concentrações séricas de 

lisozima  

A atividade respiratória de leucócitos (ARL) (Figura 21A) diminuiu aos 38 dias 

(F= 42,07, p<0,001), independente das estratégias alimentares e dietas. A 

concentração sérica de lisozima (Figura 21B) não diferiram independente das 

estratégias e dietas (p>0,05) 

Figura 21. (A) Atividade respiratória de leucócitos (abs em 540 nm); (B) 

concentração sérica de lisozima (ng µL-1) em pacus submetidos a estratégias 

alimentares sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS – alimentação 

contínua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia durante 

38 dias; R30/8C e R30/8S - restrição alimentar de 30 dias e realimentação de 8 dias. 

Seta indica o início da realimentação (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. 

Letras maiúsculas (A,B) indicam diferenças nas estratégias alimentares ao longo do 

tempo (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrão. 
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3.3.4. Indicadores do sistema antioxidante no fígado 

A atividade hepática da superóxido dismutase (Figura 22A) não diferiu 

independente das estratégias alimentares e dietas (p>0,05). 

Aos 30 dias, a atividade hepática da catalase (Figura 22B) diminuiu nos 

peixes do grupo 30 (C e S) (F=6,84, p=0,005; F=21,5, p<0,001) e, após 

realimentação, aumentou até valores observados nos outros grupos de peixes (C, 

CS, 2C/R1, 2S/R1) (F=9,6, p=0,003; F=11,50, p=0,0006). Aos 30 dias, a atividade 

dos peixes do grupo 2S/R1 foi superior à dos peixes CS (F=8,87, p<0,001). 

Aos 30 dias, não observamos diferença na atividade hepática da glutationa S-

transferase (Figura 22C), independente das estratégias alimentares e dietas, mas, 

aos 38 dias, a atividade diminuiu nos grupos 2C/R1 e R30/8S (F=5,80, p=0,01; 

F=6,74, p=0,006) em relação ao observado aos 30 dias nestes grupos.  

Aos 30 dias, a concentração hepática da glutationa reduzida (GSH) (Figura 

22D) diminuiu nos peixes R30C e R30S (F=8,16, p=0,002; F=6,74, p=0,006), mas 

não se alterou nos peixes de todas as estratégias que receberam L-Glu. Aos 38 

dias, as concentrações aumentaram em ambos os grupos (R30/8C e R30/8S) (F= 

11,98, p= 0,002). 



71 

Figura 22. (A) Superóxido dismutase (U SOD mg de proteína-1), (B) catalase (µmol 

H2O2 min-1 mg proteína-1), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min-1 mg de 

proteína-1) e (D) glutationa reduzida (µg GSH mg de proteína-1) no fígado de pacus 

submetidos a estratégias alimentares sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/Kg. 

C e CS – alimentação contínua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 – alimentação por 2 

dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restrição alimentar de 30 

dias e realimentação de 8 dias. Seta indica o início da realimentação (8 dias) para os 

grupos R30/8C e R30/8S. Letras maiúsculas (A,B) indicam diferenças nas 

estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minúsculas (a,b,c – 

Controle; x,y,z – L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05). 

Os dados representam médias e erro padrão. 
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3.3.5. Indicadores do sistema antioxidante no intestino 

Aos 30 dias, a atividade intestinal da superóxido dismutase (SOD) (Figura 

23A) não diferiu (p>0,05), independente das estratégias alimentares e dietas. Aos 38 

dias, observamos diminuição da atividade nos peixes do grupo 30S/8 (F= 6,97, 

p=0,005) em relação ao observado no mesmo grupo aos 30 dias, e valores mais 

baixos quando comparados aos grupos CS e 2S/R1 (F= 3,89, p= 0,04). Nesta 

amostragem o grupo suplementado apresentou atividade da SOD mais baixa 

(F=14,49, p=0,003) que a amostragem aos 30 dias. 

Aos 30 dias, a atividade intestinal da catalase não diferiu, independente das 

estratégias alimentares e dietas (p>0,05). Aos 38 dias, observamos redução da 

atividade da catalase (Figura 24B) nas estratégias de restrição que utilizaram L-Glu 

(2S/R1 e R30/8S) (F= 4,23, p=0,03; F=7,11, p=0,005). 

A atividade intestinal da glutationa S-transferase no intestino (Figura 23C) não 

diferiu entre os tempos de amostragem, estratégias alimentares e dietas (p>0,05). 

A concentração intestinal da GSH não apresentou um perfil de alterações 

definido (Figura 23D). Aos 30 dias, observamos redução no grupo 30S (F=2,71, 

p=0,05) em relação aos outros grupos, enquanto, aos 38 dias, a concentração é 

maior no grupo R30/8C (F=3,00, p=0,05) em relação a 2C/R1. 
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Figura 23. (A) Superóxido dismutase (U SOD mg de proteína-1), (B) catalase (µmol 

H2O2 min-1 mg proteína-1), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min-1 mg de 

proteína-1) e (D) glutationa reduzida (µg GSH mg de proteína-1) no intestino de pacus 

submetidos a estratégias alimentares sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/Kg. 

C e CS – alimentação contínua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 – alimentação por 2 

dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restrição alimentar de 30 

dias e realimentação de 8 dias. Seta indica o início da realimentação (8 dias) para os 

grupos R30/8C e R30/8S. Letras maiúsculas (A,B) indicam diferenças nas 

estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minúsculas (a,b,c – 

Controle; x,y,z – L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05). 

Os dados representam médias e erro padrão. 
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3.3.6. Índices gordura víscerossomático (IGVS), índice hepatossomático (IHS) e 

índice esplenossomático (IES)  

O índice de gordura víscerossomático (IGVS) (Figura 24A) não diferiu aos 30 

dias, independente das estratégias alimentares e dietas, mas diminuiu aos 38 dias 

no grupo R30/8S (F=3,25, p=0,05), em relação ao dia 30. Aos 38 dias, houve 

redução nos grupos R30/8C e R30/8S em relação aos outros grupos (F=5,2, 

p=0,02). Em relação aos tratamentos, houve um aumento, aos 38 dias, na estratégia 

R30/8C (F=13,24, p= 0,002). 

Aos 30 dias, o índice hepatossomático (IHS) (Figura 24B) diminuiu nos peixes 

do grupo 30 (C e S), com aumento após realimentação (F=153,3, p<0,0001; 

F=134,71, p<0,0001) aos valores observados nos outros grupos. Em relação aos 

tratamentos, houve um aumento, aos 38 dias, na estratégia R30/8S (F=11,24, p= 

0,004). 

Aos 30 dias, o índice esplenossomático (IES) (Figura 24C) aumentou (F=3,94, 

p=0,003), nos peixes da estratégia 30 (C e S), com redução após realimentação 

(F=12,83, p<0,0001; F=7,20, p=0,004), aos valores observados nos outros grupos. 



75 

Figura 24. (A) índice de gordura víscerossomático (%), (B) índice hepatossomático 

(%), índice esplenossomático (%) em pacus submetidos a estratégias alimentares 

sem e com ácido L-glutâmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS – alimentação contínua por 38 

dias, 2C/R1 e 2S/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; 

R30/8C e R30/8S - restrição alimentar de 30 dias e realimentação de 8 dias. Seta 

indica o início da realimentação (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras 

maiúsculas (A,B) indicam diferenças nas estratégias alimentares ao longo do tempo 

(p<0,05). Letras minúsculas (a,b,c – Controle; x,y,z – L-GLU) entre as estratégias 

alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferença das dietas na 

estratégia. Os dados representam médias e erro padrão. 
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3.3.7. Indicadores histológicos do intestino 

Aos 30 dias, observamos, na porção anterior do intestino (Figura 25A) 

aumento do infiltrado leucocitário (ILI) nas duas estratégias de restrição alimentar 

(2C/R1, 2S/R1, 30C e 30S) (F=10,78, p=0,001; F=53,45, p<0,0001), com redução 

aos valores dos grupos diariamente alimentados (C e S), aos 38 dias, exceto no 

grupo 2C/R1 (F=5,07, p=0,02; F=53,45, p<0,0001).  

A altura total das vilosidades intestinais (Figura 25B) aumentou nas 

estratégias 2/1 (C e S) (F=9,64, p=0,001; F=4,62, p=0,02) e 30C (F=7,87, p=0,005), 

aos 30 dias, e diminuiu aos 38 dias. Ainda aos 38 dias, nos peixes da estratégia 

R30/8S, observamos aumento da altura total dos vilos (F=8,18, p=0,003) em 

comparação com 30 dias. Aos 38 dias, nos grupos 2C/R1 e 2S/R1, os peixes 

apresentaram alturas totais de vilos menores (F=14,70, p=0,0002,) quando 

comparados a 30 dias.  

A porcentagem de células caliciformes (Figura 25C) reduziu aos 30 dias 

(F=4,37, p=0,02) na estratégia 30 (C e S), e, aos 38 dias, na estratégia 30/8 (C e S) 

(F= 35,16, p<0,001), em relação às outras estratégias. O L-GLU aumentou as 

células caliciformes apenas no grupo 2S/R1 em relação ao respectivo controle 

(2C/R1), aos 38 dias (F=6,43, p=0,03).  
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Figura 25. (A) infiltrado leucocitário (%), (B) altura das vilosidades (cm) e (C) células 

caliciformes (%) em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com ácido L-

glutâmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS – alimentação contínua por 38 dias, 2C/R1 e 

2S/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - 

restrição alimentar de 30 dias e realimentação de 8 dias. Seta indica o início da 

realimentação (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras maiúsculas (A,B) 

indicam diferenças nas estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras 

minúsculas (a,b,c – Controle; x,y,z – L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro 

do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferença das dietas na estratégia. Os dados 

representam médias e erro padrão. 
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3.3.8. Desempenho zootécnico 

Aos 30 dias, os peixes da estratégia 2C/R1 e 2S/R1 ganharam mais peso que 

os continuamente alimentados (C e CS) (F= 200,5, p= 0,002), mas os peixes sob 

restrição alimentar mais severa (30C e 30S) perderam peso (F=448,08, p<0,001; F= 

692,43, p<0,001) (Figura 26A). Após realimentação, os peixes 30C e 30S 

apresentaram ganho compensatório (F=880,28; p<0,001; F=609,21; p<0,0001), com 

ganho de peso superior ao dos outros grupos, exceto do grupo C. Aos 38 dias, os 

peixes dos grupos C e CS apresentaram ganho de peso, porém no grupo CS este 

aumento foi observado a partir de 30 dias (F=110,88, p<0,001).  

Em relação ao consumo relativo de dieta (Figura 26B), aos 30 dias, os peixes 

dos grupos 2C/R1 e 2S/R1 apresentaram valores mais elevados que os dos grupos 

C e S (F= 15,6, p= 0,002). Aos 38 dias, o grupo 2C/R1 apresentou aumento do 

consumo (F= 13,98, p= 0,001), enquanto que no grupo 2S/1 o consumo diminuiu (F= 

15,34, p= 0,02), comparados ao observado no dia 30. No grupo R30/8 (C e S), aos 

38 dias, o consumo registrado não se igualou ao observado nos outros grupos (F= 

14,9, p= 0,001; F= 17,4, p= 0,002).  

Aos 30 dias, os peixes das estratégias C e 2C/R1 apresentaram uma pior 

conversão alimentar (F=59,6, p<0,001; F=43,62, p<0,001) (Figura 26C), e melhor 

aos 38 dias (F=28,3, p<0,001; F=19,23, p<0,001). Aos 30 dias, a estratégia 2S/R1 

apresentou melhor conversão (F=26,59, p<0,001) e pior aos 38 dias (F= 35,61, 

p<0,001). Aos 38 dias, a CA dos grupos R30/8 (C e S) apresentaram melhor 

conversão alimentar (F=13,32, p<0,001, F=42,79, p<0,001), independente das dietas 

(controle e suplementada, quando comparadas a outras estratégias). 
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Figura 26. (A) Peso final (g); (B) consumo relativo de dieta (g) e (C) conversão 

alimentar aparente em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com ácido 

L-glutâmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS – alimentação contínua por 38 dias, 2C/R1 e

2S/R1 – alimentação por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S -

restrição alimentar de 30 dias e realimentação de 8 dias. Seta indica o início da

realimentação (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras maiúsculas (A,B)

indicam diferenças nas estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras

minúsculas (a,b,c – Controle; x,y,z – L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro

do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferença das dietas na estratégia. Os dados

representam médias e erro padrão.



80 

4. Discussão

Este estudo mostrou que houve mobilização de energia frente as estratégias 

de restrição alimentar analisadas, e a dinâmica do sistema imune e antioxidante se 

ajustaram as alterações metabólicas, além de não haver danos para o desempenho 

e crescimento dos peixes. Entretanto, a dinâmica de alguns sistemas fisiológicos 

que são afetados pela mobilização e utilização energética ainda é pouco conhecida, 

com resultados ainda controversos, como é o caso dos sistemas imune e 

antioxidante, ambos de alto custo energético. Estes sistemas são destacados tendo 

em vista que, durante a restrição de alimentos, a sobrevivência dos peixes depende 

de intensa mobilização de energia a partir de reservas endógenas. 

O modelo experimental de nosso estudo é o pacu (Piaractus mesopotamicus), 

espécie de grande interesse por ser capaz de mobilizar suas reservas endógenas 

para sobreviver a períodos de privação de alimentos, sem perder a capacidade de 

recuperação do crescimento ao final das estratégias testadas (Souza et al., 2000; 

Takahashi et al., 2010; Gimbo et al., 2015; Fávero et al., 2018). Em nosso estudo, 

observamos que, tanto em restrição alimentar por períodos curtos (1 dia alternado 

com dois dias de alimentação) quanto em período mais longo (15 e 30 dias), os 

peixes cresceram menos ou perderam peso, mas não perderam a capacidade de 

crescimento compensatório, após oito dia de realimentação, que no caso dos peixes 

que receberam suplementação de L-Glu foi maior. Ao longo de 30 dias, o consumo 

de alimentos foi maior nos peixes em restrição alternada em relação aos controles, 

enquanto a conversão alimentar foi significativamente melhor naqueles 

realimentados com L-Glu. A realimentação modificou este perfil, e os peixes que 

receberam o suplemento apresentaram valores mais altos de conversão. Estudos 

mostram que a utilização de diferentes estratégias alimentares pode aumentar a 

eficiência do aproveitamento do alimento, além de promover crescimento 

compensatório, como foi observado em diferentes espécies de peixes e diferentes 

estratégias. Pacus apresentaram maior ganho de peso e melhor conversão 

alimentar após 30 dias sem alimento e 5 dias de realimentação (Favero et al., 2018) 

e crescimento compensatório foi relatado em Umbrina cirrosa após 30 dias de jejum 

seguidos de 30 dias de realimentação (Hidalgo et al., 2017). Entretanto, Takahashi 

et al. (2010) não observaram crescimento compensatório total no pacu submetido a 
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ciclos de 3 dias de restrição alimentar seguidos de 3 dias de realimentação. Já, em 

matrinxã (Brycon amazonicus), houve crescimento compensatório total após ciclos 

de 2 dias de restrição e 3 dias de realimentação (Urbinati et al., 2014). Outros ciclos 

também promoveram crescimento compensatório em Acanthopagrus latus (2 dias 

restrição/ 8 dias de alimentação, 4 dias restrição/16 dias de realimentação e 8 dias 

restrição/32 dias de realimentação), e em Acipenser stellatus (7 dias de restrição21 

dias de realimentação) (Gune et al., 2019). Melhor conversão alimentar foi relatada 

por Adakli e Tasbozan (2015) em Dicentrarchus labrax que passou por 2 dias de 

restrição seguidos de 8 dias de alimentação. A suplementação diária com L-Glu 

aumentou o estoque de glicogênio nos peixes. Há poucas informações na literatura 

sobre o efeito do L-Glutamato em dietas de peixes. Contudo, Caballero-Solares et al. 

(2015) observaram que o ácido glutâmico promoveu melhoras na concentração de 

glicose em Sparus aurata, e facilitou a substituição da proteína por carboidratos da 

dieta. 

Em relação ao perfil metabólico, o desafio dos peixes durante situações de 

baixa disponibilidade de alimentos é manter as funções fisiológicas, modulando a 

mobilização das reservas metabólicas (Bar, 2014; Li et. al., 2018). No nosso estudo, 

a restrição total de alimentos por 15 ou 30 dias causou redução nos níveis de glicose 

plasmática e a realimentação por 8 dias foi suficiente para recuperar e até mesmo 

superar os valores daqueles que se alimentaram diariamente. A glicose sanguínea é 

normalmente a variável fisiológica mais aferida em animais que passam por privação 

de alimentos (McCue, 2010) e reflete a capacidade homeostática do organismo em 

manter o fornecimento de energia para os tecidos. A redução durante a restrição é 

descrita em muitos estudos, com diferentes peixes e estratégias [15 dias, Piaractus 

mesopotamicus (Favero et al., 2018); 7 dias, Hoplosternum littorale (Rossi et al., 

2015) e Labeo rohita (Dar et al., 2018)], embora Costas et al. (2011) e Caruso et al. 

(2012) não tenham encontrado diferenças nas concentrações de glicose em Pagrus 

pagrus e Senegalese sole alimentados todos os dias ou sob condições de jejum, 

respectivamente.  

O glicogênio hepático foi uma das fontes de energia utilizadas nas condições 

mais severas de restrição, enquanto em ciclos alternados houve maior estoque 

desta reserva que nos peixes alimentados diariamente, sugerindo que a condição já 
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foi capaz de promover síntese compensatória e homeostase da glicemia neste grupo 

de peixes. Na maior parte das espécies, para manter a homeostase da glicose 

durante a primeira fase do jejum, o glicogênio é o primeiro substrato a ser mobilizado 

(Furné et al., 2012). Redução do glicogênio hepático também foi descrita em “gibel 

carp” (7, 14 e 21 dias) (Li et al., 2018), pacu (15 dias - Favero et al., 2018, e 60 dias 

– Souza et al., 2000) e Dicentrarchus labrax (14 dias) (Peres et al., 2014). Resultado

semelhante ao que observamos nos peixes alternadamente alimentados também foi 

descrito por Takahashi et al. (2010) em pacus submetidos a ciclos de 3 dias de 

restrição e 3 dias de realimentação.  

Em relação ao uso de lipídios como fonte de energia durante a escassez de 

alimentos, ele é dependente de cada espécie, da reserva presente no tecido e da 

estratégia que cada animal utiliza para mobilizar energia (Furné et al., 2012). Em 

peixes, os estoques de lipídios são encontrados no mesentério, fígado e músculos 

(Sheridan, 1994). Em nosso estudo, observamos redução dos níveis circulantes de 

triglicerídeos indicando o uso desta reserva proporcional à severidade da restrição e 

recuperação após realimentação. A concentração baixa de triglicerídeos indica a 

falta de lipídios que provém do alimento (Hung et al., 1997) e eles funcionam como 

substrato energético para compensar a queda nas concentrações de glicose (Perez-

Jiménez et al., 2007). Segundo Peres et al. (2014), os triglicerídeos são mobilizados 

no início do jejum, e funcionam como marcadores da condição nutricional do animal. 

Alguns estudos mostram que a suplementação de glutamato aumentou o consumo 

alimentar e o peso corporal em Salmo salar L. (Oehme et al., 2010), aumentou o 

ganho de peso, taxa de crescimento especifico e conversão alimentar em 

Ctenopharyngodon idella (Zhao et al., 2015), entretanto, diminuiu o crescimento em 

Pagellus bogaraveo (Figueiredo-Silva et al., 2010). Em Oncorhynchus mykiss 

(Kirchner et al., 2003) não afetou o desempenho do crescimento. Nossos resultados 

mostram que peixes alimentados diariamente o L-Glu aumentou a ingestão de 

alimentos. Redução dos níveis de triglicerídeos também foi descrita em Piaractus 

mesopotamicus após 15 dias (Favero et al., 2018), 30 dias (Gimbo et al., 2015) de 

restrição alimentar e ciclos de restrição a cada 3 dias (Takahashi et al., 2010).  

As reservas lipídicas hepáticas se mantiveram estáveis ao longo do 

experimento e as reservas musculares só apresentaram uma redução nos peixes 



83 

R30/8C e R30/8S, que pode ser entendido como mobilização de energia num 

momento em que há maior demanda para o processo de crescimento compensatório 

observado nesse grupo de peixes. Os peixes utilizam lipídios como principal fonte de 

energia para apoiar processos fisiológicos. Ao contrário dos mamíferos, eles 

armazenam lipídios em vários tecidos, incluindo tecido adiposo mesentérico, fígado 

e músculo vermelho (Sheridan, 1988). A gordura visceral acompanhou este perfil e 

só foi reduzida nos mesmos grupos, na realimentação, reforçando o direcionamento 

da energia dos lipídios musculares e viscerais para sustentar o crescimento desses 

peixes. Nossos dados mostram redução do lipídio visceral nos peixes que 

receberam o L-Glu, após realimentação, porém Caballero-Solares et al. (2015) 

relatam aumento de deposição da gordura visceral com a utilização do glutamato, 

enquanto que Zhao et al. (2015) não observaram diferenças em Ctenopharyngodon 

idella. Peres et al. (2014) também não encontraram alteração dos níveis de lipídios 

hepáticos, viscerais e na carcaça de Dicentrarchus labrax. Diferentemente, Souza et 

al. (2000) relataram redução das reservas de lipídíos nas mesmas reservas, em 

pacu, após 15, 30 e 60 dias de restrição alimentar. Também em pacu, Gimbo et al. 

(2015) encontraram redução do lipídeo no fígado e músculo após 30 dias de 

restrição. Já, segundo Takahashi et al. (2010) houve aumento do lipídeo hepático e 

redução de lipídeo muscular e visceral após ciclos alternados de restrição e 

realimentação em pacu. Davis e Gaylord (2011) encontraram redução da gordura 

intraperitoneal após duas semanas de jejum, sem recuperação após uma semana 

de realimentação, em “sunshine bass”. 

Caballero-Solares et al. (2015) observaram que a suplementação de 

glutamato para juvenis de Sparus aurata promoveu a síntese e retenção de lipídios, 

e descreveram níveis elevados na expressão gênica da acetil-CoA carboxilase, alto 

conteúdo de gordura corporal e aumento dos níveis de triglicerídeos sérico e 

hepático. Estes autores relataram, pela primeira vez, efeito significativo da 

suplementação de glutamato na atividade e expressão das enzimas glicolíticas em 

peixes. Em humanos, a suplementação de glutamato melhora o metabolismo da 

glicose (Di Sebastiano et al., 2013). Segundo Newsholme et al. (2003), o glutamato 

regula a glicólise e a lipogênese através da mediação de diferentes vias de 

sinalização celular. A insulina é um hormônio que desempenha um papel 



84 

fundamental na regulação do crescimento somático, na diferenciação celular durante 

o desenvolvimento e no metabolismo de todos os vertebrados (Hernandez-Sanchez

et al., 2006). A insulina atua na síntese de lipídios, absorção de glicose, captação de 

aminoácidos (Caruso e Sheridan, 2011). Em nosso estudo, não medimos os níveis 

de insulina, entretanto glicólise aumentada, glicogênese e lipogênese em peixes 

alimentados com glutamato, apoiam achados associados aos efeitos da insulina 

descritos em peixes (Caruso e Sheridan, 2011). Geralmente, a insulina promove a 

absorção de ácidos graxos livres e colesterol, reduz a lipólise e aumenta a 

lipogênese em peixes (Perez et al., 1989). 

O índice hepatossomático (IHS) indica a razão entre a massa hepática e o 

peso corporal, e está relacionado com o armazenamento de lipídios e glicogênio 

como fonte de energia no fígado (Germam e Kozlovskaya, 2001). O IHS refletiu as 

mudanças observadas nos níveis de glicogênio nesta pesquisa. Reduções no IHS 

podem estrar associadas à utilização de reservas energéticas, necessários para a 

manutenção da homeostasia (Ranzani-paiva e tavares-dias, 2002). Observamos 

ação do L-Glu neste indicador, com aumento do índice aos 15 dias em peixes 

alternadamente restritos e após realimentação no grupo de peixes que passou pela 

restrição total de alimentos por 30 dias. Em carpa, Zhao et al. (2015) observaram 

aumento do IHS após administração do L-GLU, como em nosso trabalho. Os autores 

associaram o aumento à maior síntese e atividade de enzimas digestivas intestinais. 

Do ponto de vista metabólico, o ácido glutâmico promoveu melhoras no metabolismo 

hepático da glicose em Sparus aurata e facilitou a substituição da proteína por 

carboidratos da dieta (Caballero-Solares et al., 2015). Oehme et al. (2010) 

observaram em Salmo salar L. que dietas suplementadas com glutamato (0,75%), 

sob condições de alimentação normal, aumentaram o IHS.  

O colesterol circulante apresentou valores mais elevados após 30 dias de 

restrição e após realimentação estes valores retornam aos valores observados nos 

outros grupos, e que não sofreram alterações. 

De acordo com Furné et al. (2012) , os níveis de colesterol plasmático de truta 

arco-íris (Oncorhynchus mykiss) podem se restabelecer após a alimentação. Souza 

e Silva et al. (2019) observaram em Lophiosilurus alexandri, um peixe neotropical 

carnívoro, que o colesterol foi maior em estratégias de ciclos curtos de restrição 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848618321082#bb0070
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alimentar. Em juvenil de Acipenser baerii (esturjão siberiano), o colesterol não foi 

afetado por diferentes estratégias (Jafari et al., 2018 ). A dieta suplementada com L-

Glu reduziu os níveis de colesterol nos peixes que foram ciclicamente restritos, mas 

esse efeito só apareceu após 15 dias. Favero et al. (2018) observaram aumento das 

concentrações de colesterol aos 15 dias de restrição alimentar, e redução após 

realimentação, enquanto nenhuma alteração tenha sido observada por Li et al. 

(2018), em carpa, após 7 dias de restrição. Em contrapartida, Pérez-Jiménez et al. 

(2012) observaram em Dentex dentex, sob ciclos longos de restrição e 

realimentação, permanência de níveis baixos de colesterol mesmo após 

realimentação. O efeito do jejum nas concentrações de colesterol é divergente, e 

estudos com peixes tem apresentado diferentes respostas como aumento ou 

redução do colesterol ao longo da privação (Kim et al., 2014).  

Em relação ao sistema imune, a imunocompetência, tanto do ponto de vista 

agudo quanto crônico, é um processo dinâmico e o funcionamento do sistema, tanto 

durante a ativação da fagocitose como na constante produção de inúmeras células e 

na síntese das inúmeras proteínas que o compõem, exige uma intensa mobilização 

de energia (Lochmiller e Deerenberg, 2000; Gimbo et al., 2015). Em nosso estudo, a 

atividade respiratória de leucócitos (ARL) diminuiu aos 15 dias de restrição total e 

tendeu ao mesmo perfil na alimentação alternada com restrição, sem efeito do L-

Glu. Segundo Newsholme et al. (2003), o glutamato desempenha papel na 

modulação do sistema imunológico. Aos 30 dias, essa diferença desapareceu, e a 

ARL nos grupos citados se recuperou para valores controle. Após a realimentação, a 

ARL em todos os grupos continuou igual com valores inferiores aos observados aos 

30 dias. Por esse indicador, observamos redução temporária na ARL (aos 15 dias) e 

uma resposta compensatória de recuperação aos 30 dias. A redução aos 15 dias é, 

provavelmente, uma estratégia de economia de energia já que nesse período os 

peixes perderam peso e as reservas de glicogênio estavam reduzidas. Aos 30 dias, 

esse quadro não se modifica, mas a recuperação compensatória pode representar 

uma resposta de proteção. Li et al. (2007) sugerem que o glutamato na dieta é 

necessário para manter um ótimo estado imunológico sob condições de 

imunossupressão. A redução observada aos 38 dias é possivelmente devido a outro 

fator que afetou todos os grupos de peixes, independente das estratégias 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848618321082#bb0100
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alimentares testadas e a suplementação com o L-Glu. Restrição de 30 dias, em 

pacu, causou redução na ARL, mas não impediu que os peixes aumentassem a 

atividade quando desafiados por Aeromonas hydrophila (Gimbo et al., 2015). Estudo 

com robalo (Dicentrarchus labrax) e dourada (Pagellus bogaraveo) mostrou redução 

da ARL em ambos os peixes, aos 31 dias de restrição alimentar (Caruso et al., 2011) 

diferentemente do que observamos em nosso estudo. 

As estratégias alimentares e as dietas não afetaram a atividade da lisozima 

durante o experimento. Os dados disponíveis na literatura são ainda conflitantes 

quando se trata de restrição alimentar. Caruso et al. (2011) relataram maior 

atividade da lisozima em robalo, após 31 dias de restrição. Em Paralichthys 

olivaceus, as concentrações plasmáticas de lisozima aumentaram depois de 21 dias 

de privação de alimentos (Kim et al., 2014). Aumento de lisozima sérica também foi 

descrita por Gimbo et al. (2015) em pacu depois de 30 dias sem receber alimento. A 

capacidade de ajuste fisiológico à restrição alimentar para manter funções vitais 

durante esse período foi relatada por Gimbo et al. (2015) que mostraram que o pacu, 

mesmo em balanço energético negativo, após 30 dias sem alimento, foi capaz de 

acionar respostas imunes inatas após uma infecção bacteriana experimental. 

O índice esplenossomático (IES) aumentou aos 30 dias nos peixes sob 

restrição total de alimento, sem efeito do L-Glu, e esse aumento pode ser associado 

à recuperação da ARL. Esses achados indicam ativação da produção das células 

neste órgão hematopoiético. Segundo Fishelson (2006), o baço de peixes teleósteos 

é similar ao de vertebrados, com uma separação bastante marcante entre uma polpa 

branca, constituída de tecido linfático, e uma polpa vermelha que contém uma rede 

de cordões celulares enrolados, rico em macrófagos, neutrófilos e eosinófilos.  

Para observar as respostas à restrição alimentar usamos também indicadores 

intestinais, já que este órgão agrega estruturas relacionadas ao sistema imune e 

digestivo, importantes para o foco de nosso estudo. Em relação ao sistema imune, o 

epitélio intestinal está entre os importantes órgãos de defesa imunológica (Gomez et 

al., 2013) e contem populações de leucócitos, incluindo macrófagos, linfócitos, 

mastócitos e granulócitos (Georgopoulou e Vernier, 1986). Destacamos, ainda, 

espalhadas no epitélio intestinal, as células caliciformes produtoras de muco, que 

contém elementos do sistema imune inato e atua como uma barreira física (Dash et 
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al., 2018), e lubrifica a superfície do intestino. Ainda, no epitélio intestinal, em peixes, 

encontram-se os enterócitos (Wilson e Castro, 2011), que participam desde a 

digestão de alimentos à absorção de nutrientes (Caballero et al., 2003).  

Neste estudo, observamos maior infiltração leucocitária nos peixes dos 

grupos de ciclo curto e sob restrição total por 15 dias e nesta estratégia o L-Glu 

reduziu a infiltração. Aos 30 dias, esse perfil se manteve (aumento nos grupos 

2C/R1 e 2S/R1 e R30C e R30S, efeito redutor do L-Glu). A realimentação igualou os 

valores nos grupos, em geral. Os aumentos observados indicam uma defesa 

imunológica neste tecido que foi provavelmente sinalizado pela ausência do 

alimento. O aumento no número de células inflamatórias durante restrição alimentar 

foi considerado uma função defensiva em outros estudos (Baeverfjord e Krogdahl, 

1996; Domeneghini et al., 2002). Em outro estudo com pacu, Castilho (2016) 

observou, em estratégias alimentares de ciclos curtos de restrição (6 dias de 

alimentação e 1 dia de jejum; alimentação por 2 dias e 1 dia de jejum), diminuição de 

infiltrado leucocitário em ambos os tratamentos, quando comparados ao grupo 

controle.  

A altura total das vilosidades diferiu estre estratégias, embora sem um perfil 

muito claro. Um dos grupos que sofreu restrição de 30 dias apresentou redução das 

vilosidades (R30S), mas o outro grupo semelhante não, embora os dois estivessem 

nas mesmas condições (sem alimento). Após 38 dias, há uma redução nos dois 

grupos submetidos a restrição alternada (com e sem L-Glu). Em geral, estudos com 

restrição alimentar em peixes relatam redução na altura das vilosidades. O jejum 

causou diminuição da altura da dobra intestinal em Acipenser transmontanus 

(Domeneghini et al., 2002), alterações nos enterócitos e diminuição da altura total 

intestinal em Hyphessobrycon luetkenii (Gaucher et al., 2012) e prejuízos na área 

superficial das vilosidades em Silurus meridionalis (Zeng et al., 2012).  

O número de células caliciformes diminuiu, aos 15 dias, nos peixes 

alternadamente restritos que receberam L-Glu e aos 30 dias, no mesmo grupo e nos 

peixes submetidos a restrição total. A realimentação restaurou a quantidade de 

células nos peixes 2S/R1, mas não nos que passaram por 30 dias sem alimento, 

sugerindo um dano maior ao epitélio na ausência de alimento. No pacu, Castilho 

(2016) demonstrou que o número de células caliciformes diminuiu conforme o 
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período de jejum, dados encontrados também por Zeng et al. (2012) no bagre 

Silurus meridionalis demonstrando que a restrição alimentar afeta negativamente a 

densidade das células caliciformes. No estudo de Zeng et al. (2012), os autores 

comentam que a restrição alimentar prejudica as funções digestivas e absortivas do 

trato gastrointestinal dos peixes. 

Finalmente, o último sistema abordado em nosso estudo, que é altamente 

relacionado ao processo de produção de energia, é o sistema antioxidante. O 

funcionamento do sistema antioxidante durante estratégias de restrição alimentar em 

peixes é ainda pouco explorado e os dados são divergentes, mas as estratégias e os 

peixes modelo são bastante distintos. Efeitos da restrição alimentar podem estar 

ligados à produção de EROs, conhecidas por causar estresse oxidativo (Robinson et 

al.,1997).  

As estratégias alimentares e dietas de nosso estudo causaram respostas 

diferenciadas nos indicadores do sistema antioxidante dos diferentes tecidos 

analisados. Aos 15 dias, no fígado e intestino, a atividade da superóxido dismutase 

(SOD) estava mais baixa nos peixes que receberam alimento alternadamente em 

relação ao grupo controle. Já, a atividade da catalase (CAT) hepática aumentou nos 

mesmos peixes, mas não se modificou no intestino. No intestino, o L-Glu reduziu a 

SOD no grupo CS em relação ao grupo C. Yang et al. (2019) relataram aumento da 

atividade da SOD e redução da atividade da CAT no fígado de Acipenser dabryanus, 

em período de até 8 semanas de restrição alimentar e afirmaram que os peixes 

alteraram as defesas antioxidantes para lidar com o estresse oxidativo induzido pela 

restrição. Em tempos mais curtos de restrição (8 dias), Karatas (2018) relatou 

redução da CAT em fígado de Oncorhynchus mykiss. Entretanto, aumento da 

atividade da CAT no mesmo tecido foi observado em Acanthopagrus latus, em 

restrição em ciclos mais curtos – F2R8 (2 dias de restrição e 8 dias de 

realimentação) após 80 dias (Tamadoni et al., 2020). Antonopoulou et al. (2013) 

mostraram em robalo sob restrição de dois meses, aumento de CAT e SOD no 

tecido intestinal. Em condições de restrição por 5 semanas, Dentex dentex 

apresentaram aumento da atividade da SOD e CAT hepáticas, além de aumento nos 

indicadores de estresse oxidativo (Morales et al., 2004). Essas diferenças sugerem a 
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necessidade do gasto de energia no combate ao estresse induzido pelo jejum em 

ciclos curtos. 

Aos 30 dias, as atividades da SOD hepática e intestinal não mudaram em 

nenhum grupo, enquanto que a catalase (CAT) hepática diminuiu na restrição mais 

severa, independente da dieta. As concentrações de glutationa reduzida (GSH) 

seguiram o perfil da CAT, estando mais baixas nos peixes submetidos a restrição 

mais severa (R30C) e se elevaram após a realimentação (R30/8C e R30/8S). 

Atividade de enzimas antioxidantes foi avaliada durante restrição de alimento no 

Sparus aurata de 46 dias (Pascual et al., 2003) e os autores observaram, no fígado, 

aumento da SOD e redução da CAT em paralelo com a restrição e estresse 

oxidativo, indicadores que se recuperaram após realimentação. No intestino, não 

observamos efeito da restrição alimentar nas enzimas, mas o L-Glu reduziu as 

concentrações de GHS nos peixes R30S. A GSH é dependente do NADPH 

(Antunes-Neto, 2005) e sob condições de redução da produção de NADPH, como no 

jejum e na deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), há prejuízo na 

atuação da GSH (Shan et al., 1990). Rossi et al. (2015) descreveram em fígado de 

Hoplosternum littorale, após 28 dias de restrição, redução na concentração de GSH 

e aumento da atividade da GST. Como o GST é uma enzima dependente de GSH, 

as mudanças no nível de GSH podem diminuir a atividade de GST (López-López et 

al., 2011).  

A atividade da glutationa S-transferase (GST) hepática não foi afetada pela 

restrição, mas a realimentação reduziu a atividade nos peixes R30/8S. A 

realimentação elevou a atividade da SOD intestinal nos dois grupos sob restrição 

(2C/R1 e R30/8C) em relação ao controle, reduziu a CAT nos dois grupos de peixes 

sob restrição que receberam L-Glu e reduziu as concentrações de GSH no grupo 

alternadamente alimentado (2C/R1) em relação ao controle C. Tamadoni et al. 

(2019) observaram em Acanthopagrus latus aumento da atividade da CAT e GST no 

fígado, em peixes que passaram por oito dias de restrição e trinta e dois dias de 

realimentação. Já Pascual et al. (2003) encontraram diminuição na atividade de GST 

e CAT em Sparus aurata, sob condição de ciclos alternados e longos de restrição 

aos 28 dias. 
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Analisando os dados, observamos mudanças na resposta das enzimas 

dependente da intensidade da restrição alimentar e do tempo de restrição. A SOD, 

por exemplo, diminuiu nos dois tecidos, após 15 dias, quando a restrição foi 

moderada, em ciclos alternados de restrição e realimentação, mas não se alterou 

aos 30 dias. A CAT, ao contrário da SOD, aos 15 dias, aumentou no fígado em 

2C/R1, mas não mudou no intestino. Interessantemente, a alteração da CAT foi 

acompanhada por alteração semelhante das concentrações de GSH. Por outro lado, 

a ação do L-Glu foi bastante moderada, tendo diminuído a atividade da SOD aos 15 

dias nos peixes sempre alimentados. 
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5. Conclusões

De modo geral, nossos resultados sugerem que houve mobilização de 

energia durante as estratégias testadas e os sistemas imune e antioxidante se 

ajustaram às mudanças metabólicas, além de não haver prejuízo para o crescimento 

dos peixes. As mudanças parecem ser adaptações a fim de economizar energia ao 

longo de 30 dias, ao mesmo tempo que outros mecanismos de defesa imunológica 

foram acionados. 

 Durante ciclos curto e longo de restrição alimentar, os peixes perderam peso

corporal e mobilizaram triglicerídeos circulantes e os estoques de glicogênio 

hepático, que recuperaram após realimentação. A realimentação permitiu processo 

compensatório de crescimento, melhor conversão alimentar e o intenso uso de 

energia nesta fase foi apoiada pela lipólise muscular. 

 O indicador do sistema imune inato, atividade respiratória dos leucócitos, foi

reduzida após 15 dias de restrição total de alimento acompanhando a redução da 

disponibilidade de energia (glicemia e glicogênio hepático), mas a proteção na 

mucosa intestinal aumentou, aos 15 e 30 dias, pela migração de células de defesa 

no tecido. 

 As respostas das enzimas do sistema antioxidantes responderam

diferentemente à intensidade e tempo de restrição alimentar e tecido. A atividade da 

SOD diminuiu aos 15 dias, na condição de restrição moderada, em ambos os 

tecidos, enquanto a CAT aumentou no fígado aos 15 dias e diminuiu aos 30 dias. A 

realimentação reverteu as alterações.  

 A dieta suplementada com L-GLU melhorou a CA nos peixes que passaram

por restrição alimentar moderada, após 30 dias e piorou quando estes passaram a 

receber alimento diariamente. 

 A dieta suplementada com L-GLU diminuiu o infiltrado leucocitário e o número

de células caliciformes após 15 dias de restrição moderada, sugerindo menor 

necessidade de mobilização de defesa imunológica. 
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