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caliciformes em pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e com &cido L-
glutdmico (L-GLU) 8g/kg racdo. C — alimentagdo continua, CS — alimentacéo continua com
L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1- alimentacdo controle e com L-GLU, por 2 dias/jejum de 1 dia.
Letras maiusculas (A,B) indicam diferenca entre dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Letras
mindsculas (a,b) indicam diferenca entre as estratégias (p<0,05). Os dados representam
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Figura 18. (A) Peso final, (B) consumo relativo de dieta (g) e (C) conversao alimentar em
pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido L-glutdmico (L-GLU) 8g/kg
racdo. C e CS- alimentacao continua e suplementada, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacéo por 2
dias/jejum de 1 dia controle e suplementada. Letras maiusculas (A,B) indicam diferenca
entre as estratégias alimentares na mesma dieta (p<0,05). Os dados representam médias e
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Figura 19. (A) ConcentracGes sanguineas de glicose, (B) triglicerideos (mg dL?) (C)
colesterol (mg dL?) e (D) glicerol (mg dL*) em pacus submetidos a estratégias alimentares
sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentagao continua por 38 dias,
2C/R1 e 2S/R1 — alimentacgéo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; 30CR/8 e 30S/R1 -
restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da
realimentacdo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam
diferencas nas estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minusculas (a,b,c
— Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05).
Asterisco indica diferenca das dietas na estratégia. Os dados representam médias e erro
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Figura 20. ConcentracGes de (A) glicogénio hepatico (%) e (B) lipideo hepatico (mg g1), (C)
e lipideo muscular (mg g*) em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido
L-glutamico (L-GLU) 8g/kg. C e CS — alimentacdo continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 —
alimentacdo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restricao
alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da realimentacao (8
dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam diferencas nas
estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minudsculas (a,b,c — Controle;
x,¥,Z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica
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Figura 21. (A) Atividade respiratoria de leucécitos (abs em 540 nm); (B) concentragdo sérica
de lisozima (ng pL 1) em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido L-
glutdmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentacdo continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 —
alimentagdo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restricdo
alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da realimentagéo (8
dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam diferencas nas
estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Os dados representam médias e erro
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Figura 22. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina?), (B) catalase (umol H2O:
mint mg proteina?), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min* mg de proteina?) e (D)
glutationa reduzida (ug GSH mg de proteina™) no figado de pacus submetidos a estratégias
alimentares sem e com &cido L-glutdmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentac¢édo continua
por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacao por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C
e R30/8S - restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da
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RESUMO A presente tese aborda os efeitos do jejum e realimentacdo no
metabolismo energético, na imunidade inata e no sistema antioxidante do pacu. O
interesse no tema se deve ao fato de que a producdo de peixes vem ganhando
importancia em todo o mundo, com intensificacdo dos sistemas de producao que
exigem o aprimoramento das técnicas de criacdo. Entre essas técnicas, as
estratégias de alimentacdo tém sido Uteis para aumentar a eficiéncia no
desempenho dos animais, menores custos de producdo e menor impacto no
ambiente. Entre as estratégias, a restricdo alimentar por diferentes periodos, deve
ser melhor estudada, por seus resultados promissores para a producao. Por se tratar
de manejos que envolvem reducao na ingestéo de alimento e consequente alteracao
no status metabdlico do animal, é importante se conhecer melhor a relagdo entre
essas alteracbes e seu impacto no sistema imune e sistema antioxidante, ambos
sistemas que envolvem mobilizacdo e producdo de energia. Com o objetivo de
explorar essa abordagem, nés avaliamos o efeito de diferentes estratégias
alimentares, envolvendo restricdo alimentar longa (30 dias e 8 dias de
realimentacdo) e curta (1 dia de restricio a cada 2 dias de alimentacdo) nas
respostas imunes inatas e sistema antioxidante de juvenis de pacu, além de testar o
efeito do L-glutamato, como possivel antioxidante, durante os periodos de
realimentacdo. Para isso avaliamos aspectos de mobilizacdo e utlizagcdo de
reservas energéticas pelo perfil de glicose sanguinea, glicogénio hepatico, lipidio
hepatico, muscular e visceral, triglicerideos, colesterol e glicerol sanguineos; a
estrutura do epitélio intestinal (células caliciformes, altura das vilosidades e
infiltracdo de leucdcitos); quantificacdo do perfil da lisozima sérica e atividade
respiratoria dos leucadcitos; atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase,
glutationa S-transferase hepaticas e intestinais. Além dos indicadores bioquimicos,
avaliamos aspectos zootécnicos como crescimento e aproveitamento do alimento.
Os resultados, apresentados no capitulo 2 desta tese, nos permitem concluir que
ciclos curto e longo de restricdo alimentar apresentam mudancas em respostas
metabdlicas, imunoldgicas, enzimas do sistema antioxidante, histologico e
crescimento, e apos realimentacdo houve reversédo dessas alteracoes.

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



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

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



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. Introdugéo e justificativa

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

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

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

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

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

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



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

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

oxidativo, como forma de se estabelecer manejos preventivos.

2. Reviséo de literatura
2.1 Restricdo alimentar/realimentacdo em peixes

Muitas séo as estratégias utilizadas na piscicultura para otimizar a producéo,
entre elas 0 manejo alimentar que utiliza restricdo na oferta do alimento. Ao longo do
periodo de privacao alimentar, ha regulacdo das vias metabolicas dos peixes, sendo
0 estoque energético proveniente do alimento utilizado como fonte de energia para
sua sobrevivéncia (Morales et al., 2004). Os animais, incluindo os peixes, tem a
capacidade de enfrentar, na natureza, periodos longos de escassez de alimentacao
(McCue, 2012, Staples, 2016).

Na literatura sdo descritas diferentes estratégias alimentares que envolvem
alimentacdo diaria continua e periodos curtos e periodos longos de restricao
seguidos de periodos também variaveis de realimentacdo (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
eficiéncia do aproveitamento do alimento e promove crescimento compensatorio,
aspectos que diminuem o custo de producdo e reduzem a presenca de residuos
metabdlicos e de racdo no ambiente (Turano et al., 2008; Takahashi et al., 2010;
Urbinati et al., 2014; Favero et al., 2018).



2.1.1 Desempenho zootécnico na restricdo alimentar

Os dados de desempenho zootécnico dos peixes séo informacgdes relevantes
para o desenvolvimento e adequacdo de novos métodos para viabilizar a melhoria
da producdo no setor aquicola. Uma estratégia de manejo que tem mostrado
resultados satisfatérios € o manejo alimentar que inclui a aplicacdo de ciclos de
jejum e realimentacdo. Uma das vantagens desta estratégia é o crescimento
compensatorio dos animais (Xiao et al., 2013; Urbinati et al., 2014), que se
aproveitam de mecanismos bioquimicos compensatdrios para aumentar a ingestao
(hiperfagia) e melhor aproveitar o alimento ingerido, mecanismos estes que
sustentam o crescimento compensatoério (Won e Borski, 2013; Urbinati et al., 2014).
O ganho compensatorio é caracterizado pela recuperacao rapida de peso atraves do
fornecimento de alimentos na realimentacdo, sustentado pela velocidade de
recuperacao do perfil metabdlico (Morales et al., 2004).

O crescimento compensatorio pode ser dividido em diferentes graus de
compensacao, assim: 1 - Sobre-compensacdo: animais em restricdo alimentar
atingem tamanho maior, no mesmo periodo que animais alimentados
continuamente; 2 - Compensacao total: animais em restricdo alimentar atingem no
mesmo periodo, 0 mesmo tamanho dos animais alimentados continuamente. 3 -
Compensacao parcial: apos a restricdo alimentar, os animas nao atingem o mesmo
tamanho que animais alimentados continuamente, embora apresentem alta taxa de
crescimento, podendo apresentar melhora na converséao alimentar durante o periodo
de realimentacdo; 4 - Ndo compensacao: auséncia de respostas compensatérias
durante a realimentacdo em animais submetidos a restricdo alimentar (Ali et al.,
2003).

A utilizacao de estratégias de alimentacdo com jejum e realimentacdo € uma
forma de explorar a capacidade natural de recuperacdo metabdlica, crescimento dos
animais e, ao mesmo tempo reduzir custo de producéo e eliminacao dos residuos da
alimentacéo (Souza et al., 2003). Muitos estudos avaliaram o uso de estratégias de
restricdo alimentar e realimentacdo em peixes, entretanto os resultados sdo muito
variaveis e dependem de varios fatores, como espécie, condicdes climaticas, época

do ano e extensdo dos periodos de restricdo e de realimentacao, entre outros.



Takahashi et al. (2010) ndo observaram crescimento compensatério total em
pacu submetidos a estratégias alimentares de ciclos curtos (3 dias de privacdo
alimentar seguidos de 3 dias de realimentag&o), embora Favero et al. (2018) tenham
relatado maior ganho de peso e taxa de conversao alimentar em apenas 5 dias de
realimentacdo, em pacu sem alimentos por 30 dias. Em matrinxd (Brycon
amazonicus), houve crescimento total apds ciclos curtos de restricdo/realimentacéo
(jejum de 2 dias e realimentacdo 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 realimentacdo promoveu crescimento compensatoério.
Utilizando diferentes estratégias alimentares (7 dias de jejum e 21 dias de
realimentacdo; 14 dias de jejum e 21 dias de realimentacdo), Gune et al. (2018)

também observaram crescimento compensatorio completo em Acipenser stellatus.

2.1.2. Metabolismo energético em peixes

Os efeitos da restricdo alimentar sdo bastante variaveis e dependem da
espécie de peixe, fase da vida, temperatura e fotoperiodo, época do ano e estratégia
experimental (Furné et al., 2012; Glencross e Bermudes, 2011; Biswas et al., 2002;
Jargensen et al., 2013; Reigh et al., 2006), mas, em todas as condicfes, o desafio
dos peixes durante situacdes de baixa disponibilidade de alimentos é manter as
funcdes fisiologicas, modulando a mobilizacdo das reservas metabdlicas (Navarro;
Gutiérrez, 1995; Bar, 2014; Li et. al., 2018).

As reservas energeéticas, como glicogénio, lipidios e proteinas, representam a
chave da sobrevivéncia em condi¢cdes de baixo consumo energético ou jejum
completo (Secor e Carey, 2016). O primeiro substrato utilizado na maioria das
espécies de peixes é o glicogénio, seguido da mobilizacdo da reserva lipidica no
figado e/ou muasculo, 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 glicogendlise, por meio da enzima glicose-6-fosfatase, ajuda a
manter a homeostase da glicose no sangue durante os primeiros estagios do jejum

(Furné et al., 2012; Nelson; Cox, 2014), da mesma forma que a gliconeogénese,



utilizando lactato, glicerol ou alguns aminoacidos como substrato (Polakof et al.,
2012).

A glicose sanguinea é normalmente a variavel fisiolégica mais utilizada para
determinar a dindmica energética em animais que passam por privacao de alimentos
(McCue, 2010). Entretanto, as concentracbes de glicose podem ndo apresentar
alteracdes, dependendo de varios fatores. Estudos com diferentes peixes néo
relataram alteragcbes das concentracbes de glicose durante restricdo alimentar
(Barcellos et al., 2010; Yarmohammadi et al., 2012; Kim et al., 2014). Ja Favero et
al. (2018) observaram em pacu, reducdo de glicose no plasma apos 15 dias de
restricdo alimentar e elevagdo a niveis superiores aos do grupo controle apés 5 dias
de realimentacdo. Em Hoplosternum littorale, privacdo alimentar de 7 e 28 dias
reduziu os niveis plasmaticos de glicose, além de reduzir proteina no figado e
glicogénio no musculo (Rossi et al., 2015).

Os lipidios representam a principal fonte de energia metabdlica para os peixes
(Sheridan, 1994; Tocher, 2003). O tecido adiposo tem a funcdo de armazenar
energia, na forma de triglicerideos em seu citoplasma, quando a ingestdo de
substratos energéticos € maior que o gasto (lipogénese), e liberar energia na forma
de &cidos graxos durante o jejum (lipolise) (Fonseca-Alaniz et al., 2007). Em peixes,
os estoques de lipidio sdo encontrados no mesentério, figado e musculos (Sheridan,
1994). A gordura mesentérica mostrou-se uma importante fonte de energia em pacu
em condicdes de restricdo alimentar por longo periodo (Souza et al., 2000) e seus
niveis foram reduzidos, no mesmo peixe, durante privacao de alimento por periodos
mais curtos (Takahashi et al., 2010; Favero et al., 2018). Intensa lipdlise no figado,
musculos e visceras foi observada em peixes submetidos a restricdo alimentar, junto
com aumento das concentracfes de acidos graxos livres (Takahashi et al., 2010;
Pérez-Jiménez et al., 2012; Urbinati et al., 2014) e glicerol (Gimbo et al., 2015),
ambos produtos de lipdlise. Reducdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos, apos
privacdo alimentar de 7 dias, foi descrito em Hoplosternum littorale (Rossi et al.,
2015) enquanto, aos 28 dias, houve reducdo dos triglicerideos e colesterol no
sangue dos peixes. Em pacu, Favero et al. (2018) observaram reducdo dos niveis

plasmaticos de triglicerideos, apos 15 dias de restri¢cdo alimentar.



A proteina muscular é a Ultima reserva mobilizada (Navarro e Gutierez, 1995).
Diferentemente, algumas espécies tentam preservar os estoques de glicogénio no
figado, mobilizando a proteina para gliconeogénese e os lipidios como substratos
energéticos (Sheridan e Mommsen, 1991). Assim, a dindmica metabdlica de

carboidratos, lipidios e proteinas é indicador da homeostase energética nos peixes.

2.1.3. Restricao 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 cilindricas, na qual a submucosa é constituida de
um tecido conjuntivo que sustenta a mucosa, e logo abaixo a muscular tendo uma
camada circular interna e longitudinal responsavel pelo movimento peristaltico; e a
serosa, formada pelo tecido conjuntivo e epitelial (Honorato et al., 2011).

Em peixes, 0 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 o0s enterocitos (Wilson e Castro, 2011), que séo células
cilindricas de revestimento, que participam do processo absortivo (Galjaard et al.,
1970). Na regido apical, entre os enterdcitos encontram-se as células caliciformes
(Barbieri e Hernandez-Blazquez, 2008), que tém o papel de produzir muco para
proteger e lubrificar o revestimento intestinal (Deplancke e Gaskins, 2001). Este
muco é composto por mucinas acidas ou neutras (Diaz et al., 2008). A mucina acida
tem a capacidade de proteger contra patdbgenos e também como barreira fisica
(Arellano et al., 2001). Ja as mucinas neutras encontram-se no estdmago e no
intestino preservando o epitélio contra agentes infecciosos (Banan Khojasteh et al.,
2009).

Alguns estudos tém demonstrado que o jejum causa mudancas histoldgicas e
morfolégicas na mucosa intestinal dos peixes, como em Acipenser transmontanus
em que houve diminuicdo da altura da dobra intestinal (Domeneghini et al., 2002);
em Hyphessobrycon luetkenii com alteracdes nos enterdcitos e diminuicdo da altura
intestinal (Gaucher et al., 2012); e em Silurus meridionalis com danos na superficie

das microvilosidades (Zeng et al., 2012). Gaucher et al. (2012) observaram alteragao



no numero das células caliciformes em peixes submetidos a restricdo alimentar, ou
seja, aumento em Hyphessobrycon luetkenii e reducédo em Silurus meridionalis. No
pacu, Castilho (2016) demonstrou, para esta mesma variavel, diminuicdo conforme o
periodo de jejum, dados encontrados também por Zeng et al. (2012), demonstrando
gue o jejum afeta a densidade das células.

A flexibilidade digestiva € um fenbmeno entre os animais que apoia a ideia de
gue o tamanho do intestino é ajustado as demandas nutricionais (Starck, 1999;
Karasov et al., 2011). As vilosidades intestinais s@o revestidas por epitélio simples
colunar formado por enterdcitos, cuja integridade e tamanho possibilitam maior
absorcao dos nutrientes (Junqueira e Carneiro, 2005). A manutencao da integridade
epitelial promove protecdo e aumento no comprimento das vilosidades o que pode
ser relacionado com melhor capacidade de absorcdo e aproveitamento dos
nutrientes. Gaucher et al. (2012) observaram reducéo na altura das vilosidades em
Hyphessobrycon luetkenii, resultado semelhante ao descrito em pacu (Castilho,
2016), apos ciclos alternados e longos de restricdo alimentar.

Outra funcdo importante da mucosa intestinal é servir de barreira imunolégica.
O intestino ndo é apenas um orgdo de digestdo e absorcédo, mas tem também papel
imunologico, na defesa a agressdes do meio externo (Guarner, 2006). A migracao
de leucdcitos para a mucosa intestinal (infiltrado leucocitario) € 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 nao é
organizada, apresenta distribuicdo difusa sem nodulo linfoide, estruturada por
linfocitos intraepiteliais, macréfagos, eosinéfilos e neutréfilos (Cerezuela et al.,
2012). A migracdo de células imunes do sangue por meio do endotélio vascular para
a matriz extracelular dos tecidos € um fato comum no surgimento de inflamacdes
(Cid, 1996). Em vista disso, o infiltrado tecidual por leucécitos depende de interacdes
dindmicas, que requerem regulacdo entre leucdcitos, células endoteliais e um
complexo de receptores na regido da matriz extracelular (Butcher et al., 1996).

O perfil do infiltrado leucocitario em peixes submetidos a estratégias
alimentares de restricdo/realimentacdo é ainda pouco conhecido. Castilho (2016)
observou, em pacus submetidos a estratégias alimentares de ciclos curtos de jejum

(6 dias de alimentacao e 1 dia de jejum; alimentac&o por 2 dias e 1 dia de jejum),



diminuicdo de infiltrado leucocitario em ambos os tratamentos, quando comparados
ao grupo controle. Assim, a presenca de leucécitos e macréfagos, presentes entre
as células epiteliais do intestino, é considerada como um sinal de que o segmento

intestinal tem importancia imunolégica (Rombout et al., 2011).

2.1.4. Restricao alimentar e sistema imunoldgico em peixes

O sistema imunoldgico é composto por componentes celulares e humorais,
usados para defender o organismo de uma ampla variedade de agentes, desde
virus, 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 imunologico dos peixes €
dividido em sistema imune inato e sistema imune adaptativo ou de memoria. A
resposta imune inata € composta por fatores fisicos, celulares e humorais incluindo
moléculas receptoras celulares que séo soliveis 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 o0 organismo contra agressdes
externas. Ela € ativada pela deteccdo de agentes infecciosos por meio de receptores
de reconhecimento de patégenos (PRRs), que interagem com estruturas presentes
no patégeno denominado “padrdo moleculares associados aos patdégenos” (PAMPs)
(Palm e Medzhitov, 2009; Boltafia et al., 2011). Os PRRs reconhecem o patdégeno
diretamente, por PRRs de transmembrana ou citoplasmaticos, e, indiretamente,
através do reconhecimento de patdégenos opsonizados (Calich et al., 2008). A
relacio PAMPs e PRRs desencadeia sinalizacdo intracelular, facilitando a
internalizacdo e fagocitose dos patdgenos, que resulta em morte destes agentes
(Calich et al., 2008; Kum e Sekkin, 2011).

A superficie do corpo dos peixes apresenta barreiras fisicas, como a pele e o
muco, que contém lectinas, lisozimas, proteinas do sistema complemento, peptideos
antibacterianos e imunoglobulinas, que tém um papel importante na inibicdo da
entrada de patdgenos (Boshra et al., 2006; Saurabh e Sahoo, 2008; Rauta et al.,
2012). Se a barreira fisica ndo for suficiente para impedir o agente invasor, ocorre a
ativacdo do sistema imune inato, celular e humoral. Os componentes celulares do

sistema imune inato sdo células de defesa ou fagdcitos (macréfagos, mondcitos,



granulocitos e células “natural Kkillers”), responsaveis pelo reconhecimento,
fagocitose e destruicdo do patdgeno, inicialmente por meio da producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), durante a respiracdo celular ativada pelo micro-
organismos, que atuam como bactericidas (Secombes, 1996). Ao mesmo tempo, 0
sistema imune inato age através de componentes sollveis nos liquidos corporais.
Este mecanismo do sistema inato inclui a producdo de compostos antibacterianos,
proteinas de fase aguda da inflamacao, proteinas do sistema complemento da via
alternativa e citocinas (Ellis, 1999 e 2001; Tort et al. 2003; Uribe et al., 2011).

O sistema complemento € constituido por um conjunto de 35 proteinas
séricas e de membrana, que participam das respostas imunolbgicas inata e
adquirida (Carroll, 2004; Urbinati et al.,, 2020). Em peixes, assim como nos
vertebrados em geral, o sistema complemento pode ser ativado de trés maneiras:
pela via classica desencadeada pela ligacdo de anticorpos a superficie celular
(Holland e Lambris, 2002), a via alternativa ativada diretamente por
microorganismos, e a via das lectinas, ativada pela ligagdo de um complexo proteico
de manose/lectina as células bacterianas (Sakai, 1992).

A lisozima é uma enzima bacteriolitica distribuida por todo organismo, sendo
uma das respostas inatas mais estudadas (Saurabh e Sahoo, 2008). A lisozima esta
presente no soro, secre¢des, mucosas e tecidos ricos em leucocitos, principalmente
nos rins e intestino (Grinde et al., 1988). Produzida por leucdcitos, principalmente
neutrofilos e mondcitos (Murray e Fletcher, 1976), esta enzima atua na digestao de
carboidratos presentes (peptidoglicano) na parede bacteriana, mecanismo de
opsonizacédo e atividade antiviral (Ellis, 1999 e 2001; Magnadottir, 2006; Saurabh e
Sahoo, 2008).

As células de defesa representadas por fagocitos, neutréfilos e macrofagos
sdo muito importantes devido as suas grandes quantidades de enzimas em
lisossomos e espécies reativas de oxigénio produzidas durante a fagocitose
(Magnadottir et al., 2011). Além disso, neutrofilos e macréfagos sdo capazes de
produzir anions superdéxidos, atuando como bactericida extracelular que por meio da
“‘explosdo oxidativa” (do inglés, oxidative burst), formam compostos reativos
derivados do oxigénio (Secombes, 1996, Biller-Takahashi et al.,, 2015; Biller e

Takahashi, 2018). No “burst” oxidativo ocorre a reducdo de O> em H20:, e
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posteriormente liberacdo de radicais OH", H.O e cloraminas, cuja funcdo é agir na
destruicdo de agentes infecciosos (Biller e Takahashi, 2018).

O funcionamento do sistema imune, tanto na ativacédo da fagocitose como na
sintese das inimeras proteinas que o compdem, exige uma intensa mobilizacdo de
energia. Assim, é necessario conhecer se a aplicagdo de ciclos de restricdo
alimentar pode afetar a homeostase do sistema imune dos peixes, visto que durante
a restricdo ocorre intensa mobilizacdo de energia para manutencdo dos sistemas
biolégicos, e desta forma deixar os peixes suscetiveis a desafios do meio aquético.

Os dados disponiveis na literatura sdo 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 respiratéria de leucocitos diminuiu nos peixes sob restricdo em
ambos os peixes. Em Paralichthys olivaceus, as concentracbes plasmaticas de
lisozima aumentaram depois de 21 dias de privacdo de alimento (Kim et al., 2014) e
os autores do estudo afirmaram que 0 jejum a curto prazo consiste em um reajuste
do metabolismo, e ndo de uma ativacdo de uma resposta de estresse e alarme.

A capacidade de adaptacéo fisiologica ao jejum para manter funcdes vitais
durante esse periodo foi relatada por Gimbo et al. (2015) que mostraram que pacus
(Piaractus mesopotamicus), mesmo em balanco energético negativo, apés 30 dias
de jejum, foram capazes de acionar respostas imunes inatas apés uma infeccao
bacteriana experimental. Estes autores observaram que a atividade respiratoria de
leucocitos foi menor em peixes sob restricdo alimentar, aumentando logo apos
inoculacéo bacteriana, quando comparados com peixes continuamente alimentados,
e entre os peixes sob privacdo, a concentracdo sérica de lisozima ndo mudou ao

longo de todo o experimento.

2.1.5. Restricdo alimentar e a interacdo com o sistema antioxidante em peixes
E conhecido que os peixes tém a capacidade de resistir a longos periodos de
jejum, ocorréncia que faz parte de seu ciclo de vida (Miller et al., 2009) e a restricao
alimentar ja é uma forma de manejo alimentar que pode ser util nos sistemas
produtivos (Furné et al., 2012). A privacdo de alimentos, se aplicada de forma

inadequada, sem respeitar os limites bioquimicos do organismo, pode afetar o
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crescimento, desenvolvimento, criacdo e sobrevivéncia dos peixes (Furné et al.,
2009; Bayir et al., 2011), processos altamente dependentes de energia para seu
funcionamento, mas se se ajustarem as caracteristicas biol6gicas dos peixes, ela
pode ser uma ferramenta de importancia na otimizacao do desempenho zootécnico,
na reducdo de custo da atividade de criacdo e na reducdo de impactos que a
atividade pode ter no ambiente.

Considerando que durante a restricao alimentar e a realimentacao, a dinamica
metabdlica do organismo passa por alteragdes profundas em relacdo a producao de
energia, € possivel que os mecanismos de oxirreducdo na cadeia fosforilativa
mitocondrial sejam afetados por essas estratégias alimentares. Pouco se sabe sobre
a associacao de restricdo alimentar com estresse oxidativo em peixes, bem como o
uso de dietas suplementadas com antioxidantes.

A producdo de espécies reativas de oxigénio é um processo natural do
metabolismo aerdbico, como ocorre em mitocondrias, membranas e citoplasma
(Sies, 1997; Biller e Takahashi, 2018). A mitocondria € responsavel pela maior parte
de geracdao de radicais livres, por meio da cadeia transportadora de elétrons, durante
a geracao de energia proveniente da glicose e do oxigénio (Gutierrez et al., 2006;
Genestra, 2007). Em nivel celular, a resposta metabdlica de producdo de energia
estd ligada a reacbes de oxirreducdo que ocorrem na cadeia fosforilativa
mitocondrial, durante a respiracédo celular, que resultam na formacéao de diferentes
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs). Em condi¢cdes normais, o
organismo apresenta mecanismos de defesa antioxidante para controlar os niveis
intracelulares de EROs e impedir os danos celulares (Sies, 1993). O estresse
oxidativo se da pela producdo elevada de EROs, que supera a capacidade
antioxidante celular (Schieber et al., 2014). As espécies reativas de oxigénio sdo o
anion superoxido, peréxido de hidrogénio e o radical hidroxil (Halliwell e Gutteridge,
1999), radicais livres e/ou derivados de oxigénio gerados como produtos do
metabolismo oxidativo em condicdes fisioldgicas (Winston e Di Giulio, 1991; Matés,
2000). As EROs destroem biomoléculas, como proteinas, carboidratos, DNA e
lipidios, causando peroxidacao lipidica da membrana (Aschbacher et al., 2013; Biller

e Takahashi, 2018) e estdo associadas a patologias como aterosclerose, diabetes,
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obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (Green et al., 2004; Burneiko et
al., 2006), além de doencas degenerativas associadas ao envelhecimento.

Para a protecdo das células contra danos causados pelos radicais livres em
excesso (HO+ e O2--) e peroxido de hidrogénio (H202), o organismo desenvolveu um
mecanismo de defesa para remocéo/neutralizacdo das EROs (Yang e Lee, 2015),
gue inclui diferentes enzimas antioxidantes que agem de maneira coordenada para
garantir a protecéo ideal contra o estresse oxidativo (Lushchak, 2011; Yang et al.,
2019).

O sistema antioxidante tem dois componentes: enzimatico e ndo enzimatico.
O sistema de defesa enzimético é o primeiro a agir contra as EROs, e inclui um
conjunto de enzimas endogenas - a Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT),
Glutationa peroxidase (GPx) e GST — (glutationa s-transferase), que séo indicadores
dos processos de oxidacado/reducdo (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 nao-enzimaticos, com baixo peso molecular, como a glutationa
reduzida (GSH), acido ascérbico (vitamina C) e antioxidantes lipossolUveis como o
B-caroteno (vitamina B) e o a-tocoferol (vitamina E) (Kling e Olsson, 2000).

A superoxido dismutase (SOD) € uma enzima que possibilita que duas
moléculas de O2¢- se dismutem para a formacao de perdxido de hidrogénio (H20,):
202¢- + 2H* 202 + H202 (Antunes-Neto, 2005). Contudo, o H>O2 tem propriedade de
permeabilizacdo de membrana podendo unir-se com um elétron derivado de metais
de transicdo como o Fe2+ ou Cu+, o que possibilita a formacéo da radical hidroxila
(HOe), um dos radicais mais reativos (Jenkins et al., 1993).

A catalase (CAT) tem a funcao biologica de decompor o H20; para formacao
de agua e oxigénio (Oliveira e Schoffen, 2010; Vasylkiv et al., 2011). E encontrada
em peroxissomas e em baixa concentracao nas mitocéndrias (Halliwell et al., 1989),
sangue, medula 6ssea, mucosas, rim, figado (Mayes et al., 1990), eritrécitos e baco
(Oliveira e Schoffen, 2010). Sua atividade é dependente de NADPH (Eaton et al.,
1991). A catalase evita danos causados pelo peréxido de hidrogénio e o acumulo de

metahemoglobina (Vasylkiv et al., 2011).
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A enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a reducao do H-O> em H>O
por meio da conversao da GSH (glutatiosa reduzida) a GSSG (glutationa oxidada)
(Oliveira e Schoffen, 2010): H202 + 2GSH +GSSG + 2H20 (Antunes-Neto, 2005).
Tem alta atividade no figado, moderada no coracdo, pulmao e cérebro, e baixa nos
musculos (Halliwell e Gutteridge, 1989).

Entre as enzimas detoxificantes estudadas em diferentes organismos esta a
glutationa S-transferase (GST), pertencente a uma familia multifuncional de enzimas
gue catalisam a conjugacdo da molécula de glutationa a varias outras moléculas, e
possuem um papel fundamental em mecanismos de detoxificagdo intracelular de
compostos endo e xenobiodticos (CHELVANAYAGAM et al., 2001). Além disso a GST
€ 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 peroxidacdo de lipidios,
atuam como substratos para a GST. S&o encontradas com elevada atividade no
intestino, pulmao e figado; este ultimo um tecido com grande fracdo das proteinas
hepaticas soltveis em peixes (Torres et al., 2004). Dessa forma, através de ligacdes
covalentes com o0s compostos toxicos, a GST reduz a capacidade desses
compostos se ligarem a macromoléculas celulares, como o DNA (Stegeman et al.,
1992). Portanto, como a GST € uma enzima dependente da GSH, alteracdes nas
concentracfes de GSH também podem influenciar na reducéo da atividade de GST
(Lopez-Lopez et al., 2011).

A glutationa reduzida (GSH) € o antioxidante celular ndo enzimatico mais
abundante, e esta envolvida na protecdo de células contra mecanismos ativos de
desintoxicacdo (Van Der Oost et al., 2003, Jiang et al., 2015). A GSH €& uma
flavoproteina dependente do NADPH, e, portanto, dependente da via das pentoses
(Antunes-Neto, 2005). Sob condi¢cfes de reducdo da producdo de NADPH, como no
jejum e na deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo na
atuacao da GSH (Shan et al., 1990).

A catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) interagem para diminuir o
acumulo de H20- que, apesar de ndo ser um radical livre, é igualmente reativo e
capaz de proporcionar danos latentes. O excesso do H>O» permite, a partir das

reacoes de Fenton e Haber-Weiss, a producdo da radical hidroxila (OH+), na qual
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ndo existe defesa enziméatica. A GPx reduz o H202 a &gua, contudo o faz a custa da
conversdo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), sendo que a GSSG
proporciona agao oxidante decorrente da ligacdo dissulfeto que existe em sua
estrutura. Desse modo, a acdo da glutationa redutase (GRd) é fundamental e
responsavel pela recomposicéo da glutationa reduzida (GSH), enquanto a glutationa
S-transferase é responsavel por reduzir os compostos téxicos, produzidos por meio
de processos intracelulares (Rover et al., 2001). Dessa forma, a manutencédo da
integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilibrio entre
os sistemas de defesa enziméticos € fundamental para garantir a funcionalidade de
todas as enzimas.

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

descritas.

Fe(lll) + OH + OH == Dano oxidativo
Detoxificacao

* de substancias
Fe(ll) | (Reagao de Felton)
CAT GST
/—> H,0 + O,
H,O

272
ﬂ 2 GSH NADPH
Geracao de
EROS SOD GPX GR GGPDH
+
{} N GSSG NADP
¥ O2 H50
0,+ NO +
Hz0,
Fe(l | (Reagido de Haber-Weiss)
ONOO™

O+ OH +*OH =——— Dano oxidativo

Figura 1. Integracdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico. Adaptado de
Storey, 2004.
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2.1.6. Restricdo e sistema antioxidante em peixes

O funcionamento do sistema antioxidante durante estratégias de restricdo
alimentar seguido de realimentacdo em peixes é ainda pouco explorado. Efeitos da
restricdo alimentar podem estar ligados a producao 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 figado, as custas de aumento
da produgdo mitocondrial de H20., uma ERO muito importante e sugeriu a
possibilidade de um mecanismo de equilibrio entre beneficios energéticos agudos do
jejum com potenciais custos a longo prazo (Salin et al., 2018).

Os estudos disponiveis mostram diferencas nas respostas do sistema
antioxidante ao jejum, mas eles diferem em relacdo a estratégia experimental, a
extensdo do periodo de jejum e realimentacdo e a espécie. Estudo com truta
marrom (Salmo trutta) mostrou que a SOD, CAT, GPx no figado aumentaram
durante 49 dias de privacéo alimentar total ou parcial (0; 0,5 e 1% do peso corporal),
porém a GST diminuiu, e apos a realimentacdo de 21 dias seus niveis retornaram a
valores basais, enquanto SOD e GPx néo se recuperaram (Bayir et al., 2011). Tanto
0 jejum parcial como o total induziram o estresse oxidativo, aumento da atividade de
enzimas antioxidantes e da concentracdo de malondialdeido, subproduto do
estresse oxidativo, nos tecidos hepatico e branquiais. Estudo com Hoplosternum
littorale mostrou que apdés 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
comparacdo com a condicdo controle. Em outro estudo, Karatas (2018) observou,
em Oncorhynchus mykiss, apds 8 dias de jejum, reducédo na atividade das enzimas
CAT e GPx. Ja, Varju et al. (2018) observaram em Sander lucioperca L., ap0s 42
dias de privacao alimentar, atividade mais baixa de GSH e GPx no figado, sugerindo
prejuizo do sistema da glutationa a longo prazo e consequentemente aumento de
peroxidacédo lipidica. Recentemente, Yang et al. (2019) observaram em Acipenser
dabryanus, apos periodo de 4 e 8 semanas de restricdo alimentar, aumento da
atividade da SOD e GPx no soro e figado e reducdo da atividade da CAT e
sugeriram que 0s peixes alteraram as defesas antioxidantes para lidar com o

estresse oxidativo induzido pela restrigéo.
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Embora a literatura nos forneca algumas informacdes sobre a utilizacdo de
estratégias alimentares de jejum/realimentacdo e o sistema antioxidante, os dados
ainda sao insuficientes, permitindo a formulacdo de hipéteses, visando um melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos de modo a se estabelecer estratégias

para manejos adequados e producdo mais eficiente no setor aquicola.

2.2. L-Glutamato

Embora o organismo tenha um sistema antioxidante natural para se proteger,
€ cada vez mais comum o uso de antioxidantes exégenos como fontes terapéuticas,
por exemplo, farmacos com capacidade de limitar a propagacdo das reacdes em
cadeia e lesbes provenientes dos radicais livres (Magwere, 2006). Sementes
oleaginosas, ervas e frutas também sdo antioxidantes exdgenos que por sua vez
nao sao produzidos pelo corpo (Osawa, 1995), mas que podem ser adquiridos por
uma dieta. E o caso da vitamina E, carotenoides (Schull et al., 2016), além do &cido
glutamico (L-GLU), objeto deste estudo. E possivel, ainda, que, em manejo alimentar
utilizando restricdo alimentar, a dieta oferecida durante a realimentacdo possa ser
suplementada com nutriente com capacidade antioxidante possa ser uma
ferramenta de melhoria das respostas do peixe.

Os aminoéacidos sado classificados como essenciais e nao essenciais
(Andersen et al., 2016). O L-glutamato ou acido glutamico (L-GLU) é um aminoacido
ndo essencial encontrado em proteinas de origem animal e vegetal (Haynes et al.,
2009; Li et al.,, 2011), metabolicamente versatil (Brosnan, 2000) e que afeta a
oxidacdo da nicotinamida adenina dinucleotideo hidreto (NADH) (Minarik et al.,
2002). Atua como facilitador na sintese e na degradacao de aminoacidos; modula a
desintoxicacdo da ambnia em uréia pela concentracéo intra-hepatica; e a oxidacéo
do glutamato media a secrecdo de insulina estimulada por aminoacidos (Kelly e
Stanley, 2001). Além disso, a descarboxilase do &cido glutamico é responsavel pela
conversdo 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 esta
envolvido na regulagédo da glicdlise (Li et al., 2007), podendo prejudicar durante o

armazenamento de glicogénio (DiMauro e Tsujino, 1994).



17

O glutamato desempenha papel variavel no metabolismo e fungdo dos
leucécitos (Newsholme et al., 2003). Li et al. (2007) sugerem que o glutamato na
dieta € necessario para manter um 6timo estado imunoldgico sob condi¢cdes de
imunossupressao (Li et al., 2007). Desempenha funcdo no metabolismo de
leucécitos como substratos energéticos, e sdo neurotransmissores excitatérios no
sistema nervoso central e periférico, modulando o sistema imunoldgico (Newsholme
et al., 2003).

Além disso, o glutamato atua como precursor imediato da sintese da
glutationa, desempenhando um papel importante na remocdo de oxidantes (Wu et
al., 2004a). Apresenta, ainda, propriedade antioxidante intracelular, além de atuar na
regulacdo do apetite e da digestdo (Caballero-Solares, 2015), como substrato
oxidativo da mucosa intestinal (Reeds et al., 2000; Blachier et al., 2009), e no
metabolismo e sinalizacdo celular (Brosnan e Brosnan, 2013). Larsson et al. (2014)
observaram, em Salmo salar L., uma melhora no intestino, em relacdo a funcéao e
desenvolvimento, resultante da suplementacdo de L-Glu que pode estar relacionada
a maior protecao contra espécies reativas de oxigénio nos enterocitos.

A utilizacdo de acido glutamico na dieta de carpa (Ctenopharyngodon idella)
mostrou-se eficaz na reducéo do estresse oxidativo (Zhao et al., 2015). Em suinos, o
L-glutamato promoveu aumento nas vilosidades intestinais, sugerindo capacidade
antioxidante do produto (Rezaei et al.,, 2013), e melhorou a integridade intestinal,
aléem de aumentar o numero de receptores de aminoacidos e transportadores,
beneficiando a deteccdo e transporte de nutrientes no trato gastrointestinal (Lin et
al., 2014).

Parte do glutamato e da glutamina sdo absorvidos pelo intestino e sao
transportadas até o figado (Brosnan, 2003). Do ponto de vista metabdlico, o acido
glutdmico promoveu alteracbes no metabolismo hepatico da glicose em Sparus
aurata, e facilitou a substituicdo da proteina por carboidratos da dieta (Caballero-
Solares et al., 2015). Foi relatado que a suplementacédo de glutamato aumenta em
Salmo salar L. (Oehme et al., 2010), diminui em Pagellus bogaraveo (Figueiredo-
Silva et al., 2010) ou ndo 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 informagdes na literatura sobre a associacdo da restricdo
alimentar com estresse oxidativo em peixes e sobre o uso de antioxidantes na dieta
justificam novas investigacdes, particularmente em espécies nativas sobre as quais

nada se conhece.

2.3. Pacu (Piaractus mesopotamicus)

O modelo deste estudo € o pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887),
da familia Characidae, espécie neotropical encontrada nas bacias dos rios Parana,
Paraguai e Uruguay (Godoy, 1975). E uma espécie de grande importancia comercial
na Ameérica do Sul (Valladao et al.,, 2018) e esta entre as espécies nativas mais
produzidas no pais (Anuéario Peixe Br, 2019). Os estudos sobre a espécie se
concentram nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Urbinati et al.,
2013). E um peixe que apresenta elevada taxa de crescimento, qualidade da carne,
habito alimentar onivoro, fato que Ihe confere uma caracteristica importante que é a
alta tolerancia a carboidratos na dieta (Takahashi et al., 2018), comparado a outras
espécies. Estudos tém mostrado que é um peixe que responde bem ao manejo
alimentar que inclui restricao e realimentacéo (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 restricdo alimentar, por ciclos curto e
longo, e a suplementacdo dietética com o L-glutamato afetam os sistemas
metabdlico, imune e antioxidante, e o desempenho em juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus), considerando que a dindmica energética que ocorre durante o
periodo de restricdo e de realimentacdo e sua relacdo com os sistemas metabadlico,

imunoldgico e antioxidante, dependem de homeostase energética.
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EFEITOS DA RESTRICAO ALIMENTAR NOS SISTEMAS METABOLICO,
IMUNOLOGICO E ANTIOXIDANTE EM PACU Piaractus mesopotamicus

RESUMO Este trabalho esta dividido em trés ensaios que avaliaram o efeito de
diferentes estratégias alimentares (C e CS - alimentacdo continua controle e
glutamato (L-GLU); 2C/R1 e 2S/R1 — alimentagdo de 2 dias e restricdo de 1 dia —
controle e L-GLU; R15 — restricdo de 15 dias; R30C e R30S — restricao de 30 dias;
R30/8C e R30/8S — restricdo de 30 dias e 8 dias de realimentag&do controle e L-
GLU), efeito do L-GLU por 15 dias e efeito de diferentes ciclos de restricdo e
realimentacdo e do L-GLU. O objetivo do estudo foi investigar como a restricdo
alimentar, por ciclos curto e longo, e a suplementacdo com L-GLU afetam os
sistemas metabdlico, imune e antioxidante, e o desempenho em juvenis de pacu.
Foram avaliados indicadores do metabolismo energético no sangue (glicose,
triglicerideos, colesterol e glicerol) e teciduais ( glicogénio hepatico, lipidio hepético e
muscular); indices corporais (indice gordura visceral somatica (IGVS), indice
hepatossomatico (IHS) e indice esplenossomatico (IES); imunidade (atividade
respiratoria de leucocitos (ARL) e lisozima sérica (LIS); sistema antioxidante
hepatico e intestinal ( SOD - superoxido dismutase, CAT — catalase, GST - glutationa
S-transferase e GSH - glutationa reduzida; histologia do intestino (infiltracéo
leucocitaria (ILI), altura total de vilos e células caliciformes) e desempenho
zootécnico (peso final, consumo relativo de dieta e conversao alimentar) A ARL foi
maior entre as estratégias e dietas aos 30 dias e diminuiu apods realimentacdo. A
atividade antioxidante hepatica 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 apés realimentacdo. Houve maior ILI na estratégia 2C/R1 e
R15. Houve perda de peso aos 15 dias e ganho compensatorio apos realimentacao
aos 38 dias. Houve reducéo da glicemia e triglicerideos aos 30 dias de jejum, e
recuperacdo apos realimentacdo. O colesterol aumentou aos 30 dias de jejum (C e
S) e diminuiu apos realimentacdo. O glicogénio hepatico diminuiu aos 30 dias na
estratégia R30 (C e S) com recuperacdo apoés realimentacdo. O lipidio hepatico
aumentou na estratégia R30/8C, ap0s realimentacao, e o lipidio muscular foi elevado
aos 30 dias na estratégia 30 (C e S) e diminuicdo aos 38 dias. No figado, a CAT
diminuiu R30 (C e S) e aumentou apods realimentacdo. 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 diminuicdo aos 38 dias na estratégia
R30/8S, e reducdo da CAT nas estratégias de restricdo com L-Glu. A GSH foi maior
no grupo R30/8C Houve reducao 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 reducdo 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 mobilizacdo de energia durante as estratégias
testadas e o0s sistemas imune e antioxidante se ajustaram as mudancas
metabdlicas, além de ndo haver prejuizo para o crescimento dos peixes.

Palavras-chave: crescimento, estresse oxidativo, imunidade, restricdo 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. Introducgéo

Os peixes podem sobreviver a longos periodos sem alimento e, para muitas
espécies, o jejum faz parte do ciclo de vida natural. Assim, algumas espécies sdo
bem adaptadas para mobilizar suas reservas metabdlicas para sobreviver a privacédo
alimentar e recupera-las quando o alimento se torna novamente disponivel (Navarro
e Gutiérrez, 1995; Urbinati et al., 2014).

Efeitos do jejum no metabolismo dependem de multiplas variaveis, incluindo a
espécie. No caso do pacu (Piaractus mesopotamicus), modelo de nosso estudo, a
espécie responde bem ao manejo alimentar que inclui restricdo e realimentacéo
(Souza et al., 2000; Takahashi et al., 2010; Gimbo et al., 2015; Favero et al., 2018).
A aplicacdo 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 a auséncia ou restricdo de alimentos, 0s peixes
usam reservas energéticas e podem apresentar crescimento compensatério quando
a realimentacéo é retomada (Ali et al., 2003; Takahashi et al., 2010, Urbinati et al.,
2014). Além das alteracbes bioquimicas e metabdlicas induzidas durante a restricdo
alimentar em peixes (Guderley et al., 2003; Secor e Carey, 2016), alteracdes em
sistemas biologicos com alta demanda energética podem ocorrer, tais como em
parametros hematoldgicos, imunoldgicos, e no mecanismo de defesa do sistema
antioxidante (Pascual et al., 2003, Bayir et al.,, 2011). Entretanto, os dados
disponiveis na literatura sdo ainda escassos e conflitantes. Diferentes tempos de
jejum e realimentacdo promoveram ativacdo ou reducdo 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
gue mesmo em balanco energético negativo, apds 30 dias de jejum, os peixes foram
capazes de acionar respostas imunes inatas apés uma infeccdo bacteriana
experimental.

Considerando que durante periodos de privacado alimentar e realimentacéo, a
dindmica metabodlica se altera, as reacbes de oxirredugcdo na cadeia fosforilativa
mitocondrial, durante a respiragéo celular, que resultam na formacéo de diferentes

radicais livres e espécies reativas de oxigénio (Schieber et al., 2014) podem ser
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produzidas em maior quantidade e o sistema antioxidante que atua para garantir
protecéo contra o estresse oxidativo (Yang et al., 2019) pode ser desequilibrado. Na
literatura, a associacdo da restricdo alimentar com estresse oxidativo em peixes
ainda é pouco investigada. Os estudos disponiveis mostram diferencas nas
respostas do sistema antioxidante ao jejum, mas eles diferem em relacdo a
estratégia experimental, a extensao do periodo de jejum e realimentacdo e a espécie
e, tanto ativacdo quanto reducédo da atividade das enzimas antioxidantes foram
descritas (Bayir et al., 2011; Rossi et al., 2015; Varju et al., 2018; Yang et al., 2019).

A restricao alimentar, por sua vez, causa mudancas morfologicas e funcionais
na mucosa intestinal, estrutura com funcdes fisiolégicas importantes que vao desde
a digestdo de alimentos a absorcao de nutrientes (Caballero et al., 2003), protecao
as vilosidades (Dimitroglou et al., 2010) e integridade de células caliciformes (Zeng
et al., 2012), além de importante papel imunologico na defesa contra agressées do
meio externo (Guarner, 2006; Picchietti et al., 2007).

Considerando o exposto, o0 objetivo deste estudo foi investigar se a restricao
alimentar e a suplementacédo dietética com o L-glutamato afetam os sistemas
antioxidante, imune, metabolico 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 Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) (Protocolo 014881/17) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias, 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 distribuido aleatoriamente em 24 unidades experimentais
(caixas de fibrocimento), com capacidade de 150 L, com 12 peixes por unidade, em
sistema com fluxo de agua constante e aeracdo suplementar. Os peixes foram
aclimatados durante duas semanas, sendo alimentados com dieta comercial

granulada (35% de PB e 4.100 kcal EB/kQ) até saciedade aparente.
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A temperatura da agua (28,55 + 0,72°C), oxigénio dissolvido (6,59 + 0,97
mg/L), potencial hidrogenidnico da agua (7,75 + 0,15) e amonia total (0,10 + 0,05
mg/L) foram avaliados uma vez na semana, ao longo de todo o experimento. O

fotoperiodo foi de 12 horas claro: 12 horas escuro.

O experimento foi dividido em trés ensaios distintos, como explicado a seguir:
Ensaio 1: Efeito de diferentes estratégias alimentares, aplicadas por 15
dias, nas respostas metabdlicas, imunes, antioxidantes e de crescimento.
e C: Peixes alimentados diariamente com racdo comercial (controle C), durante
15 dias
e 2C/R1: Alimentacdo com racdo comercial por 2 dias / restricdo de 1 dia,
durante 15 dias

e RI15: Restricdo alimentar de 15 dias

Ensaio 2: Efeito da suplementacdo dietaria com L-GLUT em respostas
fisiologicas em pacus submetidos a diferentes estratégias alimentares por 15
dias.

e C: Peixes alimentados diariamente com racdo comercial (controle C), durante

15 dias

e CS: Peixes alimentados com racdo comercial suplementada com &cido L-
glutdmico (L-GLU) (8g/kg racéo), diariamente (controle suplementado CS),
durante 15 dias

e 2C/R1: Alimentacdo com racdo comercial por 2 dias / restricdo de 1 dia,
durante 15 dias

e 2S/R1:. Alimentacdo com racdo comercial + L-GLU, por 2 dias / restricdo de 1

dia, durante 15 dias
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Ensaio 3: Efeito de diferentes ciclos de restricdo alimentar e
realimentacdo e da suplementacdo dietdria com L-GLU em respostas
fisiolégicas por 30 e 8 dias de realimentacéo.

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

30 dias

e CS: Peixes alimentados com racdo comercial suplementada com acido L-
glutamico (L-GLU) (8g/kg racao), diariamente (controle suplementado CS),
durante 30 dias

e 2C/R1: Alimentacdo com racdo comercial por 2 dias / restricdo de 1 dia,
durante 30 dias

e 2S/R1:. Alimentacdo com racdo comercial + L-GLU, por 2 dias / restricdo de 1
dia, durante 30 dias

e 30C: Restricdo alimentar de 30 dias; R30/8C: realimentacédo de 8 dias (racéo
comercial)

e 30S: Restricao alimentar de 30 dias; R30/8S: realimentacdo de 8 dias (racéo

comercial + L-GLU)

Esquema experimental

4 réplicas por tratamento; 2 peixes por caixa

. C.2C/R1eR15 . C,CS 2C/R1e2SR1| |° géscgéozfgéRlie,g/%/?' 30C,
+ 32 peixes * 64 peixes ' '

. n=8 . n=8 * 192 peixes
* n=8

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

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

e, por ultimo, no ensaio 3 aos 38 dias (ap6s 8 dias de realimentacgdo).
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2.2. Preparo daracao

A dieta experimental foi produzida no Centro de Aquicultura da Unesp, a partir
de uma racdo comercial moida contendo 35% de PB e 4.100 kcal EB/kg, que foi
triturada em particulas menores que 0,8 mm, e misturada com acido L-glutamico
(Sigma-Aldrich, cédigo G1251) na proporcao de 8 g/kg. A escolha da concentracao
utilizada baseou-se em Faria (2017). A mistura foi homogeneizada em misturador
manual, umedecida e submetida ao processo de granulagédo, utilizando uma
maqguina moedora de carne. Uma racao controle passou pelo mesmo processo, sem
adicdo do acido glutamico. ApGs secagem, as ra¢fes foram armazenadas a -20°C

até a utilizagéao.

2.3. Amostragem

Dois peixes de cada unidade experimental, de cada tratamento (n=8) foram
anestesiados com benzocaina (30 mg/L, Sigma-Aldrich, cédigo E1501) para retirada
do sangue por puncdo dos vasos caudais e posteriormente o0s animais foram
pesados. As aliguotas de sangue foram adicionadas em microtubos com
anticoagulante (Glistab, Labtest, cédigo 29, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) para
obtencdo de plasma para analise de cortisol e glicose. Em microtubos contendo
heparina sodica (Hepamax-S®, Blau Farmacéutica S.A.) o sangue total foi separado
para analise da atividade respiratéria de leucdcitos.

O sangue total sem anticoagulante, em tubos de vidro, foi mantido em
repouso, em ambiente refrigerado por trés horas e posteriormente as amostras
foram centrifugadas (10 minutos a 1623 g) para separacdo de soro analise de
lisozima e atividade hemolitica do sistema complemento. ApGs a retirada do sangue,
0s animais foram eutanasiados por seccionamento medular para remocdo de
fragmentos de intestino anterior (histologia e atividade do sistema antioxidante);
figado (lipidio total e atividade do sistema antioxidante); musculo branco (lipidio total
e glicogénio) e gordura visceral (indice de gordura viscerossomatico). Cada 6rgéao foi

pesado e armazenado a -80° C até a analise.



39

2.4. Indicadores metabdlicos sanguineos e teciduais

A concentracdo de glicose foi mensurada através de kit comercial Labtest® —
Glicose Liquiform, Ref. 133-2/500, Minas Gerais, Brasil), método enzimatico que
consiste na catélise da oxidacdo da glicose por meio da glicose oxidase, gerando
peréxido de hidrogénio, resultando em uma coloracédo vermelha. A densidade éptica
da analise foi determinada em espectrofotdmetro Thermo Scientific Genesys 10S UV
-Vis, em 505 nm. A concentragdo é dada em mg/dL.

As amostras do soro foram centrifugadas a 2885 g por 10 min, a 4°C, e em
seguida armazenadas em microtubos, a -20°C para posterior analise.

Uma aliquota do soro foi utilizada para andlise da concentracdo de colesterol,
por método enzimatico (Labtest® — Colesterol Liquiform, Ref.76, Minas Gerais,
Brasil). Os ésteres de colesterol s&o hidrolisados pela enzima colesterol esterase a
colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre é oxidado e na presenca de
peroxidase o peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados
formando a antipirilquinonimina. A intensidade da cor vermelha formada na reacao
final € diretamente proporcional a concentracédo do colesterol contido na amostra. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro da Thermo Scientific Genesys 10S UV —
Vis, em 500 nm. A concentracéo € dada em mg/dL.

Outra aliquota do soro foi utilizada para analise da concentracdo de
triglicerideos por método enzimatico (Labtest® — Triglicérides Liquiform, Ref.87,
Minas Gerais, Brasil). A lipoproteina lipase promove a hidrolise dos triglicerideos,
liberando glicerol, que € convertido, pela acdo da glicerolquinase, em glicerol-3-
fosfato. Este é oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio na presenca da
glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reacdo de acoplamento entre
peroxido de hidrogénio, aminoantipirina e clorofenol, catalisada pela peroxidase. A
intensidade da cor vermelha produzida na reacdo € proporcional a quantidade de
triglicerideos na amostra. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro da Thermo
Scientific Genesys 10S UV-Vis, em comprimento de onda de 505nm. A
concentracdo é dada em mg/dL.

Outra aliquota de soro foi utilizada para determinar a concentracao de glicerol
(Bioclin/Quibasa - Glicerol, Ref. K117, Belo Horizonte, Brasil). O método é realizado

por teste enzimatico colorimétrico, no qual, na presenca de peroxidase, de um
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aceptor de oxigénio e da 4-aminoantipirina, sdo formados a 4gua e um composto
colorido, cuja intensidade de cor é proporcional a concentragdo de glicerol. A leitura
foi realizada em um leitor de microplacas (Epoch™ Biotek) em 500 nm. A
concentracdo € dada em mg/dL.

A analise do glicogénio hepatico foi realizada seguindo a metodologia de
Perry et al. (1988). As amostras de tecido armazenadas em -80 °C foram
descongeladas, homogeneizadas e desproteinizadas em acido perclérico gelado, a
6%, e, a solucdo, foi adicionado carbonato de potassio (3M) para neutralizacao.
ApOs centrifugacdo a 2885 g, por 15 min, a 10°C, o sobrenadante foi hidrolisado com
amiloglicosidase e incubado em temperatura ambiente, por uma hora. Em seguida,
adicionou-se acido perclérico 6%, seguido de neutralizagdo com carbonato de
potassio (2,25 M). Apés centrifugacdo a 2885 g por 10 min, a 10°C, a leitura foi
determinada pelo reagente de cor do kit de glicose, em espectrofotometro Thermo
Scientific Genesys 10S UV -Vis, em 505nm. As concentracdes de glicogénio
presente no figado foram calculadas a partir da curva padréo de glicogénio (extraido
de figado bovino, Ref. G-0885, Sigma Diagnostics INS, St. Louis, MO,) e expressas
em porcentagem.

Os teores de lipidios totais de figado e musculo foram determinados com
base no método de Frings et al. (1972). Os tecidos foram extraidos por
homogeneizacdo no Turrax MA 102/B, com uma solucdo de cloroférmio-metanol-
agua (2: 1: 0,5). O homogenato foi centrifugado a 180 g por 5 min, e trés fases foram
identificadas pela técnica da dupla pipeta. As amostras de lipidios foram retiradas e
armazenadas em outro tubo, repetindo o processo por trés vez, acrescentando 1 mL
de cloroférmio a cada repeticdo. Os tubos foram mantidos em estufa a 60°C, para
secagem do solvente. O residuo lipidico seco, extraido dos tecidos de figado e
musculo, foi ressuspendido com 1 mL de cloroférmio, retirando 100 pL dessa mistura
e foram solubilizadas com 200 pL de &cido sulfarico concentrado, a 100°C, por 10
min. Apés o resfriamento, adicionou-se 5 mL do reagente de fosfovanilina (vanilina
0,6%, acido sulfarico concentrado e agua destilada, na proporcao de 7:12/1 (v/viv) e
os tubos foram mantidos em banho a 37°C, por 15 min. As absorbancias foram lidas
em espectrofotbmetro Thermo Scientific Genesys 10S UV -Vis a 540 nm. A

concentracao de lipidios totais nos tecidos foi calculada a partir da curva padréo de
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ésteres metilicos de 6leo de figado de bacalhau (Sigma Diagnostics INS, St. Louis,

MO) e foi expressa em mg/g.

2.5. Indicadores imunologicos

O sangue total contendo heparina foi utilizado para a andlise da atividade
respiratéria de leucécitos (ARL) seguindo o método de Anderson e Siwicki (1995),
modificado para o pacu (Biller-Takahashi et al., 2013). O método colorimétrico
determina a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante o “burst”
oxidativo, pela reducdo do corante nitroblue tetrazolium (NBT), formando
precipitados de material insolavel, de coloracdo azul escuro no interior do fagocito
(granulos de formazan) (Klein, 1990). O método foi determinado em
espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10S UV -Vis, em 540nm. A atividade &
dada em absorbancia (DO).

Uma aliquota de sangue, sem anticoagulante, foi mantida a temperatura
ambiente por quatro horas para separacdo do soro, e posteriormente centrifugada
durante 10 min a 2885 g a 4 °C (centrifuga ALC International, modelo PK121 R). O
método para analisar a lisozima segue os principios 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 concentracéo

€ dada por ng/uL.

2.6. Indicadores do sistema antioxidante hepatico e intestinal

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada de
acordo com McCord e Fridovich (1969). A SOD presente nas amostras inibe a
reducdo do citocromo C (Sigma-Aldrich, Ref. C2037, St Louis, MO, USA),
proveniente do radical superdxido 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
proteina 1, na qual uma unidade de SOD corresponde a quantidade de enzima que

promove inibicdo de 50% da taxa de redugé&o 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 peréxido de hidrogénio (H202) exdgeno pela
catalase, gerando 4gua e oxigénio. A decomposicao do H2O; pela CAT é monitorada
pelo decaimento da absorbancia ao longo do tempo em um espectrofotometro
(Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis), em 240 nm, a cada 15 segundos, por 5
minutos, e expressa em pmol de H2O> min ! mg de proteina .

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 proteina™.

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada pelo método de
Beutler et al. (1963), usando o acido 5,5—ditio—bis-(2-nitrobenzéico), DTNB 2,5 mM —
Reagente de Ellman (Sigma-Aldrich, Ref. D21820-5G, St Louis, MO, USA). A reacao
da GSH com DTNB gera o acido 2-nitro-5-mercapto-benzoéico (TNB) de cor amarela,
mensurado pela absorbancia em 405 nm, em um leitor de microplacas (Thermo
Plate Reader MN). A concentracéo é dada em ug de GSH mg de proteina .

A concentracdo de proteina tecidual foi determinada pelo método de Bradford
(1976), que consiste na associacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G-250
(Sigma-Aldrich, Ref. 27815, St Louis, MO, USA) a proteina, utilizando albumina de
soro bovino (Sigma-Aldrich, Ref. 4919-5G, St Louis, MO, USA) como padrdo. A
leitura foi realizada em um leitor de microplacas (Epoch™ Biotek) em 595 nm. A

concentracdo é dada em mg mL.

2.7. Indicadores morfométricos
A gordura visceral, o figado e o baco foram pesados para calculo dos indices
de gordura viscerossomatico, hepatossomatico e esplenossomatico [(peso do érgéo

/ peso corporal)*100, respectivamente].

2.8. Andlise histologica
Fragmentos do intestino anterior foram abertos longitudinalmente, presos em

papel cartonado, lavados com solugcdo salina 0,6% e fixados em formalina
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tamponada 10% (pH 7,2) durante 24 horas e, em seguida, conservados em &alcool
70%. Em cada lamina, foram fotografados cinco campos com o auxilio de camera
fotogréfica digital (Leica DFC 24 295) acoplada a microscépio (Leica-DM 2500) e as
imagens foram analisadas pelo programa de captura e analise de imagens LAS
V.3.8 (Leica, Germany).

Para andlise do infiltrado leucocitario e vilosidades foram selecionadas trés
fotomicrografias por lamina por meio de tabela de randomizagcdo. Foram
determinadas a altura de cinco vilosidades conforme Mello et al. (2013). Para
contagem das células caliciformes e infiltrado leucocitario foram elaborados cinco
quadrantes de 50 x 50 um, compostos por linhas pontilhadas e continuas,
sobreposto a cada uma das fotos para aleatorizar o campo de contagem (Gundersen
et al., 1977). Para analise do infiltrado, foi padronizada uma distancia de 100
enterocitos por area do quadrante. Ambas as contagens, células caliciformes e
infiltrado leucocitario, foram feitas a partir da média dos nameros de células das
amostragens (Ferguson et al., 2010). Para determinar altura das vilosidades e
contagem do infiltrado leucocitario as laminas foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE). E as laminas para contagem de células -caliciformes foram

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

2.9. Desempenho zootécnico

O célculo de peso final foi obtido pela pesagem dos animais ao final de cada
amostragem. Para céalculo do consumo relativo de alimentos, foi registrada a
guantidade de racdo que os animais consumiam ao longo de cada amostragem. Por
fim, o calculo da conversdo alimentar foi avaliado por. CA = consumo de

alimentos/peso final.

2.10. Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) para os trés ensaios. No ensaio um foi realizada uma analise simples —
Oneway, correspondendo a uma dieta (controle) e trés estratégias alimentares
(alimentacéo diaria, ciclo curto de restricdo alimentar e ciclo de restricdo longo) por

qguinze dias. No ensaio dois foi realizada em analise composta 2x2 — TwoWay,
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sendo duas dietas (controle e 8 g de L-Glutdmico/kg de ragcdo) e dois estratégias
alimentares (alimentacédo diéria e ciclo curto de restricdo alimentar) por quinze dias.
O ensaio trés foi analisado em esquema fatorial 2x3x2 correspondendo a duas
dietas (controle e 8 g de L-Glutdmico/kg de racdo) x trés estratégias alimentares
(alimentacdo diéria, ciclo curto de restricdo alimentar e ciclo longo de restricdo
alimentar com oito dias de realimentacdo) 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 necesséario, os dados foram
transformados para atender as premissas, e entdo submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), seguido de teste de Tukey (p<0,05). As andlises foram realizadas pelo
software Statistical Analysis System (SAS Institute Inc) verséo 9.0. Os graficos 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 metabdlicas, imunes, antioxidantes e de crescimento.

3.1.1. Concentracfes sanguineas de glicose, triglicerideos, colesterol e glicerol

Aos 15 dias, as concentracfes plasmaticas de glicose (Figura 2A) dos peixes
em restricdo continua foram mais baixas que dos peixes das outras estratégias (C e
2C/R1) (F=7,40, p=0,003).

As concentracdes de triglicerideos (Figura 2B) diminuiram (F=14,07, p=
0,002) nos peixes 2C/R1 e restritos por 15 dias, em relacdo ao grupo C, sendo 0s
valores mais baixos observados nos peixes em restricdo alimentar continua (F=
16,8, p= 0,001)

Em relacdo ao colesterol sérico (Figura 2C) e a concentracdo de glicerol

(Figura 2D), ndo observamos diferenca entre as estratégias alimentares (p>0,05).
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Figura 2. (A) Concentra¢cfes sanguineas de glicose, (B) triglicerideos (mg dL™%); (C)
colesterol (mg dL') e (D) glicerol (mg dL') em pacus submetidos a diferentes
estratégias alimentares: C — alimentacdo continua, 2C/R1 — alimentacdo por 2
dias/jejum de 1 dia e R15 - restricdo alimentar continua. Letras minusculas (a,b,c)

indicam diferenca entre as estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e
erro padréo
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3.1.2. Concentracdes de glicogénio hepatico, lipidio hepético e lipidio muscular
Aos 15 dias, a concentracao de glicogénio hepatico (Figura 3A) dos peixes da
estratégia 2C/R1 aumentou e a dos peixes sob restricdo continua (R15) diminuiu em
relacdo aos peixes da estratégia C.
J& as concentragbes de lipidio hepético (Figura 3B) e de lipidio muscular
(Figura 3C) em 2C/R1 e R15 nao se alteraram em relagéo aos peixes controle, aos

15 dias de observacéo (p>0,05).
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Figura 3. (A) Concentracdes de glicogénio (%), (B) lipidio hepatico (mg g*) e (C)
lipidio muscular (mg g?) em pacus submetidos a estratégias alimentares: C —
alimentacdo continua, 2C/R1 — alimentacdo por 2 dias/jejum de 1 dia e R15 -
restricdo alimentar continua. Letras minusculas (a,b,c) indicam diferenca entre as
estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.
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3.1.3. Atividade respiratoria de leucocitos (ARL) e concentracdes séricas de
lisozima

Observamos uma reducdo gradual da atividade respiratoria de leucdcitos
(ARL) (Figura 4A) entre as estratégias, sendo a menor nos peixes R15, e de valor
intermediario na estratégia 2C/R1, em relacdo aos peixes controle (F= 6,46, p=
0,01).

As concentracfes séricas de lisozima (Figura 4B) nao diferiram entre as
estratégias analisadas aos 15 dias de observacédo (p>0,05).
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Figura 4. (A) Atividade respiratoria de leucécitos (abs em 540nm) e (B)
concentracdes séricas de lisozima (ng L ) (B) em pacus submetidos a estratégias
alimentares: C — alimentacédo continua, 2C/R1 — alimentacéo por 2 dias e jejum de 1
dia e R15 - restricdo alimentar continua. Letras minasculas (a,b) indicam diferenca
entre as estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.

3.1.3. Indicadores do sistema antioxidante no figado

A atividade hepatica da enzima superoxido 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 contrario, com valor mais elevado
nos peixes 2C/R1, diferindo dos peixes sob restricdo continua por 15 dias (F= 3,30,
p= 0,05).
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A atividade hepética da glutationa S-transferase (GST) (Figura 5C) teve
comportamento semelhante ao observado na CAT, mas sem significancia. Ja, a
concentracdo hepéatica de glutationa reduzida (GSH) (Figura 5D) néo diferiram entre
as estratégias, aos 15 dias de observacao (p>0,05).
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Figura 5. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina™), (B) catalase (umol
H.O2 min! mg proteina?), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min* mg de
proteina?) e (D) glutationa reduzida (ug GSH mg de proteina) em figado de pacus
submetidos a estratégias alimentares: C — alimentacdo continua, 2C/R1 -
alimentacéo por 2 dias e jejum de 1 dia e R15 - restricdo alimentar continua. Letras
minusculas (a,b,c) indicam diferenca entre as estratégias (p<0,05). Os dados
representam médias e erro padréo.
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3.1.4. Indicadores do sistema antioxidante no intestino

Aos 15 dias, a atividade intestinal da superéxido 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) ndo diferiram entre as estratégias (p>0,05), aos 15
dias de observacéo.

A concentragdo intestinal de glutationa reduzida (GSH) (Figura 6D) foi mais
elevada nos peixes da estratégia 2C/R1, e diferiram das concentracfes dos peixes
sob restricdo continua por 15 dias, as quais foram as menores de todas as
estratégias (F= 4,44, p= 0,02), aos 15 dias de observacéao.
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Figura 6. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina™), (B) catalase (umol
H>O2 mint mg proteina?), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min* mg de
proteina?!) e (D) glutationa reduzida (ug GSH mg de proteinal) em intestino de
pacus submetidos a estratégias alimentares: C — alimentacdo continua, 2C/R1 —
alimentacéo por 2 dias e jejum de 1 dia e R15 - restricdo alimentar continua. Letras
minusculas (a,b,c) indicam diferenca entre as estratégias (p<0,05). Os dados
representam médias e erro padréo.
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3.1.5. indices gordura viscerossomatico (IGVS), hepatossomatico (IHS) e

esplenossomaético (IES)

O indice gordura viscerossoméatico (IGVS) (Figura 7A) nao diferiu entre as
estratégias alimentares (p>0,05), aos 15 dias de observacéo.

O menor valor de indice hepatossomatico (IHS) (Figura 7B) foi observado nos
peixes que permaneceram em restricdo por 15 dias em relacdo as estratégias C e
2C/R1 (F=37,12, p<0,001).

O indice esplenossomatico (IES) (Figura 7C) nao diferiu entre as estratégias

avaliadas (p>0,05).
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Figura 7. (A) indice gordura viscerossomatico (%), (B) indice hepatossomatico (%) e
(C) indice esplenossomatico (%) em pacus submetidos a estratégias alimentares: C
— alimentacdo continua, 2C/R1 — alimentacdo por 2 dias/jejum de 1 dia e R15 -
restricdo alimentar continua. Letras minusculas (a,b,c) indicam diferenca entre as
estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.
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3.1.6. Indicadores histolégicos do intestino

Na por¢do anterior do intestino, observamos maior infiltracdo leucocitaria (ILI)
(Figura 8A) nos peixes das estratégias 2C/R1 e 15, em relacdo a estratégia C (F=
12,64, p=0,0006).

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

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

[>]
(o]

200
a
= 7 _
%’150- % §20_ -
g 8
%1007 b % ; -
.
% 50- % 2
c 2C/R1 Ri15 Cc 2C/R1
40+
30
L7
20

Caliciformes (%)

104

O I I I
C 2C/R1 R15

Estratégias aos 15 dias

Figura 8. (A) Infiltrado leucocitario (%), (B) altura total dos vilos (um) e (C) células
caliciformes (%) na porcao anterior em pacus submetidos a estratégias alimentares:
C - alimentacdo continua, 2C/R1 — alimentacdo 2 dias/jejum de 1 dia e R15 -
restricdo alimentar continua. Letras minudsculas (a,b,c) indicam diferenca entre as
estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.
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Na Figura 9, observamos a presenca de infiltrado leucocitario na porcao (A) e
em B observamos a presenca de células caliciformes na por¢éo anterior do intestino
gue estdo presentes nas vilosidades.

A B

Figura 9. Fotomicrografia mostrando a infiltracdo leucocitaria (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 0s
peixes controle, enquanto os peixes sob restricdo alimentar continua perderam peso
(Figura 10A), aos 15 dias de observacao (F=448,08, p<0,001).

Em relacdo ao consumo relativo de dieta (Figura 10B), os peixes das
estratégias C e 2C/R1 apresentaram consumo semelhante, até os 15 dias de
observacgéo (F= 2,84, p<0,01).

Aos 15 dias, a conversao alimentar aparente (Figura 10C) foi melhor nos
peixes controle, com alimentacdo continua, em relacdo 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) conversao
alimentar aparente em pacus submetidos a estratégias alimentares: C — alimentacéo
continua, 2C/R1 — alimentacdo por 2 dias e jejum de 1 dia e R15 - restricdo
alimentar continua. Letras minusculas (a,b,c) indicam diferenca entre as estratégias
(p<0,05). Os dados representam médias e erro padréo.
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3.2 Ensaio 2. Efeito da suplementacdo dietaria com L-GLUT em respostas
fisiologicas em pacus submetidos a diferentes estratégias alimentares aos 15
dias
3.2.1. Concentracdes de glicose, triglicerideos, colesterol e glicerol

As concentragdes plasmaticas de glicose (Figura 11A) nao diferiram
independente da estratégia alimentar e dieta (p>0,05).

As concentracBes de triglicerideos (Figura 11B) diminuiram na estratégia
2C/R1 em comparacgao a C (F=12,08 p=0,02).

Em relacdo as concentracdes de colesterol sérico (Figura 11C), observamos
reducdo na estratégia 2S/R1 em comparacao a CS (F=13,04, p= 0,02).

As concentracdes de glicerol ndo diferiram, independente da estratégia
alimentar e dieta (p>0,05).
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Figura 11. (A) ConcentragGes sanguineas de glicose, (B) triglicerideos (mg dL); (C)
colesterol (mg dL?) e (D) glicerol (mg dL') em pacus submetidos a estratégias
alimentares por 15 dias sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/kg racdo. C —
alimentacdo continua, CS — alimentacdo continua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1-
alimentacéo controle e com L-GLU por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras maiusculas (A,B)

indicam diferenca entre dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Os dados representam
médias e erro padrao.
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3.2.2. Concentracdes de glicogénio hepatico, lipidio hepético e lipidio muscular
As concentracbes de glicogénio hepatico (Figura 12A) dos peixes da
estratégia 2C/R1 e 2S/R1 aumentaram em relagédo 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 concentracdes
diminuiram em relac&o ao grupo 2C/R1 (F= 12,08, p= 0,02).
As concentragfes de lipidio hepatico (Figura 12B) e lipidio muscular (Figura
12C) nao diferiram independente da estratégia alimentar e dieta (p>0,05).
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Figura 12. (A) Glicogénio hepatico (%), (B) lipidio hepatico (mg g*') e (C) lipidio
muscular (mg g') em pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e
com acido L-glutdmico (L-GLU) 8g/kg racdo. C — alimentacdo continua, CS —
alimentacédo continua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1- alimentacdo controle e com L-
GLU por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras maiuscula (A,B) indicam diferenca entre dietas
(controle e L-GLU) (p<0,05). Letras minusculas (a,b) indicam diferenca entre as
estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.
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3.2.3. Atividade respiratéria de leucocitos (ARL) e concentracdes séricas de
lisozima (CLS)

A atividade respiratoria de leucécitos (ARL) (Figura 13A) e a concentracao
sérica de lisozima (Figura 13B) ndo diferiram independente das estratégias

alimentares e dietas (p>0,05).
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Figura 13. (A) Atividade respiratoria de leucocitos (abs em 540 nm); (B)
concentracdo sérica de lisozima (ng pL?) em pacus submetidos a estratégias
alimentares por 15 dias sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/kg racdo. C —
alimentacdo continua, CS — alimentacdo continua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1-
alimentacdo controle e com L-GLU por 2 dias/jejum de 1 dia. Auséncia de letras
indicam falta de diferenca (p>0,05). Os dados representam médias e erro padréo.

3.2.4. Indicadores do sistema antioxidante no figado

A atividade hepética da superoxido dismutase (Figura 14A) apresentou
reducado na estratégia 2C/R1 em relacdo a estratégia C (F= 9,84, p=0,01).

Em relacéo a atividade hepatica da catalase (Figura 14B), atividade hepatica
da glutationa S-transferase (Figura 14C) e da concentragcdo de glutationa reduzida

(Figura 14C), néo diferiram independente da estratégia alimentar e dieta (p>0,05).
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Figura 14. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina), (B) catalase (umol
H>O2 min mg proteina?), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min* mg de
proteina?) e (D) glutationa reduzida (ug GSH mg de proteina) em figado de pacus
submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e com acido L-glutamico (L-
GLU) 8g/kg racdo. C — alimentacdo continua, CS — alimentacdo continua com L-
GLU, 2C/R1 e 2S/R1- alimentacao controle e com L-GLU, por 2 dias e jejum de 1
dia. Letras maiusculas (A,B) indicam diferenca entre dietas (controle e L-GLU)
(p<0,05). Os dados representam médias e erro padréo.

3.2.5. Indicadores do sistema antioxidante no intestino

A atividade da superéxido dismutase (Figura 15A) apresentou reducdo na
estratégia 2C/R1 em relacdo a estratégia C (F= 36,80, p= 0,0001). Em relacdo as
estratégias, o grupo CS foi menor que o grupo C (F= 9,57, p=0,01).

Em relacdo a atividade da catalase (Figura 15B), atividade da glutationa S-
transferase (Figura 15C) e da concentragéo de glutationa reduzida (Figura 15C), nao

houve diferenca entre tratamentos e estratégias (p>0,05).
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Figura 15. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina?), (B) catalase (umol
H>O2 mint mg proteina®), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min* mg de
proteina?!) e (D) glutationa reduzida (ug GSH mg de proteina?) em intestino de
pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem e com &cido L-
glutdmico (L-GLU) 8g/kg racdo. C — alimentacdo continua, CS - alimentacéo
continua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1- alimentacdo controle e com L-GLU, por 2
dias/jejum de 1 dia. Letras maiuscula (A,B) indicam diferenca entre dietas (controle e
L-GLU) (p<0,05). Letras minusculas (a,b) indicam diferenca entre as estratégias
(p<0,05). Os dados representam médias e erro padréo.
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3.2.6. Indices gordura viscerossomatico (IGVS), indice hepatossomatico (IHS) e
indice esplenossomatico (IES)

O indice hepatossomético (Figura 16B) apresentou os maiores valores na
estratégia 2S/R1 quando comparados a estratégia CS (F= 15,07, p= 0,004).

O indice gordura viscerossomatico (Figura 16A) e o indice esplenossomatico

(Figura 16C) nao diferiram independente das estratégias alimentares e dietas

(p>0,05).
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Figura 16. (A) indice de gordura viscerossomatico (%), (B) indice hepatossomatico
(%) e (C) indice esplenossomatico (%) em pacus submetidos pacus submetidos a
estratégias alimentares por 15 dias sem e com &cido L-glutamico (L-GLU) 8g/kg
racdo. C — alimentacdo continua, CS — alimentacéo continua com L-GLU, 2C/R1 e
2S/R1- alimentagéo controle e com L-GLU, por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras
maidsculas (A,B) indicam diferenca entre dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Os
dados representam médias e erro padrao.
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3.2.7. Indicadores histolégicos do intestino

Na porcdo anterior do intestino, observamos aumento da infiltragcdo
leucocitaria intraperitoneal (Figura 17A) na estratégia 2C/R1 e 2S/R1 em
comparacao com a estratégia C e CS (F= 26,73, p= 0,0004). Contudo, nos peixes da
estratégia 2S/R1 observamos redugéo de infiltrado em comparacédo ao grupo 2C/R1
(F= 132,23, p<0,001).

Em relacdo a média da altura das vilosidades (Figura 17B) ndo houve
diferenca 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 leucocitario (%), (B) altura total das vilosidades (um) e (C)
células caliciformes em pacus submetidos a estratégias alimentares por 15 dias sem
e com &cido L-glutdamico (L-GLU) 8g/kg racdo. C — alimentacdo continua, CS —
alimentacdo continua com L-GLU, 2C/R1 e 2S/R1- alimentacdo controle e com L-
GLU, por 2 dias/jejum de 1 dia. Letras maiusculas (A,B) indicam diferenca entre
dietas (controle e L-GLU) (p<0,05). Letras minasculas (a,b) indicam diferenca entre
as estratégias (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.
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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 conversao alimentar aparente (Figura
20C) nao diferiram em relacdo as estratégias e dietas (p>0,05).
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Figura 18. (A) Peso final, (B) consumo relativo de dieta (g) e (C) conversao
alimentar em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido L-
glutdmico (L-GLU) 8g/kg racdo. C e CS- alimentacdo continua e suplementada,
2C/R1 e 2S/R1 — alimentacdo por 2 dias/jejum de 1 dia controle e suplementada.
Letras maiulsculas (A,B) indicam diferenca entre as estratégias alimentares na
mesma dieta (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.
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3.3. Ensaio 3. Efeito de diferentes ciclos de restricdo alimentar e realimentagéao
e da suplementacao dietaria com L-GLU em respostas fisiolégicas aos 30 e 38
dias.

3.3.1. Concentracdes sanguineas de glicose, triglicerideos, colesterol e glicerol

Ap6s 30 dias de restricdo alimentar, as concentracdes plasméaticas de glicose
(Figura 19A) dos peixes da estratégia alimentar 30 (C e S) apresentaram reducéo da
glicemia (F=7,40, p=0,003; F=5,33 p=0,01) em relacdo aos peixes alimentados
diariamente (C e S) e submetidos a restricdo alternada com alimentacdo (2C/R1 e
2S/R1). Essa reducéo nao foi observada nos peixes que receberam o L-Glu. Apés 8
dias de realimentacdo, observamos aumento das concentracdes 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 relacdo ao
respectivo controle (2C/R1), aos 38 dias (F=4,53, p=0,02).

Aos 30 dias, observamos reducdo da concentracdo de triglicerideos (Figura
19B) nos peixes das estratégias 2C/R1 e 30 em relacdo a estratégia controle (C).
Apos realimentacédo, as concentracdes 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 relacdo ao colesterol sérico (Figura 19C), aos 30 dias, observamos
aumento das concentracdes nos peixes da estratégia 30 (C e S) em relacdo as
outras estratégias (C e 2C/R1) (F=39,8, p<0,001; F=26,7, p<0,001). Apos
realimentacao, as concentracdes de colesterol observadas nos peixes da estratégia
30 (C e S) diminuiram e se igualaram aos valores dos outros grupos (F= 37,5,
p<0,001).

Apds 30 dias, as concentracdes de glicerol (Figura 19D) néo diferiram entre
0s grupos, e diminuiram apds realimentacao, exceto nos peixes das estratégias C e
2C/R1 (F=13,26, p=0,02).
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Figura 19. (A) Concentracdes sanguineas de glicose, (B) triglicerideos (mg dL?) (C)
colesterol (mg dL?) e (D) glicerol (mg dL') em pacus submetidos a estratégias
alimentares sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentacéo
continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacao por 2 dias/jejum de 1 dia durante
38 dias; 30CR/8 e 30S/R1 - restricdo alimentar de 30 dias e realimentacéo de 8 dias.
Seta indica o inicio da realimentacédo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S.
Letras maiusculas (A,B) indicam diferencas nas estratégias alimentares ao longo do
tempo (p<0,05). Letras minusculas (a,b,c — Controle; x,y,z — L-GLU) entre as
estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferenca das
dietas na estratégia. Os dados representam médias e erro padrao.
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3.3.2. Concentracdes de glicogénio hepatico, lipidio hepético e lipidio muscular

Aos 30 dias, as concentracdes de glicogénio (Figura 20A) dos peixes da
estratégia 30 (C e S) reduziram em relagédo 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 relacéo aos peixes C (F=65,7, p<0,001). Nos peixes 2S/R1, o
aumento € apenas numérico, mas segue 0 mesmo comportamento do grupo 2C/1.
Aos 38 dias, ap0s realimentacdo, as concentracdes nos dois grupos R30/8 (C e S)
aumentam em relac&o 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 relagdo ao valor
observado aos 30 dias. No grupo 2C/R1, a resposta seguiu o0 mesmo perfil, mas com
diferenca apenas numérica.

Em relacdo as concentracdes de lipideo hepatico (Figura 20B), observamos
mudancas apenas no grupo R30C que apresentou valores menores (F= 16,8, p=
0,02) aos 30 dias, com aumento apos realimentacéao (R30/8C) (F= 13,6, p= 0,01).

Os niveis de lipidio muscular (Figura 20C), as diferencas apareceram apenas
nos grupos R30 (C e S). Os valores foram mais elevados aos 30 dias, em relacéo 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. Concentracdes de (A) glicogénio hepatico (%) e (B) lipideo hepatico (mg
g?), (C) e lipideo muscular (mg g*) em pacus submetidos a estratégias alimentares
sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/kg. C e CS — alimentacao continua por 38
dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacdo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias;
R30/8C e R30/8S - restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta
indica o inicio da realimentacdo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras
maiusculas (A,B) indicam diferencas nas estratégias alimentares ao longo do tempo
(p<0,05). Letras minusculas (a,b,c — Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias
alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferenca das dietas na
estratégia. Os dados representam médias e erro padréo.
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3.3.3. Atividade respiratéria de leucocitos (ARL) e concentracdes séricas de
lisozima

A atividade respiratéria de leucdcitos (ARL) (Figura 21A) diminuiu aos 38 dias
(F= 42,07, p<0,001), independente das estratégias alimentares e dietas. A
concentracdo sérica de lisozima (Figura 21B) ndo diferiram independente das

estratégias e dietas (p>0,05)
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Figura 21. (A) Atividade respiratéria de leucécitos (abs em 540 nm); (B)
concentracdo sérica de lisozima (ng pL?) em pacus submetidos a estratégias
alimentares sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentacéo
continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacao por 2 dias/jejum de 1 dia durante
38 dias; R30/8C e R30/8S - restricao alimentar de 30 dias e realimentacéo de 8 dias.
Seta indica o inicio da realimentacdo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S.
Letras maiusculas (A,B) indicam diferencas nas estratégias alimentares ao longo do
tempo (p<0,05). Os dados representam médias e erro padrao.
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3.3.4. Indicadores do sistema antioxidante no figado

A atividade hepatica da superoxido dismutase (Figura 22A) ndo diferiu
independente das estratégias alimentares e dietas (p>0,05).

Aos 30 dias, a atividade hepética 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, apods
realimentacdo, 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 a dos peixes CS (F=8,87, p<0,001).

Aos 30 dias, nao observamos diferenca na atividade hepética 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 relacdo ao observado aos 30 dias nestes grupos.

Aos 30 dias, a concentracdo hepatica 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
ndo se alterou nos peixes de todas as estratégias que receberam L-Glu. Aos 38
dias, as concentracdes aumentaram em ambos os grupos (R30/8C e R30/8S) (F=
11,98, p= 0,002).
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Figura 22. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina), (B) catalase (umol
H>O2 min! mg proteina?), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min mg de
proteina?) e (D) glutationa reduzida (ug GSH mg de proteina™) no figado de pacus
submetidos a estratégias alimentares sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg.
C e CS - alimentacao continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacdo por 2
dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restricdo alimentar de 30
dias e realimentacéo de 8 dias. Seta indica o inicio da realimentacao (8 dias) para os
grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam diferencas nas
estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minusculas (a,b,c —
Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05).
Os dados representam médias e erro padréo.
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3.3.5. Indicadores do sistema antioxidante no intestino

Aos 30 dias, a atividade intestinal da superdxido dismutase (SOD) (Figura
23A) nao diferiu (p>0,05), independente das estratégias alimentares e dietas. Aos 38
dias, observamos diminuicdo da atividade nos peixes do grupo 30S/8 (F= 6,97,
p=0,005) em relacdo 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 néo diferiu, independente das
estratégias alimentares e dietas (p>0,05). Aos 38 dias, observamos reducdo da
atividade da catalase (Figura 24B) nas estratégias de restricdo 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) néo
diferiu entre os tempos de amostragem, estratégias alimentares e dietas (p>0,05).

A concentracao intestinal da GSH néo apresentou um perfil de alteracdes
definido (Figura 23D). Aos 30 dias, observamos reducdo no grupo 30S (F=2,71,
p=0,05) em relacdo aos outros grupos, enquanto, aos 38 dias, a concentracdo é
maior no grupo R30/8C (F=3,00, p=0,05) em relacéo a 2C/R1.
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Figura 23. (A) Superéxido dismutase (U SOD mg de proteina), (B) catalase (umol
H>O2 min! mg proteina?), (C) glutationa S-transferase (nmol CDNB min* mg de
proteina) e (D) glutationa reduzida (ug GSH mg de proteina™) no intestino de pacus
submetidos a estratégias alimentares sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg.
C e CS - alimentacao continua por 38 dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacdo por 2
dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S - restricdo alimentar de 30
dias e realimentacéo de 8 dias. Seta indica o inicio da realimentacao (8 dias) para os
grupos R30/8C e R30/8S. Letras mailsculas (A,B) indicam diferencas nas
estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras minusculas (a,b,c —
Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro do tempo (p<0,05).
Os dados representam médias e erro padréo.
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3.3.6. Indices gordura viscerossomatico (IGVS), indice hepatossomatico (IHS) e
indice esplenossomatico (IES)

O indice de gordura viscerossomatico (IGVS) (Figura 24A) nédo 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 relacdo ao dia 30. Aos 38 dias, houve
reducdo nos grupos R30/8C e R30/8S em relacdo aos outros grupos (F=5,2,
p=0,02). Em relacdo aos tratamentos, houve um aumento, aos 38 dias, na estratégia
R30/8C (F=13,24, p= 0,002).

Aos 30 dias, o indice hepatossomatico (IHS) (Figura 24B) diminuiu nos peixes
do grupo 30 (C e S), com aumento apoOs realimentacdo (F=153,3, p<0,0001;
F=134,71, p<0,0001) aos valores observados nos outros grupos. Em relacdo aos
tratamentos, houve um aumento, aos 38 dias, na estratégia R30/8S (F=11,24, p=
0,004).

Aos 30 dias, o indice esplenossomatico (IES) (Figura 24C) aumentou (F=3,94,
p=0,003), nos peixes da estratégia 30 (C e S), com reducdo apos realimentacao

(F=12,83, p<0,0001; F=7,20, p=0,004), aos valores observados nos outros grupos.
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Figura 24. (A) indice de gordura viscerossomatico (%), (B) indice hepatossomatico
(%), indice esplenossomatico (%) em pacus submetidos a estratégias alimentares
sem e com acido L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentac&o continua por 38
dias, 2C/R1 e 2S/R1 — alimentacdo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias;
R30/8C e R30/8S - restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta
indica o inicio da realimentacdo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras
maiusculas (A,B) indicam diferencas nas estratégias alimentares ao longo do tempo
(p<0,05). Letras minusculas (a,b,c — Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias
alimentares dentro do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferenca das dietas na

estratégia. Os dados representam médias e erro padréo.
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3.3.7. Indicadores histolégicos do intestino

Aos 30 dias, observamos, na porgcao anterior do intestino (Figura 25A)
aumento do infiltrado leucocitario (ILI) nas duas estratégias de restricdo alimentar
(2C/R1, 2S/R1, 30C e 30S) (F=10,78, p=0,001; F=53,45, p<0,0001), com reducgao
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
comparacao 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 relacdo as outras estratégias. O L-GLU aumentou as
células caliciformes apenas no grupo 2S/R1 em relacdo ao respectivo controle
(2C/R1), aos 38 dias (F=6,43, p=0,03).
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Figura 25. (A) infiltrado leucocitario (%), (B) altura das vilosidades (cm) e (C) células
caliciformes (%) em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido L-
glutdmico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS - alimentacdo continua por 38 dias, 2C/R1 e
2S/R1 — alimentacéo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S -
restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da
realimentacdo (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras maiusculas (A,B)
indicam diferencas nas estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras
minusculas (a,b,c — Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro
do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferenca das dietas na estratégia. Os dados
representam médias e erro padréo.
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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
restricdo alimentar mais severa (30C e 30S) perderam peso (F=448,08, p<0,001; F=
692,43, p<0,001) (Figura 26A). ApOs realimentacdo, os peixes 30C e 30S
apresentaram ganho compensatorio (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, 0s
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 relagcdo ao consumo relativo de dieta (Figura 26B), aos 30 dias, 0s 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 ndo 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
conversdo 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 conversao (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
conversdo 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) conversao
alimentar aparente em pacus submetidos a estratégias alimentares sem e com acido
L-glutamico (L-GLU) 8g/Kg. C e CS — alimentacdo continua por 38 dias, 2C/R1 e
2S/R1 — alimentacéo por 2 dias/jejum de 1 dia durante 38 dias; R30/8C e R30/8S -
restricdo alimentar de 30 dias e realimentacdo de 8 dias. Seta indica o inicio da
realimentacao (8 dias) para os grupos R30/8C e R30/8S. Letras maiusculas (A,B)
indicam diferencas nas estratégias alimentares ao longo do tempo (p<0,05). Letras
minusculas (a,b,c — Controle; x,y,z — L-GLU) entre as estratégias alimentares dentro
do tempo (p<0,05). Asterisco indica diferenca das dietas na estratégia. Os dados
representam médias e erro padréo.
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4. Discusséo

Este estudo mostrou que houve mobilizacdo de energia frente as estratégias
de restricdo alimentar analisadas, e a dinamica do sistema imune e antioxidante se
ajustaram as alteracdes metabdlicas, além de ndo haver danos para o desempenho
e crescimento dos peixes. Entretanto, a dindmica de alguns sistemas fisiologicos
gue sao afetados pela mobilizacdo e utilizacdo energética ainda € pouco conhecida,
com resultados ainda controversos, como € o caso dos sistemas imune e
antioxidante, ambos de alto custo energético. Estes sistemas sdo destacados tendo
em vista que, durante a restricdo de alimentos, a sobrevivéncia dos peixes depende
de intensa mobilizacdo de energia a partir de reservas enddgenas.

O modelo experimental de nosso estudo é o pacu (Piaractus mesopotamicus),
espécie de grande interesse por ser capaz de mobilizar suas reservas endogenas
para sobreviver a periodos de privacdo de alimentos, sem perder a capacidade de
recuperacdo do crescimento ao final das estratégias testadas (Souza et al., 2000;
Takahashi et al., 2010; Gimbo et al., 2015; Favero et al., 2018). Em nosso estudo,
observamos que, tanto em restricdo alimentar por periodos curtos (1 dia alternado
com dois dias de alimentacdo) quanto em periodo mais longo (15 e 30 dias), os
peixes cresceram menos ou perderam peso, mas ndo perderam a capacidade de
crescimento compensatoério, apoés oito dia de realimentagcdo, que no caso dos peixes
gue receberam suplementacdo de L-Glu foi maior. Ao longo de 30 dias, o0 consumo
de alimentos foi maior nos peixes em restricdo alternada em relacdo aos controles,
enquanto a conversdao alimentar foi significativamente melhor naqueles
realimentados com L-Glu. A realimentacdo modificou este perfil, e 0s peixes que
receberam o suplemento apresentaram valores mais altos de conversdo. Estudos
mostram que a utilizacdo de diferentes estratégias alimentares pode aumentar a
eficiéncia do aproveitamento do alimento, além de promover crescimento
compensatorio, como foi observado em diferentes espécies de peixes e diferentes
estratégias. Pacus apresentaram maior ganho de peso e melhor converséo
alimentar apés 30 dias sem alimento e 5 dias de realimentacdo (Favero et al., 2018)
e crescimento compensatorio foi relatado em Umbrina cirrosa apds 30 dias de jejum
seguidos de 30 dias de realimentagéo (Hidalgo et al., 2017). Entretanto, Takahashi

et al. (2010) ndo observaram crescimento compensatorio total no pacu submetido a
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ciclos de 3 dias de restricdo alimentar seguidos de 3 dias de realimentacdo. Ja, em
matrinxd (Brycon amazonicus), houve crescimento compensatorio total apos ciclos
de 2 dias de restricao e 3 dias de realimentagcéao (Urbinati et al., 2014). Outros ciclos
também promoveram crescimento compensatorio em Acanthopagrus latus (2 dias
restricdo/ 8 dias de alimentacao, 4 dias restricdo/16 dias de realimentacao e 8 dias
restricdo/32 dias de realimentacao), e em Acipenser stellatus (7 dias de restricdo21
dias de realimentagéo) (Gune et al., 2019). Melhor converséo alimentar foi relatada
por Adakli e Tasbozan (2015) em Dicentrarchus labrax que passou por 2 dias de
restricdo seguidos de 8 dias de alimentacdo. A suplementacdo diaria com L-Glu
aumentou o estoque de glicogénio nos peixes. Ha poucas informacdes na literatura
sobre o efeito do L-Glutamato em dietas de peixes. Contudo, Caballero-Solares et al.
(2015) observaram que o acido glutamico promoveu melhoras na concentracdo de
glicose em Sparus aurata, e facilitou a substituicdo da proteina por carboidratos da
dieta.

Em relacdo ao perfil metabodlico, o desafio dos peixes durante situacdes de
baixa disponibilidade de alimentos é manter as funcdes fisiolégicas, modulando a
mobilizacdo das reservas metabolicas (Bar, 2014; Li et. al., 2018). No nosso estudo,
a restricao total de alimentos por 15 ou 30 dias causou reducao nos niveis de glicose
plasmatica e a realimentacdo por 8 dias foi suficiente para recuperar e até mesmo
superar os valores daqueles que se alimentaram diariamente. A glicose sanguinea é
normalmente a variavel fisiolégica mais aferida em animais que passam por privacao
de alimentos (McCue, 2010) e reflete a capacidade homeostatica do organismo em
manter o fornecimento de energia para os tecidos. A reducdo durante a restricao 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) ndo tenham encontrado diferencas nas concentracdes de glicose em Pagrus
pagrus e Senegalese sole alimentados todos os dias ou sob condicbes de jejum,
respectivamente.

O glicogénio hepatico foi uma das fontes de energia utilizadas nas condicfes
mais severas de restricdo, enquanto em ciclos alternados houve maior estoque

desta reserva que nos peixes alimentados diariamente, sugerindo que a condicéo ja



82

foi capaz de promover sintese compensatéria 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 glicogénio é o primeiro substrato a ser mobilizado
(Furné et al., 2012). Reducao do glicogénio hepético 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
restricdo e 3 dias de realimentagéo.

Em relacdo ao uso de lipidios 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, 0s estoques de lipidios sdo encontrados no mesentério, figado e musculos
(Sheridan, 1994). Em nosso estudo, observamos redugédo dos niveis circulantes de
triglicerideos indicando o uso desta reserva proporcional a severidade da restricao e
recuperacdo apos realimentacdo. A concentracdo baixa de triglicerideos indica a
falta de lipidios que provém do alimento (Hung et al., 1997) e eles funcionam como
substrato energético para compensar a queda nas concentracdes de glicose (Perez-
Jiménez et al., 2007). Segundo Peres et al. (2014), os triglicerideos sdo mobilizados
no inicio do jejum, e funcionam como marcadores da condi¢do nutricional do animal.
Alguns estudos mostram que a suplementacdo de glutamato aumentou 0 consumo
alimentar e o peso corporal em Salmo salar L. (Oehme et al., 2010), aumentou o
ganho de peso, taxa de crescimento especifico e conversao alimentar em
Ctenopharyngodon idella (Zhao et al., 2015), entretanto, diminuiu o0 crescimento em
Pagellus bogaraveo (Figueiredo-Silva et al., 2010). Em Oncorhynchus mykiss
(Kirchner et al., 2003) nédo afetou o desempenho do crescimento. Nossos resultados
mostram que peixes alimentados diariamente o L-Glu aumentou a ingestdo de
alimentos. Reducdo dos niveis de triglicerideos também foi descrita em Piaractus
mesopotamicus apo6s 15 dias (Favero et al., 2018), 30 dias (Gimbo et al., 2015) de
restricdo alimentar e ciclos de restricdo a cada 3 dias (Takahashi et al., 2010).

As reservas lipidicas hepaticas se mantiveram estaveis ao longo do

experimento e as reservas musculares s6 apresentaram uma redugdo nos peixes
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R30/8C e R30/8S, que pode ser entendido como mobilizagdo de energia num
momento em que ha maior demanda para o processo de crescimento compensatorio
observado nesse grupo de peixes. Os peixes utilizam lipidios como principal fonte de
energia para apoiar processos fisiolégicos. Ao contrario dos mamiferos, eles
armazenam lipidios em varios tecidos, incluindo tecido adiposo mesentérico, figado
e musculo vermelho (Sheridan, 1988). A gordura visceral acompanhou este perfil e
s6 foi reduzida nos mesmos grupos, na realimentacédo, reforcando o direcionamento
da energia dos lipidios musculares e viscerais para sustentar o crescimento desses
peixes. Nossos dados mostram reducdo do lipidio visceral nos peixes que
receberam o L-Glu, apGs realimentacdo, porém Caballero-Solares et al. (2015)
relatam aumento de deposicdo da gordura visceral com a utilizacdo do glutamato,
enquanto que Zhao et al. (2015) n&o observaram diferencas em Ctenopharyngodon
idella. Peres et al. (2014) também n&o encontraram alteragdo dos niveis de lipidios
hepaticos, viscerais e na carcaga de Dicentrarchus labrax. Diferentemente, Souza et
al. (2000) relataram reducédo das reservas de lipidios nas mesmas reservas, em
pacu, apés 15, 30 e 60 dias de restricao alimentar. Também em pacu, Gimbo et al.
(2015) encontraram reducdo do lipideo no figado e muasculo apés 30 dias de
restricdo. Ja, segundo Takahashi et al. (2010) houve aumento do lipideo hepatico e
reducdo de lipideo muscular e visceral apos ciclos alternados de restricdo e
realimentacdo em pacu. Davis e Gaylord (2011) encontraram reducdo da gordura
intraperitoneal apds duas semanas de jejum, sem recuperacdo ap0s uma semana
de realimentagao, em “sunshine bass”.

Caballero-Solares et al. (2015) observaram que a suplementacdo de
glutamato para juvenis de Sparus aurata promoveu a sintese e retencao de lipidios,
e descreveram niveis elevados na expressao génica da acetil-CoA carboxilase, alto
conteudo de gordura corporal e aumento dos niveis de triglicerideos sérico e
hepatico. Estes autores relataram, pela primeira vez, efeito significativo da
suplementacao de glutamato na atividade e expressdo das enzimas glicoliticas em
peixes. Em humanos, a suplementacdo de glutamato melhora o metabolismo da
glicose (Di Sebastiano et al., 2013). Segundo Newsholme et al. (2003), o glutamato
regula a glicélise e a lipogénese através da mediacdo de diferentes vias de

sinalizacdo celular. A insulina € um horménio que desempenha um papel
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fundamental na regulagéo do crescimento somatico, na diferenciagéo celular durante
o desenvolvimento e no metabolismo de todos os vertebrados (Hernandez-Sanchez
et al., 2006). A insulina atua na sintese de lipidios, absorcao de glicose, captacdo de
aminoacidos (Caruso e Sheridan, 2011). Em nosso estudo, ndo medimos os niveis
de insulina, entretanto glicélise aumentada, glicogénese e lipogénese em peixes
alimentados com glutamato, apoiam achados associados aos efeitos da insulina
descritos em peixes (Caruso e Sheridan, 2011). Geralmente, a insulina promove a
absorcdo de &cidos graxos livres e colesterol, reduz a lipdlise e aumenta a
lipogénese em peixes (Perez et al., 1989).

O indice hepatossomatico (IHS) indica a razdo entre a massa hepética e o
peso corporal, e esta relacionado com o armazenamento de lipidios e glicogénio
como fonte de energia no figado (Germam e Kozlovskaya, 2001). O IHS refletiu as
mudancas observadas nos niveis de glicogénio nesta pesquisa. Reducdes no IHS
podem estrar associadas a utilizacdo de reservas energéticas, necessarios para a
manutencdo da homeostasia (Ranzani-paiva e tavares-dias, 2002). Observamos
acao do L-Glu neste indicador, com aumento do indice aos 15 dias em peixes
alternadamente restritos e apds realimentacdo no grupo de peixes que passou pela
restricdo total de alimentos por 30 dias. Em carpa, Zhao et al. (2015) observaram
aumento do IHS apo6s administracéo do L-GLU, como em nosso trabalho. Os autores
associaram o aumento a maior sintese e atividade de enzimas digestivas intestinais.
Do ponto de vista metabdlico, o acido glutamico promoveu melhoras no metabolismo
hepatico da glicose em Sparus aurata e facilitou a substituicdo da proteina 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 condicfes de alimentacdo normal, aumentaram o IHS.

O colesterol circulante apresentou valores mais elevados apos 30 dias de
restricdo e apos realimentacdo estes valores retornam aos valores observados nos
outros grupos, e gue nao sofreram alteracdes.

De acordo com Furné et al. (2012) , os niveis de colesterol plasmatico de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) podem se restabelecer ap0s a alimentacdo. Souza
e Silva et al. (2019) observaram em Lophiosilurus alexandri, um peixe neotropical

carnivoro, que o colesterol foi maior em estratégias de ciclos curtos de restricdo
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alimentar. Em juvenil de Acipenser baerii (esturjao siberiano), o colesterol nao foi
afetado por diferentes estratégias (Jafari et al., 2018 ). A dieta suplementada com L-
Glu reduziu os niveis de colesterol nos peixes que foram ciclicamente restritos, mas
esse efeito s6 apareceu apés 15 dias. Favero et al. (2018) observaram aumento das
concentracbes de colesterol aos 15 dias de restricdo alimentar, e reducdo apos
realimentacdo, enquanto nenhuma alteracdo tenha sido observada por Li et al.
(2018), em carpa, apés 7 dias de restricdo. Em contrapartida, Pérez-Jiménez et al.
(2012) observaram em Dentex dentex, sob ciclos longos de restricdo e
realimentacdo, permanéncia de niveis baixos de colesterol mesmo apos
realimentacdo. O efeito do jejum nas concentracdes de colesterol é divergente, e
estudos com peixes tem apresentado diferentes respostas como aumento ou
reducgéo do colesterol ao longo da privagéao (Kim et al., 2014).

Em relacdo ao sistema imune, a imunocompeténcia, tanto do ponto de vista
agudo quanto crénico, € um processo dinamico e o funcionamento do sistema, tanto
durante a ativacdo da fagocitose como na constante producao de inUmeras células e
na sintese das inimeras proteinas que o compdem, exige uma intensa mobilizacao
de energia (Lochmiller e Deerenberg, 2000; Gimbo et al., 2015). Em nosso estudo, a
atividade respiratéria de leucocitos (ARL) diminuiu aos 15 dias de restricdo total e
tendeu ao mesmo perfil na alimentacdo alternada com restricdo, sem efeito do L-
Glu. Segundo Newsholme et al. (2003), o glutamato desempenha papel na
modulacdo do sistema imunoldgico. Aos 30 dias, essa diferenca desapareceu, e a
ARL nos grupos citados se recuperou para valores controle. Apos a realimentacao, a
ARL em todos os grupos continuou igual com valores inferiores aos observados aos
30 dias. Por esse indicador, observamos reducao temporaria na ARL (aos 15 dias) e
uma resposta compensatoéria de recuperacdo aos 30 dias. A reducdo aos 15 dias €,
provavelmente, uma estratégia de economia de energia jA que nesse periodo 0s
peixes perderam peso e as reservas de glicogénio estavam reduzidas. Aos 30 dias,
esse quadro ndo se modifica, mas a recuperacdo compensatéria pode representar
uma resposta de protecdo. Li et al. (2007) sugerem que o glutamato na dieta &
necessario para manter um Otimo estado imunolégico sob condicbes de
imunossupressao. A reducéo observada aos 38 dias é possivelmente devido a outro

fator que afetou todos os grupos de peixes, independente das estratégias
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alimentares testadas e a suplementagcdo com o L-Glu. Restricdo de 30 dias, em
pacu, causou reducdo na ARL, mas ndo impediu que 0s peixes aumentassem a
atividade quando desafiados por Aeromonas hydrophila (Gimbo et al., 2015). Estudo
com robalo (Dicentrarchus labrax) e dourada (Pagellus bogaraveo) mostrou reducéo
da ARL em ambos os peixes, aos 31 dias de restricado alimentar (Caruso et al., 2011)
diferentemente do que observamos em nosso estudo.

As estratégias alimentares e as dietas ndo afetaram a atividade da lisozima
durante o experimento. Os dados disponiveis na literatura sdo ainda conflitantes
guando se trata de restricdo alimentar. Caruso et al. (2011) relataram maior
atividade da lisozima em robalo, apés 31 dias de restricdo. Em Paralichthys
olivaceus, as concentracfes plasmaticas de lisozima aumentaram depois de 21 dias
de privacdo 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 fisiologico a restricdo alimentar para manter funcdes vitais
durante esse periodo foi relatada por Gimbo et al. (2015) que mostraram que 0 pacu,
mesmo em balangco energético negativo, apés 30 dias sem alimento, foi capaz de
acionar respostas imunes inatas ap6s uma infeccao bacteriana experimental.

O indice esplenossomatico (IES) aumentou aos 30 dias nos peixes sob
restricdo total de alimento, sem efeito do L-Glu, e esse aumento pode ser associado
a recuperacdo da ARL. Esses achados indicam ativacdo da producédo das células
neste 6rgdo hematopoiético. Segundo Fishelson (2006), o baco de peixes teledsteos
€ similar ao de vertebrados, com uma separacdo bastante marcante entre uma polpa
branca, constituida de tecido linfatico, e uma polpa vermelha que contém uma rede
de corddes celulares enrolados, rico em macréfagos, neutréfilos e eosinofilos.

Para observar as respostas a restricdo alimentar usamos também indicadores
intestinais, ja que este 6rgdo agrega estruturas relacionadas ao sistema imune e
digestivo, importantes para o foco de nosso estudo. Em relacédo ao sistema imune, o
epitélio intestinal esta entre os importantes 6rgaos de defesa imunolégica (Gomez et
al., 2013) e contem populacbes de leucdcitos, incluindo macrofagos, linfécitos,
mastocitos e granulécitos (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 fisica (Dash et



87

al., 2018), e lubrifica a superficie do intestino. Ainda, no epitélio intestinal, em peixes,
encontram-se 0s enterécitos (Wilson e Castro, 2011), que participam desde a
digestéo de alimentos a absorgéo de nutrientes (Caballero et al., 2003).

Neste estudo, observamos maior infiltracdo leucocitaria nos peixes dos
grupos de ciclo curto e sob restricdo total por 15 dias e nesta estratégia o L-Glu
reduziu a infiltracdo. 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 realimentagao igualou os
valores nos grupos, em geral. Os aumentos observados indicam uma defesa
imunolégica neste tecido que foi provavelmente sinalizado pela auséncia do
alimento. O aumento no nimero de células inflamatérias durante restricao alimentar
foi considerado uma funcéo 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 restricdo (6 dias de
alimentacéo e 1 dia de jejum; alimentacao por 2 dias e 1 dia de jejum), diminuicdo de
infiltrado leucocitario 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 restricdo de 30 dias apresentou reducao das
vilosidades (R30S), mas o outro grupo semelhante ndo, embora os dois estivessem
nas mesmas condicbes (sem alimento). Apds 38 dias, ha uma reducdo nos dois
grupos submetidos a restricdo alternada (com e sem L-Glu). Em geral, estudos com
restricdo alimentar em peixes relatam reducdo na altura das vilosidades. O jejum
causou diminuicdo da altura da dobra intestinal em Acipenser transmontanus
(Domeneghini et al., 2002), alteracbes nos enterécitos e diminuicdo da altura total
intestinal em Hyphessobrycon luetkenii (Gaucher et al., 2012) e prejuizos na area
superficial das vilosidades em Silurus meridionalis (Zeng et al., 2012).

O numero 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 restricdo total. A realimentacdo restaurou a quantidade de
células nos peixes 2S/R1, mas ndo nos que passaram por 30 dias sem alimento,
sugerindo um dano maior ao epitélio na auséncia de alimento. No pacu, Castilho

(2016) demonstrou que o numero de células caliciformes diminuiu conforme o
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periodo de jejum, dados encontrados também por Zeng et al. (2012) no bagre
Silurus meridionalis demonstrando que a restricdo alimentar afeta negativamente a
densidade das células caliciformes. No estudo de Zeng et al. (2012), os autores
comentam que a restricdo alimentar prejudica as fungdes digestivas e absortivas do
trato gastrointestinal dos peixes.

Finalmente, o dltimo sistema abordado em nosso estudo, que é altamente
relacionado ao processo de producdo de energia, € o sistema antioxidante. O
funcionamento do sistema antioxidante durante estratégias de restricdo alimentar em
peixes é ainda pouco explorado e os dados sdo divergentes, mas as estratégias e 0s
peixes modelo sdo bastante distintos. Efeitos da restricdo alimentar podem estar
ligados a produgéo 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 figado e intestino, a atividade da superoxido dismutase
(SOD) estava mais baixa nos peixes que receberam alimento alternadamente em
relacdo ao grupo controle. J4, a atividade da catalase (CAT) hepatica aumentou nos
mesmos peixes, mas nao se modificou no intestino. No intestino, o L-Glu reduziu a
SOD no grupo CS em relacdo ao grupo C. Yang et al. (2019) relataram aumento da
atividade da SOD e reducéao da atividade da CAT no figado de Acipenser dabryanus,
em periodo de até 8 semanas de restricdo alimentar e afirmaram que o0s peixes
alteraram as defesas antioxidantes para lidar com o estresse oxidativo induzido pela
restricdo. Em tempos mais curtos de restricdo (8 dias), Karatas (2018) relatou
reducdo da CAT em figado de Oncorhynchus mykiss. Entretanto, aumento da
atividade da CAT no mesmo tecido foi observado em Acanthopagrus latus, em
restricdo em ciclos mais curtos — F2R8 (2 dias de restricio e 8 dias de
realimentacdo) apos 80 dias (Tamadoni et al., 2020). Antonopoulou et al. (2013)
mostraram em robalo sob restricAo de dois meses, aumento de CAT e SOD no
tecido intestinal. Em condicbes de restricdo por 5 semanas, Dentex dentex
apresentaram aumento da atividade da SOD e CAT hepaticas, além de aumento nos

indicadores de estresse oxidativo (Morales et al., 2004). Essas diferengas 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 hepética e intestinal ndo mudaram em
nenhum grupo, enquanto que a catalase (CAT) hepética diminuiu na restricdo mais
severa, independente da dieta. As concentracdes de glutationa reduzida (GSH)
seguiram o perfil da CAT, estando mais baixas nos peixes submetidos a restricdo
mais severa (R30C) e se elevaram ap6s a realimentacdo (R30/8C e R30/8S).
Atividade de enzimas antioxidantes foi avaliada durante restricdo de alimento no
Sparus aurata de 46 dias (Pascual et al., 2003) e os autores observaram, no figado,
aumento da SOD e reducdo da CAT em paralelo com a restricdo e estresse
oxidativo, indicadores que se recuperaram apos realimentacdo. No intestino, néo
observamos efeito da restricdo alimentar nas enzimas, mas o L-Glu reduziu as
concentragcbes de GHS nos peixes R30S. A GSH €& dependente do NADPH
(Antunes-Neto, 2005) e sob condi¢gbes de reducéo da producdo de NADPH, como no
jejum e na deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo na
atuacao da GSH (Shan et al., 1990). Rossi et al. (2015) descreveram em figado de
Hoplosternum littorale, apds 28 dias de restricdo, reducdo na concentracdo de GSH
e aumento da atividade da GST. Como o GST € uma enzima dependente de GSH,
as mudancas no nivel de GSH podem diminuir a atividade de GST (Lopez-Lopez et
al., 2011).

A atividade da glutationa S-transferase (GST) hepatica ndo foi afetada pela
restricdo, mas a realimentacdo reduziu a atividade nos peixes R30/8S. A
realimentacdo elevou a atividade da SOD intestinal nos dois grupos sob restricao
(2C/R1 e R30/8C) em relacéo ao controle, reduziu a CAT nos dois grupos de peixes
sob restricdo que receberam L-Glu e reduziu as concentracdes de GSH no grupo
alternadamente alimentado (2C/R1) em relacdo ao controle C. Tamadoni et al.
(2019) observaram em Acanthopagrus latus aumento da atividade da CAT e GST no
figado, em peixes que passaram por oito dias de restricdo e trinta e dois dias de
realimentacao. J& Pascual et al. (2003) encontraram diminui¢cdo na atividade de GST
e CAT em Sparus aurata, sob condicdo de ciclos alternados e longos de restricao

aos 28 dias.
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Analisando os dados, observamos mudancas na resposta das enzimas
dependente da intensidade da restricdo alimentar e do tempo de restricdo. A SOD,
por exemplo, diminuiu nos dois tecidos, apdés 15 dias, quando a restricdo foi
moderada, em ciclos alternados de restricdo e realimentacdo, mas nao se alterou
aos 30 dias. A CAT, ao contrario da SOD, aos 15 dias, aumentou no figado em
2C/R1, mas ndo mudou no intestino. Interessantemente, a alteragcdo da CAT foi
acompanhada por alteracdo semelhante das concentragbes de GSH. Por outro lado,
a acao do L-Glu foi bastante moderada, tendo diminuido a atividade da SOD aos 15

dias nos peixes sempre alimentados.
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5. Conclusdes

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

foram acionados.

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

energia nesta fase foi apoiada pela lip6lise muscular.

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

no tecido.

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

realimentacao reverteu as alteracées.

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

receber alimento diariamente.

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

necessidade de mobilizacdo de defesa imunolégica.
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