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RESUMO

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica Adaptativa
do Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar e no Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade de Barcelona. No
presente trabalho, propusemo-nos estudar aspectos digestivos e
metabdlicos de juvenis de jundia Rhamdia quelen, em jejum e alimentado
com quatro niveis de proteina (20, 27, 34 e 41 %) em dietas isocaldricas.
Foram analisados os parametros hematologicos e sistema imune, o
ganho médio de peso, intermediarios metabdlicos (glicose, lactato,
piruvato, acidos graxos livres, aminoacidos livres, glicogénio, proteina,
ambnia e uréia), enzimas digestivas (proteases inespecificas, tripsina,
quimiotripsina, amilase e lipase), enzimas do metabolismo protéico e
excregcdo (Alanina aminotransferase ALAT, Aspartato aminotransferase
ASAT, Glutamato desidorgenase GDH e Arginase) e enzimas do
metabolismo de carboidratos (Glicoquinase GK, Fosfofrutoquinase1
PFK1, Piruvato quinase PK, Furtose 1,6-bifosfatase 1 FBP1, 6
Fosfogluconato desidrogenase 6GPDH e Glicose 6 fosfato
desidrogenase G6PDH).

O resultados obtidos indicaram que o sistema imune de jundia nao
sofreu alteragcbes em funcdo dos regimes alimentares. As enzimas
digestivas foram responsivas a concentragdo de proteina na ragdo. As
enzimas do metabolismo protéico aumentaram sua atividade em relacao
ao aumento de proteina para possivel manutengao de sintese protéica e
do crescimento. Houve aumento de excrecdo de compostos nitrogenados
pela disponibilidade de aminoacidos livres. Algumas enzimas
relacionadas com o metabolismo de carboidratos sofreram alteracoes
nas atividades, e as concentragcdes dos intermediarios metabdlicos
variaram em funcdo da disponibilidade de proteina. Neste trabalho
concluimos que as enzimas digestivas de jundia s&o indutivas pela

concentragcao de proteina da dieta, o aumento de proteina da dieta
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aumenta o ganho de peso, a producao e excrecao de nitrogenados, e a
preferéncia metabdlica nas condicbes ensaiadas para manutencado dos

processos de producdo de energia foi gliconeogénica.
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ABSTRACT

This work was done at the Laboratério de Bioquimica Adaptativa,
Departamento de Genética e Evolugcdo, UFSCar, and at the Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade de Barcelona. We
proposed studying digestive and metabolic features of fasted juveniles
jundia Rhamdia quelen and fed on 20, 27 34 and 41% of protein in
isocaloric diets. It was studied the hematological parameters, the immune
system, the weight gain, the metabolic intermediates (glucose, lactate,
pyruvate, free fatty acids, free amino acids, glycogen, protein, ammonia
and urea), the digestive enzymes (unspecific proteases, trypsin,
chymotrypsin, amylase and lipase), the enzymes of protein metabolism
and excretion (Alanine  aminotransferase =~ ALT,  Aspartate
aminotransferase AST, Glutamate dehydrogenase GDH e Arginase), and
the enzymes of the sugar metabolism (Glucokinase GK, 6-phosphofructo
1-kinase PFK1, Pyruvate kinase PK, FBP1, 6-phosphogluconte
dehydrogenase 6GPDH and Glucose-6-phosphate dehydrogenase
G6PDH).

We observed that the immune system of jundia was unaltered by the
nutritional changes. The digestive enzymes were responsive to the feed
protein. The activities of the protein metabolism enzymes increased with
the dietary protein likely to the protein synthesis demanded by growth.
Excretion of nitrogenous compounds as consequence of amino acids
surplus was observed. The activity of some of sugar metabolism enzymes
was changed and the concentration of metabolic intermediates was
altered with the availability of protein.

We concluded that the digestive enzymes of jundia are inductive,
responsive to the dietary protein. The increase of protein in diets leaded
to weight gain, higher production of nitrogen wastes, and

gluconeogenesis for the metabolical demands.
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INTRODUCAO

A piscicultura vem apresentando avangos gradativos nos ultimos
anos. A associacdo de pesquisas na area da fisiologia da digestédo, da
nutrigdo e bioquimica metabdlica de peixes tem possibilitado intensificar
esta atividade, bem como trazer respostas que vém melhorando o
aproveitamento dos alimentos utilizados na elaboragdo de dietas.
Segundo Tacon (1989), o desenvolvimento de um regime alimentar para
criagcbes semi-intensivas ou intensivas de peixes ou camaroes,
primeiramente requer um entendimento basico de aspectos nutricionais.
Salienta esse autor que, além da agua e da energia, os requerimentos
nutricionais de todas as espécies aquaticas cultivadas podem estar
compreendidas entre cinco grupos de nutrientes: proteinas, lipideos,
carboidratos, vitaminas e minerais.

A rentabilidade dos sistemas de criacao, particularmente de peixes,
depende da utilizagao de racdes que apresentem todos os nutrientes em
niveis adequados e exigidos para cada espécie. Nestas condicdes,
admitiriamos 0 maximo de aproveitamento dos nutrientes e otimizacao
do desenvolvimento e sobrevivéncia dos peixes com um o6timo de
produtividade.

Na piscicultura intensiva, os gastos com alimentos representam de
50 a 70 % dos custos de produgdo, e uma significativa redu¢ado nestes
custos pode ser alcancada através da utilizagcdo de ingredientes de alta
qualidade, do uso de técnicas eficazes de processamento das ragoes e
da aplicagcédo de estratégias na alimentacao (Kubitza, 1998). Com isto se
faz necessario buscar parametros que refltam o aproveitamento do
alimento. A analise de parametros fisioldgicos e bioquimicos de digestao
e do metabolismo pode ser empregada para evitar o desperdicio de
alimento e a baixa produgao do pescado, otimizando o uso de energia

durante o processo de metabolizagcdo dos nutrientes.
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As vantagens do uso de ragcdes balanceadas na alimentagao de
peixes sdo: a melhora das condigdes de estocagem, facilidade de
aquisicao e maior uniformidade na qualidade das matérias-primas
utilizadas. O emprego destas dietas leva a solugdes para problemas
particulares como: estruturas de criacdo especificas e instalacdo de
distribuidores de alimentos. Por esta razao, este tipo de alimentagao
permitira uma produgdo regular de peixes ao longo de um ciclo de

produgao.

Digestao e Metabolismo

Ainda que as racbes elaboradas e balanceadas apresentem
vantagens para a criagao de peixes, a possibilidade de sua utilizagdo em
espeécies de interesse comercial, necessita de conhecimentos sobre
aspectos da digestdo, tais como a atividade enzimatica do trato
digestorio e as implicagbes metabolicas. Alguns estudos sobre o
processo de digestéo, tais como o de Galvao et al. (1997), mostram que
as enzimas digestivas proteoliticas da tainha Mugil planatus durante as
fases de larva e juvenil sdo responsaveis pela digestdo de alimentos
externos. Com quatro dias de idade as larvas apresentam as enzimas
digestivas tripsina e carboxipeptidases, embora suas atividades
proteoliticas sejam baixas em relagdo aos juvenis. Glass et al. (1989)
afirmam que o conhecimento exato da quantidade e especificidade de
cada enzima presente num sistema digestorio, e as condigdes em que
ocorre a hidrolise, permitirdo predizer a digestibilidade de novos
alimentos com maior precisdo. Moraes & Bidinotto (1995) verificaram
inducdo de atividade enzimatica da amilase em Piaractus
mesoportamicus alimentados com diferentes conteudos de carboidratos.
Estes fatos denotam estreita relacdo entre os nutrientes da dieta e o
perfil enzimatico do trato digestério em peixes.

As rotas metabdlicas constituem séries interligadas de reacdes

quimicas catabolizadas com produtos intermediarios inicial e final iguais
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(ciclos) ou diferentes (vias). As rotas metabdlicas possibilitam maior
aproveitamento de nutrientes aportados pela dieta, fundamentalmente
proteina, lipideos e carboidratos. As proteinas sao catabolizadas em
aminoacidos, utilizados para sintese de novo das proteinas. As gorduras
neutras sado hidrolisadas em acidos graxos e glicerol, utilizados como
fonte de energia ou em novos processos de biossintese. Os carboidratos
em geral, ndo sao tidos como bem aproveitados pelos peixes (De Silva &
Anderson, 1995; Moon, 2001).

Aminoacidos, acidos graxos e acucares sao catabolizados através
de rotas metabdlicas especificas com diferentes processos e formas de
regulacdo. Muitas destas rotas metabdlicas foram inicialmente estudadas
em mamiferos, sendo pouca a informacdo disponivel em peixes
teledsteos (Metén, 1996). Além disto, os trabalhos até o presente
momento tém se concentrado em peixes n&o tropicais. Por isso, nosso
entendimento estda atualmente baseado em um modelo de
comportamento bioquimico centrado em estudos com peixes que vivem
adaptados a condicdes bem diferentes.

Na alimentagcao de peixes a utilizacdo de proteinas em quantidades
crescentes leva a um aumento na taxa de crescimento. Esse resultado
tem sido correlacionado a um aumento do metabolismo oxidativo e da
taxa de sintese protéica devido a estimulacido hormonal e provavelmente,
pela presenga de aminoacidos livres resultantes da digestdo (Houlihan et
al. 1994). Alguns estudos tém mostrado estreita relagido entre as
atividades enzimaticas do metabolismo energético e protéico em relagéo
ao estado nutricional (Baanante et al. 1991; Bonamusa et al. 1992; Moon
& Foster, 1995). Em Sparus aurata, os conteudos hepaticos de
metabdlitos como glicogénio, ou das enzimas 6-fosfofruto-2-
quinase/frutose 2,6-bifosfatase (PFK2/F-2,6-Pase), sinalizam como
informagdes chave para se concluir sobre a ativagao/inibicdo da atividade
glicolitica. Igualmente, o nivel de atividade de enzimas chave no

metabolismo de carboidratos, tais como fosfrutoquinase-1 (PFK1),
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piruvato quinase (PK), frutose 1-6 bifosfatase (F-1,6-Pase) e glicose 6-
fosfato-desidrogenase (G-6-PDH), tem demonstrado ser bons
indicadores do estado nutricional em peixes (Bonamusa et al. 1989).
Além das atividades das enzimas do metabolismo de carboidratos como
indicadoras do estado nutricional, outros estudos, tais como a expressao
génica das enzimas na regulacao do metabolismo hepatico, vém sendo
realizados com igual sucesso (Méton et al., 2003a).

No musculo do bacalhau atlantico Gadus morhua tem sido
observada correlagdo entre as atividades glicoliticas, sinalizadas pelas
atividades de PFK1 e PK, com a taxa de crescimento (Pelletier et al.
1994). Esses autores demonstram ainda que as enzimas implicadas no
metabolismo de aminoacidos (alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase e glutamato desidrogenase) tém sua atividade
aumentada quando a taxa de crescimento € elevada.

Ja sabemos que em estudos de nutricdo de peixes, o crescimento
corporal, conversao alimentar, indice hepatico, entre outras variaveis,
sdo utilizadas como parametros de crescimento. Atualmente, alguns
grupos de pesquisa vém propondo novas ferramentas e/ou variaveis de
estudo em nutricdo de peixes. Estudos envolvendo analise de
metabolitos e atividades enzimaticas poderdao ser utilizadas como
indicadores do estado nutricional e relaciona-las ao crescimento.

As determinacbes de atividades enzimaticas chave do metabolismo
contribuem para estabelecer as situacbes especificas das vias
metabdlicas e assim inferir sobre o aproveitamento dos nutrientes das
dietas. Através desses dados, é possivel ainda verificar as possiveis
situagcdes metabdlicas indesejaveis, tais como a utilizagdo de proteina
para obtencdo de energia. Como exemplo, a atividade de enzimas do
catabolismo de aminoacidos, tais como GDH (glutamato desidrogenase),
ALAT (alanina aminotransferase), ASAT (aspartato aminotransferase),
entre outras, pode servir de base para a indicacdo de uma alteragao do

estado metabdlico.
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No controle do metabolismo de carboidratos, o figado exerce uma
funcao basica através da regulacao da glicemia. Esse 6rgao produz esse
intermediario metabdlico a partir de reservas de glicogénio e/ou
precursores gliconeogénicos (Newgard et al. 1983). A produgao e a
utilizagdo de glicose no figado estdo controladas por atividades
enzimaticas reguladas a curto e a longo prazo por mecanismos
especificos (Pilkis & Claus, 1991). Em muitos estudos realizados com
peixes alimentados com grandes quantidades de carboidratos observou-
se aumento das reservas hepaticas e musculares, as quais podem ser
convertidas em acidos graxos e estocadas como triglicerideos (Cowey et
al. 1975; Cowey & Walton, 1989; Fynn-Aikins et al. 1992.; De silva &
Anderson, 1995; Peres et al. 1999)

A glicdlise é unica via de utilizagao de glicose provinda da digestao
de carboidratos. Ai a glicose € convertida em piruvato obtendo-se desta
forma energia em forma de ATP. Estas enzimas mostram um aumento
de sua atividade na abundancia de glicose. Este fato foi observado por
Fideu et al. (1983) em trutas alimentadas com dietas contendo alto nivel
de carboidratos. De acordo com Caseras et al. (2000) peixes carnivoros
tém o metabolismo adaptado para altos niveis de proteina, e em
contraste, uma capacidade reduzida para aproveitar carboidratos.

A avaliacdo da gliconeogénese ¢é também importante no
estabelecimento da situacdo metabdlica, visto que sua fungdo é prover
glicose a partir de moléculas nao glicidicas. Este processo gera glicose a
partir de piruvato, lactato, alanina, glicerol, metabdlitos intermediarios do
Ciclo de Krebs e aminoacidos glico e cetoglicogénicos (Lemaigre &
Rousseau 1994). A (gliconeogénese em peixes, cuja dieta natural
apresenta poucas fontes de carboidrato, reveste-se de um importante
papel. De acordo com Cowey et al. (1979), esta € a principal via de
sintese de novo de glicose em peixes carnivoros. E nos peixes, a
mobilizagdo de glicogénio € muito lenta, de forma que a maior parte da

glicose requerida provém da gliconeogénese.
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Requerimentos de proteina na alimentagao dos peixes

O primeiro relato oficial de trabalho com exigéncia de proteinas em
peixes foi feito com o salméo “chinook” (Oncorhynchus tschawytscha) por
De Long, Halver e Mertz (1958). ApoOs este trabalho foram reportados
varios dados para muitas outras espécies de peixes. Ling (1973) ja
observava que o fornecimento de alimentag&o suplementar possibilitava
rapido crescimento dos peixes em condi¢gbes de elevada densidade de
estocagem. A garantia de obtencdo de uma o6tima resposta produtiva e
maximo crescimento em peixes depende do atendimento das
necessidades protéico-energéticas e demais nutrientes essenciais nas
propor¢des requeridas. As proteinas sdo nutrientes de maxima
importancia na dieta, e sua exigéncia é definida em fungao da quantidade
minima de aminoacidos para obtengdo do maximo crescimento (NRC
1993). Os peixes exigem maiores porcentagens de proteina na dieta que
os outros animais. A concentragao de proteina em racdes de peixe pode
variar entre 24 e 50 %.

Varios autores preconizam a necessidade do conhecimento das
exigéncias nutricionais especificas. Contudo, as ragdes comerciais estao
baseadas nos requerimentos de espécies exodticas. No entanto, para
espécies nativas como o jundia pouco foi estudado até o momento,
quanto as exigéncias nutricionais.

De acordo com Cho et al. (1983) o requerimento protéico-
energético em dietas para juvenis de "catfish" (/ctalurus punctatus), deve
situar-se entre 25 e 35 % de proteina, e 2.425 e 3.745 Kcal/lKg de
energia digestivel, respectivamente. Winfree & Stickney (1981) relatam
para Oreochromis aureus 34 % de proteina. Wang et al. (1985) para
Oreochromis niloticus descreveram 30 %, e para Oreochromis
mosambicus 40 % (Juancey, 1982). Do Carmo de Sa & Fracalossi et al.
(2002), encontraram para a espécie de clima tropical Brycon orbignyanus

uma necessidade protéica entre 32 e 40 %.
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A exigéncias de proteina em peixes podem apresentar variagbes
quanto as suas fontes, a espécie, a digestibilidade, e outros fatores como

a temperatura e a taxa de estocagem.

Espécie Rhamdia quelen

O jundia € uma espécie nativa da Regido Sul, com grande
potencial para a criagao intensiva, gragas a sua facilidade de adaptagao
a ambientes confinados. Apresenta rapido crescimento e rusticidade,
possui carne de bom sabor e trata-se de uma espécie bastante
promissora que vem despertando grande interesse entre os criadores de
peixes.

Esta espécie é de facil reproducdo, apresentando altas taxas de
fecundacdo. Uma fémea de jundia, em bom estado nutricional, produz
em meédia 200.000 ovos por quilograma de peso vivo (Radinz Neto,
1981). O habito alimentar do jundia é onivoro, com forte preferéncia por
peixes, crustaceos e insetos. De um modo geral, s&o encontrados no
conteudo estomacal e intestinal desta espécie organismos
representativos de diversas comunidades da fauna aquatica, e nao
apenas aqueles restritos a comunidade bentbnica, sugerindo ser um
organismo generalista na escolha do seu alimento (lhering, 1938;
Guedes, 1980; Meurer & Zaniboni Filho, 1997).

O jundia foi inicialmente descrito por Quoy & Gaimard em 1824. A
sistematica do género Rhamdia é confusa desde o tempo em que foi
descrito. Segundo Silfvergrip (1996) o género Rhamdia é formado por
apenas 11 espécies, dentre as quais Rhamdia quelen que possui 49
sinonimias. A espécie esta contida na ordem Siluriformes, familia
Pimelodidae e género Rhamdia. Tem distribuicdo neotropical e é
encontrado do sudeste do México até o centro da Argentina.

Segundo Luchini (1990), o jundid Rhamdia sapo, que € também
uma espécie nativa da Argentina e proxima do Rhamdia quelen,

desenvolve-se bem em aguas com temperaturas de 20 °C apresentando
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uma conversao alimentar de 1,5 a 1,8 e podendo alcancar 400 gramas
em 6 a 7 meses. Em seu cultivo em tanques gaiola, a producdo pode
chegar a 90 kg/m®. Em relacdo ao rendimento de carcaca, Melo e
colaboradores (1999) testaram diferentes fontes de lipidios com incluséo
de 5 % na dieta para juvenis desta espécie e obtiveram resultados de
80,03 a 81,56 % de rendimento. A composi¢gao quimica da carne do
jundia pode ser considerada como de alto valor nutricional para o
consumo humano quando comparada a outras espécies de peixes, tal
como relatado por Melo (2000; 2002) que encontrou valores de 12,38 a
15,99 % de proteina bruta e 2,17 a 12,28 % de lipidios na matéria
natural. Estes dados sao altamente promissores e apontam o R. quelen
como uma espécie em que o investimento, no sentido de se conhecer
melhor suas caracteristicas fisioldgicas relativas as suas necessidades
nutricionais e respostas digestivas e bioquimicas, € importante para o

cultivo da espécie.
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OBJETIVOS

O presente estudo teve como principais objetivos:

Determinar a influéncia da variacdo de proteina da dieta no
sistema imune e hematologico do jundia;

Determinar as respostas adaptativas do trato digestério do jundia
alimentado com diferentes niveis de proteina;

Avaliar a influéncia dos niveis de proteina nas enzimas envolvidas
no catabolismo de aminoacidos e na excrecao de intermediarios
nitrogenados;

Verificar se as concentracbes de proteina e as variagcbes de
carboidratos e lipideos nas dietas alteram as vias do metabolismo
da glicose;

Avaliar o perfil bioquimico através dos intermediarios metabdlicos,
nos diferentes tecidos de jundia, alimentado com diferentes teores
de proteina;

Determinar o requerimento de proteina para juvenis de jundia.
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MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Os exemplares de jundia (Rhamdia quelen) foram adquiridos da
Universidade Federal de Santa Maria-RS, obtidos através de reproducéo
induzida e estocados em tanques de cultivo. Os experimentos e analises
bioquimicas foram realizados no Laboratorio de Bioquimica Adaptativa
do Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar, e no Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Barcelona. Os experimentos foram realizados em dois
periodos; um de 60 dias para analise de intermediarios metabdlicos,
enzimas  digestivas, parametros hematimétricos, parametros
hematoldgicos, crescimento e ganho de peso. E outro periodo de 15
dias, para estudo de enzimas do metabolismo intermediario.

No experimento de 60 dias, foram utilizados 160 juvenis de jundia
com peso medio inicial de 32 gramas, igualmente distribuidos em quatro
lotes. Os peixes foram alimentados com quatro niveis de proteina bruta
(20, 27, 34 e 41 %) sendo as ragdes isocaldricas de 3.500 kcal de
energia metabolizavel por kg de ragao.

No experimento de 15 dias foram utilizados 100 juvenis de jundia
com peso médio de 31 gramas, igualmente distribuidos em 5 lotes. Os
peixes foram alimentados com os mesmos quatro niveis de proteina do
experimento anterior sendo o quinto lote de animais mantido em jejum.

Ao final do periodo experimental de 60 dias, os peixes foram
amostrados para analises hematologicas, hematimétricas e bioquimicas.
Os animais foram puncionados na veia caudal para retirada de amostras
de sangue, e em seguida, sacrificados para retirada do estémago,
intestino, figado, rins e musculo branco. Esses 6rgados eram secionados
e dissecados em placa de Petri contendo solugdo salina 0,1 %. O

intestino era dividido em trés partes: por¢cao anterior, média e posterior.
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O conteudo digestivo era descartado e os tecidos eram
homogeneizados com tamp&o de homogeneizagéao.

Ao final do periodo experimental de 15 dias, os peixes foram
sacrificados e o tecido hepatico foi coletado e armazenados em
nitrogénio liquido para posteriores analises enzimaticas.

Durante os periodos experimentais foram aferidos diariamente os
parametros de qualidade de agua e mantiveran-se dentro das condi¢des
normais para a criagao dos peixes. As médias foram: temperatura 26,3 +
2,4; pH 6,9 + 1,2; oxigénio dissolvido 5,6 + 1,3 mg/l, ambnia total 0,14 +
0,04 mgll.

A luminosidade nas instalacdes das unidades experimentais era de

14 horas de luz natural e 10 horas de escuro.

Formulagao, preparacao das dietas experimentais e manejo
alimentar

A composi¢cdo quimica dos ingredientes utilizados na formulacéo
das dietas foi determinada no Laboratério de Nutricdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal-
UNESP, segundo normas da A.O.A.C. (1965).

As Racgdes experimentais foram elaboradas com base em analises
prévias da composigédo quimica dos ingredientes (Tabela 1).

Foram formuladas quatro dietas praticas isocaldricas (4.500 Kcal
EB/Kg de ragdo) com quatro niveis de proteina bruta (20, 27, 34 e 41 %),
conforme tabela 2.

Depois de triturados e misturados os ingredientes eram as
dietas peletizadas para obtengédo de granulometria entre 6-8 mm. O
arracoamento era realizado duas vezes ao dia, uma na manha (9:00
horas) e outra a tarde (17:00 horas), com base em 10 % da

biomassa dos peixes.



Material e Métodos

12

Tabela 1. Composi¢ao quimica dos ingredientes utilizados na elaboragao das

dietas experimentais.

Ingredientes

Nutrientes

Proteina Energia Bruta Fibra Calcio Fdsforo

% Kcal/kg ragéao % % %
Farinha de peixe 56,43 4.100 0,34 *5,20 *1,73
Farelo de soja 46,02 3.010 6,08 *0,30 *0,19
Levedura de cana 34,48 3.522 0,35 *0,10 *0,43
Milho 7,03 2.200 1,09 *0,03 *0,07
Trigo 11,84 2.700 840 *0,13 *0,33
Oleo vegetal - *8.100 - - -

* Valor estimado de tabelas.
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Tabela 2. Formulagdo e composigdo bromatologica das dietas experimentais

utilizadas nos experimentos, (em percentagem).

Ingredientes

Niveis de proteina das dietas (%)

20 27 34 41
Farinha de peixe 14,2 24,2 19,2 35,2
Farelo de soja 8,0 11,0 11,0 24,0
Levedura de cana 8,0 8,0 20,0 15,0
Milho 38,0 30,0 26,0 8,0
Trigo 14,0 14,0 14,0 10
Oleo vegetal 17,0 12,0 9,0 7,0
Sal 0,5 0,5 0,5 0,5
Premix vitaminico' 0,2 0,2 0,2 0,2
Premix mineral® 0,1 0,1 0,1 0,1
Vit. C (mg/kg de dieta) 500 500 500 500

Composicao bromatoldgica das dietas

Proteina bruta (%)

Energia bruta Kcal/kg ragao
Extrato etéreo (%)

Fibra (%)

Matéria Mineral (%)
Matéria Seca (%)

ENN (%)

Relagéo energia/proteina

19,37
4.419
18,57
3,24
5,35
90,06
43,53

228,14

26,33
4.610
14,76
3,24
7,88
89,81
38,60

175,08

33,20
4.504
11,98
3,14
7,53
89,61
32,5

139,80

40,14
4.438
9,70
3,92
12,61
90,74
24,37
110,56

1- Pré-mistura vitaminica/Kg de ragéo: A 10.000 Ul, E 50 mg, D-3 2000 UlI, K-3 25 mg, B 12 50
mg, Tiamina 15 mg, Riboflavina 35 mg, Pirodoxina 10 mg, Biotina 250 mg, Acido Fdlico 5
mg, Pantotenato de calcio 60 mg, Niacina 60 mg, Cloreto de colina 120 g. Antioxidante 50 g.

2- Pré-mistura Mineral/Kg de ragéo: Ferro 40 mg, Cobre 12,5 mg, Zinco 30 mg, Cobalto 1 mg,

lodo 1,4 mg e Selénio 0,2 mg.
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Determinag6es hematimétricas

As amostras de sangue foram coletadas por pung¢ao caudal, com
seringas de 1ml previamente heparenizadas. Parte do sangue coletado
era destinado a determinacdo do hematdcrito para avaliagédo do nivel de
estresse dos peixes tratados.

Hematécrito

Foi realizado pela técnica de centrifugagcdo em capilares, segundo
Goldenfarb et al. (1971). Os tubos capilares heparenizados contendo
amostras de sangue eram fechados em uma das extremidades com
massa apropriada e centrifugados a 10.000 x G por 5 minutos. A leitura
foi determinada em escala padronizada.

Taxa de hemoglobina

A concentracdo da hemoglobina foi determinada pela formagao de
cianometahemoglobina como descrito por Collier (1944). Dez microlitros
de sangue eram adicionados a 2 ml de solugao Drabkin, homogeneizado
em agitador Vortex e a leitura optica era feita em espectrofotdbmetro a
540 nm. A concentragcdo da hemoglobina foi calculada segundo a
expressao:

g% = Abs x 0.143 x dilui¢do

amostra

Para contagem diferencial das células sanglineas de defesa foram
preparados esfregacos sangliineos, e adotou-se a nomenclatura
sugerida por Tavares-Dias et al. (1999a). A partir da contagem de
eritrocitos, taxa de hemoglobina e hematécrito foram calculados: o
volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), segundo Wintrobe (1934).

Para contagem diferencial de trombdcitos e leucdcitos foram
preparados esfregacos sanglineos e corados com Giemsa e May-
Grinvald. A identificagdo e a nomenclatura das células seguiu as

recomendacdes de Tavares-Dias et al. (2002).
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Preparacao dos homogeneizados celulares

Os tecidos coletados eram amostrados sobre superficie gelada e
pesados em quantidades apropriadas para as determinacdes
enzimaticas. Mantida a propor¢ao de 100 mg de tecido para 1,0 ml de
tampao de homogeneizagao (fosfato de sodio 20 mM; ditiotreitol 1 mM;
glicerol 50 % ajustado para pH 7,0), os tecidos eram homogeneizados
em homogeneizador mecanico tipo Potter 1.000 rpm, por 1 minuto com
dois "strokes" de 30 segundos a 1000 rpm, em banho de gelo. Apos a
homogeneizagao, os extratos foram centrifugados a 8.000 x G a 4 °C por

5 minutos e o sobrenadante era utilizado como fonte de enzima.

Preparacao dos extratos acidos

Os tecidos hepatico, renal e muscular, coletados eram amostrados
sobre superficie gelada, e pesados em quantidades apropriadas para as
determinacdes das concentragdes dos intermediarios metabdlicos.
Mantida a proporgédo de 100 mg de tecido / ml de acido tricloroacético
(TCA) 20 %, apdés eram homogeneizados em homogeneizador mecanico
tipo Potter com dois "strokes" de 30 segundos a 1.000 rpm, em banho de
gelo. Apds a homogeneizagao, os extratos eram centrifugados a 3.000 x
G em centrifuga clinica e os sobrenadantes utilizados como extratos

celulares nas determinagdes de intermediarios metabdlicos.

Intermediarios metabdlicos

Glicogénio hepatico, renal e muscular

As determinacbes de glicogénio eram realizadas conforme técnica
descrita por Bidinotto (1998). Amostras de figado, rim e musculo de cada
peixe amostrado eram transferidas para um tubo de ensaio na proporgao
de 50 a 100 mg de tecido para 1,0 ml de KOH 6,0N e incubado por 1 a 2
minutos em banho-maria a 100°C. Apds a dissolucao dos tecidos, 250
deste extrato eram transferidos para um tubo rigorosamente limpo onde

eram adicionados 3 ml de etanol e 100 pl de K;SO4 10 % seguidos de
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agitacdo. Logo apds, a amostra era centrifugada a 2.000 x G por 1
minuto. Posteriormente, o sobrenadante era descartado por inversao e o
precipitado re-suspendido em 25 ml de &agua destilada. Volume
adequado desta dissolugdo era analisado quanto ao seu teor de
acucares redutores totais pelo método hidrolitico acido de Duboie et al.
(1960) e o conteudo de glicogénio esta expresso em umoles de glicosil-
glicose/mg de tecido.

Acucares redutores

A determinacdo de acgucares redutores era realizada com base no
método hidrolitico acido de Dubois et al. (1960), realizada em &cido
sulfarico. Por meio desta analise era verificado o teor de hidratos de
carbono sempre que a concentragdo de glicose, especificamente, ndo
fosse necessaria. Esta analise consiste na adicdo de um volume
adequado de extrato a 500 pl de fenol 4,1 % e 2,0 ml de acido sulfurico
concentrado, rapidamente adicionado ao meio de reacdo. Os tubos de
reacao eram imediatamente resfriados em banho de agua e a leitura
Optica realizada em 480 nm. A concentragdo de glicose era estimada
contra um padrao de glicose contendo 1mM.

Glicose

Para as determinacdes de glicose era utilizado o método de Park &
Johnson (1949). Resumidamente, este método consiste na incubagdo de
aliquota adequada de extrato celular em meio contendo ferricianeto de
potassio, carbonato de sodio e sulfato férrico de aménio em solugao
acida com duponol sdédico.

Lactato

O lactato foi estimado nos extratos acidos segundo o meétodo de
Harrower & Brown (1972). Um volume de extrato era adicionado de 20 pl
de CuS04.5H,0 4%, 2,5 ml de acido sulfurico concentrado e 50 ul de
solugcdo de p-fenilfenol (1,5 g de p-fenilfenol em solucdo aquosa de
NaOH 2 %) lentamente adicionado. Apds 15 minutos em repouso, 0s

tubos eram fervidos por 90 segundos, imediatamente resfriados em
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banho de agua e a leitura optica realizada em 750 nm. A concentragao
de lactato era estimada contra um padrao de lactato contendo 1mM.

Piruvato

O piruvato foi estimado nos extratos acidos segundo método de Lu
(1939). Um volume adequado de extrato era adicionado a 250 pl de
dinitrofenilhidrazina 0,1% em HCI 2,0 N. Ap6s 30 minutos de repouso a
37°C, era adicionado a mistura de reacgédo 3,0 ml de NaOH 1,3 N e a
leitura Optica era realizada em 440 nm. A concentragéo de piruvato era
determinada contra um padréo de piruvato contendo 1mM.

Aminoacidos livres

O teor de aminoacidos livres foi determinado nos extratos neutros
segundo Copley (1941). Um volume adequado de extrato era adicionado
a 1,0 ml de solugao ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos de reacao
eram colocados a uma temperatura de 45°C por 45 minutos e a leitura
optica era realizada em 570 nm. A concentragdo de aminoacidos livres
era estimada contra um padrdo de acido alfa-amino-acético contendo
1mM.

Triglicerideos

Os triglicerideos foram estimados colorimetricamente através da
transformacdo em glicerol por acado de liproteina lipase e subsequente
transformagao do glicerol em glicerolfosfato (Chernecky et al., 1993). O
glicerolfosfato é oxidado a dihidroxiacetonafosfato e agua oxigenada. A
agua oxigenada, produzida em quantidades equimolares, em presenca
de aminoantipirina e etilsulfopropil anisidina, resulta na formacdo de
quinoneimina que € lida em 450 nm.

Acidos graxos livres

A determinacao de acidos graxos livres foi realizada de acordo com
método de Norvak (1965). Era adicionada 1,0 ml de solugdo Dole
(hepatano, alcool isopropilico e acido sulfurico na proporcéo de 1:4:0,1) a
50 pl de amostra de plasma, ou 50 ul de extrato de figado, ou 500 pl de

extrato de musculo branco, ou 50 ul de extrato de rim e imediatamente
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agitada por 2 minutos. Apds, era adicionado 1,0 ml de heptano e 2,0 ml
de agua e novamente agitada por inversdo. Retirava-se uma amostra de
600 pl de sobrenadante e adicionava-se uma mistura de cloroférmio e
hepatano (5:1 v/v), e 1,0 ml do reagente de cobalto. O reagente de
cobalto era constituido de 1,32 vol. de trietanolamina + 10 vol. de solugao
A + 7 vol. de solugcdo B. A solugdo A era formada por uma solugéo
saturada de K,SO, e 6 gramas Co(NOj;),-6H,O mais 0,8 ml de acido
aceético glacial em agua fervente. A solugao B era constituida de solugéo
saturada de Na,SO,. Apés a adicdo, a mistura era agitada fortemente por
30 segundos e centrifugada por 2 minutos 3.000 x G. Eram retirados
600ul aos quais se adicionava 600 ul de solucdo indicadora. Esta
solucédo era constituida de 0,4% de alfa-nitroso beta-naftol em etanol,
diluido 12,5 vezes na hora do uso. Utilizou-se uma solugdo de acido
palmitico 4 mM como padrao. A leitura optica era realizada em 500 nm.

Uréia

A uréia foi determinada conforme Rahmatullah & Boyde (1980).
Eram utilizados 200 ul de plasma em mistura contendo 100 pl de
sobrenadante, 900 ul de agua destilada, 500 ul de mistura constituida de
duas partes de reativo A (100 ml continham: 60 ml de 4gua destilada, 30
ml acido sulfurico concentrado, 10 ml de acido fosférico) e uma parte de
reativo B (100ml de agua destilada, 0,1 grama de tiosemicarbazida e 0,5
grama de butanodionamonoxima). A mesma mistura era levada a fervura
por 10 minutos na auséncia de luz. O padrao utilizado continha 1mM de
uréia, e a leitura optica era realizada em 525 nm.

Amonia

A concentracdo de amoébnia era determinada por nesslerizagao
(Gentzkon & Masen, 1942), pela transferéncia de um volume adequado
de extrato plasmatico ou de figado em um volume final de 2,0 ml, ao qual
se adicionava 0,5 ml de reativo Nessler. A leitura optica era realizada em

420 nm e a concentracdo foi estimada contra um padrao contendo 1mM
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de cloreto de amdnio e expressa em umoles/ml de plasma e/ou por mg

de tecido.

Determinagées enzimaticas

Para a determinacdo das enzimas digestivas e da arginase, foi
utilizado tampao de homegeneizacdo composto de duas solugdes:
Solugédo | (tampéo fosfato 10 mM, tampé&o Tris 20 mM, pH 7.0). Solugao
Il (glicerina) na proporgao de 1:1 das solugoes.

Amilase

A atividade amilohidrolitica foi estimada segundo o método proposto
por Bernfeld (1955) modificado. Em 1,0 ml de solugéo de amido (2%) em
tampéo tris 0,1 M pH 7,0 contendo NaCl 0,02 M era adicionado volume
adequado de homogeneizado celular e a mistura da reacao era incubada
por 15 minutos a 37°C. Decorrido o tempo de reacao, era adicionado 100
ul de PCA 6% sendo a mistura da reagao centrifugada a 3.000 x G por 2
minutos. No sobrenadante era estimada a concentragao de glicose pelo
meétodo de Park-Johnson.

Protease acida

Na determinagao da atividade proteolitica acida foi utilizada solugao
de caseina 1% como substrato da reacdo. A mistura de incubacao era
composta de 400 pl de caseina 1 % em agua, 600 ul de tampéo
glicina/HCI 0.1 M pH 2.0 e 50 ul de homogeneizado celular. Apos a
incubagao da mistura por 30 minutos a 35°C, a reacao era interrompida
pela adicdo de 1 ml TCA 15 % e centrifugada a 3.000 x G por 3 minutos.
A absorbancia do sobrenadante era medida em 280 nm e o calculo da
atividade proteolitica foi realizado segundo Walter, (1984).

Protease alcalina

Na determinagcdo da atividade proteolitica alcalina era utilizado
tampao Tris/HCI 0.1 M pH 8.5, tendo como substrato azocaseina 1 %
(Sarath et al.,, 1989). Uma aliquota de extrato era incubada por 30

minutos, 35 °C e a reagdo era iterrompida com TCA 15 %, e logo
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centrifugada 1800 x G por 10 minutos. A leitura era realizada em 420 nm.
A tirosina foi usada como padrdo para protease alcalina e a atividade
expressa em micromole de substrato hidrolizado/min./mg proteina (U/mg
de proteina). Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
quantidade de enzima necessaria para catalisar a formagédo de 1ug de
tirosina / minuto.

Os pHs do meio de incubacdo, quantidade de substrato e volume
de homogeneizado foram ajustados segundo as curvas de padronizagao
para as diferentes regides do trato digestério para as protease
inespecificas (acida e alcalina).

Lipase

A atividade de lipase né&o-especifica foi determinada segundo
método descrito por Gawlicka et al (2000). A reacdo era incubada a 35
°C em meio contendo 0,4 mM p-nitrofenil meristato em solugédo tampao
24 mM de bicarbonato de aménio pH 7.8 e 0,5% Triton X-100. Apos 30
minutos, as reag¢des eram interrompidas pela adicdo de NaOH 25 mM. A
densidade optica era registrada a 405 nm.

Tripsina

A atividade proteolitica da tripsina foi determinada conforme
Hummel (1959). Era utilizado tampao TRIS 0,2M e CaCl, 0,01M, com pH
ajustado para 8.1, sendo o substrato (1,04mM) TAME (p-toluenesulfonil-
L-arginine etilester) diluido no tampao. A temperatura de incubacéo foi de
25 °C por dois minutos. Uma unidade de atividade da tripsina é definida
como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umole de TAME por
minuto. A atividade da tripsina foi expressa em nmol de arginina
hidrolisada / minuto / mg de proteina. A leitura da absorbancia das
amostras era realizada em 247nm.

Quimiotripsina

A atividade proteolitica da quimiotripsina foi determinada conforme
Hummel (1959). Foi utilizado tampéo TRIS- HCI 0,10M e CaCl, 0,10M,
com pH ajustado para 7.8, utilizando-se o substrato (0,001M) BTEE (N-
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benzoil-L-tirosine etilester). A temperatura de incubacao foi de 25 °C por
1 minuto. A unidade de atividade da quimiotripsina foi estabelecida pela
absorbancia do substrato apos hidrélise completa expressa em tirosina /
minuto / mg de proteina. A leitura da absorbancia das amostras era
realizada em 256 nm.

Arginino hidrolase (arginase)

A arginase foi determinada pelo método descrito por Archibald
(1946). O método baseia-se na conversao de arginina em uréia, na
presenca de Mn?* como co-fator de reagdo, a qual é medida
colorimetricamente. A preparacédo enzimatica era feita a partir de 50 mg
de figado homogeneizado em 0.5 ml de tampéo de homogeneizagao. O
meio de incubagéo continha em 1,2 ml: arginina 250 mM em tampao Tris
50 mM pH 8.0, cloreto de manganés (MnCl,) 1 mM e 50 ul de
homogeneizado celular. A mistura de reagéo era incubada a 25°C por 30
minutos e a reagao interrompida pela adigdo de 100ul de PCA 70%. Apés
a reacgao, as amostras eram centrifugadas a 12.000 x G por 3 minutos e
feita a leitura contra o branco de reacdo de acordo Rahmatullah and
Boyde (1980) para a determinagao de uréia.

O tampao de homogeneizagao utilizado nas determinacbes das
atividades enzimaticas de PFK -1, PK, FBPasa, G6-PDH, 6-PGDH,
ALAT, ASAT e GDH tinha a seguinte composicao: Tris-HCI, 50 mM, pH
7.5, EDTA 4 mM, fluoreto de sd6dio 50 mM, sacarose 250 mM, PMSF 0,5
mM, DTT 1mM.

Para as determinagcdes destas enzimas, eram pesados em tubos de
ensaio, 50mg de figado congelado (na proporgao de 1:5 peso:volume)
imediatamente homogeneizados durante 30 segundos, e centrifugados a
9.000 x G. As andlises das enzimas do metabolismo intermediario foram
realizadas a 30°C, com tempo de reacao especifico para cada enzima,
utilizando-se uma aliquota apropriada de homogeneizado. As leituras

Opticas eram realizadas a 340 nm.



Material e Métodos 22

Alanina aminotranferase (ALAT) e Aspartato aminotranferase
(ASAT)

A determinacdo das atividades de ALAT e ASAT foi feita com Kits
comercial. O principio de reagcao da ALAT baseia-se na conversao de
alanina em piruvato por transaminagdo, seguida da sua redugdo a
lactato, pela enzima auxiliar LDH, que € acompanhada opticamente pela
extincdo do NADH. O coquetel de reacdo para a ALAT continha:
Tampéao TRIS-HCI, pH 7.5 - 100mM, 2-oxoglutarato 13,7 mM, NADH 0,18
mM, L-alanina 0,5 mM, LDH 21 mKat /L, volume adequado de enzima.

O principio de reacdo da ASAT baseia-se na conversdo aspartato
em 2-oxoglutarato por transaminagao, seguido da sua redugao a malato,
pela enzima auxiliar MDH, que é acompanhada opticamente pela
extincdo do NADH. O coquetel de reacdo para a ASAT continha: Tampéao
TRIS-HCI, pH 7.8 — 100 mM, 2-oxoglutarato 12,6 mM, NADH 0,18 mM, L-
aspartato 220mM, LDH 15 mKat / L, MDH 10 mKat / L, volume adequado
de enzima.

Glutamato desidrogenase (GDH)

A atividade enzimatica GDH foi determinada segundo Hochachka et
al. (1978). O principio de reagéo baseia-se na redugao de 2-cetoglutarato
em glutamato acompanhado pela extingdo em paralelo do NADH. O
coquetel de reacdo continha: tampao imidazol-HCI pH 7,7- 50 mM,
acetato de amoénio 250 mM, NADH 0,1 mM, ADP 1 mM, NADP 0,5 mM,
2-cetoglutarato 5 mM, volume adequado de enzima.

Glicoquinase (GK)

Para a determinacdo da GK foi utilizado o mesmo tampdo de
homogeneizagdo da PFK1 e PK, sendo adicionado 100 mM KCL. O
homogeneizado celular era filtrado (aproximadamente 200 ul) em uma
coluna sephadex G25, 1000 rpm por 1 minuto. Tampé&o utilizado foi
TRIS-HCI 100 mM, pH 7,75, MgCl, 7,5 mM, KCI 100mM, DTT 2.5 mM,
NADP 1 mM, G6PDH 1 um/ml. A reacéo era inciada comadicao ATP 6

mM com glicose 100 mM e 0,5 mM. A atividade da GK foi calculada na
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taxa de formagao de NADPH até 100 mM de glicose menos a glicose 0,5
mM que representa a atividade da hexoquinase. Apds faziamos a
corregao descontando a atividade da glicoquinase com a presenga de
2mM de NADP e a auséncia de ATP (Tranulis et al. 1996).

Fosfofructoquinase-1 (PFK1)

Esta enzima foi ensaiada segundo Castano et al. (1979). O principio
de reacao baseia-se na conversado de frutose 6-P em frutose 1,6 bi-P
seguida de sua quebra em glicerol 3-P e dihidroxi acetona-P por acéo da
enzima auxiliar aldolase. O glicerol 3-P produzido é transformado em
dihidroxi acetona-P por acdo da enzima auxiliar triose-P isomerase. A
dihidroxi acetona-P é convertida em glicerol 3-P por agcdo da enzima
auxiliar glicerol 3-P DH acompanhada pela extingdo do NADH. Essa
reacao é ensaiada na presencga dos co-fatores Mg”, frutose 2,6 bi-P, PPi
e glicose 6-P para deslocamento da reagdo. O coquetel de reagao era
composto de: Tampao TRIS-HCI, pH 8.25 — 100 mM, MgCl, 2 mM,
NADH 0,15 mM, frutose 6-P 2,5 mM, glicose 6-P 17,5 mM, frutose 2,6 bi-
P 1 mM, triose-P isomerase 2,14 U / ml, glicerol 3-P DH 0,53 U / ml,
aldolase 0,28 U / ml, PPi 2,5 mM.

Piruvatoquinase (PK)

A atividade da piruvatoquinase foi ensaiada de acordo com Staal et
al. (1975). O principio de reagcdo baseia-se na transformacédo de
fosfoenol piruvato em piruvato seguida de sua conversdo em lactato, pela
enzima auxiliar LDH, que é acompanhada pela oxidagdo do NADH. O
coquetel de reacdo era composto de: Tampéao glicilglicina 70 mM pH 7,4,
KCI 100 mM, MgCl,10 mM, NADH 0,15 mM, fosfoenolpiruvato 2,8 mM,
LDH 21 U, ADP 2,5 mM.

Frutose 1,6 bifosfatase (FBP1)

A determinagéo da atividade da FBP1 era utilizado tampé&o imidazol-
HCI 85 mM e pH 7.7, MgCl, 5 M, NADP 0,5 mM, 12 mM-2- mecarcapto
etanol, e as enzimas auxiliares, 2,5 U/ml fosfoglicose isomerase 2,5 U/ml,

0,48 U/ml glicose 6-fosfato desidrogenase 0,05 mM frutose 1,6 difosfato.
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A reacao baseia-se no incremento de absorbancia a 340 nm devido a
formacao de NADPH (Bartrons et al. 1983).

Glicose 6 fostato desidrogenase (G6-PDH)

As determinagdes de G6-PDH foram feitas segundo método descrito
por Meton (1996). A reacéo baseia-se na oxidagao de glicose 6-P em 6-P
gluconato acompanhada pela extingdo de NADP. O coquetel de reacao
continha: Tampao imidazol-HCI 78mM pH 7,7, MgCl, 5§ mM, NADP 1mM
e glicose 6-P 1TmM. A reacao produz aumento de NADPH e a atividade
foi definida como a quantidade necessaria de enzima para produzir 1
umol de NADPH.

6-Fosfogluconato desidrogenase (6-PGDH)

Os ensaios desta enzima foram realizados segundo Bergmeyer
(1984). A reacdo baseia-se na oxidagdo de 6-P gluconato em 6-P
glucono-0-lactona acompanhada pela extingdo de NADP. O coquetel de
reacao continha: Tampéao imidazol-HClI 83mM pH 7,7, MgCl, 3 mM,
NADP 0,5 mM e 6-P gluconato 2mM.

A determinacdo de proteina nos tecidos foram realizados de acordo
com Lowry et al. (1951) e o método de Bradford (1976).

Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram delineados em blocos incompletos com 4
niveis de proteina e 10 repeticbes. Foram realizadas as analises de
variancia, tendo sido aplicado o teste F com nivel de significancia de 5 %.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey no mesmo nivel de

significancia. O programa estatistico utilizado foi SAS (1996).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros imunolégicos e hematolégicos

Os valores médios e o0 desvio padrao da contagem de eritrécitos,
hemoglobina, hematécrito, VCM e CHCM do R. quelen estao
relacionados na Tabela 3. O aumento de proteina na dieta levou a uma
significativa redugdo do numero de eritrécitos (P<0,05). Os niveis de
hemoglobina, assim como o hematdcrito, aumentaram (P<0,05) com até
27 % de proteina da dieta mostrando uma reducéo a partir desse valor.
Essas alteragdes ocorreram de tal forma que o VCM e CHCM
permaneceram constante entre os tratamentos. Esses dados
hematimétricos mostram uma discreta eritropenia normocitica resultante
do aumento de proteina na dieta.

A reducgéo observada do numero de eritrécitos em jundia parece ter
sido causada por hemodlise ou inibicdo da eritropoiése. O aumento
observado dos teores circulantes de aménia pode ter sido o responsavel
por um quadro de intoxicagao que tenha resultado nessas observacgoes.
Contudo, as razbes desta eritropenia sdo ainda desconhecidas e
precisam ser investigadas. Resultados semelhantes sdo reportados no
teledsteo Cyprynus carpio (Sakthuivel, 1998). Nesta espécie, o aumento
do nivel de proteina na dieta resulta em eritropenia ocasionada por
hemolise. Entretanto, observa-se um aumento do VCM resultante de
macrocitose, e de hipocromia com a presengca de eritroblastos
(Sakthuivel, 1998).
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Tabela 3. Valores médios + desvio padrao das variaveis eritrocitarias e percentual de

células sanglineas de defesa organica em juvenis de Rhamdia quelen, alimentados

com diferentes niveis de proteina da dieta.

Niveis de proteina das dietas (%)

Parametros 20 27 34 41
Eritrocitos

(x 10%/puL) 2,22 +0,56° 2,56 +0,80°  1,95+0,40®*  1,85+0,60°
Hemoglobina

(g/dL) 7,58 +1,57° 9,07 +1,30° 6,73 £ 1,48° 7,74 £1,52°
Hematdcrito (%) 27,13 +3,86% 32,53+2,85° 26,50+5,29° 24,96 +5,52°
VCM (fL) 127,72 + 28,787 136,46 + 43,27% 139,03 + 34,78° 144,22 + 56,44°
CHCM (g/dL) 28,30 +5,66° 2848+4,00° 2594+4,72° 31,78 +6,80°
Trombécitos (%) 76,85+ 7,96° 78,27 +12,18° 79,62 +5,95° 79,08 + 5,25°
Linfécitos (%) 13,92+6,91° 10,33+9,08° 11,31+4,82*° 11,08+4,10°
Neutréfilos (%) 4,00 + 2,24° 6,73 +2,76° 6,23 + 2,62° 7,08 + 4,89°
C.G.E. (%) 2,08 +2,712 1,47 +2,23° 0,46 + 0,88° 0,67 + 0,89°
Mondcitos (%) 1,77 £1,09° 1,33+1,23®® 0,92 +0,95° 0,42 £ 0,67°
Células imaturas

(%) 1,69 + 1,55° 1,87 + 1,467 1,46 + 2,267 1,75 + 1,55°
C.G.E. = Célula granulocitica especial; Letras diferentes na mesma linha as médias diferem

significativamente entre si pelo teste de TUKEY (P < 0,05). (n.-10, 60 dias de alimentag&o).
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Diferentemente do observado em jundia, no telebésteo marinho
Paralichthys dentatus ocorre aumento no numero de eritrocitos e redugcao
do hematdcrito (eritrocitose microcitica) com o aumento de proteina na
dieta (Daniels & Gallagher, 2000), sem afetar os niveis séricos de
proteina total. Em Takifugu obscyrus a concentragdo de hemoglobina e o
hematécrito ndo sao influenciados pelos diferentes niveis protéicos da
dieta (Bai et al., 1999).

As proteinas sao macronutrientes importantes para o
desenvolvimento animal, desde que participam de diversas atividades
celulares e sao os principais componentes musculares. Assim, a principal
evidéncia da deficiéncia de proteina é a perda de peso. Isso ocorre
principalmente devido a falta de aminoacidos na dieta, impossibilitando a
formacado de tecido muscular e de outros compostos importantes do
metabolismo. A deficiéncia nutricional (Kori-Siakpere, 1985) e a privagao
de alimentos (Stoskopf, 1993) podem afetar ainda as caracteristicas
sanguineas dos peixes, principalmente o sistema imunolégico. Por outro
lado, com o excesso de proteina na dieta aumenta-se a excregcao
nitrogenada, principalmente na forma de aménia. De acordo com os
estudos de Dabrowska & Wlasow (1986) esse catabdlito pode ser
altamente toxico para os peixes e causar leucopenia.

A contagem relativa de células sanguineas de defesa n&do mostrou
diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos em juvenis de jundia
(Tabela 3). Nestes ensaios, o percentual de trombdcitos e leucécitos nao
foi influenciado pelo nivel de proteina na dieta. Resultados semelhantes
sado descritos em C. carpio alimentadas com 14, 28, 38, 48 e 58 % de
proteina (Sakthuivel, 1998).

Ganho de peso e crescimento
O peso médio dos jundias alimentados com teores crescentes de

proteina aumentou significativamente (p<0,05) ao longo de 60 dias de
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regime (Figura 1). O peso médio inicial dos peixes deste experimento era
32,6 gramas. O crescimento (comprimento total) apresentou pouca
variacao (Figura 1), o que significa aumento de massa muscular.

O aumento no ganho de peso dos peixes obtidos em nosso trabalho
em relacdo ao aumento de proteina na dieta pode ser atribuido a
disponibilidade de nutrientes para sintese. Todavia, parte desta proteinas
pode ter sido utilizada como fonte caldrica. Lovell (1979) relata que a
caréncia relativa de proteina na dieta pode reduzir o consumo alimentar,
prejudicando assim o crescimento. O uso de energia a partir de fontes
nao protéicas pode inibir a utilizacdo de outros nutrientes (Winfree &
Stickeney, 1981).

Trabalho realizado por Ai et al. (2004), mostram que o aumento de
proteina e lipidio na dieta, até 41 % de proteina bruta e 12 % de lipidio,
para Lateolabrax japonicus aumenta o ganho de peso. Esses autores
atribuem esses resultados a uma melhor relagédo proteina/energia.

Salhi et al. (2004) estudaram o efeito dos niveis de proteina e
lipidios em R. quelen e obtiveram maiores ganhos no peso com dietas
entre 38-43 % de proteina e 14 % de lipidios. Segundo Garling & Wilson
(1976), os niveis de proteina da dieta para o maximo de crescimento do
bagre do canal oscilam entre 22 e 40 %. Li et al. (1998) precisaram o
nivel 6timo de proteina (35 %) para Ictalurus punctatus. Henken et al.
(1986) verificaram que esse valor para Clarias gariepinus é 50 %,
enquanto Degani et al. (1989) obtiveram um requerimento menor (40%)
para a mesma espécie. Esses autores atribuem esta variacdo na
exigéncia protéica as diferentes técnicas de criacdo e a composicao das
dietas. De acordo com Lovell (1980), o nivel de proteina dietética deve
atender as exigéncias de crescimento, reproducdo e reposigao dos
tecidos. E as proteinas ndo devem ser utilizadas como fonte de energia.
O teor de proteina requerido para um 6timo ganho de peso para juvenis

de R. quelen foi obtido em nosso com 41 %.
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Figura 1. Média de peso (em gramas) e crescimento (em cm) do jundia

Rhamdia quelen alimentados com diferentes conteudos de proteina. Médias
(xDP) de n-30 (60 dias de alimentagdo). Letras diferentes representam

diferencas significativas (P<0,05).

Embora teor de proteina de 41 % seja alto para esta espécie de
habito alimentar onivoro, se faz necessario o ajuste da quantidade de
energia proveniente de carboidratos e/ou lipidios para que se possa
verificar a possibilidade de reduzir o teor de proteina preservando-se o

ganho de peso.
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Enzimas digestivas

As enzimas do trato digestorio de jundia foram responsivas ao
tratamento alimentar com diferentes niveis de proteina. A atividade
especifica de protease acida inespecifica no estbmago aumentou
significativamente (P<0,01) em relagé&o aos niveis crescentes de proteina
da dieta (Figura 2). A hidrdlise gastrica das proteinas da dieta em juvenis
de jundia deve ocorrer proporcionalmente ao seu teor nas dietas até um
nivel de 41 %.

A atividade especifica de protease alcalina inespecifica no intestino

anterior, médio e posterior, aumentou a partir de 27 % de proteina
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Figura 2. Atividade proteolitica acida inespecifica no estdbmago de jundia
Rhamdia quelen alimentado com teores crecente de proteina. Os ensaios
foram realizados em pH 2,0 a 35°C por 30 min. Médias (+DP) de n-10 (60 dias
de alimentagcédo). Letras diferentes representam diferengas significativas
(P<0,05).
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Figura 3. Atividade proteolitica alcalina inespecifica no intestino anterior,
médio e posterior de jundia Rhamdia quelen alimentado com teores
crescentes de proteina. Os ensaios foram realizados em pHs 8,0; 8,5 ou 9,0 a
35°C por 30 min. Médias (+DP) de n-10 (60 dias de alimentagdo). Letras

diferentes representam diferencas significativas (P<0,05).
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(P<0,05) (Figura 3). As maiores atividades ocorreram no intestino
anterior.

A atividade especifica de tripsina aumentou significativamente
(P<0,05) no estdbmago, intestino anterior, médio e posterior, com o
conteudo de proteina. Porém, na maior concentragao de proteina (41 %)
observamos que ha uma tendéncia de reducéo da atividade nos quatros
compartimentos do trato digestorio (Figura 4).

A atividade especifica da quimiotripsina apresentou no estébmago
um perfil semelhante ao da tripsina. Nos demais compartimentos ela
aumentou (P<0,05) e manteve-se constante para os teores de 27, 34 e
41 % de proteina na dieta (Figura 5).

A atividade especifica da amilase decresceu (P<0,05) com o
aumento do conteudo de proteina da dieta em todos segmentos do trato
digestério (Figura 6). O mesmo tipo de resposta foi observado com a
lipase (Figura 7). Ambas enzimas apresentaram atividade maior no
intestino anterior.

Esse potencial digestivo ao longo do trato digestivo dos peixes,
parece ligado a certos fatores tais como mudancgas de pH, morfologia do
trato digestorio, oferta de alguns nutrientes, aumento de sintese pelas
células produtoras de enzimas. Em geral, a morfologia do trato digestorio
e a distribuicdo e a intensidade da atividade das enzimas digestivas ao
longo dele, podem variar com o habito alimentar (Hofer & Shiemer,
1981).
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Figura 4. Atividade enzimatica da tripsina no estémago, intestino anterior,
médio e posterior de jundia Rhamdia quelen alimentados com diferentes
contetidos de proteina. Os ensaios foram realizados em pHs 8,1 a 25°C e a
hidrolise de TAME foi acompanhada em 247nm por 2 min. Médias (+DP) de n-
10 (60 dias de alimentacido). Letras diferentes representam diferengas

significativas (P<0,05).
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Figura 5. Atividade enzimatica da quimiotripsina no estdbmago, intestino
anterior, médio e posterior de jundia Rhamdia quelen alimentados com
diferentes conteudos de proteina. Os ensaios foram realizados em pHs 7,8 a
25°C e a hidrolise de BTEE foi acompanhada em 256nm por 1 min. Médias
(xDP) de n-10 (60 dias de alimentagéo). Letras diferentes representam

diferencgas significativas (P<0,05).
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Figura 6. Atividade enzimatica da amilase no estdbmago, intestino anterior,
médio e posterior de jundia Rhamdia quelen alimentados com diferentes
contetdos de proteina. Os ensaios foram realizados em pHs 7,0 a 35°C por
30 min. Médias (+tDP) de n-10 (60 dias de alimentac&o). Letras diferentes

representam diferencgas significativas (P<0,05).
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Figura 7. Atividade enzimatica da lipase no estdbmago, intestino anterior,
médio e posterior de jundia Rhamdia quelen alimentados com diferentes
conteudos de proteina. Os ensaios foram realizados em pHs 7,8 a 35°C por
30 min. Médias (+DP) de n-10 (60 dias de alimentagéo). Letras diferentes

representam diferengas significativas (P<0,05).
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A atividade da pepsina depende do substrato empregado, do pH
do meio, da temperatura, além de outros fatores. A atividade proteolitica
acida desta enzima tem sido descrita em varios teledsteos: Anguilla
Jjaponica (Morishita et al. 1964), Tilapia mossambica (Fish, 1960;
Nagasse, 1964), Oncorhynchus mykiss (Kitamikado & Tachino 1960)
Icatalurus sp (Nordlie, 1966, Smit, 1967). De acordo com Kohla et al.
(1992), a quantidade e a qualidade de proteina de origem animal e
vegetal ndo altera a atividade de pepsina no estémago de Colossoma
macropomum. Nossos resultados mostram que em jundia a atividade
proteolitica acida inespecifica aumenta de forma linear com o aumento
do conteudo proteina da dieta. Esta resposta mostra um carater indutivo
desta enzima. A aumento dessa atividade enzimatica face ao conteudo
de proteina ofertada demonstra seu carater adaptativo e portanto a
possibilidade de ajuste de nutrientes para otimizagdo das dietas.

A atividade proteolitica alcalina inespecifica e a atividade das
enzimas tripsina e quimiotripsina no intestino anterior, médio e posterior,
apresentam um perfil semelhante. Esta observagédo sugere que as
atividades determinadas no intestino com metodologia inespecifica
correspondam de fato as atividades especificas de quimiotripsina e
tripsina. O perfil observado dessas enzimas indica que seu potencial
hidrolitico é limitado. Existe uma atividade proteolitica que € maxima
proxima de 34 % de proteina na dieta. A redugéo da atividade cem como
a manutencao da atividade das proteases inespecificas e especificas nos
intestinos podem ser atribuidos a diferentes fatores. Primeiro pode ter
ocorrido pela presencga de inibidores, pois houve aumento de soja na
dieta para aumentar os niveis protéicos da ragdo. Segundo, pode ter
ocorrido pelo aumento de substrato dentro do trato digestorio. Também
pode estar relacionado ao tempo de passagem dos nutrientes, visto que
a inibicdo da atividade destas enzimas nao alterou o crescimento dos

peixes.
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Outra observacao que tivemos em nosso trabalho, foi da atividade
de duas proteases alcalinas, tripsina e quimiotripsina, no estébmago de
jundia. Este fato ja foi reportado anteriormente (Chackrabarti 1995). A
presenca destas enzimas devido a contaminagao das preparacdes pode
ser imediatamente descartada desde que os homogeneizados celulares
sao feitos a partir de fragdes de tecido de animais que estavam em jejum
prévio de 24 horas. A discussdo da fungéo bioldgica destas enzimas
exige antes a determinagao dos valores de pH durante os processos
digestivos da espécie.

As atividades da amilase e lipase do trato digestério tiveram perfis
semelhantes em todo ele. Observou-se redugdo dessas atividades
enzimaticas como o aumento de proteina da dieta. Este fato pode ser
explicado pela reducéao relativa dos teores de carboidratos e lipidios nas
dietas experimentais. Analisando desta forma, poderiamos entender que
estas enzimas apresentam um carater indutivo, tal como observado para
a atividade de protease do estdbmago. O carater adaptativo da amilase ja
foi descrito em outras espécies (Corréa 2002, Vieira 2002, Lundstedt
2003; Moraes & Bidinotto 2000). A combinacdo apropriada entre as
atividades das enzimas de carater adaptativo € fundamental no
estabelecimento dos niveis adequados de macronutrientes, tanto para
prevenir as perdas quanto para otimizar o crescimento e
desenvolvimento.

Atualmente, os estudos sobre digestdo enzimatica em peixes
continuam sem maiores definicdes, quer sobre os padrbes das enzimas
digestivas quer sobre seus teores e caracteristicas bioquimicas. Isto se
deve a diferencas nas técnicas analiticas utilizadas para determinacéao
das enzimas, nas diferengcas de habito alimentar das espécies, na
composicao das dietas experimentais. No entanto, ja € possivel concluir
que a alimentacéao interfere na atividade das enzimas no trato digestorio

de algumas espécies, entre elas R. quelen.
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Metabolismo protéico

As condigdes alimentares impostas ao jundia por um periodo de 15
dias produziram adapta¢des metabdlicas significativas. Verificamos que
as enzimas relacionadas com a sintese e/ou catabolismo de aminoacidos
foram influenciadas pelos niveis de proteina da dieta. O aumento do
conteudo de proteina elevou significativamente (P<0,05) a atividade
especifica da alanina  aminotransferase @ (ALAT), aspartato
aminotranfesare (ASAT) e da glutamato desidrogenase (GDH), enquanto
gue no jejum observou-se reducao da atividade (Figura 8).

O aumento da atividade das enzimas envolvidas na sintese protéica
esta associado a producdo de massa muscular (sintese protéica) bem
como a utilizagdo de proteina como fonte de energia. De acordo com
Sanchez-Muros et al. (1998) os aminoacidos derivados das proteinas da
dieta, ou de tecidos, podem ter dois destinos: primeiro, a desaminagao
ou transaminacao para posterior conversao em um intermediario do ciclo
dos acidos tricarboxilicos. E segundo, a utilizagdo deste metabdlito.

Estudando o efeito da composicdo da dieta no metabolismo de
Sparus aurata, Meton et al. (1999) verificaram que as dietas que
continham alta concentracdo de proteina e baixa concentragcdo de
carboidratos levavam a um aumento na atividade enzimatica da ALAT e
ASAT. Segundo esses autores, isso denota um eficiente uso dos
aminoacidos da dieta para o crescimento e como substrato para
gliconeogénese. Além disso, verificaram que no grupo de peixes
submetidos ao jejum por 19 dias houve reducdo significativa
principalmente na atividade da ALAT. A redugdo da atividade das
enzimas ALAT, ASAT e GDH também foi verificada em nossos estudos.

Sanchez-Muros et al. (1998) verificaram em Oncorhynchus mykiss,
alimentados com dietas contendo alto conteudo de proteina, um aumento
da atividade da ALAT e GDH do figado, e que no grupo de peixes

submetidos ao jejum também aumenta a atividade destas enzimas.
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Suarez et al. (1995), estudaram o metabolismo intermediario no
figado de Anguilla anguilla e verificaram que dietas com alta relagéo
proteina-carboidratos aumentam a atividade enzimatica da GDH. Isso
indica que ha correlagdo entre a atividade desta enzima e o nivel de
proteina da dieta. Sanchez-Muros et al., (1998) associam a alta atividade
da GDH e da ALAT ao aumento da gliconeogénese no jejum.

O aumento da atividade destas enzimas envolvidas no metabolismo
protéico, de acordo com alguns autores, esta diretamente relacionado
com o aumento da gliconeogénese. Alexis & Paparaskeva-Papatsoglo
(1986) e Moyano et al.,, (1991) sugerem que a quantificacdo de
transaminases e desaminases podem ser indicadora metabdlica do
excesso de aminoacidos em peixes. O excedente dos aminoacidos
requeridos para a biossintese de proteinas € desaminado e os residuos
de carbonos sao convertidos no ciclo de Krebs em gordura ou
carboidrato (Driedzic & Hochachka, 1978).

As enzimas ALAT, ASAT e GDH, apesar de aumentarem suas
atividades com o aumento de proteinas a dieta, apresentaram eficiéncias
diferentes (Figura 9). As relagdes entre as atividades enzimaticas de
ALAT/ASAT, ALAT/GDH e ASAT/GDH nas condicbes alimentares
testadas s&o significativamente diferentes (P<0,05). As relagdes
ALAT/ASAT e ALAT/GDH com o aumento de proteina na dieta indicam
que a ASAT e a GDH tém um papel preponderante, inclusive no jejum.
Na relacdo ASAT/GHD, sugere que a enzima ASAT tenha um papel
relevante que a GDH, aumentando sua atividade na maior concentragao
de proteina (41 %), e mesmo no jejum. Com esses dados podemos
inferir o trabalho conjunto destas enzimas no metabolismo protéico de
jundia, ainda que com caracteristicas diferentes em relagdo a condi¢cao

alimentar e com relevancias também distintas.
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Figura 8. Atividade enzimatica da Alanina aminotranferase (ALAT), Aspartato
aminotransferase (ASAT) e da Glutamato desidrogenase (GDH) no figado de
jundia Rhamdia quelen submetidos a diferentes condi¢ées alimentares.
Médias (+tDP) de n-10 (15 dias de alimentagdo). Letras diferentes

representam diferencgas significativas (P<0,05).
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Figura 9. Relagdo entre as atividades enzimaticas da Alanina
aminotranferase/Aspartato aminotransferase (ALAT/ASAT), Alanina
aminotranferase/Glutamato desidrogenase (ALAT/GDH), Aspartato
aminotransferase/Glutamato desidrogenase (ASAT/GDH) no figado de jundia
Rhamdia quelen submetidos a diferentes condicbes alimentares. Médias
(xDP) de n-10 (15 dias de alimentagdo). Letras diferentes representam

diferencgas significativas (P<0,05).



Resultados e Discussdo 43

A excrecdo de compostos nitrogenados aumentou com o teor de
proteina na dieta. A concentracdo de uréia no plasma subiu
significativamente. O mesmo ocorreu, a partir de 27 % de proteina da
dieta, com a atividade hepatica da arginase (Figura 10). Também
verificamos que a amoénia aumentou tanto no plasma quanto no figado (P
< 0,05) em relagdo ao aumento da proteina da dieta (Figura 11).

De acordo com Van Waarde, (1983) o aumento do catabolismo de
proteinas tem como consequéncia um aumento nos teores de amodnia
plasmatica. Em algumas espécies quando em situagdes ambientais que
dificultam a excre¢cdo de amdnia, pode ocorrer um aumento da produg¢ao
de uréia via ciclo da uréia (Wood et al., 1995; Saha & Ratha, 1998).
Entretanto, em condi¢cdes normais, o excesso de ambnia produzido pelo
catabolismo de proteinas é prontamente excretado pelas branquias.

Os dados de Chiu et al. (1986) sugerem que as atividades das
enzimas do ciclo da uréia respondem ao alimento, mas nao aos niveis de
proteina da dieta. Recentemente, foi demonstrado em trutas de
diferentes espécies, alimentadas com diferentes niveis de arginina, uma
relacdo linear entre esse aminoacido e: a uréia no plasma, a excrec¢ao de
uréia e a atividade da arginase (Gouillou-Coustans et al. 2002; Fournier
et al. 2003).
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Figura 10. Atividade enzimatica da arginase no figado e concentragao de
uréia no plasma de jundia Rhamdia quelen alimentados com diferentes
conteudos de proteina. Médias (+DP) de n-10 (60 dias de alimentacao).

Letras diferentes representam diferengas significativas (P<0,05).
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Figura 11. Concentragdo de aménia no plasma e figado do jundia Rhamdia
quelen alimentados com diferentes conteudos de proteina. Médias (+tDP) de
n-8 (60 dias de alimentagdo). Letras diferentes representam diferencas
significativas (P<0,05).
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O aumento de compostos nitrogenados, principalmente a aménia,
associada ao aumento da atividade da ALAT, ASAT e GDH neste
trabalho, sugere que para manter os processos de produgao energia
houve transaminagcdo e desaminagdo, aumentando o catabolismo de
aminoacidos para uma atividade de gliconeogénese.

Yang et al., (2002) verificaram que o aumento de proteina na dieta
de Bidyanus bidyanus elevava a excrecdo de amobnia. O aumento da
excrecao de compostos nitrogenados ocorre pelo uso de proteina como
fonte de energia (Hidalgo & Alliot, 1988; Kim et al., 1991). Peres & Oliva-
Teles (2001) estudaram os efeitos dos niveis de proteina e lipidios em
duas temperaturas sobre Dicentrarchus labrax e verificaram aumento na
excrecao de amodnia em relacdo ao aumento de proteina nas dietas.

Engin & Carte (2001) sugerem que o aumento de energia digestivel
nao protéica aumenta a retengéo de nitrogénio pelo decréscimo de sua
perda. Rychly (1980) relata que o aumento da excreg¢ao de nitrogénio
ocorre com o0 aumento de proteina e decréscimo de carboidratos e
lipideos na dieta para trutas. Em nosso trabalho, fato foi semelhante foi
observado. A excrecdo de compostos nitrogenados diminuiu nas dietas
com menor conteudo de proteina.

Em relacdo ao aumento da atividade da arginase e dos teores de
uréia plasmatica obtido neste trabalho, a partir de 27 % de proteina,
sugerimos que deva-se ao aumento da concentragdo de arginina
proveniente da dieta, e ndo pela sintese de novo de arginina via ciclo da
uréia. A inducdo do ciclo da uréia pode ainda ocorrer por outras
situagdes como jejum, desidratacdo (Polez et al., 2003; Walsh et al.
1990), confinamento, estresse (Hopkins et al. 1995), alcalinidade da agua
(Polez et al.,, 2004) e pela concentracdo de amodnia (Saha & Hatha,
1994).

Verificamos um aumento significativo (P<0,05) de aminoacidos
livres no plasma e figado, em relagdo ao aumento do teor de proteina da

dieta (Figura 12). Essa observacdo € compativel com os aumentos
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observados das transaminases e da GDH. Lone et al., (1982),
observaram tendéncia de aumento de aminoacidos e da glicose sérica
com o aumento de proteina da dieta em Oncorhyncus mykiss. Corréa
(2002) verificou que o aumento no teor de proteina na dieta para
Colossoma macropomum aumentou a disponibilidade de aminoacidos
livres no plasma e musculo branco. Estudos realizados com trutas
European eel alimentadas com autos teores de proteina na dieta,
mostram um aumento nas concentragcées de aminoacidos livres (Suarez
et al. 1995). Yamamoto et al. (1999) estudando a influéncia dos niveis de
proteina e lipidios na alimentagcdo de Oncorhynchus mykiss, verificaram
um aumento no teor de aminoacidos livres com o aumento de proteina

nas dietas.
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Figura 12. Concentracdo de aminoacidos livres no plasma e figado do jundia
Rhamdia quelen alimentados com diferentes conteudos de proteina. Médias
(xDP) de n-10 (60 dias de alimentagdo). Letras diferentes representam

diferencas significativas (P<0,05).
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Os aminoacidos nao podem ser estocados da mesma forma como o
sdo os carboidratos (glicogénio) e as gorduras (triglicerideos), entretanto,
sua disponibilidade aumentada pode favorecer sua utilizacdo como fonte
de energia. O aumento de aminoacidos livres, principalmente no plasma
do R. quelen pode estar associado também ao aumento da absorcao
destes metabdlitos, pois no trato digestorio houve aumento das
atividades das enzimas proteoliticas em relagao ao teor de proteina da
dieta.

Os acidos graxos livres apresentaram aumento significativo no
plasma a partir de 27 % de proteina, enquanto que a concentragao de
triglicerideos diminui (P < 0,05) com o aumento de proteina (Figura 13).
Além do aumento no conteudo de proteina na dieta promover o uso de
energia do catabolismo de aminoacidos, o perfil dos lipidios analisados
sugeriu a mobilizagdo destes para serem metabolizados. A redugéo da
concentracao de triglicerideos no plasma também foi bem acentuada no
grupo de peixes onde permaneceu em jejum. Brauge et al., (1994; 1995)
observaram em Oncorhyncus mykiis, um aumento de triglicerideos
quando as dietas continham altos niveis de carboidratos e lipideos
enquanto que Del Carratore (2001) verificou que os niveis crescentes de
amido na dieta para Pseudoplatystoma coruscans nao influenciaram nas
concentragdes de triglicerideos. Daniels & Gallaguer (2000) estudando
os efeitos da proteina na dieta de Paralichthys dentatus, néao
encontraram variagdo na concentracao de triglicerideos.

Em nosso trabalho, relacionamos dois aspectos importantes
referentes ao aumento da atividade enzimatica da ALAT, ASAT e GDH
versus aumento da proteina. O primeiro, € que houve uma relagao direta
entre 0 aumento de peso dos peixes e a atividade destas enzimas. Isso
significa que a sintese protéica para formagdo de massa muscular pode
ser associada a atividade destas enzimas como indicadoras deste estado

fisiolégico.
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Figura 13. Concentracao de acidos graxos livres e triglicerideos no plasma de
jundia Rhamdia quelen submetidos a diferentes condi¢ées alimentares.
Médias (+tDP) de n-10 (60 dias de alimentagdo). Letras diferentes

representam diferencgas significativas (P<0,05).
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Em segundo, verificamos que as respostas metabdlicas, como a
producdo e excregao de nitrogenados, e a disponibilidade de
aminoacidos e lipidios para a producdo de energia, podem ser
igualmente ensaiados através de determinagdes simples e seguras para

acompanhamento do estado fisiolégico do animal.

Metabolismo glicidico

A analise das trés enzimas envolvidas na via glicolitica
(glicoquinase, fosfofrutoquinase 1 e piruvatoquinase) mostrou alteragao
das atividades com o aumento da concentracdo de proteina da dieta
(Figura 14). Observamos reducao significativa da atividade destas
enzimas em todos os tratamentos, inclusive no jejum.

A atividade de frutose 1,6-bifosfatase, enzima envolvida na
gliconeogénese, aumentou significativamente com o aumento de
proteina na dieta, inclusive no jejum (Figura 15). A relacdo PFK1/FBP1 e
PK/FBP1 mostrou que o sentido predominante da via glicolitica, com o
aumento da proteina na dieta, foi a gliconeogénese (Figura 15). No
jejum, esperavamos que esta relacido fosse maior que a observada. Esse
resultado pode ser devido a um periodo de jejum insuficiente para uma

resposta adaptativa mais evidente desta enzima.
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Figura 14. Atividade enzimatica da glicoquinase (GK), fosfofrutoquinase-1
(PFK1) e piruvatoquinase (PK) no figado e concentracdo de uréia no plasma
de jundia Rhamdia quelen submetidos a diferentes condi¢gdes alimentares.
Médias (+tDP) de n-10 para PFK1 e PK, n-5 para GK. (15 dias de

alimentagdo). Letras diferentes representam diferengcas significativas
(P<0,05).



Resultados e Discussdo 53

A atividade das enzimas envolvidas no desvio das pentoses fosfato
nao foi alterada pelas concentragbes de proteina da dieta (Figura 16).
Esses resultados podem ser entendidos por um quadro metabdlico
lipolitico. Considerando-se que estas enzimas estdo diretamente
envolvidas no desvio da via glicolitica para a produgdo de NADPH
utilizados em processos de biossintese, seria de se esperar que a
diminuigcdo da atividade destas enzimas ocorresse em paralelo a um
quadro metabdlico de hidrolise de trigligeridios e aumento de acidos
graxos livres (Fig.13). De fato, este quadro lipolitico foi observado nos
jundias alimentados com teores crescentes de proteina, tal como sera
complementarmente exposto e discutido adiante. Um quadro metabdlico
semelhante ja foi descrito em outras espécies. Fideu et al., (1983)
verificaram que dietas com alto teor de proteina na alimentagdo de
Oncorhyncus mykiss diminuiram as atividades das enzimas da glicdlise,
piruvatoquinase e hexoquinase. Meton et al., (1999) observaram um
aumento da atividade de enzimas que participam da via glicolitica e do
desvio das pentoses (PFK-1, PK G6P-DH e 6PG-DH) em Sparus aurata
alimentado com teores crescentes de carboidratos e baixos teores de
proteina.

Os dados obtidos com as enzimas envolvidas na glicdlise,
gliconeogénese e produgcdao de NADPH para os processos de biossintese
de acidos graxos, corroboram os dados obtidos com as enzimas do
metabolismo de proteinas e confirmam uma situagdo metabdlica de
gliconeogénese, além de apontarem para um processo lipolitico nas

condicdes de experimentacao.
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Figura 15. Atividade enzimatica da frutose 1,6 bifosfatase (FBP1) hepatica,
relacdo fosfofrutoquinase-1/frutose 1,6 bifosfatase (PFK1/FBP1) e relagao
piruvatoquinase/ frutose 1,6 bifosfatase (PK/FBP1) do jundia Rhamdia quelen
submetidos a diferentes condi¢des alimentares. Médias (xDP) de n-10 (15
dias de alimentagao). Letras diferentes representam diferengas significativas
(P<0,05).
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Perfil metabdlico

Com a determinacdo das concentracbes dos intermediarios
metabodlicos pretendemos avaliar a dindmica do perfil metabdlico de
jundia em funcao das variagcdes de proteina na dieta. Os intermediarios
metabdlicos analisados no plasma, figado, musculo branco e rins estao
contidos nas tabelas 4 e 5. As reservas hepaticas de glicogénio nao
foram alteradas (P>0,05) pelos teores de proteina da dieta em R. quelen.
A reducado das reservas hepaticas foi observada somente no jejum
(Figura 17).

A concentracdo de glicogénio hepatico nos peixes pode variar entre
as diferentes espécies, além de poder estar relacionada a outros fatores
além da alimentagdo. De acordo com Corréa (2002) o Colossoma
macropomum nao sofre alteracdo nas concentragcdes de glicogénio
hepatico com o aumento de proteina na racdo. Resultado semelhante foi
obtido em nosso trabalho.

Estudos realizados por Vieira (2002) mostram que houve reducao
nas reservas hepaticas de glicogénio em Brycon cephalus e Brycon
orbignyanus quando aumentam as concentragdes de proteina da dieta. O
mesmo foi verificado em trabalho realizado por Lundstedt (2003) em
Pseudoplatystoma coruscans alimentado com conteudos crescentes de
proteina. Inversamente, Fine et al., (1996) obtiveram redugdo no
glicogénio hepatico com o aumento de proteina nas dietas de C. carpio.
Kohla et al., (1996) obtiveram maiores concentracbes de glicogénio
hepatico em Colossoma macropomum alimentado com baixos teores de
proteina. O glicogénio hepatico e muscular de Gadus morhua aumentou
com o aumento de proteina na dieta (Von Der Decken & Lied, 1992). A
reducéo do estoque de glicogénio foi verificado em C. carpio na condigao
de jejum (Shimeno et al. 1997) e em Asparus aurata (Meton et al. 1999)

Hemre et al., (1989) sugerem que possa ocorrer a gliconeogénese a
partir de aminoacidos e triglicerideos para manutencdo dos teores de

glicogénio na espécie Gadus morhua alimentada com dietas contendo 0
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% de amido. A manutengdo dos estoques de glicogénio em jundia
alimentado com teores crescentes de proteina, em funcdo das
discussdes e dos dados ja apresentados, deve-se, muito provavelmente,
a processos de gliconeogénese a partir de aminoacidos.

No figado observamos um aumento significativo de glicose e
reducdo na concentragdo de acidos graxos livres (P<0,05), com o
aumento de proteina e com a reducao de carboidratos e lipidios nas
dietas. Esse quadro, associado ao aumento de glicose plasmatica, é
sugestivo de gliconeogénese hepatica com exportacdo da glicose para
outros tecidos. A forte reducdo na concentragdo de acidos graxos livres
no figado aponta para um processo oxidativo de lipidios para
atendimento da demanda energética. Esta proposigao € corroborada pela
diminuicdo dos niveis plasmaticos de lactato e da reducdo da razao

lactico / piravico.
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Tabela 4. Médias dos intermediarios metabdlicos analisados no figado e plasma do jundia Rhamdia quelen alimentados com
diferentes conteudos de proteina da dieta. Médias (+DP) de n-10 (60 dias de alimentagao). Letras diferentes nas linhas da

tabela representam diferengas significativas (P<0,05).

Niveis de proteina da dieta (%)

20 27 34 41
Plasma
Lactato (umol/ml) 7.72 + 2.25° 4.38 + 1.96° 4.15+ 1.95° 2.71+1.35°
Piruvato (umol/ml) 2.26 +0.53° 3.10 + 0,53° 3.70 + 0,55° 3.66 + 0.65°
Glicose (umol/ml) 9.76 + 1.30° 12.02 + 1.93% 15.41 + 4.96° 13.11 + 3.08%
Figado
Lactato (umol/g tecido) 5.26 + 1.50° 5.42 +1.20° 5.26 + 0.65° 4.33 +£1.10°

Piruvato (umol/g tecido)

Glicose (umol/g tecido)

Proteina (ug de proteina/mg de tecido)
Acidos graxos livres (umol/g tecido)

0.173 + 0.0722
35.63 + 12.81°
44.56 + 16.12°
12.30 + 3.912

0.182 + 0.0372
56.02 + 15.202
42.12 +14.232
8.66 + 2.56%°

0.183 + 0.0242
60.53 + 11.88°

45.88 + 13.05 2
8.31 + 2.56%°

0.174 + 0.089°

60.47 + 14.62°

57.24 + 13.542
7.70 + 3.41°
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O musculo branco de jundia alimentado com teores crescentes de
proteina mostra um aumento nos niveis de glicogénio (Tabela 5). Este
perfil pode ser considerado igualmente gliconeogénico, entretanto, como
esta estrutura ndo é glicemiante, a glicose excedente € armazenada.
Considerando-se que o0s niveis de lactato, piruvato, glicose e
aminoacidos livres sdo constantes, a formacéo de glicogénio pode estar
sendo feita a partir de glicose importada do plasma. Ficam portanto duas
possibilidades para a formacédo de glicogénio hepatico, através de um
processo gliconeogénico ou simplesmente glicogénico. Tal como no
figado, no musculo a demanda metabdlica € suprida por processos
oxidativos de lipidios.

O rim apresentou um perfil metabdlico particular. O aumento na
concentragao de lactato para os niveis mais altos de proteina na dieta,
considerando-se a redugdo da lactemia, sugere que, tal qual o tecido
hepatico, este também é capaz de captar o lactato plasmatico. E
provavel que o lactato renal seja transformado em glicose. Entretanto, se
isso acontece no jundia alimentado com altos teores de proteina, a
glicose formada deve ser exportada para o plasma, visto que os niveis de
glicose e glicogénio renais permanecem constantes. Esta possibilidade
de que o rim de jundia seja uma estrutura glicemiante deve ser
confirmada posteriormente pelo ensaio da atividade de glicose 6-P
fosfatase nesta estrutura. O aumento nas concentracées de aminoacidos
livres (P<0,05) deve ser unicamente o reflexo dos teores de proteina na
dieta. Considerando-se que os niveis de proteina renal sdo constantes
permanece em discussdo se 0 excesso de aminoacidos segue um
caminho gliconeogénico ou se é utilizado para suprir as demandas
metabdlicas. Lundstedt et al., (2001; 2003) estudaram a influéncia do
conteudo de proteina no metabolismo de Pseudoplatystoma coruscans, e
reportaram no rim e figado um perfil metabdlico que caracteriza

gliconeogénese. Vieira et al., (2002) testaram diferentes conteudos de
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proteina para juvenis de Brycon cephalus, e propuseram que o perfil
metabolico do tecido renal parece apresentar como estratégia a
gliconeogénse a partir do aumento de piruvato e aminoacidos livres.
Alguns estudos fazem a relacao entre o perfil metabdlico nos peixes
e aspectos nutricionais. Por exemplo, o perfil metabdlico apresentado
nos diferentes tecidos pelo R. quelen submetidos a diferentes
concentracdes de proteina da dieta € um reflexo dessas alteragdes e
uma adaptagdo para manter os processos de produgcao de energia e
crescimento. O aumento de glicose plasmatico foi reportado por Brauge
et al.,, (1994; 1995) em Oncorhyncus mykiis alimentado com dietas
contendo altos niveis de carboidratos e lipideos. Também foi observado
o aumento deste metabdlito por Del Carratore (2001), em
Pseudoplatystoma coruscans alimentado com niveis crescentes de
amido na dieta. Corréa (2002) obteve aumento do teor de triglicerideos
pelo aumento de proteina na dieta de Colossoma macropomum.
Entretanto, Daniels & Gallaguer (2000) ndo encontraram variacées de
glicose e outros intermediarios em relagcdo aos efeitos da proteina da
dieta em Paralichthys dentatus. Lundstedt et al., (2001; 2003)
verificaram que o aumento no conteudo de proteina na dieta de P.

corruscans leva a gliconeogénese no figado.
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Tabela 5. Médias dos intermediarios metabdlicos analisados no musculo branco e rins do jundia Ramdia quelen

alimentados com diferentes conteudos de proteina da dieta. Médias (+DP) de n-10 (60 dias de alimentacao). Letras

diferentes nas linhas da tabela representam diferencas significativas (P<0,05).

Niveis de proteina da dieta (%)

20 27 34 41
Musculo branco
Lactato (umol/g tecido) 8.24 + 2.86° 8.57 + 0.80° 9.51 + 2.85° 10.25 + 2.42°
Piruvato (umol/g tecido) 0.779 £ 0.180? 0.610 £0.225* 0.617 +£0.163? 0.722 £ 0.276°
Glicose (umol/g tecido) 11.86 +0.88° 12.15 + 1.90° 10.80 + 5.24° 10.04 + 4.02°
Glicogénio (umol/g tecido) 13.93 £ 2.90° 17.41+2.72°®  18.84 + 4.59%® 19.67 + 5.21°
Aminoacidos livres (umol/g tecido) 1.32 + 0.60? 1.58 + 0.50° 1.63 +0.75° 1.75 + 0.56°
Proteina (ug de proteina/mg de tecido)  208.81 +42.30° 202.00 + 37.20° 171.98 +48.91* 168.31 +49.77°
Acidos graxos livres (umol/g tecido) 2.25 +0.98° 2.30 + 1.46° 1.96 £0.77° 2.88 +1.18°
Triglirerideos (mg/g tecido) 108.24 + 15.61° 13.99 + 4.40° 4.39 +1.52° 9.25 +4.66"

Rins

Lactato (umol/g tecido)
Piruvato (umol/g tecido)

0.076 + 0.021°
0.513 +0.1072

0.070 + 0.036°
0.480 + 0.1262

0.125 + 0.048°
0.531 £ 0.278°

0.122 + 0.039°
0.533 + 0.139°

Glicose (umol/g tecido) 21.43 £ 3.77° 18.32 + 2.86° 16.07 + 3.24° 15.53 + 2.04°
Glicogénio (umol/g tecido) 25.06 + 4.00° 26.19 + 3.26° 27.99 + 4.84° 25.46 + 6.00°
Aminoacidos livres (umol/g tecido) 0.96 + 0,22 1.44 +0.51° 1.28 +0.64° 1.39 +0.48°
Proteina (ug de proteina/mg de tecido) 6.52 +2.23° 8.51 + 2.96° 7.87 + 3.84° 8.93 +2.49°
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O perfil de metabdlitos nos tecidos de peixes ainda € pouco utilizado
nos estudos de nutricdo. Alguns trabalhos (Lundstedt, 2003; Vieira 2002;
Moraes & Bidinotto, 2000; Corréa, 2002) sugerem que estes
intermediarios podem se constituir em importante ferramenta para
conhecer as relacbes metabdlicas entre os tecidos e sua correpondéncia
com as concentragdes de macronutrientes. Nesse trabalho, o perfil
metabdlico foi concordante com os resultados obtidos das analises
enzimaticas em tecido hepatico, e ampliou o desenho metabdlico de
jundia para outros tecidos, mostrando-se mais uma vez como ferramenta
util, de facil acessibilidade e confiabilidade na avaliacdo metabdlica de
estados nutricionais. Entretanto, o conhecimento preciso dos valores
tissulares e sanguineos de intermediarios metabdlicos chave para as
diferentes espécies de peixes € ainda um vasto campo a ser explorado.
A partir de um conhecimento preciso destes valores, em situagdes
consideradas normais, poder-se-a ter em maos uma ferramenta de valor

diagndstico inquestionavel em diferentes areas da ictiologia.
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CONCLUSOES

O sistema imune ndo é alterado pela variacdo de proteina da
dieta entre 20 e 41 %;

As enzimas digestivas no estdbmago, intestino anterior, médio e

posterior s&o indutivas e respondem as variagdes de proteina;

O aumento de proteina na dieta gera um catabolismo
aumentado de aminoacidos para manter os processos de producio de

energia;

Ha aumento de producdo de compostos nitrogenados de

excregao pelo aumento de proteina da dieta;

O aumento de proteina com a reducdo de carboidratos e
lipidios na dieta reduz a glicdlise e induz a gliconeogénese hepatica
como estratégia metabodlica para disponibilizar energia, manter as

reservas metabdlicas e a glicemia;

Os intermediarios metabdlicos dos tecidos s&o responsivos as
variacdes de proteina da dieta;

O requerimento de proteina para juvenis de jundia € de 41 %

para 0 maior ganho de peso.

As concentragdes de intermediarios metabdlicos e a atividade
das enzimas do metabolismo estudadas neste trabalho podem ser

utilizadas como indicadores do estado nutricional.
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