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RESUMO

O aumento de carboidrato e lipidio dietarios com concomitante reducéo do nivel de proteina é
uma perspectiva promissora para suprir a demanda energética em peixes e poupar a proteina
da dieta para o crescimento. O estudo da secrecdo de enzimas digestivas associado com
parametros de crescimento e metabolismo pode contribuir para solucionar diversos problemas
nutricionais na aquicultura. Este trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica
Adaptativa do Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar, onde propusemo-nos a
estudar o crescimento e os aspectos digestivos e metabdlicos de juvenis de tambaqui, C.
macropomum, alimentados com trés dietas isoenergéticas e isoprotéicas com diferentes taxas
carboidrato/ lipidio (CHO/L): 30,5/13,7% para a dieta I, 40,5/9,1% para a dieta Il, 50,0/4,8%
para a dieta I1l. Foram analisados os parametros de crescimento, as atividades das enzimas
digestivas (proteases inespecificas, tripsina, quimiotripsina, lipase inespecifica, amilase e
fosfatase alcalina), os intermediarios metabdlicos (glicose, lactato, piruvato, aménia, proteina,
acidos graxos livres, triglicerideos livres, aminoécidos e glicogénio) de figado, musculo
branco e plasma e trés enzimas do metabolismo intermediario (LDH, MDH e GDH). A
diminuicéo do contetdo de lipidio e 0 aumento concomitante do teor de carboidrato nas dietas
experimentais resultaram em diferengas significativas nos parametros de crescimento. As
maiores porcentagens de ganho em peso, ganho em comprimento, consumo relativo e fator de
condicdo foram observadas nos animais alimentados com a dieta Il (40,5% CHO e 9,1%
lipidio). Os peixes alimentados com a dieta Il apresentaram diminuigdo significativa do
crescimento e do IHS em relacdo aos peixes alimentados com as outras dietas. As enzimas
digestivas foram responsivas & mudanga nas taxas CHO/L. Os peixes alimentados com a dieta
Il apresentaram reducéo significativa da atividade de protease acida estomacal, de fosfatase
alcalina e da taxa T/Q. Os peixes que receberam a maior taxa carboidrato:lipidio apresentaram
aumento da atividade da lipase em todo o trato gastrointestinal e da amilase de estdmago e
intestino anterior. Em relacdo ao metabolismo, observou-se aumento de lipdlise com o
aumento da taxa CHO/L. O mdsculo branco aumentou a glicogénese, a protedlise, e a
neoglicogénese a partir de aminoécidos, além de realizar lipolise para atender a demanda
energética quando a taxa CHO/L aumentou. O perfil metabolico do plasma refletiu seu papel
de transporte dos diversos intermediarios metabdlicos entre os tecidos, mostrando ajustes
bioquimicos frente &s mudancas na composicdo das dietas. Concluimos que as enzimas

digestivas de tambaqui sdo induzidas pela taxa CHO/L da dieta; que o aumento da taxa



CHOJ/L da dieta diminuiu o crescimento dos peixes; e que aumentou a lipdlise hepatica, e a
glicogénese, lipdlise e a neoglicogénese musculares. A preferéncia metabdlica para
manutengdo dos processos de producdo de energia foi lipolitica, nas condigdes ensaiadas,
sugerindo que, nesta espécie, os lipidios sdo mais eficientemente usados para estocar energia
que os carboidratos. A dieta Il privou o peixe de recurso energético, resultando em utilizagéo
da proteina para este fim e o tambaqui poupou proteina para o crescimento quando alimentado

com adieta Il.

Palavras-chave: nutricédo de peixes, digestdo, metabolismo, crescimento.



ABSTRACT

Increase of dietary lipid and carbohydrate with concomitant reduction of protein level is a
promising prospect to suply the fish energetic demand and to spare dietary protein to the
growth. Study of digestive enzymes secretions combined with growth parameters and
metabolism can help solve many nutritional problems in the aquaculture. The aim of this
work was investigating growth, digestive efficiency and metabolic responses of juvenile
tambaqui (Colosssoma macropomum) fed with 3 carbohydrate/lipid ratios (CHO/L):
30,5/13,7% (diet I); 40,5/9,1% (diet I1); 50,0/4,8% (diet 1I1). The diets were isoenergetic and
isoproteic. The experiment was carried out in the facilities of the Adaptive Biochemistry
Laboratory, Genetics and Evolution Department at Federal University of Sdo Carlos. The
following parameters were assayed: fish growth, digestives enzymes (unspecific proteases,
trypsin, chymotrypsin, unspecific lipase, amylase and alkaline phosphatase), metabolites
(glucose, lactate, pyruvate, ammonia, protein, fat acids, triglycerides, amino acids and
glycogen), and the enzymes LDH, MDH and GDH. Fish fed with the diet Il presented the
highest values of weight gain, length gain, relative food-intake ratio, and condition factor.
However, fish fed with diet 111 depicted the worst performance and the lowest HIS when
compared to fish fed with other diets. Tambaqui digestive enzymes were responsive to dietary
carbohydrate/ lipid ratios. Fish from diet Il showed significantly reduction of alkaline
phosphatase activity and T/C ratio; moreover showed increased of lipase activity (in all
gastrointestinal tract) and amylase activity (stomach and anterior intestine). In relation to
metabolism, it was detected lipolysis in livers in accordance with the increase of the dietary
CHOJL ratio. Muscular glycogenesis, lipolysis and gluconeogenesis from amino acids to
energetic supply were observed in fish fed with higher dietary CHO/L ratio. The plasma
metabolic profile reflected the blood metabolite delivery function among tissues underlining
biochemical adaptations due to alterations in the fish feeding. In conclusion, dietary
carbohydrate to lipid ratios induced digestive enzymes of tambaqui. The increase of CHO/L
ratio resulted in fish growth decrease, augmented the liver lipolysis, increase the muscular
glucogenesis, lipolysis and the gluconeogenesis. The fish metabolism seemed to be
predominantly lipolitic suggesting that, in this species, lipids are more efficiently used to

energy storage than carbohydrates. Diet 11l deprived the fish of energy resource resulting in



protein utilization for this purpose. Tambaqui spared protein to growth utilizing mainly

carbohydrate and lipid when fed with diet II.

Keywords: fish nutrition, digestion, metabolism, growth.
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1  INTRODUCAO

1.1 Consideracgdes gerais

A demanda mundial por alimentos de origem aquética esta crescendo devido a
preferéncia por alimentos mais saudaveis, além do aumento da populagdo. Neste contexto,
peixes sdo conhecidos por serem excelentes fontes de proteina e, além disso, a sua gordura
tem recebido muita atengdo por causa do seu alto teor em &cidos graxos poli-insaturados n-3
(LIE, 2001). Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo
(FAO, 2003), o cultivo de organismos aquaticos em condi¢Bes controladas é uma das
atividades mais importantes para o futuro imediato na produg&o de alimento.

A aquicultura mundial domina todos os setores de produgéo de alimento de
origem animal, apresentando uma taxa de crescimento médio anual de 6,9%, ultrapassando a
pesca por captura, e com 0 aumento do consumo per capita de 0,7kg em 1970 para 7,8kg em
2006. A partir de uma producdo de menos de um milhdo de toneladas por ano no comego dos
anos 50, a aquicultura cresceu dramaticamente, alcangando uma produgédo 51,7 milhdes de
toneladas com um valor de 78,8 bilhdes de ddlares e foi responsavel por 47% da oferta
mundial de alimentos em 2006. A contribui¢cdo media da aquicultura para o consumo humano
per capita de peixe aumentou de 14% em 1986, para 30% em 1996 e para 47% em 2006, e
espera-se alcancar 50% nos proximos anos (FAO, 2009).

No Brasil este cenario ndo é diferente. E um pais que possui imenso potencial
para a piscicultura, tanto pela sua condicéo edafoclimatica quanto pelo elevado niumero de
propriedades rurais que possuem area inundada (VIDAL JR et al., 2004). A producéo
brasileira de pescado aumentou 25% nos ultimos oito anos passando de 990.899 toneladas
anuais para 1.240.813 no ano passado. Somente nos Ultimos dois anos, houve um crescimento
de 15,7%, conforme os dados estatisticos de 2008 e 2009, sendo que a aquicultura apresentou
uma elevagdo 43,8%, passando de 289.050 toneladas/ano para 415.649 toneladas/ano. A
producdo da pesca extrativa, tanto maritima quanto continental (rios, lagos, etc) passou no
mesmo periodo de 783.176 toneladas para 825.164 toneladas/ano no mesmo periodo, um
aumento em torno de 5,4% (BRASIL, 2010). A aquicultura teve um papel de destaque no
crescimento da produgdo de pescado no pais. Somente a piscicultura teve uma elevacdo de
60,2% em 2008 e 2009, na comparagdo com 2007. A criacdo de tilapia chegou a 132 mil
toneladas/ano sendo o carro chefe da producdo aquicola e representa 39% do total de pescado
cultivado. Outra espécie que também apresentou um crescimento significativo de producéo

foi o tambaqui, que passou de 30.598 toneladas para 46.454 toneladas/ano. O Nordeste, de



acordo com os dados de 2009, é a maior regido produtora de pescado do Brasil, sequida da
regido Sul. A regido Norte estd em terceiro lugar, a Sudeste em quarto e, por ultimo, Centro-
oeste (BRASIL, 2010).

Vérias espécies tropicais de peixes Teleostei de &gua doce sdo criadas em
confinamento, tanto para manutencdo da biodiversidade, por meio de programas de
repovoamento, quanto para criacdo comercial. Contudo, por falta de maior entendimento
sobre suas necessidades nutricionais, essas espéecies ainda recebem arragoamento de maneira
impropria (SEIXAS FILHO et al., 2000; ARBELAEZ-ROJAS; FRACALOSSI; FIM, 2002).
Segundo Krajnovic-Ozretic et al. (1994) as dietas para peixes de &4gua doce, na sua esséncia,
foram empiricamente adaptadas daquelas formuladas em funcdo das exigéncias nutricionais
dos peixes marinhos e podem induzir sérias modificacbes e alteragbes metabolicas que
geralmente resultam em acimulo de lipidios no figado e na cavidade abdominal, mesmo que
satisfacam as necessidades de crescimento. Dentro deste contexto, a necessidade do
desenvolvimento de novas tecnologias que irdo viabilizar o cultivo de espécies nativas gerou
um aumento na producdo da pesquisa brasileira, principalmente no que diz respeito a estudos
sobre a alimentacdo e nutricdo, ja que os gastos com o alimento podem atingir até 60% do
custo total da producdo (KRAJNOVIC-OZRETIC; NAJDEK; OZRETIC, 1994;
ABIMORAD; CARNEIRO, 2007).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nutricao de peixes

Segundo Carter e Houlihan (2001), nutricdo de peixes € um ramo da fisiologia
que se destina ao estabelecimento da relagdo entre racdo e crescimento, & comparacdo entre
possiveis ingredientes alimentares e a determinagdo das exigéncias nutricionais das especies.
Além disso, tem-se dado bastante énfase & avaliacdo adequada do significado das respostas
obtidas, pois a nutricdo fornece matérias primas para a manutencdo da vida.

Até a metade do século XX os estudos em nutricdo de peixes abordavam,
principalmente, a anatomia do trato digestivo e os aspectos fisioldgicos dos animais em seu
ambiente natural. Com o inicio da criagdo de peixes em sistemas de cultivo, apareceu a
necessidade de estudos sobre suas exigéncias nutricionais (GUILLAUME; CHOUBERT,
2001). A determinacdo das necessidades qualitativas e quantitativas dos nutrientes essenciais
na dieta é de fundamental importancia para a adequada formulagdo de racBes para peixes
(PEZZATO et al.,, 2004). Dessa forma, a rapida expansdo da aquicultura depende
fundamentalmente de sistemas que utilizam dietas balanceadas e de boa qualidade, a fim de
permitir um aumento na produtividade de espécies com valor econdmico, com menor impacto
ambiental possivel (CHO; BUREAU, 2001; CRAIG; HELFRICH, 2002). Entretanto, a
diferenca entre os habitos alimentares das Vvarias espécies de peixes cultivados dificulta a
elaboracdo de dietas especificas, que atendam as exigéncias nutricionais nas diferentes fases
de cultivo (ABIMORAD, 2004).

A dieta deve conter os nutrientes e recursos energéticos essenciais ao
crescimento, reproducdo e saude e, seu valor nutricional € avaliado, em primeira instancia,
pela presenca dos elementos necessarios e cataliticos (minerais e vitaminas), um abundante
suprimento em alimentos auxiliares (dgua) e um balango adequado entre alimentos
energéticos e construtores (carboidratos, lipidios e proteinas) A oxidagdo metabdlica de
carboidratos, lipidios e proteinas liberam das ligagdes quimicas, quantidades varidveis de
energia que sdo utilizadas na manutencdo do metabolismo basal antes de se tornarem
disponiveis para o crescimento (WEATHERLEY; GILL, 1987). Por isso, o balanceamento
adequado da dieta é muito importante ja que 1) uma deficiéncia em energia podera levar a
utilizagdo de proteinas como recurso energeético e, 2) o excesso poderd restringir o consumo
de alimento, impedindo a ingestéo de quantidades necessérias de proteinas e outros nutrientes,

além de reduzir o crescimento devido a alta demanda metaboélica da excregdo nitrogenada



(WINFREE; STICKNEY, 1981). Nos peixes, taxas excessivamente altas de energia/nutriente
podem ainda acarretar a deposi¢do de grandes quantidades de gordura corporal, causando a
reducdo na qualidade da carne (LOVELL, 1988; N.R.C, 1993). Portanto, o balango entre
proteina e energia é, obviamente, o ponto central para 0 méximo crescimento (CARTER;
HOULIHAN, 2001) e a taxa proteina/energia deve ser determinada separadamente para cada

espécie para o desenvolvimento de uma dieta 6tima (CRAIG; FRIEDCH, 2002).

2.1.1 Proteina

Segundo Weatherley e Gill, (1987) as proteinas sdo consideradas pilares da
construcdo celular, e os diferentes tipos de proteinas das dietas variam muito em seu valor
nutricional para o crescimento na dependéncia de sua composicdo em aminoacidos. As
proteinas de maior valor nutricional apresentam um conteddo maior de aminoécidos
essenciais, por exemplo, proteinas animais como a farinha de peixe, possuem valores
nutricionais mais elevados que as proteinas vegetais, porque satisfazem melhor a demanda de
aminoacidos. A farinha de peixe tem, portanto, grande demanda resultando em custo
crescente e oferta decrescente. Estes fatos contribuiram para os precos mais altos de alimentos
para peixes, desde que farinha de peixe é utilizada na maior parte das formulacdes de racoes.

A proteina consumida pelo peixe é utilizada por duas rotas metabdlicas, (1)
catabolismo com excregdo principalmente de aménia, produzindo energia para manutencéo e
(2) anabolismo, principalmente para a sintese de proteinas do corpo, fun¢do na qual a sua
composi¢do em aminodcidos desempenha um papel crucial (HEPHER, 1989). Segundo Carter
et al. (2001), a quantidade de proteina sintetizada depende ndo somente da quantidade de
proteina absorvida, mas também do seu balango em aminoacido e energia digestivel. Os
autores ainda ressaltam que somente uma proporcdo relativamente pequena das proteinas
ingeridas em uma refeicdo é retida para o crescimento.

O aumento da excre¢do de amonia para o ambiente, devido ao catabolismo
protéico, contribui para a deterioracdo da qualidade da &gua se o ambiente estiver em
desequilibrio e, esse problema é uma das maiores preocupacdes dos piscicultores em relacéo a
qualidade de &gua dos tanques de cultivo (CRAIG; FRIECH, 2002). Por isso tanta atencéo
tem sido dada, por parte dos pesquisadores em nutrigdo de peixes, para a questdo da reducéo
do teor de proteina das dietas com concomitante maximizacdo da utilizacdo protéica para o
crescimento (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2009), através da inclusdo cuidadosa

de fontes de energia ndo-protéicas (carboidratos e lipidios).



2.1.2 Lipidio

Os lipidios séo a principal reserva de energia para os animais (9,4 kcal/g de
energia bruta) e seu papel principal é gerar energia metabdlica na forma de ATP através da f-
oxidagao. Esse macronutriente é representado principalmente pelos triacilglicerois (ésteres de
acido graxo e glicerol). Os lipidios da dieta exercem grandes fungdes, pois sdo fontes de
energia e 4cidos graxos essenciais necessarios ao desenvolvimento adequado (CHOU; SU;
CHEN, 2001), proporcionam maior palatibilidade ao alimento, servem como veiculo para a
absorcdo de vitaminas lipossollveis e esterois e, além disso, desempenham um importante
papel na estrutura das membranas bioldgicas na forma de fosfolipidios e ésteres de esterois
(HEPHER et al., 1989; HERTRAMPF; PIEDAD-PASCUAL, 2000; WEIRICH; REIGH,
2001; JOHNSON; WATANABE; ELLIS, 2002). Para os peixes, os lipidios ndo sdo apenas as
maiores fontes de energia metabdlica para o crescimento, do ovo até o animal adulto, mas
também a maior fonte de energia metabdlica para a reproducdo (HALVER; HARDY, 2002).
Além disso, sdo considerados os nutrientes mais importantes ao lado das proteinas, pois
desempenham um papel principal na utilizagdo 6tima das proteinas da dieta para fins de
crescimento (MOHANTA et al., 2008).

Os triacilglicerois sdo segregados em goticulas lipidicas que ndo aumentam a
osmolaridade do citosol devido a sua hidrofobicidade e extrema insolubilidade em &gua e,
diferentemente dos carboidratos, ndo contém peso extra como &gua de solvatagdo. Essa
relativa inércia quimica dos triacilglicerdis permite sua estocagem em grandes quantidades
dentro das células sem o risco de ocorrerem reacBes quimicas ndo desejadas com outros
componentes celulares. Além disso, como os dtomos de carbono dos &cidos graxos estdo mais
reduzidos que os dos acUcares, sua oxidacdo fornece mais que o dobro em energia, grama por
grama, que a oxidacao dos agucares (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

Os lipidios das dietas, principalmente na forma de triacilglicerdis, sdo
hidrolisados por lipases inespecificas em &cidos graxos livres e glicerol (DE SILVA;
ANDERSON, 1995), que sdo absorvidos e usados para processos biossintéticos de Vvarios
componentes celulares, ou entdo, catabolizados para obtencdo de energia. Geralmente séo
absorvidos pelo intestino superior e cecos pil6ricos; parte como acidos graxos e a grande
maioria como mono e di-gliceridios (quilomicrons).

Apesar da sua importancia nutricional, dietas com altos teores de lipidio podem
influenciar o metabolismo animal e a composicéo da carcaca, com acumulo indesejavel de
gordura corporal nos peixes (RIBEIRO et al., 2008). Além disso, altos teores de lipidio

podem criar problemas associados com a peletiza¢do e desenvolvimento de rancidez da ragéo



quando armazenada (JAUNCEY, 1982* citado por ERFANULLAH; JAFRI, 1998). No Brasil,
a producdo de ragdes extrusadas com conteldo de lipidios acima de 4%, esbarra em dois
problemas: 1) limitagdes de ordem técnica das extrusoras e equipamentos acessorios, 2) baixo
custo e grande disponibilidade das fontes de carboidratos (TOLEDO, 2004) para a confecgdo
das dietas.

Devido a interacdo metabdlica entre proteinas, lipidios e carboidratos, a
definicdo da exata exigéncia em lipidios na dieta ndo é considerada particularmente
importante (HALVER; HARDY, 2002). Entretanto, & amplamente sabido que quantidades de
lipidios variando entre 10 e 20% do peso seco da dieta sejam suficientes para atender a
demanda energética e permitir o direcionamento eficiente da fracdo protéica para o
crescimento, sem que haja excessiva deposigdo de gordura na carcaga (COWEY; SARGENT,
1979). Apesar disto, a quantidade precisa de lipidio depende do nivel de proteina da dieta e,
em alguns casos, também do nivel de carboidrato (WATANABE, 1982), porém tais estudos

ainda sd0 escassos.

2.1.3 Carboidrato

Os carboidratos desempenham importantes fun¢bes biol6gicas, como por
exemplo, o fornecimento de energia aos tecidos na forma de glicose, precursor metabdlico de
acidos nucléicos e integrante de mucopolissacarideos. Alguns carboidratos exibem
propriedades aglutinantes, relevantes na produgdo das dietas. Embora os carboidratos
constituam um dos trés principais componentes das dietas de peixes, sendo utilizados como
fontes de energia para o crescimento do animal, as funcBes bioldgicas e a metabolizagdo deste
nutriente em peixes ainda ndo sdo totalmente compreendidas (PERAGON et al., 1999).
Admite-se que 0s peixes ndo tenham exigéncia dietética para carboidratos por serem capazes
de sintetiza-los a partir de substratos protéicos e glicerol (TACON, 1989). Entretanto, a falta
deste nutriente na dieta pode deprimir o crescimento (NRC, 1993; WILSON, 1994), enquanto
0 excesso pode afetar negativamente os pardametros morfoldgicos e fisioldgicos, causando
niveis glicémicos altos e constantes e, consequentemente, prejudicando a funcéo hepatica por
causa do aumento da deposicdo de glicogénio (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002).

' Jauncey, K.1982.Carp (Cyprinus carpio) nutrition-a review. Pages 215-263inJ. E
Muir and R. J. Roberts, editors. Recent advances in aqua-culture. Croom Helm, London,

England.



Os carboidratos absorvidos podem ser usados imediatamente como energia,
estocados como glicogénio no figado e mdsculo, sintetizados em compostos como
triacilglicer6is e em esqueletos carbbnicos de aminoéacidos ndo essenciais , entre outros
(LOVELL, 1988). Eles sdo o principal recurso de energia para os mamiferos, mas ndo séo
usados eficientemente pelos peixes. Por exemplo, mamiferos podem extrair cerca de 4 kcal de
energia a partir de 1g de carboidrato, enquanto os peixes podem extrair somente cerca de 1,6
kcal a partir da mesma quantidade de carboidrato (CRAIG; FRIEDCH, 2002). Embora os
peixes ndo usem o carboidrato téo eficientemente quanto os mamiferos e as aves, seu valor
nutricional depende da espécie e tem sido associado a fatores tais como o teor na dieta,
origem, complexidade molecular e estado fisico (WILSON, 1994; STONE; ALLAN;
ANDERSON, 2003; KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005). Entretanto, diferencas
metab6licas na utilizagio de carboidrato entre as espécies ainda sio pouco conhecidas (SA;
POUSAO-FERREIRA; OLIVA-TELES, 2007). Se os carboidratos ndo sdo fornecidos na
dieta, outros nutrientes tais como proteina e/ou lipidio devem ser catabolizados para satisfazer
a demanda energética corporal e também para gerar intermediarios metabdlicos para a sintese
de outros compostos importantes para o crescimento e proliferagdo celular. Quando
adicionados na dieta, eles podem substituir os aminoacidos utilizados para neoglicogénese,
favorecendo a geracdo de energia a0 mesmo tempo em que poupa proteina (BARROSO et al.,
2001). Sabe-se que ingredientes ricos em carboidratos séo excelentes recursos poupadores de
proteina, especialmente em espécies onivoras (SATPATHY; MUKHERJEE; RAY, 2003).
Em geral, assume-se que o teor de carboidrato digestivel ndo deve ultrapassar 20% para
espécies carnivoras, incluindo salmonideos e peixes marinhos, enquanto para espécies
herbivoras ou onivoras de &gua doce niveis com até 40% séo recomendados (WILSON,
1994). Por ser um recurso de energia mais barato que o lipidio, € muito importante estabelecer
a relagdo carboidrato/lipidio ideal a ser utilizada na dieta (CATACUTAN; COLOSO, 1997).

2.2 Efeito Poupador de Proteina

Os peixes séo conhecidos por utilizar proteina preferencialmente ao carboidrato
e lipidio como recurso de energia, entretanto, a proteina é o ingrediente mais caro em dietas
formuladas. Em vista disso, nutricionistas de peixes buscam alcancar o “efeito poupador de
proteina” que, nada mais é do que a maximizacdo do direcionamento da fracdo protéica da
dieta para o crescimento e ndo para o atendimento da demanda energética; reduzindo assim o
contetdo de proteina da dieta sem perda de potencial de crescimento. Além disso, a adequagdo

da proteina dietaria ao nivel minimo exigido pode resultar em reducdo dos compostos



nitrogenados para o ambiente, aléem de maior produgdo por unidade de fontes protéicas
resultando na economia dos recursos disponiveis (HILLESTAD; JOHNSEN; ASGARD, 2001;
WU et al., 2007). A estratégia nutricional béasica para alcancar tal efeito é aumentar
adequadamente as quantidades de lipidio e carboidrato nas dietas para reduzir a incluséo de
proteinas sem comprometer o crescimento e a eficiéncia alimentar dos peixes (NYINA-
WAMWIZA et al., 2005).

A capacidade de poupar proteina varia entre as espécies, tanto no que diz
respeito a quantidade de proteina poupada, quanto ao recurso energético utilizado para poupar
(DE SILVA et al., 2002). Além disso, estudos mostram que o balanco entre o carboidrato e o
lipidio da dieta afeta a poupacéo de proteina (NYINA-WAMWIZA et al., 2005). Em termos
de utilizacdo alimentar, efeito poupador de proteina e estimulacdo do crescimento, as espécies
onivoras ou herbivoras geralmente toleram maiores niveis de carboidratos, usando-o com
maior eficiéncia como fonte de energia que as espécies carnivoras (WILSON, 1994). Por
outro lado, peixes carnivoros utilizam os lipidios muito melhor que carboidratos devido a
baixa atividade especifica de enzimas para digeri-lo e & deficiéncias metabolicas (HEMRE;
MOMMSEN; KROGDAHK, 2002; KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005).

No Brasil, muitos estudos visam otimizar as condigBes de cultivo das espécies
e aperfeicoar o desempenho produtivo dos peixes com a minima utilizagdo necesséaria de
proteina na dieta (FERNANDES; CARNEIRO; SAKOMURA, 2000; FERNANDES;
CARNEIRO; SAKOMURA, 2001; IZEL et al., 2004; ABIMORAD; CARNEIRO, 2007).
Porém, s6 nos ultimos anos é que estdo sendo apresentados dados que correlacionam efeito
poupador de proteina e composicdo da dieta versus adaptacdo das enzimas digestivas e
metabolismo (MORAES; BIDINOTTO, 2000; LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004; DE
ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et al., 2006; CORREA et al., 2007; DE
ALMEIDA et al., 2010). Estas abordagens vém apresentando respostas satisfatorias e estdo
sendo usadas como ferramentas para otimizar a composi¢cdo dos nutrientes das dietas e

desvendar a estratégia alimentar das diferentes espécies de peixes.

2.3 Digestéo

Apoés a ingestdo, a digestdo é e a absorcéo pelo sistema digestorio sdo os
primeiros passos no aproveitamento de nutrientes pelos animais. Como os alimentos ingeridos
sdo constituidos, em grande parte, por moléculas de alto peso molecular, os nutrientes néo
podem ser absorvidos diretamente pela mucosa gastrintestinal, sendo necessaria sua

decomposicdo em moléculas de baixo peso molecular que podem ser absorvidas. Esse



processo é catalisado por enzimas digestivas secretadas pelo pancreas ou hepatopancreas para
a luz do tubo digestério (JOBLING, 1994; DE SILVA; ANDERSON, 1995). As proteinas séo
hidrolisadas em amino&cidos livres ou cadeias polipeptidicas curtas; os carboidratos sdo
hidrolisados em agUcares simples; e os lipidios em &cidos graxos e glicerol.

O potencial de assimilacdo dos nutrientes da dieta é determinado pelas
caracteristicas do trato digestorio de cada espécie. A habilidade fundamental dos peixes em
processar o alimento depende também de caracteristicas especificas como o perfil enzimético
do trato digestorio (FAGBENRO et al., 2000) e das caracteristicas adaptativas destas enzimas
(MORAES; BIDINOTTO, 2000; LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004; DE ALMEIDA;
LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et al., 2006; CAMILO, 2007; CORREA et al., 2007;
HONORATO, 2008; DE ALMEIDA et al., 2010). Além disso, a eficiéncia de absor¢do do
alimento e a converséo alimentar também podem depender da capacidade de transporte trans-
epitelial no trato digestivo (JOBLING, 1995). Portanto, para o melhor entendimento da
estratégia de digestdo de uma espécie, é necessario o conhecimento claro sobre a dieta, 0
hébito alimentar, o nicho ecoldgico e a fisiologia da digestéo.

A eficiéncia global do processo de digestdo é determinada pelo conjunto das
caracteristicas deste processo (secre¢des enzimaticas, tempo de trénsito e absorcéo) e depende
da regulacgo da inter-relagéo destes 3 fatores, principalmente dos mecanismos de absorc¢do. O
periodo de adaptacéo despendido nesses ajustes de regulagéo é na maioria dos casos da ordem
de um dia. O balango digestivo final quase sempre permanece inalterado, mostrando a
existéncia de um equilibrio entre ingestdo, secre¢do enzimatica (digestdo propriamente dita),
tempo de trénsito e absorcdo. Entretanto, estudos relacionados & interacéo destes fatores ainda
séo escassos (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001).

Sabe-se que a capacidade para o crescimento € limitada pela digestdo e
transporte de nutrientes da dieta. Considerando a digestdo, a eficiéncia da absorcéo e
conversdo dos nutrientes alimento podem limitar potencialmente o crescimento dos peixes
(WEATHERLEY; GILL, 1987) e, desde que estes fatores (eficiéncia de absorcéo e conversao
do alimento) dependem da disponibilidade de enzimas digestivas e da capacidade para o
transporte trans-epitelial dos nutrientes no trato digestivo (JOBLING, 1995; LEMIEUX;
BLIER; DUTIL, 1999), é necessario um melhor entendimento acerca dos mecanismos basicos
de digestdo e utilizacdo de nutrientes para alcancar o balanco nutricional adequado da dieta
(SUNDE, 2006). Neste sentido, a taxa méaxima de crescimento do peixe deve ser parcialmente
definida pela capacidade digestiva, disponibilidade de oxigénio ou capacidade necessaria para

manter a sintese de proteina nos tecidos (BLIER, 2002). E provavel que diferencas em relagio



10

ao desempenho produtivo (crescimento) entre as espécies se devam as diferencas nas
caracteristicas de seus tratos digestorios e a eficiéncia com que o alimento ingerido é digerido
e absorvido (WEATHERLEY; GILL, 1987). Portanto, a otimizagdo dos niveis de nutrientes
fornecidos, estd relacionada ao aproveitamento adequado dos mesmos, ou seja, se estd

havendo digestéo e absorcdo adequadas.

2.4 Trato Gastrintestinal

Os o6rgdos envolvidos na alimentagdo e no processo digestivo dos peixes
apresentam variagdes em consequéncia da ampla diversidade de alimentos consumidos, os
quais podem diferir muito em suas propriedades fisico-quimicas e na composi¢do (JOBLING,
1995).

2.4.1 Estdomago

O estdmago possui pH entre 2 e 3 permitindo assim a desnaturagdo de
proteinas e o comeco da hidrolise, além de provocar a morte de bactérias (GUILLAUME;
CHOUBERT, 2001). Além de células mucosas, glandulas gastricas com células fundicas
secretam HCI e pepsinogénio, que é o zimogénio da pepsina, uma protease acida (GARRIDO;
OLLER; EQUISOAIN, 1996). O aumento na producédo e secrecdo deste &cido pode ocorrer
tanto pelo estimulo de mecanorreceptores (distensdo gastrica) como de quimiorreceptores
(peptideos, aminodcidos) na parede do estdbmago (LOVELL, 1988; JOBLING, 1995). A
forma inativa da pepsina, o pepsinogénio, é ativada quando entra em contato com 0 suco
gastrico (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001). Outras enzimas além de pepsinas, como
amilases, lipases e quitinases tém sido detectadas no estbmago de Varias espécies de peixes,
mas sua eficAcia continua sendo pouco investigada (SABAPATHY; TEO, 1993,
CHAKRABARTI et al.,, 1995; LUNDSTEDT,; MELO; MORAES, 2004; DE ALMEIDA,;
LUNDSTEDT; MORAES, 2006; CAMILO, 2007; CORREA et al., 2007). Em peixes
agastricos, onde ndo ha producéo de HCI nem atividade proteésica 4cida, o papel da pepsina é
realizado pelas proteases alcalinas presentes no intestino (DE SILVA; ANDERSON, 1995).

2.4.2 Cecos Pildricos

Somente nos peixes com estdbmago, o intestino proximal possui um diverticulo
de fundo cego chamado ceco. O nimero de cecos pode variar de zero até milhares e estudos
histoldgicos ndo revelam nenhuma diferenca marcante entre o intestino verdadeiro e 0s cecos.
Por isso, pode ser considerado como uma extensdo da area superficial do intestino possuindo,
desse modo, funcdo absortiva (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001). Além disto, também
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apresentam a fungdo relacionada & digestdo enzimética (possuem endo e exopeptidases de
origem pancredtica) (COWEY, 1988). Como os cecos piloricos sdo embriologicamente
equivalentes ao pancreas exdcrino, podem ter um papel fisiologico semelhante em alguns
casos, podendo suprir parcialmente no que diz respeito & secre¢do enzimatica no caso de
peixes que ndo apresentam pancreas (CHESLEY, 1934). Logo, essa estrutura € de grande
relevancia no processo digestivo dos peixes, ja que pode produzir um grande nimero de
enzimas como tripsina, quimiotripsina, carboxi-peptidases (proteoliticas), amilases, lipases e
quitinases (DE SILVA; ANDERSON, 1995).

2.4.3 Pancreas e Figado ou Hepatopancreas

O figado de peixes apresenta funcdes similares as dos vertebrados superiores; é
sempre bem desenvolvido, com abundante secrecéo de bile e anatomia diversa de acordo com
0 taxon (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001). Este 6rgdo secreta emulsificadores que séo
carregados pela bile até o intestino e auxiliam na digestdo de lipidios (WEATHERLEY;
GILL, 1987).

O péncreas em condrictes e alguns poucos osteictes (enguias, bagre do canal,
peixes pulmonados e celacantos) forma um 6rgdo compacto como em vertebrados superiores.
A grande maioria restante apresenta o pancreas como tecido difuso e geralmente localizado ao
longo da veia porta. Esse pancreas difuso é composto por ilhotas ou pequenas glandulas que
podem penetrar 6rgdos vizinhos e formar um “hepatopéncreas” (como encontrado na carpa
comum, Cyprinus carpio). As secre¢des pancredticas incluem o bicarbonato, cuja funcéo é
neutralizar o quimo &cido, e zimogénios, cujas enzimas digerem proteinas, polissacarideos,
lipidios, quitina e nucleotideos (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001). As secre¢Bes
enziméticas extravasam pelo duto biliar para a luz do intestino (GUILLAUME; CHOUBERT,
2001). O tecido pancredtico secreta a maior variedade e quantidade de enzimas no aparelho
digestério (LOVELL, 1988).

2.4.4 Intestino

As fungdes do intestino sdo completar a digestéo iniciada no estbmago e cecos
pildricos e absorver os nutrientes, agua e eletrélitos para disponibiliza-los ao metabolismo.
Para isso, este 6rgdo contem microvilosidades que aumentam a &rea superficial para a
absorcao, permitindo maior contato entre células e nutrientes do limen. As micro vilosidades
sdo estruturas tipicas de tecidos absortivos e constituem o local onde ocorre a maior parte da
digestéo enzimética dos alimentos (LOVELL, 1988).
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O pH intestinal varia entre 7 e 8. Quando o quimo &cido vindo do estdbmago
entra no intestino, estimula a producéo de secretina que alcanga o tecido pancreético pela
corrente sanguinea e estimula a producdo da bile pelos hepatdcitos e a secregdo de
bicarbonato no intestino, provocando um aumento no pH até proximo de 7,0. A liberacdo de
colecistoquinina (CCK) é estimulada pela presenga de aminodcidos e lipidios no intestino. Ela
entdo estimula a secrecdo de varias enzimas pancreaticas que sdo ativas em pHs entre 7 e 8 e
promove a liberacdo da bile dentro do intestino (LOVELL, 1988; JOBLING, 1995).

Sabe-se que o comprimento do intestino apresenta estreitas relagdes com as
caracteristicas dos alimentos utilizados pelos peixes. Espécies herbivoras geralmente
apresentam intestinos mais longos quando comparadas com as carnivoras, possibilitando o
consumo de alimentos de dificil digestdo (KAPOOR; SMIT; VERGHINA, 1975;
FERRARIS; AHEARN, 1984).

2.5 Enzimas Digestivas

Enzimas digestivas vém sendo investigadas ha muito tempo como uma maneira
de entender a exigéncia nutricional dos peixes (DIVAKARAN; KIM; OSTROWSKI, 1999).
A habilidade de um organismo para digerir particulas de alimento depende tanto da presenca
quanto da quantidade apropriada de enzimas digestivas (SMITH, 1989). Geralmente, a
distribuicdo e a intensidade de atividade dessas enzimas variam em funcdo do habito
alimentar e da morfologia digestiva da espécie (FAGBENRO et al., 2000). A distribuicdo das
enzimas digestivas esta descrita para varias espécies, dentre elas dourada Sparus aurata
(DEGUARA; JAUNCEY; AGIUS, 2003), pintado Pseudoplatystoma corruscans
(LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004), tambaqui Colossoma macropomum (KOHLA et
al., 1992; DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006;: CORREA et al., 2007), bagre
Rhamdia quelen (MELO et al., 2006), matrinxd Brycon amazonicus (VIEIRA; INOUE;
MORAES, 2005; CAMILO, 2007), pacu Piaractus mesopotamicus (MORAES;
BIDINOTTO, 2000; HONORATO, 2008).

Os processos digestivos em peixes sdo menos conhecidos que em mamiferos,
embora os dados mostrem que as enzimas digestivas estudadas sdo qualitativamente similares
as observadas em outros vertebrados (HIDALGO; UREA; SANZ, 1999). A secrecdo destas
enzimas em peixes também é similar & que ocorre nos vertebrados superiores. Gastrina,
colecistoquinina e outros hormonios atuam na secre¢do de zimogénios e bile seguindo um
padréo pos-prandial e existe evidente adaptacdo das enzimas as condi¢des de pH no estdbmago

e duodeno. A temperatura 6tima de atividade de quase todas as enzimas varia entre 30 e 40°C.
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Entretanto, peixes de &gua fria apresentam enzimas particularmente ativas em baixas
temperaturas (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001). Geralmente, a distribuigdo e a atividade
delas variam com o habito alimentar e a morfologia do intestino (HOFER; SCHIEMER,
1981; SABAPATHY; TEO, 1993; TENGJAROENKUL et al., 2000). Mesmo assim, espécies
com habitos alimentares iguais apresentam diferencas na habilidade de digerir o alimento
trazendo implicacbes para a formulacdo de dietas praticas (DIVAKARAN; KIM,;
OSTROWSKI, 1999). Além disso, a capacidade digestiva dos peixes depende, além do nivel
de enzimas digestivas, do tempo em que 0s nutrientes permanecem sujeitos & acdo destas
(FOUNTOULAKI et al., 2005).

Os peixes possuem a capacidade de modular seu perfil digestivo diante de
diferentes fontes (EL-SAYED; NMARTINEZ; MOYANO, 2000; GARCIA-CARRENO et
al., 2002), qualidades (CHIU; PAN, 2002; EUSEBIO; COLOSO, 2002) e quantidades
(MORAES; BIDINOTTO, 2000; LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004; DE ALMEIDA;
LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et al., 2006; CAMILO, 2007; CORREA et al., 2007;
DEBNATH et al., 2007; HONORATO, 2008) de nutrientes na dieta, sendo esta uma
caracteristica adaptativa favoravel as atividades de cultivo (MORAES; BIDINOTTO, 2000).
Entretanto, esta habilidade parece variar entre as espécies. Os carnivoros parecem ter uma
capacidade limitada de alterar sua funcdo digestiva e de transporte de nutrientes quando
comparados aos onivoros (BUDDINGTON; KROGDHAL; BAKKE-MCKELLEP, 1997).
Sendo assim, o padrdo enzimatico digestivo reflete, além de o habito alimentar (herbivoria,
onivoria ou carnivoria), a capacidade digestiva dos peixes. Desse modo, o estudo das enzimas
digestivas ¢ um passo crucial em direcdo ao entendimento do mecanismo de digestdo e de
como o organismo se adapta as mudancas nutricionais (SUNDE et al., 2004). Considerando-
se o carater indutivo das enzimas digestivas, a flexibilidade fenotipica das espécies pode
permitir ndo s6 os ajustes necessarios & otimizacdo dos nutrientes da dieta, mas também
explorar a capacidade adaptativa dos peixes frente a fontes alternativas de energia metabdlica
(MORAES et al., 2007; HONORATO, 2008). Entretanto, informagdes sobre peixes de clima
tropical sdo escassas quando comparadas as dos peixes de regides temperadas (MELO et al.,
2006).

2.5.1 Digestéo de proteinas: Proteases
A digestdo das proteinas comeca por acdo hidrolitica da pepsina, tripsina e
quimiotripsina (FANG; CHIOU, 1989). Essas enzimas sédo endopeptidases com agdes muito

especificas, pois atuam somente num ponto particular da molécula de proteina. Além delas, as
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exopeptidases (carboxi-peptidases, aminopeptidases e tripeptidases) completam a digestéo
protéica.

A pepsina hidrolisa as proteinas nas ligac6es peptidicas do lado aminoterminal
dos residuos dos aminoécidos aromaéticos (tirosina, fenilalanina e triptofano), rompendo as
longas cadeias polipeptidicas em uma mistura de peptideos menores (FANGE; GROVE,
1979). Esta enzima é responsavel pela hidrdlise inicial e parcial de proteinas no estdmago,
com a participagdo do acido cloridrico secretado e este processo € completado pela acéo
combinada da tripsina e quimiotripsina no intestino (SABAPATHY; TEO, 1993).

A atividade da pepsina em algumas espécies parece pouco influenciada pelos
niveis de proteina da dieta e, considerando que algumas espécies ndo apresentam estdmago,
sua presenca € colocada como ndo determinante para a digestdo protéica (ZAMBONINO
INFANTE; CAHU, 2007). Todavia, essa concepgdo deve ser olhada com cautela visto que,
em alguns peixes com estdmago, a pepsina mostra um carater indutivo frente a diferentes
niveis de proteina e/ou lipidio e/ou carboidrato da dieta, 0 que sugere sua relevancia nessas
espécies (LUNDSTEDT, 2003; DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et
al., 2006; HONORATO, 2008). Além disso, proteases digestivas de diferentes espécies
apresentam variagdes (RATHORE; KUMAR; CHAKRABARTI, 2005), que podem
influenciar sua capacidade digestiva e seu habito alimentar (KUMAR et al., 2007).

A digestdo de proteina prossegue no intestino em um meio alcalino pela acéo
de serino-proteases, tripsina e quimiotripsina (pancreaticas ou hepatopancreéticas). A tripsina
hidrolisa as ligagdes peptidicas cujos grupos carbonila pertencem aos residuos de lisina ou
arginina, enquanto a quimiotripsina hidrolisa ligacGes peptidicas cujos grupos carbonila
provém de fenilalanina, triptofano e tirosina (DE SILVA; ANDERSON, 1995), como também
amidas e esteres destes aminoécidos aromaticos (RICK, 1965). O tripsinogénio, forma inativa
da tripsina, é liberado pelo pancreas e ativado pela enteroquinase secretada pela mucosa
intestinal ou pela prépria forma ativa da enzima (auto-ativacdo). A secrecdo desta enzima no
limen intestinal esta relacionada & entrada do alimento nesta porgdo do trato (EINARSSON;
DAVIES; TALBOT, 1996). Em relagdo & quimiotripsina, o quimiotripsinogénio é ativado
quando entra em contato com a tripsina (LOVELL, 1988). Einarsson e Spencer Davies (1996)
observaram que, tanto nos peixes como nos vertebrados superiores, o tripsinogénio e o
quimiotripsinogénio estdo contidos nos granulos secretores das células acinares pancreaticas,
sendo estimulados pelo horménio colecistoquinina, causando secrecéo enddcrina dessas pre-
enzimas no intestino. Essas serino-proteases sdo ativas nos cecos pildricos e intestino anterior
(SANTIGOSA et al., 2008).
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Quando comparamos as duas enzimas (tripsina e quimiotripsina) vemos que a
quimiotripsina apresenta um espectro para atividade proteolitica muito maior (LUNDSTEDT,
2003). Porém, uma série de estudos tem focado no papel da tripsina como um indicador
nutricional por ser considerada um enzima chave no processo da digestdo (CARA et al.,
2007), pois ativa sua propria forma precursora (tripsinogénio), assim como Vvérias outras
proteases, incluindo a quimiotripsina (SUNDE; TARANGER; RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN, 2001; SUNDE et al., 2004). A atividade especifica da tripsina e a taxa de
atividade tripsina/quimiotripsina (T/Q) séo afetadas geneticamente e ambientalmente e séo
consideradas como pardmetros biolégicos chave que afetam o processo digestivo e,
consequentemente, 0 crescimento (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2006;
RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2009). A taxa tripsina/quimiotripsina tem sido
relacionada com o desempenho produtivo de algumas espécies (RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN, 2000; SUNDE; TARANGER; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2001,
RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2002; SUNDE et al., 2004; RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN, 2006; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN; FOSSEIDENGEN, 2007).

2.5.2 Digestéo de carboidratos: amilohidrolases

Da mesma forma que as proteinas, a digestdo dos carboidratos € realizada por
uma variedade de enzimas. A amilase é considerada a principal amilohidrolase pela sua ampla
presenca e distribuigio entre os organismos. E encontrada em todos os peixes, até mesmo em
carnivoros marinhos que naturalmente nunca se alimentam de amido. Esta enzima, al—4-
glicosidase, hidrolisa ligag6es glicosil-a.1—4-glicose em fragmentos lineares de amilopectina,
fragmentos ramificados de amilose ou de glicogénio (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001).
Ao contrario dos mamiferos, onde a amilase é produzida pelas células salivares e
pancredticas, a uUnica fonte de a-amilase em peixes parece ser 0 pancreas exocrino
(KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005). O aumento na produgdo de amilase
pancreética pode ocorrer em resposta a presenca de carboidratos no limen do trato digestério
ou dos produtos de sua hidrolise. A glicose pode influenciar diretamente a produgéo
enzimética pelo tecido pancreatico ou indiretamente, estimulando a libera¢do da insulina do
pancreas, que, por sua vez, aumenta a producdo amilésica (JOBLING, 1995). A digestéo final
dos carboidratos € realizada por oligossacaridases associadas as microvilosidades do epitélio
intestinal, como é o caso da maltase (TENGJAROENKUL et al., 2000).

Junto com outras enzimas pancredticas, a atividade da amilase € detectada

dentro do lumen intestinal, no quilo, bem como ligada & mucosa da membrana (UGOLEYV;
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KUZ'MINA, 1994). A a-amilase tem sido localizada em todo o trato gastrointestinal de
muitas espécies de peixes (SABAPATHY; TEO, 1993; CHAKRABARTI et al., 1995;
KUZ'MINA, 1996; PERES; ZAMBONINO INFANTE; CAHU, 1998; HIDALGO; UREA;
SANZ, 1999; SEIXAS FILHO et al, 1999; FAGBENRO et al.,, 2000; MORAES;
BIDINOTTO, 2000; TENGJAROENKUL et al., 2000; ALARCON; GARCIA-CARRENO;
NAVARRETE DEL TORO, 2001; LUNDSTEDT,; MELO; MORAES, 2004; DE ALMEIDA;
LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et al., 2006; CAMILO, 2007; CORREA et al., 2007;
HONORATO, 2008).

Até o presente, pouco se sabe sobre a regulacéo da atividade da amilase, sua
secre¢do ou biossintese em peixes (KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005). Sabe-se que
a atividade amilésica de tecidos e do conteldo intestinal varia entre as espécies e parece maior
em peixes herbivros e onivoros que em carnivoros (SABAPATHY; TEO, 1993;
CHAKRABARTI et al., 1995; HIDALGO; UREA; SANZ, 1999; MORAES; BIDINOTTO,
2000). Além disso, a habilidade de adaptar a secrecdo da amilase para o nivel de carboidrato
da dieta e ingestdo de alimento parece ser restrita aos peixes onivoros e herbivoros
(KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005). Alguns autores afirmam que a producéo da a-
amilase é independente da dieta (HOFER, 1979; CHAN et al., 2004). Porém, outros estudos
mostram que o aumento de amido da dieta resulta em aumento de sua atividade (KAWAI,
IKEDA, 1972; REIMER, 1982; MORAES; BIDINOTTO, 2000; CORREA et al., 2007),
revelando a capacidade de modulacdo desta enzima frente & composicao da dieta em algumas

espécies.

2.5.3 Digestéo de lipidio: lipases

O lipidio das dietas, principalmente na forma de triacilglicerdis, € hidrolisado
por lipases inespecificas em acidos graxos livres e glicerol (DE SILVA; ANDERSON, 1995),
que sdo absorvidos e usados para processos biossintéticos de varios componentes celulares ou
entdo catabolizados para obtencgdo de energia. A digestéo dos lipidios ocorre no estbmago, nos
cecos e no intestino pela acdo de uma variedade de lipases e colipases (SMITH, 1989). Vérios
tipos de lipase tém sido relatados no trato digestorio de peixes juvenis e adultos
(IZQUIERDO et al., 2000) e os padrdes de distribui¢do de atividade lipolitica ao longo dos
diversos segmentos do trato gastrintestinal de peixes, juvenis e adultos parecem divergir entre
espécies (KOVEN; HENDERSON; SARGENT, 1994; CHAKRABARTI et al., 1995;
LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004; DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006;
MELO et al., 2006; CAMILO, 2007; CORREA et al., 2007; HONORATO, 2008).
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A lipase e a amilase séo as Unicas enzimas pancredticas secretadas ja na forma
ativa, apesar de a lipase se tornar significativamente ativa em presenca de uma molécula
chamada colipase. A lipase age nos granulos de lipidios que ficam suspensos na fase aquosa e
é ajudada por sais biliares e pela colipase. A colipase auxilia no “ancoramento” da lipase na
molécula de lipidio, pois possui afinidade por ambos. Depois do “ancoramento” a colipase
descobre o sitio da lipase ativando completamente esta enzima (GUILLAUME; CHOUBERT,
2001).

2.6 Absorgéo

Os estégios finais de digestdo e absor¢do acontecem na regido de borda em
escova do intestino como resultado da atividade das enzimas digestivas (HAKIM; HARPAZ;
UNI, 2009). A absor¢do é um passo crucial no processo digestivo e as atividades de enzimas
da borda em escova podem ser indicadoras da intensidade de absor¢do de nutrientes nos
enterdcitos de peixes (HARPAZ; UNI, 1999; GAWLICKA et al., 2000). Dentre essas
enzimas, a fosfatase alcalina intestinal esta envolvida na absorcdo de nutrientes tais como
lipidios, glicose, célcio e fosfato inorganico (FRAISSE et al., 1981; TENGJAROENKUL et
al., 2000). As se¢0es anterior e posterior do intestino estdo envolvidas na funcéo de absorgéo
(DAS; GHOSH, 1987; TENGJAROENKUL et al., 2000).

Visto a importancia do processo de absor¢do para a real utilizagdo e
aproveitamento dos nutrientes, o entendimento da capacidade digestiva enzimatica da borda
em escova de diferentes espécies de peixes pode ajudar no ajuste das dietas (HARPAZ; UNI,
1999). Sabe-se, por exemplo, que em peixes adultos, mudancas nos ingredientes da dieta,
manipulacdo da alimentacdo (incluindo jejum) e horério da alimentagdo atuam sobre a
atividade das enzimas da borda em escova intestinal (KROGDAHL; SUNDBY, 1999;
KROGDAHL; BAKKE-MCKELLEP; BAEVERFJORD, 2003; HARPAZ et al., 2005;
HAKIM et al., 2006). Entretanto, a capacidade enzimética da borda em escova de espécies
peixes utilizadas na aquicultura ndo tem sido investigada cuidadosamente (HARPAZ; UNI,
1999).

2.7 Metabolismo

Segundo Lehninger (2002), o metabolismo é uma atividade celular altamente
organizada, onde vias metabdlicas com sistemas multienziméticos atuam juntos para a
obtencdo de energia, conversdo de moléculas para formagdo de precursores, formagdo de
macomoléculas a partir de precursores e sintese e degradacdo de biomoléculas necesséarias. O

autor ainda registrou que:
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O metabolismo, o somatério de todas as transformacdes quimicas que
ocorrem em uma determinada célula ou organismo, compreende uma série de reacdes catalisadas
enzimaticamente, as quais constituem as vias metab6licas. Cada uma das etapas consecutivas em uma
via metabolica produz uma alteragdo quimica pequena e especifica, geralmente a remoc¢do, a
transferéncia ou a adicao de um atomo ou grupo funcional. O precursor é convertido em produto por
meio de uma série de intermedidrios denominados metabdlitos. O termo metabolismo intermediario
refere-se as atividades combinadas de todas as vias metabolicas que interconvertem precursores,
metabdlitos e produtos de baixo peso molecular. O catabolismo é a fase degradativa do metabolismo
na qual moléculas nutrientes organicas (carboidratos, gorduras e proteinas) sdo convertidas em
produtos finais menores e mais simples. As vias catabdlicas liberam energia. No anabolismo, também
denominado biossintese, moléculas precursoras pequenas e simples sdo ligadas formando moléculas
maiores e mais complexas, inclusive lipidios, polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos. As
reacOes anabolicas requerem um fornecimento de energia.

Nesse sentido, o metabolismo intermediario responde pelo destino dos
produtos da dieta apds a digestdo e a absorcdo, sendo os nutrientes absorvidos utilizados
como substrato para a producdo de energia livre de reagdo para o crescimento. As
quantificacdes de atividade das enzimas chaves no controle de diferentes rotas metabdlicas
contribuem para estabelecer as situacBes especificas das vias metabdlicas e, assim, inferir
sobre 0 aproveitamento dos nutrientes das dietas. Através desses dados, é possivel ainda
verificar as possiveis situacdes metabdlicas indesejaveis, tais como a utilizagdo de proteina
para a obtengéo de energia (MELO, 2004). Alguns estudos tém mostrado estreita relacéo entre
0 estado nutricional e as atividades enzimaticas envolvidas no metabolismo intermediario
(BAANANTE et al., 1991; MOON; FOSTER, 1995; METON et al., 1999). Um exemplo
interessante € a medida das atividades da GDH, ALAT e ASAT, enzimas que Sdo centrais
para o metabolismo de aminoacidos e sdo indicadoras da utilizagdo metabolica dos

aminodcidos da dieta.

Em relagcdo aos tecidos, o figado é central para muitos processos no
metabolismo intermediério j& que muitos nutrientes absorvidos do trato sdo levados pelo
plasma e pelo sistema porta hepético para este 6rgdo. Provavelmente o figado reflete a escolha
da dieta por meio da sua capacidade regulatéria para processos anabdlicos e catabdlicos
(WILLMOTT,; CLEMENTS; WELLS, 2005). Muitos dos efeitos regulatérios na utilizacdo
dos nutrientes e metabolismo ocorrem inicialmente no figado, afetando consequentemente a
cascata de eventos em outros 6rgdos e tecidos (ENES et al.,, 2009). As taxas de sintese
protéica sdo bastante altas neste 6rgdo, que € extremamente sensivel a qualquer variacdo na
dieta (CARTER; HOULIHAN, 2001). Ele é responsavel pela manutencdo do “pool” de
aminoacidos corporeo (LOVELL, 1988), desempenhando um papel fundamental no

metabolismo e na regulacdo do transporte destes aminoacidos para os tecidos (CARTER;
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HOULIHAN, 2001). Somado a isto, o figado representa o principal sitio de produgdo de
amonia do organismo (ALEXIS; PAPAPARASKEVA-PAPOUTSOGLO, 1986).

O musculo branco possui um pool de aminoacidos que funciona como um
reservatorio para o metabolismo de proteina (CARTER et al., 1995) e também esta envolvido
na regulacdo dos processos de crescimento (MILLWARD,1989% citado por SUNDE;
TARANGER; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2001). Por isso, o musculo branco
desempenha papel de destaque no metabolismo de proteinas. Salvo algumas diferengas,
apresenta a maior quantidade relativa de aminoéacidos essenciais do organismo, representando
0 maior volume de massa corpérea (CARTER; HOULIHAN, 2001). O perfil metabdlico do
plasma reflete os eventos ocorridos nos tecidos devido ao seu papel de transporte de
intermediérios metabdlicos.

De modo geral, o perfil de metabdlitos nos tecidos de peixes ainda é pouco
utilizado nos estudos de nutricdo e Alguns trabalhos (MORAES; BIDINOTTO, 2000;
LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004; VIEIRA; INOUE; MORAES, 2005; MELO et al.,
2006; CORREA et al., 2007; DE ALMEIDA et al., 2010) sugerem que estes intermediarios
podem se constituir em importante ferramenta para conhecer as relagdes metabdlicas entre os
tecidos e sua correspondéncia com as concentragdes de macro nutrientes das dietas. Dessa
forma, a avaliagdo do metabolismo intermediéario do figado, musculo branco e plasma pode
ser usada como importante bioindicadora da condigdo nutricional (utilizacdo dos nutrientes),

da saude e do crescimento dos peixes.

2.7.1 Metabolismo protéico

Os aminoacidos, oriundos da dieta ou da quebra de proteinas, desempenham
numerosas fungBes em peixes e uma das principais é que sdo as unidades de formacdo de
proteinas (BALLANTYNE, 2001). No entanto, os aminoacidos sdo também necessarios para
a sintese de outros compostos associados com o metabolismo como os hormdnios, 0s
neurotransmissores e nucleotideos. Além disso, podem ser catabolizados para suprir a
demanda energética metabdlica (HALVER; HARDY, 2002). As mudancas na concentracdo
dos aminodcidos séo sequenciais e refletem as rotas metabdlicas através dos tecidos de acordo
com a digestéo, absorgdo, metabolismo e crescimento (CARTER; HOULIHAN, 2001).

2 Millward, D.J. The nutritional regulation of muscle growth and protein turnover.
Aquaculture 79: 1-28, 1989.
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Diferentemente dos carboidratos e lipidios, os aminoacidos ndo podem ser
estocados. Quando em excesso, sdo desaminados e os residuos de carbono sdo oxidados e
convertidos em lipidios ou carboidratos ou ainda em outros compostos. O grupamento amino
é removido dos aminodcidos principalmente por transaminacdo ou por desaminacdo oxidativa.
A transaminagdo parece ser a principal rota inicial para desaminagéo em peixes, envolvendo a
transferéncia da amonia do grupo amino para um a-ceto acido, usualmente a-cetoglutarato. O
ceto &cido formado na transaminacéo inicial pode ser oxidado, convertido em lipidio ou ainda
ser usado na sintese de outros compostos (LOVELL, 1988). As principais enzimas envolvidas
neste processo sdo a alanina aminotransferase (ALAT) e a aspartato aminotransferase
(ASAT). A enzima mitocondrial GDH est4 envolvida no processo de desaminagdo oxidativa
do glutamato ocorrida nas reacbes de transaminagdo de grupos alfa-amino de varios
aminoacidos. Esta controla o catabolismo de aminoécidos podendo resultar em uma
substancial produgdo de aménia (COWEY; WALTON, 1989). A desaminacdo pela GDH
representa um meio para remover 0 nitrogénio dos aminoéacidos e utilizar as cadeias
carbonadas como energia no ciclo de Krebs. A GDH é muito similar em peixes e mamiferos e
apresenta as maiores atividades nas brénquias, rim, mdsculo vermelho e figado
(CHRISTIANSEN; KLUNGSOIR, 1987).

O principal produto final do catabolismo de proteinas em teleGsteos é a aménia
e uma proporcdo significante dos compostos nitrogenados é também excretada como uréia
(WOOD et al., 1995). Consequentemente, medidas da excregdo de amodnia e uréia tém sido
usadas como indicadoras dos efeitos de varios fatores ambientais e nutricionais no
metabolismo protéico e podem dar uma idéia do balanco de nitrogénio do peixe (RYCHLY;
MARINA, 1977, BEAMISH; THOMAS, 1984; PEREIRA; VIJAYAN; MOON, 1995).
Portanto, a quantificacdo da excregdo de amdnia para espécies de peixes em relacdo a nutricdo
é importante para operacfes em cultivo intensivo, pois o metabolismo protéico define
parcialmente o sucesso de um regime nutricional particular (DOSDAT et al., 1996;
GELINEAU; CORRAZE; BOUJARD, 1998). De acordo com Van Waarde (1983), o aumento
do catabolismo de proteinas tem, como conseqliéncia, um aumento nos teores de aménia
plasmética e, em condi¢Bes normais, o excesso de amdnia produzido é prontamente excretado

pelas branquias.

2.7.2 Metabolismo de carboidrato
A glicose, resultado do catabolismo de carboidratos, € o principal combustivel

da maioria dos organismos e, por isso, ocupa uma posi¢édo central no metabolismo. Ela pode
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ser armazenada como glicogénio e,dessa forma, a célula pode acumular grandes quantidades
de unidades de hexose. Quando as demandas energéticas do organismo aumentam
subitamente, a glicose pode ser liberada rapidamente desses polimeros de armazenamento
intracelulares e ser utilizada para produzir ATP (energia) de maneira aerdbica ou anaerdbica.
Além de ser um excelente combustivel, é também um precursor versétil, capaz de suprir uma
ampla gama de intermediarios metabolicos que sdo os materiais primarios necessarios para as
reagdes biossintéticas. Nos animais, dentre eles os peixes, a glicose tem trés destinos
principais: pode ser armazenada, pode ser oxidada a compostos de trés &tomos de carbono
(piruvato), por meio da glicélise, ou pode ser oxidada a pentoses, por meio do desvio das
pentoses fosfato, produzindo NADPH (redutor universal nas vias anabolicas) e ribose-5-
fosfato (empregada na biossintese dos acidos nucléicos). Na maioria dos tecidos animais, a
maior parte da glicose consumida é catabolizada por meio da glicélise até piruvato e a maior
parte do piruvato é oxidada por meio do ciclo de Krebs. A principal fungéo do catabolismo da
glicose por essa via é gerar ATP (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

O metabolismo de carboidratos € uma rota central do fluxo energético em
peixes (DABROWSKI; GUDERLEY, 2002) e o figado desempenha papel fundamental neste
metabolismo. Para Moon e Foster (1995), o principal papel do figado no metabolismo
glicidico é a conversdo de substratos constituidos de trés carbonos, provenientes da dieta, em
compostos energéticos a serem nele estocados, ou para a formac&o de glicose a ser exportada
para os demais tecidos. Sendo assim, ao invés de funcionar como um érgéo intermediador na
manutenc¢do do ciclo de carbono, o figado também pode funcionar suprindo os estoques de
reserva energética (convertendo glicose em triacilglicerol) ou glicogénio.

A quantidade de massa muscular branca do corpo representa um estoque
substancial de glicogénio, aproximadamente vinte vezes maior do que o do figado (MOVES
et al., 1995), entretanto, em proporgdes relativas, o figado estoca mais glicogénio que o
musculo branco. O contetdo de glicogénio hepatico é extremamente varidvel entre individuos
e especies de peixes. Em muitas espécies de peixes o glicogénio muscular ndo é mobilizado,
exceto em condigdes extremas, sendo mantido a custa da glicose sanguinea, que por sua vez, é
provida pelos processos hepéaticos de gliconeogénese e glicogendlise (NAVARRO et al.,
1995). Van Den Thillart e Van Raaij (1995) destacam que os estoques de glicogénio do
musculo branco sdo, normalmente, direcionados para queima repentina suprindo a demanda
energética do exercicio natatdrio e ndo rotineiramente, como para manutenc¢éo de energia do

tecido. A glicogenolise é uma fonte de glicose, mas ndo parece ser a maior fonte de glicose
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para o figado ou musculo quando os niveis de precursores na dieta sdo adequados. Logo,
representa uma estratégia emergencial (COWEY; WALTON, 1989).

Em peixes, a glicose ainda pode ser sintetizada a partir de proteina e lipidio e
esse processo denomina-se neoglicogénese. Segundo Moon (1988), a neoglicogénese € a rota
responsavel pela sintese de glicose de novo e sintese de glicogénio a partir de precursores
como lactato, amino&cidos, glicerol e frutose. O tempo de aparecimento da glicose (e outros
acUcares simples) no plasma, em relacéo a alimentacéo, vai depender de varios fatores, entre
eles: o conteldo total de carboidratos e dos outros ingredientes da dieta, sua forma de
processamento, habito alimentar da espécie, historico nutricional do individuo e temperatura
da 4gua (BERGOT; BREQUE, 1983; HUNG, 1991).

2.7.3 Metabolismo de lipidios

Os vertebrados podem obter lipidio via alimentacdo e/ou mobilizam lipidios
armazenados no tecido adiposo e, no figado, podem converter o excesso de carboidratos da
dieta em lipidios, exportando-os para outros tecidos. A oxidagdo dos 4cidos graxos de cadeia
longa em acetil-CoA é uma via central liberadora de energia nos animais e, os elétrons
removidos durante essa oxidagdo, passam através da cadeia respiratoria mitocondrial e a
energia assim liberada é utilizada na sintese de ATP. O produto dessa oxidacéo, o acetil-CoA,
pode ser completamente oxidado até CO, por meio do ciclo do acido citrico, resultando na
conservacgédo de mais energia (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

Em peixes, a absorcdo de lipidios oriundos da dieta € um processo que se
assemelha ao observado em mamiferos (IZQUIERDO et al., 2000). Entretanto, alguns
aspectos do metabolismo de lipidios em peixes, incluindo transporte e deposicéo, parecem ser
um pouco diferente dos observados para vertebrados homeotérmicos. Conforme proposto por
Sheridan (1988), os peixes apresentam um modelo diferenciado de distribuicdo de &cidos
graxos do plasma para os tecidos composto por componentes de liberacéo rapida e lenta. O
mecanismo de liberagdo rapida é representado por &cidos graxos livres (AGL) de cadeia curta,
soliveis no plasma e AGL de cadeia longa que estariam ligados a proteinas carreadoras. O
componente de liberacdo mais lenta, similar aos de mamiferos, representa um sistema de
liberacdo de triacilglicerdis (TG), que consiste na agregagdo, extrusdo e transporte de
particulas em TG. Os lipidios sdo estocados em muitos 6rgdos de depositos e, segundo Van
Den Tillart e Van Raaij (1995), os sitios de estocagem mais importantes em peixes s&o o

mesentério adiposo, o figado e o musculo. Além disso, os lipidios corpéreos refletem os
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lipidios da dieta, em termos de qualidade e composi¢éo de 4cidos graxos, embora possam ser

sintetizados a partir de carboidratos e aminoécidos (CARTER et al., 2001).

2.8 Colossoma macropomum: aspectos gerais e importancia da espécie

Tambaqui (Figura 1) pertence a classe Actinopterygii, ordem Characiformes,
que inclui as piranhas, a pirapitinga e os pacus (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005); familia
Characidae e género Colossoma. Na América do Sul, ele é conhecido por outros nomes, como
cachama (Venezuela e Colémbia) e guamitana (Peru). A &rea de vida do tambaqui é
caracterizada por aguas ricas em nutrientes com temperaturas médias entre 25 e 34°C e
abundancia de areas alagaveis.

Segundo Aradjo-Lima e Goulding (1998), o tambaqui C. macropomum
(Cuvier, 1818), é o segundo maior peixe da Bacia Amazonica. Este peixe alcanca pelo menos
30 kg e 1 m de comprimento depois de 13 anos no Rio Solimdes/Amazonas (GOULDING;
CARVALHO, 1982). A regido € conhecida por possuir a mais diversa fauna de peixes de
agua doce do mundo, com de cerca de 2.000 espécies e o tambaqui € a principal espécie
cultivada nessa regido (VAL; ROLIM; RABELO, 2000) e também nos paises da América do
Sul, como Equador, Panamé, Peru, Venezuela e Colémbia (CHELLAPPA et al., 1995),
principalmente pela facil obtencdo de juvenis, bom potencial de crescimento, alta
produtividade e rusticidade (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998). Além disso, é um dos
peixes mais apreciados da culindria amazonica e amplamente aceito em outras regides, devido
a0 seu excelente sabor, consisténcia e coloracdo branca da carne, pouca presencga de espinhas
e facilidade para obtencdo de filés. De acordo com Aradjo-Lima e Goulding (1998), o
tambaqui é reconhecido como um alimento de primeira classe tendo boas perspectivas no
mercado nacional e internacional.

Uma caracteristica marcante da espécie é a grande plasticidade genotipica e
fenotipica, que Ihe permite sobreviver no heterogéneo ambiente amazdnico. A espécie
apresenta arcos branquiais com rastros longos e numerosos, caracteristica de peixes
planctofagos. Estes rastros branquiais formam uma verdadeira rede filtradora, permitindo que
0 peixe aproveite bastante material planctdnico. A caracteristica anatbmica mais
impressionante da espécie é a sua forte mandibula e a dentigdo capazes de quebrar e triturar
frutos e sementes grandes e muito duras. Apresenta trato digestivo caracteristico de uma
alimentacdo diversificada, com esofago curto e estbmago alongado em forma de saco e muito
eléstico. Apds o estdbmago, ha um grande nimero de cecos pildricos seguido por um longo
intestino (HONDA, 1974; GOULDING; CARVALHO, 1982; SAINT-PAUL, 1984). Um
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tambaqui adulto pode ter até 75 cecos piloricos, ou apéndices ligados ao estdmago e acredita-
se que este grande nimero de cecos ajude na digestdo de material vegetal. O comprimento do
intestino no tambaqui adulto alcanca em média cerca de 5 a 5,5 vezes o comprimento do
corpo e isto é similar a muitas espécies de peixes detritivoros e herbivoros (ARAUJO-LIMA;
GOULDING, 1998).

No ambiente natural, a oferta de alimentos aos peixes da Bacia Amazénica
sofre flutuacdo sazonal. Durante periodos de cheia, o tambaqui habita as regifes de florestas
inundadas de vérzea, que se transforma num pomar nos quais essa espécie se alimenta de
frutos e sementes que caem das arvores e arbustos. Com a diminui¢&o no volume d'agua, no
periodo de vazante, a espécie adulta migra para os rios de agua-branca até o fim da estaco
reprodutiva e 0s juvenis permanecem nos lagos de varzea o ano todo. Com o volume d'agua
baixo, eles se alimentam de zooplancton (particularmente Claddcera) e quando o nivel d'agua
comega a se elevar, a alimentacdo é composta principalmente pela graminea Oryzia perennis
(ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998). Todas essas caracteristicas permitem classificar o
tambaqui como um peixe onivoro, com tendéncia a frugivoria (HONDA, 1974; GOULDING;
CARVALHO, 1982; VAL; HONCZARYK, 1995).

De acordo com Aradjo-Lima e Goulding (1998), a estratégia de vida do
tambaqui pode ser sintetizada em seis caracteristicas principais: uso de varios habitats de uma
grande regido; alta fecundidade; investimento energético relativamente baixo em reproducéo;
maturidade sexual tardia; alto investimento energético em crescimento e habilidade de utilizar
as cadeias troficas baseadas no plancton e na vegetacdo inundavel.

O tambaqui se tornou uma alternativa viavel e sustentavel para substituicdo da
atividade pecuaria na regido amazonica, evitando e diminuindo o desmatamento que essa
atividade causa. Um mercado de exportacéo foi aberto para espécies de peixes amazonicos e
isto oferece grande oportunidade para o desenvolvimento da aquicultura nesta regiéo
(ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998). De 2007 para 2008 e 2009, a producio de tambaqui
passou de 30.598 para 46.454 toneladas/ano (BRASIL, 2010). Um aspecto que torna o
tambaqui uma espécie promissora é o alto rendimento (70 a 72%) do principal corte

comercial, que, geralmente, é comercializado em duas partes — com e sem espinho (RUIVO,
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1998° citado por VIDAL JR et al., 2004). De acordo com Valenti et al. (2000)* citado por
ARAUJO-LIMA e GOMES (2005), o tambaqui € criado em todos os estados da Federacéo,
com execcdo do Tocantins, porém j& existem registros de criacdo da espécie naquele Estado.
A producdo de tambaqui em outras regiGes, como a Sudeste, é tdo alta como na regido Norte,
chegando a 10 ton/ha/ano. A grande demanda por sua carne € a principal razdo pela qual
muitos pesquisadores e produtores tém intensificado esforgos para estabelecer um pacote
tecnoldgico para a criacdo da espécie (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005).

Esse grande potencial para aquicultura também ¢ devido a féacil adaptacdo ao
confinamento e arragcoamento desta espécie. Por ser um peixe rustico, o tambaqui suporta bem
variacbes na qualidade da 4gua. No ambiente natural, esse peixe normalmente habita &reas
com agua rica em nutrientes, como o rio Amazonas. Porém, também é encontrado nas aguas
pobres do rio Negro e, por isso, é resistente & acdo toxica da amonia e é capaz de resistir a
baixas concentracdes de oxigénio dissolvido na &gua (~1 mg/L) (VAL; ALMEIDA-VAL,
1995; ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005).

A carne do tambaqui € magra. O teor de gordura nos masculos do tambaqui
silvestre é menos de 1,5 %, mas aumenta no peixe cultivado para 2 a 6 %. A gordura saturada
soma de 0,4 % e 1,6 % do peso dos tambaquis cultivados e silvestres, respectivamente.
Apenas 1,5 % da gordura acumulada pelo tambaqui é armazenada nos musculos. O teor de
proteina do tambaqui em varzea varia conforme a estacdo hidroldgica, sendo 10% do corpo na
vazante e 20% na cheia, enquanto que agua corresponde & maioria do peso (72-88 %)
(ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998).

Ha poucas décadas, a forma mais comum de criacdo dessa espécie era o cultivo
extensivo, sem a adigdo de alimento suplementar, em que apenas a produtividade natural
sustentava uma baixa densidade de individuos, o que resultava numa baixa eficiéncia de
producdo (NUNES et al., 2006). Um consideravel decréscimo nos registros de desembarques
pesqueiros dessa espécie e, por outro lado, um significativo aumento de sua producdo em

confinamento nas Ultimas décadas exigem esforcos para gerar mais informagBes que

* RUIVO, U.E. Introducdo aos principios de industrializagdo de pescados de aguas interiores.
In: SEMINARIO DE PISCICULTURA DA ZONA DA MATA MINEIRA, 1., 1997, Muriaé.
Anais.Vigosa, MG: EPAMIG, 1998. p.33-44.

* VALENTI, W. C., POLI. C. R., PEREIRA. J. A, BORGHETTI. J. R. Aqiiicultura no Brasil:

bases para um desenvolvimento sustentavel. Brasilia: CNPq, 2000.
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subsidiem tanto o manejo ecolégico como o de cultivo em tempo cada vez menor
(OLIVEIRA, 2003).

2.8.1 Nutricédo de tambaqui

Segundo Araljo-Lima e Goulding (1998), as preferéncias dietéticas do
tambaqui mudam de zoopléancton para sementes e frutas conforme o crescimento do peixe e a
época do ano. A quantidade de proteina ingerida diminui conforme o peixe cresce. A
quantidade média na dieta cai de 42 % nas larvas para apenas 20 % nos jovens e adultos. Por
outro lado, a quantidade de carboidratos e lipidios consumidos pelos jovens e adultos séo
inversamente relacionados. Os adultos necessitam de alimentos mais energéticos para
contrabalangar seus altos custos metabolicos. Por causa do seu habito onivoro, o tambaqui
tem adaptacGes para digerir alimentos de origem animal e vegetal e é de facil adaptacdo a
alimentacgdo fornecida.

O tambaqui possui um comportamento alimentar oportunista: quando as frutas
e sementes ndo estdo disponiveis eles se alimentam de itens de origem animal,
particularmente zooplancton. Embora consuma frutas e/ou sementes contendo baixos teores
de proteina, tambaqui consegue balancear a taxa proteina/energia e crescer. Para isso,
tambaqui consome itens de composicdo variada para alcangar uma dieta balanceada e atender
suas necessidades metabolicas (SILVA; PEREIRA-FILHO; OLIVEIRA-PEREIRA, 2000).
Silva et al. (2003) concluiram que pelo menos 133 espécies de &rvores produzem frutos e
sementes que ja foram encontrados (inteiros ou triturados) no conteido estomacal de
tambaqui. A grande disponibilidade desses itens leva a espécie a inclui-los em sua dieta de
forma variada para conseguir melhor equilibrio de proteina, carboidratos, goduras e vitaminas
(ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998).

Em relagdo as condigBes de cultivo, em temperaturas equivalentes, o
metabolismo de rotina do tambaqui é aproximadamente igual em tanques e ambientes naturais
(SAINT-PAUL, 1984). Com o oxigénio dissolvido a niveis inferiores a 2 mg/L e a 30°C, o
tambaqui comeca a deprimir sua taxa metabdlica. Em alimentacdo ad libitum de tambaqui,
somente 80 % da racdo é consumida (VAN DER MEER; ZAMORA; VERDEGEM, 1997).
Para manutencdo dos individuos adultos e jovens, é necessario que o tambaqui consuma,
respectivamente, 23 e 19-20 kl/g de alimento seco (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998).
Considera-se que a concentracdo Gtima de proteina para a ragéo de tambaqui com mais de 100
g de peso deve variar entre 20-25 %, o teor de energia deve oscilar entre 12-15 kJ/g (2.800-
3.500 kcal/kg) (SILVA; PEREIRA FILHO; OLIVEIRA-PEREIRA, 2003).
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Tambaquis cultivados séo alimentados com racdo peletizada ou extrusada,
muito embora essa seja suplementada com frutas, restos de vegetais ou mesmo alimentos
industrializados, além de zooplancton produzido no préprio viveiro. A quantidade de proteina
nas racOes varia de 19% a 40% e sdo mais ricas em proteina que a dieta natural (ARAUJO-
LIMA; GOMES, 2005). Atualmente, o teor caldrico nas racfes para tambaqui é de 12 a 17
kl/g (53-67 kl/g de proteina) e esses valores sdo bastante proximos dos encontrados na dieta
do tambaqui silvestre (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005).

Segundo Van der Meer et al. (1997) altos niveis de crescimento de tambaqui
obtidos dentro de condicfes laboratoriais sugerem que esta espécie pode ser um candidato
apropriado para producdo dentro de condi¢Oes de aqlicultura intensiva. Entretanto, as taxas
de crescimento para tambaqui registradas séo, muitas vezes, de dificil comparagéo, por causa
dos protocolos experimentais utilizados. Aparentemente, experimentos conduzidos em
aquarios levam a taxas de crescimento menores que tanques e viveiros. Os resultados obtidos
com peixes maiores sdéo menos claros (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005). Outras fontes
alternativas de alimentos para o tambaqui, apesar de serem mais baratas, levam a taxas de
crescimento inferiores as obtidas com ragdes balanceadas. Tambaquis alimentados com racoes
feitas com pupunha, milho, frutas da floresta, tortas de babagu, em geral apresentaram taxas
de crescimento inferiores aos alimentados com as ragdes granuladas balanceadas (ARAUJO-
LIMA; GOULDING, 1998).

Embora varios estudos com essa espécie sobre aspectos de sua auto-ecologia
tenham delimitado seu habito alimentar onivoro (HONDA, 1974; GOULDING;
CARVALHO, 1982; SILVA; PEREIRA-FILHO; OLIVEIRA-PEREIRA, 2000) e tentado
eleger uma dieta adequada e que atenda a suas exigéncias nutricionais (MACEDO, 1979;
ECKMANN, 1987; SAINT-PAUL, 1991; MORI, 1993; ROUBACH, SAINT-PAUL, 1994,
VAN DER MEER; ZAMORA; VERDEGEM, 1997; SILVA; PEREIRA-FILHO;
OLIVEIRA-PEREIRA, 2000; SILVA; PEREIRA FILHO; OLIVEIRA-PEREIRA, 2003; DE
ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; CORREA et al., 2007; DE ALMEIDA et al.,
2010), pouco pOde ser concluido sobre sua nutricdo, sua capacidade digestiva e seu
metabolismo e, os resultados até aqui gerados ndo sdo suficientes para o entendimento

completo de sua nutrigéo.
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3 JUSTIFICATIVA

O cultivo do tambaqui, assim como da maior parte dos organismos aquaticos,
depende principalmente de alimentos artificiais, e a alimentacdo geralmente constitui a fragéo
mais significativa nos custos operacionais das empresas dedicadas ao cultivo semi-intensivo
ou intensivo de peixes (TACON, 1989). Isso torna os estudos sobre as exigéncias nutricionais
das espécies aquéticas indispensavel ao desenvolvimento da aqlicultura. Além disso, o
conhecimento sobre a biologia de tambaqui pode possibilitar o estabelecimento de
metodologias adequadas ao manejo desses animais no nosso pais, visto que a criagdo artificial
envolve o manejo e o desenvolvimento das espécies em condigdes diversas daquelas do
habitat natural (SAINT-PAUL, 1984). Neste contexto, pesquisas sobre o mecanismo digestivo
e o0 destino dos produtos finais da digestdo podem contribuir para a utilizagdo de dietas com
melhor custo-beneficio, bem como beneficiar o estudo comparativo entre peixes tropicais.
Também, dados que relacionam taxa carboidrato/lipidio da dieta com eficiéncia digestiva,
metabolismo e desempenho produtivo em peixes tropicais de &gua-doce permanecem
escassos.

Em prévios estudos com tambaqui foram investigados os efeitos dos teores de
proteina e lipidio nas atividades das enzimas digestivas (DE ALMEIDA; LUNDSTEDT;
MORAES, 2006), no metabolismo e ganho em peso (DE ALMEIDA et al., 2010) e os efeitos
de diferentes teores de carboidrato na atividade das enzimas digestivas e no metabolismo
intermediario (CORREA et al., 2007). Entretanto, a caréncia de informacBes sobre a
utilizagdo de fontes energéticas ndo protéicas na dieta dessa espécie considerando seu habito
frugivoro-herbivoro, motivou o presente estudo ja que, torna-se necesséario avaliar o potencial
de utilizagdo de lipidios e carboidratos como poupadores de proteina para seu crescimento.
Desde que qualquer desbalanco nos recursos de energia ndo-protéicos e/ou seus teores de
inclusdo na dieta afetam diretamente o desempenho e metabolismo dos peixes, € primordial
determinar a taxa carboidrato/lipidio que produza os melhores resultados de crescimento e
utilizacdo de nutrientes.

Desse modo, o presente trabalho o tambaqui foi estudado com o propdsito de
se obter informacBes sobre seu desempenho, processo digestivo e perfil metabdlico em
resposta a diferentes taxas carboidrato/lipidio das dietas, visando adequar suas exigéncias
nutricionais. As ferramentas escolhidas para avaliar a eficiéncia digestiva (enzimas digestivas)

e a utilizacdo dos nutrientes da dieta (metabolismo) vém apresentando respostas satisfatorias
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em outras espécies (MORAES; BIDINOTTO, 2000; LUNDSTEDT; MELO; MORAES,
2004; DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et al., 2006; CORREA et al.,
2007; DE ALMEIDA et al., 2010) e estdo sendo usadas para otimizar a composi¢ao dos
nutrientes das dietas e desvendar sua estratégia alimentar.

FIGURA 1: Exemplar de juvenil de tambaqui, Colossoma macropomum.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal escolher a taxa carboidrato/lipidio
adequada a dieta de tambaqui, que permita o efeito poupador de proteina. Para atingir este
objetivo, alguns parametros foram avaliados nos peixes alimentados com as diferentes dietas
experimentais, como:

- Desempenho produtivo, através de pardmetros de crescimento;

- Eficiéncia digestiva, através do perfil das atividades enzimaticas digestivas:
proteases, amilase, lipase e fosfatase alcalina;

- Perfil metabdlico, através da quantificacdo de intermediarios metabdlicos e da

atividade de algumas enzimas envolvidas no metabolismo intermediério.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material bioldgico e manejo

O experimento e as analises bioquimicas foram realizados no Laboratorio de
Bioquimica Adaptativa do Departamento de Genética e Evolucédo, na Universidade Federal de
Séo Carlos, Séo Paulo, no periodo de janeiro de 2009 a julho de 2010. Cem exemplares de
juvenis de tambaqui foram doados pela Piscicultura Polettini, localizada em Mogi Mirim/S&o
Paulo. Os peixes passaram por um periodo de aclimatacdo de uma semana em tanques de
2000L com temperatura controlada e aeragéo constante, recebendo ragéo extrusada comercial

contendo 27% de proteina bruta, antes do inicio do experimento.

5.2 Desenho Experimental

Apos o periodo de aclimatagdo, setenta e dois peixes pesando 52,82 + 12,99 e
14,94 + 1,2cm foram igualmente distribuidos em nove caixas de 250 litros (oito peixes por
caixa), em um sistema fechado, com &gua termostatizada sob fluxo continuo e aeragéo
constante. Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia até a saciedade com dietas
extrusadas, isoprotéicas (26,4% de proteina bruta) e isocaldricas (~3.900kcal/kg), com
diferentes taxas carboidrato/lipidio (CHO/L): 30,5/13,7% na dieta I, 40,5/9,1% na dieta II,
50,0/4,8% na dieta Il (Tabela 1) durante 45 dias. Cada tratamento (dieta) foi feito em
triplicata (trés caixas por tratamento). A taxa Energia Bruta/Proteina Bruta (EB:PB) (15) e a
porcentagem de proteina bruta (26,5%) utilizadas nas dietas experimentais foi escolhida com
base em estudos prévios com a espécie (DE ALMEIDA et al., 2010). Os ingredientes
utilizados foram analisados quanto a composicéo bromatolégica (AOAC., 2000).

Apos o periodo experimental, a alimentagdo foi interrompida 24 horas antes do
abate dos peixes. Foram coletados oito peixes por caixa (vinte e quatro exemplares de cada
dieta) que foram anestesiados em solucdo de benzocaina (100mg/L de &gua). Imediatamente
apos foi realizada a biometria final e quinze peixes de cada dieta foram puncionados na veia
caudal com seringas heparinizadas, para a coleta de sangue, e posteriormente abatidos por
sec¢do medular. O sangue foi centrifugado a 13.400 x g por trés minutos para obtenc¢éo do
plasma. O plasma foi congelado em nitrogénio liquido. O figado e o musculo branco foram
coletados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -20°C para
posteriores determinacfes de atividades enziméticas e intermediarios metabdlicos. O trato

digestdrio foi extraido, dividido em estdbmago (E), cecos piléricos (CP), intestino anterior (1A)
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e posterior (IP) e imediatamente congelado em nitrogénio liquido e mantidos a -20°C para as

determinagdes das atividades das enzimas digestivas.

TABELA 1: Composicdo das dietas experimentais (baseada na matéria natural).

Ingredientes (%) 1(30/11) 11(40/9) 111(50/5)
Farinha de peixe * 32,0 30,0 29,5
Farelo de soja’ 8,0 8,0 8,0
Milho ® 33,0 47,0 40,0
Amido de milho 0,0 0,0 16,5
Farelo de arroz 4,0 40 4,0
Oleo vegetal *° 9,0 4,0 0,0
Vitamina-mineral premix* 2,0 2,0 2,0
cMmcC? 12,0 5,0 0,0
Composigéo calculada
Matéria seca * 91,2 89,8 89,1
Proteina Bruta * 26,5 26,5 25,7
ENN # 30,5 40,5 50,0
Extrato Etéreo * 13,7 9,1 48
Fibra Bruta * 12,9 6,5 15
Energia Bruta 39925 3989,5 3947,1
EB:PB°> 15 15 15
CHO: L® 2 4 10
Proteina Digestivel* 22 22 21
Energia Digestivel* 3223,7 3225,3 3240,8

l-Composi(;z?lo 1000g: Vit. A 600000 I1U; Vit. D3 600000 I1U; Vit. E 12000 IU; Vit. K3 1200mg;
Vit. B1 1200mg; Vit. B2 1536mg; Vit. B61287 mg; Vit. B124000 mg; Folato 198mg; Pantotenato
3800mg; Vit. C 48000mg; Biotina 20mg; Colina 30000mg; Niacina 19800mg; Ferro 25714mg;
Cobre 1960mg; Manganés 13334mg; Zinco 6000mg; lodo 948mg; Cobalto 2mg; Selénio
30,10mg. 2-Oleo de soja; *-Carboximetilcelulose de sédio USP. Labsynth®Produts para
Laboratério Ltda (Diadema-SP); *-Expressa em %. “-Composicdo %: 93,08 matéria seca, 28,38
cinzas, 5,87 lipidio, 1,53 fibra bruta, 53,72 proteina bruta, Ca?* 8,94, Fésforo 5,46 e energia bruta
3.795cal/g. B-O milho néo foi previamente cozido. Composicio em %: 88,45 matéria seca, 1,31
cinzas, 3,81 lipidio, 2,29 fibra bruta, 7,30 proteina bruta, calcio 0,06, fésforo 0,24 e energia bruta
4.226¢allg. C-Composig&o em %: 95,00 matéria seca, 0,13 cinzas, 0,59 lipidio, 78,63 fibra bruta,
0,15 proteina bruta. °-Composicdo: energia bruta: 9.811 cal/g. E-Expressa em kcal/kg e foi
calculada descontando a energia da celulose. --ENN Extrato N&o-Nitrogenado (carboidrato): em %
e foi calculado como % MS — (PB+EE+MM+FB), sendo MS = matéria seca, PB = proteina bruta,
EE = extrato etéreo, MM = matéria mineral e FB = fibra bruta. >-Taxa Energia Bruta:Proteina
Bruta. 8-Taxa carboidrato:lipidio. 7-Composi(;aio em %: 89,36 matéria seca, 5,17 cinzas, 0,89
lipidio, 4,59 proteina bruta e energia bruta de 18.40 MJ. "Digestibilidade dos ingredientes para o
pacu (Piaractus mesopotamicus) de acordo com Abimorad e Carneiro (2004).

5.3 Condigdes Ambientais
A 4gua foi continuamente recirculada através de um filtro de areia e mantida

em 27,3+ 0,1°C; pH 6,5 + 0,1; oxigénio dissolvido 4,2 + 0,4mg/L e NH;" 0,1 +0,01pg/L. Os
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pardmetros fisico-quimicos da agua dos tanques experimentais foram mantidos dentro da
faixa de conforto para a criagdo de peixes tropicais (VINATEA ARANA, 1997).

5.4 Variaveis de desempenho
Os valores de desempenho foram calculados para cada dieta experimental, de
acordo com as formulas descritas a seguir:

*Ganho em peso (GP) = (peso final - peso inicial)

*Ganho em comprimento (GC) = (peso final - peso inicial)

*Consumo de dieta (CD) = consumo medio de alimento / tempo experimental

*Conversdo alimentar (CA) = consumo de alimento / ganho em peso total

*Taxa de crescimento especifico (TCE) = (In peso final - In peso inicial)x100/
tempo

*Taxa de eficiéncia protéica (TEP) = ganho em peso vivo/proteina bruta
consumida

Fator de condigdo(k) = k= peso /comprimento“b” , sendo b obtido através da
equacao alométrica da relacio peso / comprimento: peso = a x comprimento®

55 Indice Hepato-somatico (IHS)

O IHS foi calculado a partir da seguinte equacao:

IHS=PF/PT x 100; sendo IHS=indice hepatossomatico; PF=peso do figado e

PT=peso total

5.6 Preparacdo dos homogeneizados celulares: extratos enzimaticos

Os tecidos coletados foram amostrados sobre superficie gelada e pesados em
quantidades apropriadas paras 0s ensaios. As fatias de tecido pesadas foram homogeneizadas
em tampdo de homogeneizagdo composto de fosfato de sédio 10mM e glicerina 50% (v/v)
ajustado para pH 7,0. Os extratos brutos foram feitos adicionando-se quantidade previamente
estabelecida (0,5 - 2,0g) de tecido a 1,0 mL de tampdo e entdo homogeneizados em um
homogeneizador tipo Potter Elvehjem por 1 minuto em banho de gelo. O homogeneizado foi
transferido para tubos de pléstico com capacidade de 2,0 mL.

A centrifugacdo de figado e masculo branco foi realizada a 600 x g por 3
minutos a 4°C e o sobrenadante foi centrifugado a 6.000 x g durante 8§ minutos a 4°C. Um
volume apropriado (50 + 10 pL) do sobrenadante, determinado por padronizagéo prévia, foi
utilizado como fonte de enzima para a determinagéo da atividade de glutamato desidrogenase
(GDH) no figado e de lactato desidrogenase e malato desidrogenase em figado e mdsculo
branco. A centrifugacdo das por¢des do trato digestorio (estbmago, cecos piléricos, intestino

anterior e intestino posterior) foi realizada a 4°C, a 13.400 x g por 3 minutos. O sobrenadante
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foi utilizado como para determinacéo da protease inespecifica, tripsina, quimiotripsina, lipase,

amilase e fosfatase alcalina.

5.7 Determinagdes enzimaticas
O teor de proteina total dos homogeneizados celulares para as determinacées

das atividades enzimaticas especificas foi determinado pelo método de Kruger (1994).
5.7.1 Enzimas digestivas

5.7.1.1 Protease Inespecifica

Para os ensaios da atividade proteolitica inespecifica foi utilizado o método de
hidrdlise da caseina, adaptado de Walter (1984). Tampdes 0,2 M glicina/HCI com pH 2,0 para
0 estdbmago e pH 8,0 para cecos pildricos e intestino anterior foram usados para as diferentes
porcOes do trato gastrintestinal. A mistura de reacdo foi composta por tampdo adequado
(500uL), caseina 1% (500uL) como substrato e aliquota previamente ajustada do
homogeneizado como fonte de enzima. Ap6s 60 minutos de incubacdo a 25°C, a reagdo foi
interrompida com 500uL de TCA 20% (acido tricloroacético), mantida em gelo fundente por
aproximadamente 30 minutos e o precipitado removido por centrifugagdo a 12.000 x g por 3
minutos para leitura do sobrenadante em 280nm. Todas os pontos foram ensaiados em
duplicata e, comparados a dois brancos, um de enzima (onde a quantidade de enzima foi
substituida por agua) e outro de substrato (onde o substrato foi substituido por 4gua destilada).
A tirosina foi utilizada como padréo e uma unidade de atividade enzimética especifica foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para formar 1ug de tirosina, por minuto (U),

e expressa em miligrama de proteina (U/mg de proteina).

5.7.1.2 Tripsina

A atividade proteolitica de tripsina foi determinada conforme metodologia
proposta por Hummel (1959) nos homogeneizados celulares de cecos piléricos e intestino
anterior. Foi utilizado tampéo TRIS 0,2M e CaCl2 0,01M com pH ajustado para 8,1 sendo
que o substrato (1,04mM) TAME (p-toluenossulfonil L-arginina-etilester) foi diluido em
tampéo. A reacdo era incubada a 25°C por um minuto. Uma unidade de tripsina foi
estabelecida como a variacdo de absorbancia do substrato em 274nm ap6s sua hidrdlise

completa e expressa como 1pumol de arginina/minuto/mg de proteina.
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5.7.1.3 Quimiotripsina

A atividade proteolitica de quimiotripsina foi determinada conforme Hummel
(1959) nos homogeneizados celulares de cecos pildricos e intestino anterior. Foi utilizada a
mistura de reagdo contendo tamp&o TRIS 0,2M e CaCl2 0,01M pH 7,8 e 0,001mM de BTEE
(benzolil-L-tirosina etilester) como substrato de reagéo. A reagéo era incubada a 25°C por um
minuto. Uma unidade de quimiotripsina foi estabelecida como a variagdo de absorbéncia do
substrato em 256nm apds sua hidrolise completa e expressa como 1pmol tirosina/minuto/mg

de proteina.

5.7.1.4 Lipase

A atividade de lipase néo-especifica foi determinada segundo metodologia
adaptada de Albro et al. (1985) nos homogeneizados celulares de estdmago, cecos piléricos e
intestino anterior. A reacéo foi incubada em meio contendo 0,4mM p-nitrofenil miristato em
solucdo tampéo 24mM de bicarbonato de aménio pH 7,8 e 0,5% Triton X-100. Apds trinta
minutos, a reacdo era interrompida pela adicdo de NaOH 25mM. A densidade Optica era
registrada a 405 nm e uma unidade de atividade enzimética especifica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar 1umol de substrato hidrolisado por minuto (U)

por mg de proteina (U/min/mg proteina).

57.1.5 Amilase

A atividade amilohidrolitica foi estimada nos homogeneizados celulares de
estbmago, cecos piloricos e intestino anterior segundo método proposto por Bernfeld (1955)
apds modificacdo. Na mistura de reacdo contendo 1,0mL de solucdo de amido 5% em tampéo
citrato/fosfato 0,2M (pH 7,0) e 0,5mL de solucdo de NaCl 0,5% como cofator enzimético, era
adicionado um volume adequado de homogeneizado celular. A reacdo era incubada a 25°C
por 30 minutos e interrompida com 1,0mL de solugdo 5% ZnSO4:Ba(OH), 0,3N.
Posteriormente, a mistura de reagdo era centrifugada a 12.000 x g por 3 minutos e no
sobrenadante determinava-se a concentracdo de glicose livre em 690nm pelo método
colorimétrico de Park e Johnson (1949). A atividade especifica foi expressa em pmoles de

agUcares redutores totais/minuto/mg de proteina (U/mg proteina).

5.7.1.6 Fosfatase alcalina (FALC)
A atividade de fosfatase alcalina foi determinada nos homogeneizados
celulares de intestino total pelo método modificado de Bretaudiere e Spilman segundo

Bergmeyer (1983). A uma aliquota de homogeneizado celular era adicionada 100uL de p-
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nitrofenilfosfato (0,12M) em uma mistura contendo 2,7mL de tampé&o glicina pH 8,5 (0,05M)
e MgCI2 (0,01M). Apds incubacéo a 30°C por tempo previamente padronizado, a reagao era
interrompida pela adi¢éo de 400uL de NaOH (2.0N) e os tubos eram centrifugados a 5000 x g
por trés minutos. O sobrenadante era lido em 405 nm contra um branco de reacdo e o produto
de reacéo foi quantificado pelo coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol (&0s= 18,200 M
1

cm™) previamente determinado. A atividade enzimatica foi expressa em nmoles de p-

nitrofenolato/min/mg de proteina (U/mg proteina).
5.7.2 Enzimas do Metabolismo

5.7.2.1 Desidrogenases

A atividade das trés desidrogenases foi determinada por uma adaptacdo do
método de Hochachka et al. (1978) que se baseia na oxidacdo do NADH determinada
cineticamente em 340nm. O coeficiente de extingdo molar do NADH (6,2/mM/cm) foi

determinado previamente e utilizado no célculo de atividade especifica.

Lactato desidrogenase (LDH)

A reacdo da LDH foi monitorada durante 2 minutos com registros de 15 em 15
segundos a 340nm, em meio de reacdo contendo 200uL de acido piravico (0,05M), 100uL de
NADH (2mM) e 1,7mL de tampdo Tris pH 7,5 (0,05M), ao qual era adicionado o
homogeneizado celular. A atividade enzimética de figado estd expressa em nmoles/minuto/mg
proteina (mU/mg proteina) e de musculo branco em pmol/minuto/mg proteina (U/mg

proteina).

Malato desidrogenase (MDH)

A reacdo da MDH foi monitorada durante 2 minutos com registros de 15 em 15
segundos em 340nm, em um meio de reacdo contendo tampéo imidazol pH 7,0 (0,05M),
NADH 0,2mM e oxaloacetato 0,33mM, ao qual era adicionado o homogeneizado celular. A
atividade enzimética de figado esta expressa em nmoles/minuto/mg proteina (mU/mg

proteina) e de musculo branco em pmoles/minuto/mg proteina (U/mg proteina).

Glutamato desidrogenase (GDH)
A reacdo da GDH foi monitorada durante 2 minutos com registros de 15 em 15
segundos a 340nm, em um meio de reacdo contendo 2mL de um coquetel constituido por

tamp&o imidazol pH 7,0 (0,05M), NADH 0,1mM, ADP 1mM, o-cetoglutarato 5mM, e
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acetato de aménio 250mM, adicionado de homogeneizado celular. A atividade da enzima esta

expressa em nmoles/minuto/mg proteina (mU/mg proteina).
5.8 Intermediarios metabdlicos

5.8.1 Preparacéo dos extratos 4cidos

Nas determinagdes de lactato, piruvato e amonia, os tecidos previamente
congelados foram pesados e colocados em tubos de ensaio. Em seguida foram tratados com
acido tricloroacético (TCA) 20% em proporcBes variaveis para cada tecido, e
homogeneizados durante 1 minuto, permanecendo a amostra sempre em gelo fundente. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g por 3 minutos e o sobrenadante foi utilizado nas

determinacgdes dos intermediarios.

5.8.2 Preparacéo dos extratos alcalinos

Nas determinacdes de glicogénio, o tecido foi pesado e colocado em tubos de
ensaio, ao qual era adicionado 1mL de KOH 6,0N. Em seguida, os tubos foram mantidos em
banho fervente por 5 minutos e posteriormente agitados para a dissolugdo completa dos

tecidos.

5.8.3 Preparacéo dos extratos neutros

Na determinagéo de glicose, aminoacidos livres, &cidos graxos, triglicerideos e
proteina, os tecidos foram homogeneizados em 4&gua destilada utilizando-se um
homogeneizador tipo Potter Elvehjem e centrifugados a 12.000 x g por 3 minutos. O

sobrenadante foi utilizado para a determinagdo dos intermediarios.
5.9 Determinagdo dos intermediarios metabdlicos

5.9.1 Glicose

A quantificacdo de glicose foi realizada pelo método da Glicose Oxidase
(TRINDER, 1969) nos homogeneizados de figado e musculo branco e no plasma. Uma
amostra de 10uL (plasma total ou extrato neutro dos demais tecidos) e 190uL de reagente do
kit foram pipetados em uma micro-placa, incubados a 37°C no escuro por 10 minutos,
seguido de leitura em espectrofotdbmetro a 525nm com um leitor de micro-placas
(Termomax®, Molecular Devices). Seu valor esta expresso em mg/g de tecido ou mg/mL de

plasma.
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5.9.2 Glicogénio

O glicogénio foi quantificado segundo Bidinotto et al. (1998) nos
homogeneizados celulares de figado e musculo branco. Transferiam-se 250uL do extrato
alcalino para um tubo limpo, ao qual eram adicionados 3ml de etanol P.A. Em seguida,
adicionava-se 100uL de K,SO4 10%. Apos agitacéo, o tubo era centrifugado a 5000 x g por 3
minutos, e 0 sobrenadante era descartado, invertendo-se o0 tubo. O precipitado era
ressuspendido em 2,5mL de &gua destilada, o tubo era agitado e as amostras, utilizadas para
determinacgdo de glicose pelo método de Dubois (1956). Esta analise consiste na adicdo de um
volume adequado de dissolugdo a 500uL de fenol 4,1 % e 2,0mL de acido sulfurico
concentrado, rapidamente adicionado ao meio de reagdo. Os tubos de reagdo eram
imediatamente resfriados em banho de &gua e a leitura Optica realizada em 480nm. A
concentracdo de agUcares totais foi estimada contra um padrdo de glicose 1mM e esta

expressa em umoles de glicosil glicose/mg de tecido.

5.9.3 Lactato

A concentracdo de lactato nos tecidos e no plasma foi determinada segundo o
meétodo de Harrower e Brown (1972), que se baseia na complexagéo do lactato com o0 CuSOsa,
sendo o lactato revelado pelo p-fenilfenol em &cido sulfarico. Para as determinacdes, o0 extrato
acido era diluido em 500uL de &gua destilada e em seguida 20uL de CuSO, 4% e 3,5mL de
H,SO,4 concentrado eram adicionados lentamente e depois os tubos eram agitados para a
mistura das fases. Ap6s fervura por 5 minutos, esfriavam-se e adicionavam-se 75uL de p-
fenilfenol. Esperava-se 1 hora, agitando a cada 15 minutos, e apdés nova fervura por 1,5
minutos procedia-se a leitura dptica em 570nm. Utilizou-se como padrdo uma solucdo de

100nmoles de &cido latico e os valores estdo expressos em pmoles/g tecido ou mL de plasma.

5.9.4 Piruvato

O piruvato foi determinado segundo Lu (1939) pela reagdo da
dinitrofenilhidrazina nos extratos de figado, musculo branco e plasma. O extrato cido era
diluido em 500ul de A&gua destilada. A mistura eram adicionados 250uL de
dinitrofenilhidrazina que permanecia em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Em seguida,
3ml de NaOH (1,3N) eram adicionados a reacéo e a leitura Optica era feita em 440nm. A
concentracdo de piruvato foi estimada contra um padrdo de 100nmoles de piruvato de sodio

sendo expressa em umoles/g tecido ou mL de plasma.
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5.9.5 Aminoécidos livres (AAL)

Os AAL foram determinados por uma modificacdo do método de Copley
(1941) nos extratos celulares de figado e musculo branco e no plasma. Os extratos neutros
foram diluidos em 200uL de &gua destilada e posteriormente 2mL de ninhidrina 0,1% (em
propanol) foram adicionados a reacdo. Os tubos de ensaio foram vedados para impedir a
evaporacgédo da ninhidrina e mantidos em banho-maria a 40°C por 30 minutos. A leitura foi
realizada em 570nm contra um padrdo 100nmoles de acido aminoacético sendo os valores

expressos em umoles/g tecido ou mL de plasma.

5.9.6 Proteinas soluveis

O teor de proteina das amostras de figado, musculo branco e plasma foi
determinado segundo Kruger et al. (1994) em 10uL de amostra (plasma total e demais tecidos
preparados em extrato neutro) aos quais foram adicionados 190uL de reativo de Bradford
(100mg de Comassie blue G250 em 50mL de etanol 95% seguido de adi¢cdo de 100mL de
acido fosforico 85% e, volume completado para um litro com &gua destilada). Apés esta
mistura ser incubada a temperatura ambiente, no escuro, por 10 minutos, a leitura era feita a
620nm em um leitor de micro-placas (Termomax®, Molecular Devices) contra um padréo de

albumina (1mg/mL). Os valores estdo expressos em mg/g de tecido ou mg/mL de plasma.

5.9.7 Amoénia

A concentragdo de amonia foi determinada por Nesslerizagdo (GENTZKOW,
1942), em um volume adequado de extrato &cido transferido para um tubo de ensaio contendo
agua destilada, em um volume final de 2,0mL ao qual se adicionava 0,5mL de reativo de
Nessler. Apos vinte minutos em repouso, a leitura Optica era realizada em 420nm. A
concentracdo foi estimada contra um padréo contendo 100nmoles e os valores estdo expressos

em umoles/g tecido ou mL de plasma.

5.9.8 Triacilglicerois

A determinacdo de triacilglicerdis foi feita com o Kit Labtest Liquiform. Em
um volume de 10puL de plasma total ou de extrato neutro de figado e musculo branco, eram
adicionados 190uL do reativo do Kit. Apos esta mistura ser incubada a 37°C por 10 minutos,
a leitura das amostras era feita em 525nm em um leitor de micro-placas (Termomax®,
Molecular Devices). A leitura era realizada contra um padréo de triacilglicerdis 200mg/dL. As
concentracdes de triacilglicerol das amostras estdo expressas em mg/g de tecido ou mg/mL de

plasma.
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5.9.9 Acidos graxos livres

As concentracdes de &cidos graxos livres (AGL) foram determinadas de acordo
com a metodologia descrita por Norvak (1965). Eram adicionados 1,0mL de solucdo Dole
(heptana, alcool isopropilico e &cido sulfdrico na propor¢do de 1: 4:0,1) na amostra
constituida de aliquotas adequadas de plasma, figado e musculo branco, seguida de agitacéo
por 2 minutos. Posteriormente, eram adicionados 1,0mL de heptano e 2,0mL de agua
destilada, agitando-se novamente por inversdo. Uma amostra equivalente a 600uL da fase
superior era retirada e adicionada a uma mistura de cloroférmio:heptano (5:1 v/v), e 1,0mL de
reagente de cobalto. O reagente de cobalto é constituido por 1,32 volume de trietanolamina +
10 volumes de solucdo A (solucdo saturada de K,SO,4, 6g CO(NO3),6H,0 + 0,8mL de &cido
acético glacial em agua fervente) + 7 volumes de solucéo B (solucéo saturada de Na,SO,). Na
seqiiéncia, as amostras eram fortemente agitadas por 30 segundos e centrifugadas por 2
minutos a 3.000 x g. Desta mistura, retirava-se uma aliquota de 600uL & qual se adicionava
600uL de solucdo indicadora, constituida de 0,4% de a-nitroso B-naftal em etanol, diluida
12,5 vezes. A leitura Optica era realizada em 500nm e a concentracdo foi estimada contra um

padréo de &cido palmitico 4mM e expressa em umoles/g tecido ou mL de plasma.

5.10 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados considerando-se trés tratamentos (3 dietas)
com 3 repeticdes em um delineamento experimental totalmente casualizado. Foi aplicado o
teste ANOVA one-way para cada tratamento para verificar a normalidade dos dados e
similaridade de condigGes entre as repetigdes. O teste Kruskal-Wallis ANOVA on ranks foi
aplicado para excluir a possibilidade de diferenca aleatéria entre as triplicatas (P=1.00).
Subsequentemente, ANOVA one-way foi aplicada para todos os dados para comparar as
medias entre os tratamentos. Quando foram encontradas diferencas significativas (P<0,05), as
medias dos tratamentos foram comparadas pelo pos-teste de Tukey. Todos os dados estéo
apresentados como média + E.P.M. (erro padrdo da média) (com n=24 para parametros de

crescimento e n=15 para o restante dos dados).
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6 RESULTADOS

6.1 Desempenho Produtivo

A diminui¢do do conteudo de lipidio e o aumento concomitante do teor de
carboidrato nas dietas experimentais resultaram em diferencgas significativas nos parametros
de crescimento dos tambaquis durante o periodo experimental de 45 dias (Figura 2). As
maiores porcentagens de ganho em peso, ganho em comprimento, consumo relativo e fator de
condigdo foram apresentadas pelos animais alimentados com a dieta Il (40,5% CHO e 9,1%
lipidio) seguidos pelos peixes alimentados com a dieta | (30,5% CHO e 13,7% lipidio).

A taxa de conversdo alimentar e a TEP mantiveram-se constantes entre 0s
peixes alimentados com diferentes dietas. Os peixes alimentados com a dieta | apresentaram

o0s maiores valores de TCE seguidos pelos peixes alimentados com a dieta Il (Figura 2).
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FIGURA 2: Desempenho produtivo em % de tambaquis alimentados com diferentes taxas
carboidrato/lipidio(C/L) em trés dietas experimentais: | (30,5C-13,7L), Il (40,5C-9,1L), Il (50,0C-4,8L).
Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
(n=24). GP-ganho em peso, GC-ganho em comprimento, TCE-taxa de crescimento especifico, CR-consumo
relativo, CA-conversdo alimentar, K-fator de condigdo, TEP-taxa de eficiéncia protéica.
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6.2 Indice Hepato-Somatico
Os peixes alimentados com a maior relacdo carboidrato/lipidio (dieta I1)
apresentaram reducdo significativa do indice hepato-somatico quando comparados aos peixes
alimentados com as outras dietas (Figura 3).
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FIGURA 3: indice hepato-somatico (IHS) de tambaquis alimentados com diferentes taxas
carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: I (30,5C-13,7L), 1l (40,5C-9,1L), Il (50,0C-4,8L). Diferentes
letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=24).

6.3 Enzimas Digestivas
Os dados de atividade das enzimas digestivas de tambaquis alimentados com
diferentes taxas carboidrato/lipidio estdo apresentados na Tabela 2. Foi detectada hidrélise de

proteina, carboidrato e lipidio ao longo de todo o trato digestorio (Figuras 4, 5 e 6).

6.3.1 Estdbmago

A atividade da protease inespecifica estomacal aumentou significativamente
nos peixes alimentados com a dieta Il em comparacgdo aos peixes alimentados com as demais
dietas (Tabela 2 — Figura 4). A menor atividade especifica no estdbmago ocorreu ao nivel
maximo de carboidrato e minimo de lipidio (tratamento 1l1). Os peixes alimentados com as
dietas Il e Il apresentaram as maiores atividades especificas de amilase e lipase em

comparagéo aos peixes alimentados com a dieta | (Figura 4).
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FIGURA 4: Atividades de protease acida inespecifica, amilase e lipase do estdbmago de
tambaqui alimentado com diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: |1 (30,5C-13,7L), 1
(40,5C-9,1L), 1l (50,0C-4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. (n=15). U=pumol/minuto.

6.3.2 Cecos Pildricos

Esta porcdo do trato digestivo de tambaquis apresentou alta atividade
proteolitica. As atividades de protease inespecifica e de tripsina diminuiram
significativamente nos peixes alimentados com a dieta |1 em comparagdo com as demais. A
atividade de quimiotripsina aumentou significativamente nos cecos piléricos dos peixes
alimentados com a dieta 111 em relagdo as outras dietas (Figura 5).

A atividade amilohidrolitica aumentou significativamente nos cecos pildricos
dos peixes alimentados com a dieta | (menor quantidade de carboidrato) em relagdo aos
demais, enquanto que a atividade lipolitica aumentou significativamente nos peixes
alimentados com a dieta Il quando comparados aos demais grupos (menor quantidade de
lipidio) (Figura 5).
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FIGURA 5: Atividades de protease inespecifica, tripsina, quimiotripsina, amilase e lipase de
cecos piléricos de tambaqui alimentado com diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: |
(30,5C-13,7L), 1l (40,5C-9,1L), 111 (50,0C-4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05.
Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=15). U=pmol/minuto.

6.3.3 Intestino Anterior
N&o houve diferenca significativa entre as atividades de tripsina do
intestino anterior dos peixes alimentados com as diferentes dietas. Os peixes alimentados com
as dietas Il e Il aumentaram as atividades de quimioitripsina e amilase em comparagdo a
dieta I. Esta porgdo do trato digestivo apresentou aumento da atividade lipolitica conforme a

taxa CHO/L das dietas experimentais (Figura 6).
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FIGURA 6: Atividades de tripsina, quimiotripsina, amilase e lipase do intestino anterior de
tambaqui alimentado com diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: |1 (30,5C-13,7L), 1
(40,5C-9,1L), 1l (50,0C-4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. (n=15). U=pumol/minuto.
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6.3.4 Intestino Total
Esta porgdo do trato digestivo dos peixes alimentados com a dieta Il
apresentou reducdo significativa da atividade especifica da fosfatase alcalina em relagdo aos

peixes alimentados com as demais dietas (Figura 7).
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FIGURA 7: Atividade especifica da fosfatase alcalina do intestino de tambaqui alimentado
com diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: 1 (30,5C-13,7L), Il (40,5C-9,1L), Il
(50,0C-4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. (n=15).

TABELA 2: Atividades especificas das enzimas digestivas nas por¢des do trato gastrintestinal
de tambaqui alimentado com diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais.

Dietas (CHO/L)

Enzima Porcgéo I (30,5/13,7) 11 (40,5/9,1) 111 (50,0/4,8)
Protease E 132,05+15,01® 153,74+ 12,31% 108,01+10,94°
c.Pp 154,20+8,71*  101,06+7,38" 166,39+10,95°
Tripsina C.P 1,74+0,08° 1,27+0,09" 1,7040,07°
LA 0,28+0,01 0,22+0,02 0,24+0,02
Quimiotripsina c.P 0,75+0,03" 0,78+0,07° 1,00+0,05°
I.A 0,56+0,03° 0,77+0,022 0,69+0,02°
FALC I.T 61,8748,39°  43,39+6,77®  29,62+4,07°
Lipase E 2,47+0,23° 3,80+0,16° 4,27+0,36°
C.P. 1,21+0,10° 1,55+0,12" 2,12+0,14°
LA 2,78+0,15° 3,71+0,17° 4,36+0,11°
Amilase E 0,0840,006°  0,14+0,005°  0,14+0,005%
C.P. 12,62+0,77° 7,05+0,99° 6,85+0,82°
LA 0,01+0,001° 0,010,001  0,01+0,0018°

CHO = carboidrato, L = lipidio, E, estdmago; C.P, cecos pildricos; I.A, intestino anterior; I.T, intestino
total; FALC, fosfatase alcalina. Letras diferentes na mesma linha significa diferencas estatisticas (p <
0,05) (média + E.P.M.) (n=15). As atividades enzimaticas estdo expressas em U/mg de proteina.
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6.4 Taxa Tripsina/Quimiotripsina (T/Q)
Os cecos pildricos de tambaquis alimentados com a dieta Il (maior taxa
CHOJL) apresentaram a menor taxa T/Q quando comparados aos peixes alimentados com as

dietas I e 1l (Figura 8).
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FIGURA 8: Taxa tripsina:quimiotripsina (T/Q) de cecos piléricos de tambaqui alimentado com
diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: 1 (30,5C-13,7L), 1l (40,5C-9,1L), 1l (50,0C-

4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. (n=15).

6.5 Metabolismo Intermediario

6.5.1 Figado

O perfil metabolico hepético frente as mudancas na composicdo das dietas
experimentais esté representado na Tabela 3 e na Figura 9. Neste tecido as concentragdes de
glicose, glicogénio e lactato ndo apresentaram diferenca significativa entre os peixes
alimentados com as diferentes dietas. O teor de piruvato diminuiu significativamente nos
peixes alimentados com a dieta |1l em comparacéo aos alimentados com as dietas | e Ill. Este
perfil foi acompanhado por uma diminuicédo significativa das atividades da LDH e MDH nos
peixes alimentados com as dietas Il e I11.

Em relacdo ao metabolismo protéico, os teores de aminoécidos livres e amonia
ndo apresentaram diferenca significativa entre os peixes alimentados com as diferentes dietas
experimentais. A concentracdo de proteina e a atividade da GDH diminuiram
significativamente nos peixes alimentados com as dietas Il e Ill quando comparados aos
alimentados com a dieta I. No que diz respeito ao metabolismo lipidico, as concentracdes de
acidos graxos livres (AGL) e triacilglicerol (TG) reduziram significativamente nos peixes

alimentados com as maiores taxa CHO/L (dietas Il e I1) em relacéo & dieta I.
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FIGURA 9: Perfil glicidico, protéico e lipidico do figado de tambaqui alimentado com
diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: 1 (30,5C-13,7L), Il (40,5C-9,1L), 1l (50,0C-
4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. (n=15). LDH-lactato desidrogenase, MDH-malato desidrogenase, AAL-aminoacidos livres, GDH-
glutamato desidrogenase. U=pumol/minuto.
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TABELA 3: Média + erro padrdo da média dos intermedidrios metabdlicos e enzimas,

analisados no figado de tambaqui alimentado com diferentes taxas carboidrato/lipidio.

Dietas (CHO/L)

I (30,5/13,7) 11 (40,5/9,1) 111 (50,0/4,8)
Glicogénio™ 466,61+19,93  492,01+10,300  473,18+14,43
Glicose™ 3,70+0,08 3,80+0,06 3,70+0,07
Lactato” 10,49+0,27 10,27+0,15 9,66+ 0,27
Piruvato” 0,64+0,01° 0,59+0,01° 0,60+ 0,01
Aménia” 50,52+2,28 53,40+3,31 53,43+ 1,98
AAL" 32,38+0,77 32,56+0,86 32,20+ 1,28
Proteina 7,08+0,22° 5,95+0,22° 6,10+0,15"
AGL” 3,74+0,21° 2,43%0,16" 2,32+0,07"
TG ™ 105,10£7,00°  90,10+£6,00® 78,60+ 6,60"
LDH™ 229,00+ 10,00  159,00+16,00°  155,00+11,00°
MDH™ 33,00+ 1,00 22,00+1,00° 21,80+1,00°
GDH™ 250,00+12,00  130,00+12,00  124,0046,00

Letras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (P<0,05). CHO =
carboidrato e L = lipidio. U = nmol/minuto. “Expressos em pmol/g tecido;
“Expressos em mg/ml; ““Expressos em U/mg proteina. AAL-aminoécidos livres;
AGL-4cidos graxos livres; TG-triacilglicerdis; LDH-lactato desidrogenase; MDH-
malato desidrogenase; GDH-glutamato desidrogenase.

6.5.2 Musculo Branco

O perfil metabdlico do masculo branco frente as mudancas na composi¢do das
dietas experimentais esta representado na Tabela 4 e na Figura 10. Neste tecido ndo foram
observadas diferengas significativas nas concentragdes de glicose e piruvato. A concentragéo
de glicogénio aumentou significativamente no musculo branco dos peixes alimentados com as
dietas 11 e 111 (em funcdo do aumento de carboidrato na dieta) quando comparados a dieta I. O
teor de lactato diminuiu significativamente a partir da dieta I. Este perfil foi acompanhado por
diminuicéo significativa da atividade de LDH no musculo dos peixes alimentados com a dieta
Il quando comparados as dietas | e Il. A atividade da MDH manteve-se constante.

Em relagdo ao metabolismo protéico, a concentragdo de amino&cidos livres ndo
apresentou variages significativas. A concentracdo de amdnia aumentou no masculo dos

peixes alimentados com a dieta contendo menos lipidio e mais carboidrato (dieta I11) em
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relacdo as dietas | e Il, e este perfil foi acompanhado pela reducéo do teor de proteina neste
grupo. Em relagcdo ao metabolismo lipidico, a concentracdo de TG diminuiu enquanto que a

de AGL aumentou significativamente no musculo dos peixes alimentados com a dieta Il as

dietas I e Il.
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FIGURA 10: Perfil glicidico, protéico e lipidico do musculo branco de tambaqui alimentado
com diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: 1 (30,5C-13,7L), Il (40,5C-9,1L), Il
(50,0C-4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. (n=15). LDH-lactato desidrogenase, MDH-malato desidrogenase, AAL-aminoacidos livres.
U=pmol/minuto.
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TABELA 4: Média + erro padrdo da média dos intermedidrios metabdlicos e enzimas,
analisados no musculo branco de tambaqui alimentado com diferentes taxas carboidrato/lipidio.

Dietas (CHOI/L)

1 (30,5/13,7) 11 (40,5/9,1) 111(50,0/4,8)
Glicogénio™ 9,33+0,34" 10,42+0,14° 10,70+0,20°
Glicose™ 7,16+0,10 7,34+0,10 7,50+0,10
Lactato” 49,28+1,36 46,31+ 1,46% 40,23+2,38"
Piruvato” 0,69+0,03 0,74+0,03 0,65+0,01
Amoénia” 37,19+1,87° 42,57+1,21% 45,96+1,81°
AAL" 39,00+1,25 41,41+0,87 40,42+0,75
Proteina 32,30+ 1,22° 27,761,95° 20,28+1,95"
AGL" 0,14+0,01° 0,13+0,01° 0,17+0,01°
TG™ 21,80+0,60° 21,10+0,30® 20,10+0,40°
LDH™" 104,00+ 2,00°  100,00+2,00°% 69,00+1,00°
MDH™ 3154+140 3357+115 3229+107

Letras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (P<0,05). CHO =
carboidrato e L = lipidio. U = nmol/minuto. “Expressos em pmol/g tecido; ~“Expressos
em mg/ml; ““Expressos em U/mg proteina. AAL-aminoacidos livres; AGL-4cidos
graxos livres; TG-triacilglicer6is; LDH-lactato desidrogenase; MDH-malato
desidrogenase.

6.5.3 Plasma

O perfil metabolico do plasma frente & mudangas na composicéo das dietas

experimentais esta representado na Tabela 5 e na Figura 11. As concentragBes de glicose e

lactato ndo variaram significativamente. A concentracdo de piruvato aumentou nos peixes

alimentados com as dietas Il e Il em comparacdo a dieta I. Em relacdo ao metabolismo

protéico, a concentragdo de amonia plasméatica aumentou significativamente nos peixes

alimentados com a dieta Il (maior teor de carboidrato com o menor teor de lipidio), ao

mesmo tempo em que os teores de aminodcidos livres e proteina total diminuiram neste grupo

em comparagdo as demais dietas. Em relacdo ao metabolismo lipidico, o no plasma observou-

se aumento da concentracéo de TG e redugéo do teor de AGL nos peixes alimentados com a

dieta 11 em relacdo as dietas I e 1.
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FIGURA 11: Perfil glicidico, protéico e lipidico do plasma de C. macropomum alimentado
com diferentes taxas carboidrato/lipidio em trés dietas experimentais: 1 (30,5C-13,7L), Il (40,5C-9,1L), Il
(50,0C-4,8L). Diferentes letras significam diferencas estatisticas para p<0.05. Os valores estdo expressos como
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TABELA 5: Média + erro padrdo da média dos intermediarios metabdlicos analisados no
plasma de tambaqui alimentado com diferentes taxas carboidrato/lipidio.

Dietas (CHOIL)

1(30,5/13,7)  11(40,5/9,1)  111(50,0/4,8)
Glicose™" 14,30+0,50 14,90+0,20 14,10+0,20
Lactato” 154,96+19,19  128,02+1543  151,27+15,89
Piruvato” 28,51+0,33°  32,23+0,67°  31,0#1,51%
Amoénia~ 2,98+0,03" 3,22+0,04" 3,86+0,11°
AAL™ 10,48+0,49° 9,08+0,32° 8,80+0,29"
Proteina” 12,0840,95*°  12,69+0,60° 8,56+0,21°
AGL" 116,52+3,18*  119,47+4,65°  91,76%3,14°
TG 50,5042,40®°  4540+2,60°  55,60+1,60

Letras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (P<0,05). CHO =
carboidrato e L = lipidio. "Expressos em nmol/ml; “Expressos em pmol/g tecido;
““Expressos em mg/ml. AAL-aminoacidos livres; AGL-4cidos graxos livres; TG-
triacilglicerois.
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7 DISCUSSAO

Os peixes sdo conhecidos por utilizar preferencialmente proteina como recurso
de energia ao invés de carboidrato e lipidio. Entretanto, além de ser este o recurso mais caro
da racdo, o uso de proteina para atender a demanda energética implica em maior excrecdo
nitrogenada nos tanques de criacdo. Dessa maneira, a otimizacdo da utilizagdo de proteina da
dieta com a inclusdo cuidadosa de lipidios e/ou carboidrato é muito importante, tanto do
ponto de vista nutricional, como econdmico e ambiental (MOHANTA et al., 2008). Essa
minimizacdo da quantidade de proteina nas dietas com o aumento de carboidratos e lipidios
para suprir a demanda energética tornou-se um dos principais objetivos de pesquisa em
nutricio de peixes (FERNANDEZ et al., 2007); e uma das principais ferramentas para se
avaliar a adequacdo nutricional da dieta é a medida do desempenho produtivo e dos
pardmetros digestivos e metabolicos da espécie, como averiguados no presente estudo. Além
disso, segundo Meton et al. (1999), fatores somaticos, tais como peso corporal e hepético, e
fatores metabolicos, tais como concentracdo de metabélitos e determinagdo de atividade
enzimética, sdo atualmente usados para se determinar a capacidade de adaptacdo metabolica
de peixes a dieta oferecida; por exemplo, o indice hepato-somético (IHS), o teor de glicogénio
hepético e a atividade de enzimas chave do metabolismo intermediério tém estreita relagdo
com o estado nutricional e a taxa de crescimento em peixes (BASTROP; JURSS; WACKE,
1992; BONAMUSA et al., 1992; BRAUGE; MEDALE; CORRAZE, 1994; PELLETIER et
al., 1994; HONORATO, 2008).

7.1 Desempenho Produtivo

O crescimento e a eficiéncia de deposi¢do de nutrientes em peixes sdo as
ferramentas mais importantes e precisas no estudo da eficiéncia alimentar e exigéncias
nutricionais das espécies (BELAL, 2005), ja que o contetido de lipidio, proteina e carboidrato
e suas inter-relagfes influencia o seu crescimento (GAYE-SIESSEGGER et al., 2007).
Embora os niveis de proteina no crescimento dos peixes sejam importantes, a quantidade de
energia deve ser considerada (HAKIM et al., 2006). Além disso, as condi¢des de crescimento
do peixe sd8o muito importantes para a interpretagdo de pardmetros bioldgicos
(RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2009) tais como a capacidade digestiva e o perfil

metahdlico.
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Os tambagquis alimentados com a dieta contendo a maior taxa CHO/L (dieta II)
tiveram crescimento reduzido, como evidenciado pelos menores valores de GP, GC, TCE e K.
Essa resposta deveu-se provavelmente a diminuicdo significativa do consumo alimentar
(Figura 2), reduzindo assim o consumo global de nutrientes, dentre eles as proteinas. Esta
ingestdo reduzida de proteinas resulta em uma deficiéncia de aminoécidos que, por sua vez,
prejudica o crescimento (MELO et al., 2006). O crescimento reduzido pode ter sido devido
ainda & baixa utilizacdo de carboidratos como recurso energético quando o teor deste nutriente
esta acima de 40% na dieta. Por outro lado, os tambaquis alimentados com as dietas Il
apresentaram maior GP e GC; além de um fator de condicdo (K) maior quando comparado ao
dos peixes alimentados com as dietas | e Ill, indicando que tiveram um crescimento mais
saudavel e fizeram bom uso do alimento oferecido. O fator de condigdo é uma medida de
robustez e de salde, utilizada como forma de avaliar o bem estar do animal além de refletir as
reservas energéticas acumuladas, sendo considerado um bom indicador da condigdo
fisiologica (NG et al., 2000; MIHELAKAKIS; TSOLKAS; YOSHIMATSU, 2002; CHAGAS
et al., 2007; GAUTHIER; CAMPBELL; COUTURE, 2008; RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN et al., 2009).

Tal como observado em tambaqui, o crescimento de juvenis de corvina
Sciaenopus ocellatus, salmdo do Atlantico Salmo salar, bacalhau de Murray Maccullochella
peelii peelii, rohu Labeo rohita, piracanjuba Brycon orbignyanus e dourada, é maior nos
animais alimentados com dieta que apresentavam menor taxa CHO/L comparados aos
alimentados com maior taxa (CRAIG; WASHBURN; GATLIN, 1999; HEMRE; SANDNES,
1999; DE SILVA et al, 2002; SATPATHY; MUKHERJEE; RAY, 2003; BORBA;
FRACALOSSI; PEZZATO, 2006; COUTO et al., 2008). Entretanto, em enguia européia
Anguilla anguilla, turbot (pregado) Psetta maxima, halibut Paralichthys olivaceus e pacu, o
crescimento é reduzido com o aumento do teor de lipidio nas dietas em detrimento do teor de
carboidrato (menor taxa CHO/L), indicando que, diferentemente de tambaqui, essas espécies
utilizam mais carboidrato que lipidio para o crescimento (SUAREZ et al., 1995; REGOST et
al., 2001; LEE; KIM, 2005; ABIMORAD; CARNEIRO, 2007). Em outras espécies, tais como
perca gigante Lates calcarifer, linguado Solea senegalensis, pintado, sargo Diplodus sargus e
dourada, as diferentes taxas CHO/L das dietas ndo alteram o crescimento (CATACUTAN;
COLOSO, 1997; DIAS et al., 2004; MARTINO et al., 2005; SA; POUSAO-FERREIRA,;
OLIVA-TELES, 2007; ENES et al., 2008).

A taxa de conversdo alimentar e a taxa de eficiéncia protéica (TEP) dos

tambaquis ndo se alteraram, indicando que as diferentes taxas carboidrato/lipidio das dietas
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ndo influenciaram a converséo do alimento e da proteina em peso corporal. A comparacéo dos
pardmetros de crescimento entre as espécies é complexa visto que taxas de conversdo
alimentar e de eficiéncia protéica variam interespecificamente de acordo com o tamanho, o
nivel de atividade e os pardmetros ambientais (temperatura, concentracdo de amonia, oxigénio
dissolvido e etc.) do sistema de cultivo.

Os peixes alimentados com as dietas | e Il, além de apresentarem maiores
valores de taxa de crescimento, também apresentaram os maiores indices hepato-somaticos
(IHS) (Figura 3). Desde que mudangas morfoldgicas sdo resultantes da mobilizacdo end6gena
de lipidios, proteinas e carboidratos, o IHS permite monitorar a dindmica de utilizacdo das
reservas energéticas. Desse modo, os altos valores de IHS dos peixes alimentados com as
dietas | e Il podem indicar que o excesso de lipidio foi armazenado no figado, corroborado
pelo aumento de tamanho e pelos dados do metabolismo lipidico (Figura 9) deste 6rgao
(lipogénese aumentada nos peixes alimentados com as dietas | e I); e, a reducéo do IHS dos
tambaquis alimentados com maiores teores de carboidrato na dieta (dieta I11) pode indicar que
0 excesso de carboidrato ndo foi estocado no figado, também corroborado pela lipélise
(Figura 9) acentuada no figado dos peixes deste grupo. Entretanto, estudos tém demonstrado
que, para alguns peixes, o aumento do tamanho do figado ocorre com o aumento do nivel de
carboidrato da dieta em consequéncia do acimulo de glicogénio como reserva energética
(KIM; KAUSHIK, 1992; WILSON, 1994; HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHK, 2002).
Mas, a importancia dessa reserva nao esta ainda bem estabelecida (HEMRE; MOMMSEN,;
KROGDAHK, 2002). Muitos peixes dependem dos estoques de lipidio e proteinas durante a
falta de alimento, e os lipidios corporais constituem o principal modo de estoque de energia,
especialmente em espécie reofilicas como o tambaqui, que utilizam lipidio durante os
periodos de migracio (SUAREZ et al., 1995; BORBA; FRACALOSSI; PEZZATO, 2006).

Tal como em tambaqui, o IHS de corvina, bacalhau de Murray, linguado e
halibut é maior quando sdo alimentados com dieta contendo menor taxa CHO/L em
comparagdo com os alimentados com a maior taxa (CRAIG; WASHBURN; GATLIN, 1999;
DE SILVA et al., 2002; DIAS et al., 2004; LEE; KIM, 2005). Entretanto, em juvenis de
dourada acontece o contrario; peixes alimentados com as maiores taxas CHO/L apresentam 0s
maiores valores de IHS (METON et al., 1999; COUTO et al., 2008) ou ndo apresentaram
diferenca em relacdo a esse pardmetro frente & composicdo da dieta (ENES et al., 2008).
Outras espécies, como perca gigante, P. maxima, pintado, piracanjuba e sargo, nao
apresentam o IHS afetado pelas diferentes taxas CHO/L das dietas (CATACUTAN;
COLOSO, 1997; REGOST et al., 2001; MARTINO et al., 2005; BORBA; FRACALOSSI;
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PEZZATO, 2006; SA; POUSAO-FERREIRA; OLIVA-TELES, 2007). Isto indica que
existem diferencas entre as espécies no que diz respeito a dindmica de utilizacdo das reservas
energeéticas, visto que algumas acumulam glicogénio como reserva no figado, enquanto outras

acumulam lipidio neste 6rgdo.

7.2 Enzimas Digestivas

A habilidade dos peixes em transformar e usar os nutrientes da dieta depende
da distribuicdo das enzimas digestivas no trato digestivo e do contetdo enzimatico do suco
digestivo; crucial para a digestdo quimica. O trato gastrointestinal € o sistema de 6rgdos que é
inicialmente afetado por mudangas na ingestdo de nutrientes (HAKIM; HARPAZ; UNI,
2009), j& que a origem, o tipo e a quantidade desses podem alterar o perfil enzimatico do trato
digestdrio dos peixes (DEBNATH et al., 2007). Neste contexto, alguns estudos mostram que
0s peixes apresentam capacidade de modular seu perfil digestivo frente a diferentes recursos
alimentares (EL-SAYED; NMARTINEZ; MOYANO, 2000; GARCIA-CARRENO et al.,
2002), tipos de nutrientes (CHIU; PAN, 2002; EUSEBIO; COLOSO, 2002; GERMAN;
HORN; GAWLICKA, 2004) e niveis de nutrientes (LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004;
DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et al., 2006; CORREA et al., 2007;
DEBNATH et al., 2007) da dieta, sendo essa uma caracteristica adaptativa das espécies para
melhor utilizacéo da dieta oferecida (MORAES; BIDINOTTO, 2000). Além disso, a digestdo
do alimento parece ser um mecanismo de controle priméario de regulacdo do crescimento
(TORRISSEN; SHEARER, 1992), significando que a taxa de crescimento é dependente do
sistema digestério, onde ocorrem os processos de digestdo e absorgao.

Dessa forma, o conhecimento da fisiologia digestiva e da capacidade de
resposta & composicdo da dieta pode ajudar na escolha de ingredientes mais apropriados e no
desenvolvimento de dietas direcionados ao cultivo de peixes (MOHANTA et al., 2008;
PEREZ-JIMENEZ et al., 2009). Além disso, analise das atividades de enzimas digestivas é
um método facil e confidvel que pode ser usado como indicador do processo digestivo e da
condicdo nutricional do peixe (EROLDOGAN et al., 2008). Entretanto, s6 recentemente
alguns dados acerca da composicdo da dieta versus adaptacdo de enzimas digestivas em
teledsteos de agua doce vém sendo apresentados (LUNDSTEDT; MELO; MORAES, 2004;
DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; MELO et al., 2006; CORREA et al., 2007).

No presente estudo, foi detectada a hidrdlise de proteina, carboidrato e lipidio
ao longo de todo o trato digestorio de tambaqui e esse resultado era esperado j& que a

morfologia e a fisiologia do trato digestivo sdo mais flexiveis em peixes onivoros (HAKIM et
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al., 2006). Além disso, os peixes onivoros e herbivoros apresentam uma combinacdo do
comprimento intestinal com ampla distribui¢do das enzimas digestivas ao longo do intestino,
0 que aumenta a sua capacidade de utilizacdo dos varios componentes da dieta
(TENGJAROENKUL et al., 2000). O tambaqui, além de ser uma espécie onivora é também
oportunista e isso deve influenciar fortemente seu perfil enzimatico digestivo. Sabe-se que 0s
peixes da AmazoOnia sdo oportunistas no que se refere ao seu habito alimentar (VAL;
ALMEIDA-VAL, 1995), pois, além das mudangas relacionadas ao seu ciclo bioldgico, os
animais enfrentam uma mudanca sazonal extrema na regido, o que representa a introdugao de
varigveis extras na analise dos seus perfis enzimaticos digestivos. Segundo Lopez-Vésquez et
al. (2009), esses peixes apresentam todo o conjunto de enzimas digestivas sempre disponiveis,
como uma estratégia Util para utilizar todos os alimentos, embora isto demande gasto

energético extra para a manutencéo deste ‘arsenal’ enzimatico.

7.2.1 Proteases

Sabe-se que a utilizacdo de aminoacidos pelos peixes é limitada pela taxa de
producéo de nutrientes pelas enzimas digestivas ou pela capacidade dos mecanismos de
transporte destes nutrientes (TORRISSEN; LIED; ESPE, 1994; LEMIEUX; BLIER; DUTIL,
1999). Nesse sentido, a avaliacdo da atividade das proteases digestivas frente & composicéo da
dieta assume grande importancia e a detec¢do destas enzimas nos principais 6rgaos dos peixes
revela uma via comum de digestdo das proteinas. Grandes polipeptideos sdo quebrados pela
pepsina no estdbmago, seguido pelas atividades de endopeptidases e exopeptidases para
degradar a cadeia polipeptidica em aminoacidos para absor¢do (NATALIA et al., 2004).

No presente estudo, o onivoro tambaqui apresentou altas atividades
proteoliticas no estdbmago e cecos pildricos, colocando essas duas por¢des como as principais
responsaveis pela maior parte da digestdo de proteinas nesta especie. Estudos prévios com
tambaqui j& haviam reportado alta atividade proteolitica nestas porcbes do trato digestdrio
(DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; CORREA et al., 2007). A principal fungo
do estdbmago em vertebrados € o inicio da digestdo de proteina (CHAKRABARTI et al., 1995)
e, 0S cecos piléricos sdo, na verdade, uma extensdo do intestino onde acontece vigorosa
atividade de degradacdo de proteinas (HARPAZ; UNI, 1999). Segundo Eroldogan et al.
(2008), a digestdo de proteinas € um processo complexo em peixes e ocorre ndo somente no
estbmago, mas também em outras partes do sistema digestivo tais como cecos piléricos e
intestino. Bezerra et al. (1999), estudando tambaqui, encontraram a maior atividade

proteolitica em pH &cido no estdmago, enquanto que a atividade alcalina foi maior nos cecos
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pildricos. A digestdo de proteina em acaré disco Symphysodon aequifasciata também ocorreu
na regido acida do estbmago e na regido alcalina do intestino (CHONG et al., 2002). Como foi
observado para tambaqui, alto potencial proteolitico também j& foi datado em outros peixes
ndo-carnivoros (KUZ'MINA, 1990; HIDALGO; UREA; SANZ, 1999). Esse potencial €
plausivel se considerarmos que as proteinas de origem vegetal sdo mais complexas que as de
origem animal para serem digeridas. Além disso, o tambaqui possui alta capacidade digestiva
proteolitica, visto que no seu ciclo anual de alimentacdo o zooplancton (51,1% de proteina) é
0 recurso mais importante de proteina (SILVA; PEREIRA-FILHO; OLIVEIRA-PEREIRA,
2000).

A atividade da protease estomacal de tambaqui foi responsiva & composicéo da
dieta (Figura 4), indicando que esta atividade proteolitica é influenciada pelos teores de
carboidrato e lipidio da dieta. Os peixes alimentados com as menores taxas CHO/L (maiores
teores de lipidio nas dietas) apresentaram aumento da atividade de protease inespecifica &cida
em comparacdo aos peixes alimentados com as dietas | e Ill, além de também terem
apresentado maior taxa de crescimento. Outros estudos também sugerem que a capacidade
proteolitica é influenciada pela taxa CHO/L da dieta. Em um estudo prévio com a mesma
espécie, a atividade de protease acida diminuiu quando o carboidrato na dieta foi de 50%
(maior taxa CHO/L) (CORREA et al., 2007). Resultado semelhante foi observado para o
carnivoro pintado submetido a dietas com crescentes niveis de lipidio (LUNDSTEDT, 2003).
Entretanto, foi observada maior capacidade proteolitica através de todo trato gastrointestinal
em dentdo Dentex dentex alimentado com dietas contendo maior taxa CHO/L (PEREZ-
JIMENEZ et al., 2009). Em rohu e carpa comum, a atividade proteasica diminui com o
aumento da suplementacdo de 6leo na dieta (GANGADHAR et al., 1997; MANJAPPA;
KESHAVANATH; GANGADHARA, 2002).

As altas atividades de tripsina e quimiotripsina observadas nos cecos pil6ricos
de tambaqui (Figura 5) confirmam a hipotese de que esta porcdo do trato digestivo é uma
extensdo do intestino onde a atividade de digestdo de proteinas acontece (DE SILVA;
ANDERSON, 1995; HARPAZ; UNI, 1999; KROGDAHL; SUNDBY, 1999). Segundo Sunde
et al. (2001), a tripsina é a protease predominante nos cecos piléricos. Em geral, peixes
herbivoros e onivoros tém atividades de tripsina similares aquelas encontradas em peixes
carnivoros, possivelmente para utilizar plenamente o baixo teor de proteina nas suas dietas
(HIDALGO; UREA; SANZ, 1999; CHAN et al., 2004).

A reducdo da atividade de protease inespecifica nos cecos piléricos dos peixes

alimentados com a dieta Il em relagdo as dietas | e 11l coincide com a reducéo da atividade da
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tripsina neste grupo (Figura 5). Provavelmente isto se deva ao papel pequeno da tripsina como
protease, limitante para o crescimento de tambaqui, tendo em vista a maior taxa de
crescimento dos peixes alimentados com essa dieta em relagdo aos outros. Em relagdo ao
intestino anterior, esta porcdo do trato digestorio de tambaqui apresentou baixa atividade de
tripsina e esta enzima ndo foi responsiva as taxas CHO/L das dietas experimentais (Figura 6).
Por outro lado, nessa porcédo do trato digestorio a quimiotripsina apresentou alta atividade e
responsividade & composigao da dieta. Em um estudo prévio com a mesma espécie, tripsina e
quimiotripsina ndo foram responsivas aos teores de carboidratos nas dietas (CORREA et al.,
2007). Considerando-se que a regulacdo da atividade enzimética digestiva é complexa e que
funciona simultaneamente em varios niveis- pela regulacéo da transcri¢do, da traducéo, bem
como por modifica¢des pos-traducionais (SUNDE, 2006) a comparagdo dessas atividades

entre os diferentes estudos torna-se dificil.

7.2.2 Lipase

O estdbmago e o intestino anterior foram as porcdes do trato digestorio de
tambaqui que apresentaram as maiores atividades especificas de lipase. Devido a esta
resposta, essas duas porgdes séo, provavelmente, as mais importantes no processo de digestao
de lipidio nesta espécie. Esse perfil j& foi previamente reportado para tambaqui (DE
ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006). Entretanto, a distribuicdo dessa enzima parece
variar entre as espécies. A atividade lipolitica de dourada é maior nos cecos piloricos e no
intestino do que no estdmago, onde esta atividade é quase inexistente (EROLDOGAN et al.,
2008). Estudos in vitro e in vivo da digestdo em diferentes segmentos do trato de turbot
Scophthalmus maximus sugerem que a lipodlise na regido posterior do canal alimentar é a
maior responsavel pela digestdo de lipidio (KOVEN; HENDERSON; SARGENT, 1997). No
carnivoro dentdo a atividade de lipase ndo foi detectada no estdbmago e os maiores valores
foram encontrados nos cecos piléricos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2009).

A lipase dos tambaquis foi responsiva as taxas CHO/L das dietas
experimentais. A atividade da lipase estomacal e do IA aumentou nos tambaquis alimentados
com as dietas Il e 11l (menor teor de lipidio) em relagdo aos peixes da dieta I, e a dos cecos
piléricos aumentou nos peixes alimentados com a dieta Il em relacdo aos peixes das dietas | e
Il (Figuras 4, 5 e 6), provavelmente como tentativa de maximizar a utilizacdo de lipidio
ofertado. Em geral, o aumento da atividade da lipase em peixes € um indicativo do uso de
lipidios (EROLDOGAN et al., 2008). Esta resposta ja foi observada em outras espécies como
no carnivoro dentdo (PEREZ-JIMENEZ et al., 2009) e no onivoro carpa comum
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(KESHAVANATH; MANJAPPA; GANGADHARA, 2002). Maior atividade de lipase
quando o teor de lipidio oferecido é baixo também é observada em Cebidichthys violaceus e
enguia cara-de-macaco Xiphister mucosus (ambos herbivoros quando adulto) e, segundo os
autores, a alta atividade € para extrair todo o lipidio disponivel das algas de que se alimentam,
maximizando o uso de lipidio como recurso de energia (GERMAN; HORN; GAWLICKA,
2004). Entretanto, Das e Tripathi (1991) verificaram que a atividade lipolitica, tanto no
intestino quanto no hepatopéancreas de carpa capim (Cyprinus idella), aumenta cerca de dez
vezes quando a quantidade de lipidios da dieta sube de 2 para 8 %. A atividade lipolitica de
truta arco-iris Oncorhynchus mykiss reduz-se 2,2 vezes com a reducdo do teor de lipidio na
dieta (DUCASSE-CABANOT et al., 2007). Por outro lado, em carpa comum alimentada com
crescentes niveis de lipidio e baixos teores de proteina na dieta, a atividade lipasica ndo
demonstra alteragcdo frente & composicdo da dieta (MANJAPPA; KESHAVANATH;
GANGADHARA, 2002).

7.2.3 Amilase

No estdbmago de tambaqui, onde a protedlise foi preponderante, a atividade
amilohidrolitica foi baixa (Figura 4). A atividade amilohidrolitica estomacal aumentou nos
peixes alimentados com as dietas Il e Ill em comparacdo com a dieta I, sugerindo
responsividade desta enzima ao carboidrato da dieta, com aumento desta atividade conforme
aumentou o teor de CHO das dietas experimentais.

O cecos pildricos de tambaqui foi o grande responsavel pela digestdo de
carboidratos (Figura 5), e este comportamento j havia sido previamente reportado em outros
estudos com a mesma espécie (DE ALMEIDA; LUNDSTEDT; MORAES, 2006; CORREA
et al., 2007). Segundo alguns autores, a maior atividade de enzimas digestivas geralmente é
encontrada nos cecos piléricos (HARPAZ; UNI, 1999; HARPAZ et al., 2005; TIBALDI et
al., 2006; HAKIM; HARPAZ; UNI, 2009). As espécies dourada e dentdo também apresentam
maiores atividades da amilase nos cecos piléricos (EROLDOGAN et al., 2008; PEREZ-
JIMENEZ et al., 2009). Alta atividade de amilase é esperada em tambagqui tendo em vista seu
habito alimentar onivoro, consumindo, além de zooplancton, grandes quantidades de
sementes, frutas e vegetais em sua dieta natural. Segundo Hsu e Wu (1979), para digerir
carboidratos complexos e/ou polissacarideos um grupo especial de enzimas deve ser crucial; e
é esperada a indugdo destas enzimas para otimizar a digestdo de alimento vegetal.

O cecos pildricos de tambaqui apresentaram resposta diferente & composigao

da dieta quando comparado ao estdbmago. O aumento da atividade da amilase dos peixes
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alimentados com a dieta | (menor taxa CHO/L, portanto menor teor de CHO) em relacéo aos
peixes das demais dietas (Figura 5) pode ser indicio de aumento do esforco do peixe para
maximizar a utilizagdo de carboidrato, visto o baixo teor deste nutriente nesta dieta (30,5%)
quando comparada as outras (40,5% e 50%). Provavelmente, o aumento do nivel de
carboidrato acima de 40% inibiu a atividade desta enzima. O comportamento das atividades
da lipase e amilase de cecos pildricos frente as diferentes taxas CHO/L das dietas reflete a
habilidade do tambaqui em administrar ambos 0s recursos de energia oferecidos na ragéo
(carboidrato e/ou lipidio). Resultado semelhante é observado em um estudo com o hibrido de
tilapia do Nilo e tilapia azul Oreochromis mossambicus x O. Aureus, onde é encontrada
maior atividade de maltase (uma carboidratase) nos peixes alimentados com baixo teor de
carboidrato (HAKIM et al., 2006).

A caracteristica indutiva da amilase em peixes também j& foi observada para
outras espécies. Moraes e Bidinotto (2000), estudando o perfil enziméatico digestivo do
onivoro pacu alimentado com diferentes teores de carboidratos, encontraram mudangas na
atividade da amilase frente a composicao da dieta. Similarmente ao presente estudo, pintado
(LUNDSTEDT, 2003) e carpa comum (MANJAPPA; KESHAVANATH; GANGADHARA,
2002) submetidos a dietas com diferentes niveis de lipidio, apresentaram aumento da
atividade da amilase em resposta ao aumento de lipidio da dieta. Entretanto, a atividade da
amilase de tambaqui aumentou em todo o trato digestorio quando o carboidrato da dieta
aumentou de 40 para 50% (CORREA et al., 2007). Em algumas espécies, parece que a
atividade da amilase é influenciada néo so pelo teor de carboidrato da dieta, mas também pelo
nivel de lipidio. Por exemplo, em dourada, a atividade da amilase é afetada tanto pelo teor de
carboidrato quanto pelo de lipidio das dietas e, segundo 0s autores, isto indica que os teores
de lipidio da dieta interferem na digestdo de carboidratos (FOUNTOULAKI et al., 2005).
Entretanto, em barba prateada Puntius gonionotus a atividade da amilase ndo muda frente ao
aumento do teor de lipidio nas dietas (MOHANTA et al., 2008).

7.2.4 Intestino Posterior

Em um estudo prévio com tambaqui, 0 intestino posterior exibiu somente
tracos de atividades enziméaticas de protease, lipase e amilase (DE ALMEIDA;
LUNDSTEDT; MORAES, 2006). Por esse motivo essa por¢do ndo foi testada em relacdo a
atividade dessas enzimas no presente estudo. Segundo Das et al.(1987) e Tengjaroenkul et al.

(2000), baixas atividades enzimaticas no intestino posterior de peixes sdo atribuidas a funcdo
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de reabsorcdo desta porcdo do trato, demonstrando seu papel secundério na producdo de

enzimas.

7.3 Tripsina, quimiotripsina e T/Q versus crescimento

As proteinas tém papel importante na reproducgdo, no desenvolvimento e no
crescimento de todos os animais e, para digerir as proteinas ingeridas na dieta os 6rgdos
digestivos dos animais secretam proteases acidas e alcalinas (LIU; WANG; ZHANG, 2008).
A digestdo desse nutriente € um fator chave para o crescimento, ndo somente para 0s peixes
carnivoros, mas também para os herbivoros, onde a digestdo de carboidratos também esta
relacionada aos niveis de proteina da dieta (SUPANNAPONG et al., 2008). Dessa maneira, a
eficiéncia da digestdo de proteinas tem sido considerada o critério mais importante para a
eficiéncia de crescimento de animais aquéticos (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al.,
2009). Assim, a informagéo sobre proteases digestivas pode ajudar na formulacdo de uma
dieta artificial ideal para espécies de peixes cultivados (KUMAR et al., 2007).

No presente estudo, o estdbmago de tambaqui apresentou altas atividades da
protease acida além de ter sido responsivo a composicéo da dieta, com aumento da atividade
nos peixes alimentados com a dieta Il em relagdo as demais. Isso indicaria maior eficiéncia de
digestdo protéica visto que os peixes alimentados com essa dieta também apresentaram os
maiores valores nos parametros de crescimento em relacdo aos demais. As proteases
digestivas e/ou os produtos da digestdo de proteinas estdo provavelmente envolvidos na
regulagdo do processo de crescimento (SUNDE, 2006). Essa associagdo j& foi relatada para
outras espécies. Em salmdo do Pacifico Oncorhynchus tshawytscha, o ganho em peso é
positivamente relacionado com a habilidade das enzimas digestivas em hidrolizar os
componentes da dieta (HAARD et al., 1996). Hidalgo et al. (1999) observaram uma relacéo
direta entre a atividade digestiva proteolitica e a taxa de crescimento de carpa comum.
Alevinos de barba prateada apresentam maximo ganho em peso em uma dieta contendo 8%
de lipidio e os autores sugerem que isto possa ser devido & maior atividade de protease
registrada neste nivel de lipidio dietético (MOHANTA et al., 2008).

Neste contexto, tem sido proposto que as atividades relativas das principais
proteases digestivas alcalinas, tripsina e quimiotrisina, sejam indicadoras da condigéo
nutricional dos peixes (USCANGA; MOYANO; ALVAREZ, 2010) e que a atividade
especifica de tripsina e a taxa tripsina/quimiotripsina (T/Q) aumentam quando o crescimento é
estimulado (CHAN, 2008). A explicacdo para tal correlagdo surgiu hd mais de dez anos

quando Torrissen et al. (1994) sugeriram que o crescimento é afetado pela taxa de digestéo de
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proteinas da dieta refletindo a quantidade e as taxas de absor¢do e o transporte de
aminodcidos. Estes irdo estimular a secrecdo de insulina no plasma e a sintese protéica e
entdo, a atividade de tripsina poderia ser um fator limitante no suprimento de aminoécidos e
peptideos para os processos de crescimento. Essa hipétese foi confirmada mais tarde por
outros autores (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al, 1999; RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN, 2000; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN; MALE, 2000; SUNDE;
TARANGER; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2001). Desde que as proteases exercem
diferentes fungbes na digestdo (GUILLAUME; CHOUBERT, 2001), mudangas na taxa
tripsina/quimiotripsina podem implicar em uma disponibilidade diferencial de oligopeptideos
e aminodcidos (SANTIGOSA et al., 2008), o que pode causar diferencas nas taxas de
crescimento.

No presente trabalho, os peixes que cresceram mais (Figura 2) também
apresentaram a maior taxa T/Q (Figura 8) e, segundo alguns estudos, para algumas espécies
existe correlagdo positiva entre a eficiéncia digestiva (atividade de tripsina e taxa T/Q) e taxa
de crescimento do peixe (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2000; SUNDE; TARANGER;
RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2001; SUNDE et al., 2004; RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN et al.,, 2006; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN; FOSSEIDENGEN, 2007;
RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2009a; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al.,
2009b). Por exemplo, em salméo do Atlantico, quando o crescimento é limitado ou reduzido
observa-se aumento da atividade da quimiotripsina nos cecos piléricos resultando em uma
inversa relacéo entre atividade da tripsina e taxa T/Q (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et
al., 2006). Ainda nesta espécie, 0 aumento da atividade especifica da tripsina e da taxa T/Q
resulta em aumento dos niveis de aminoécidos livres em plasma e musculo branco
(RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2009a). Um aumento relativamente maior na
atividade da quimiotripsina sobre o da tripsina, resultando em menor taxa T/Q, esta
relacionado com a reducdo da taxa de crescimento de truta arco-iris e 0s autores sugerem que
existe uma clara associacao entre atividade especifica da tripsina e maior crescimento, e entre
atividade especifica de quimiotripsina e baixo crescimento (RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN et al., 2009b). Tripsina, mas ndo quimiotripsina, tem sido relatada como enzima
limitante para utilizagdo de nutrientes e crescimento em bacalhau do Atlantico, Gadus morhua
(LEMIEUX; BLIER; DUTIL, 1999) e alevino de bagre do canal, Ictalurus punctatus (EL-
SAYED; NMARTINEZ; MOYANO, 2000).

Apesar do importante papel da tripsina na taxa de crescimento de algumas

espécies de peixes, isto parece ndo ser regra geral visto que outras ndo apresentam o0 mesmo



68

padrdo de comportamento em relagdo aos processos de crescimento. No presente estudo, por
exemplo, tambaqui alimentado com a maior taxa carboidrato/lipidio apresentou a menor taxa
T/Q, sequida pelos menores valores de parametros de crescimento e atividade de protease
acida estomacal e maior atividade de quimiotripsina nos cecos pildricos. Entretanto, em
relacdo & atividade da tripsina, 0s peixes que apresentaram o0s maiores valores de parametros
de crescimento também apresentaram a menor atividade especifica desta enzima. Desse
modo, parece que a atividade da tripsina ndo € um fator que limita o crescimento para o
tambaqui e que a atividade da quimiotripsina é muito importante para essa espécie. Segundo
Jonas et al. (1983), a atividade de tripsina geralmente é maior que a de quimiotripsina em
peixes carnivoros, enquanto que em espécies herbivoras e onivoras a atividade de
quimiotripsina é maior. Tildpia do Nilo apresenta valores de atividade de quimiotripsina duas
vezes maior que de tripsina (USCANGA; MOYANO; ALVAREZ, 2010). Os autores
justificam esse padrdo pelo habito herbivoro da espécie. Segundo os autores, peixes
herbivoros possuem produgdo mais constante de algumas enzimas como uma estratégia
fisioldgica ligada tanto a presenga continua de alimento no trato e sua continua drenagem,
como um resultado do curto tempo de transito do alimento. Ainda argumentam que, desse
modo, ndo se deve esperar algum pico na atividade da tripsina resultando em maior taxa T/Q
j& que uma importante producdo de quimiotripsina deve ser mantida como base para a
hidrdlise de proteina. Provavelmente, em tambaqui também ocorre uma producdo constante
de quimiotripsina como uma estratégia fisioldgica devido ao seu héabito alimentar e, por isso,
ndo ocorre pico de atividade de tripsina quando a taxa de crescimento é alta.

A importancia maior da relacdo entre a atividade das duas enzimas para o
crescimento em relacdo a atividade especifica de cada uma também j& foi reportada para
outras espécies. Uma mudanca na taxa T/Q (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2006;
RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2007; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN;
FOSSEIDENGEN, 2007) indica uma direcdo de crescimento em salmdo do Atlantico,
independentemente do nivel de atividade especifica das duas enzimas (SUNDE;
TARANGER; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2001; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN
et al., 2009). Blier et al. (2002) sugerem que a limitacdo de crescimento em salméo do Coho
O. kisutch ndo é mediada pelas atividades das enzimas digestivas, mas deve estar relacionado
a taxa T/Q e, alem disso, restri¢oes fisiologicas no crescimento devem ser espécie-especifica.
Segundo Sunde et al. (2001), a atividade da tripsina sozinha ndo justifica mais que 11,5% da
variancia na taxa de crescimento especifico de salmdo do Atlantico cultivado sob diferentes

regimes de luz. Quando estes autores utilizaram a taxa T/Q, uma correlacdo um pouco melhor
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foi observada, mas ainda assim representou apenas 15,2% da variabilidade na taxa de
crescimento especifico. Entretanto, as taxas T/Q classificaram os quarto grupos corretamente
de acordo com a sua taxa de crescimento médio e TCE e, segundo esses autores, esta taxa
pode ser util para estabelecer diferencas existentes no crescimento entre grupos de peixes.
Assim, a taxa T/Q parece ser mais sensivel e representativa do que a atividade especifica da
tripsina para a comparagéo entre peixes com taxas de crescimento potencialmente diferentes
(SUNDE; TARANGER; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN, 2001). Além disso, a taxa T/Q é
associada ao crescimento do peixe independentemente se o crescimento foi em proteina ou em
lipidio (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2009).

Para explicar os resultados contrastantes citados acima, Rungruangsak-
Torrissen e Stensholt (2001) propuseram um modelo para entender as complexas interagdes
entre atividade enzimatica digestiva e crescimento. Estes autores sugeriram que 0S
organismos durante o crescimento estdo em um de dois estados fisioldgicos distintos: o de
crescimento continuo dentro de condicOes estaveis, e aquele no qual o crescimento é
interrompido devido a mudancas no ambiente e/ou nas condi¢des fisioldgicas, incluindo
jejum. De acordo com essa hipoétese, tripsina se correlaciona com taxa de crescimento dentro
de condigfes onde ndo existe interrupcdo deste, enquanto quimiotripsina assume o papel
quando a oportunidade de crescimento € limitada, tal como em periodos de jejum ou
adaptacdo ao novo alimento (SUNDE et al., 2004). Isso pode explicar alta atividade de
quimiotripsina nos tambaquis que cresceram mais no presente experimento, levando em conta
que: é uma espécie de habito alimentar onivoro e oportunista; que estd sujeita a variagdes
constantes em seu ciclo anual, tanto do ponto de vista nutricional como de qualidade da agua;
e que nas condigdes dos experimentos estavam confinados recebendo dietas experimentais e

se adaptando ao novo alimento.

7.4  Absorgéo

O intestino de tambaqui apresentou altos niveis de fosfatase alcalina e um
comportamento responsivo as taxas carboidrato/lipidio das dietas experimentais. Sire e
Vernier (1992) mostraram que o intestino é o principal local de absorcéo de moléculas de
proteina em peixes teledsteos, o que implica em que ele pode ter alguma fungéo de absorgéo.
Esta por¢do do trato digestorio de tambaqui parece ser o principal local de absorcdo de
nutrientes tendo em vista a inducéo (aumento) daquela atividade nos peixes alimentados com
as dietas | e Il em relacdo a dieta Il (Figura 7), acompanhado pelo maior crescimento dos

peixes destes grupos (Figura 2). Este crescimento é plausivel j& que sua taxa é o resultado da
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utilizagdo do alimento, que é dependente da sua digestdo e absor¢do e que este processo é
governado pela atividade das enzimas digestivas, inclusive aquelas da borda em escova, e pela
sua disponibilidade e habilidade para digerir o alimento através da membrana do epitélio
intestinal (KLEIN; COHN; ALPERS, 1998). Entretanto, em um estudo com bacalhau do
Atlantico, Lemieux et al. (1999) ndo encontraram relacdo entre a atividade da fosfatase
alcalina e a eficiéncia de conversdo alimentar, e concluiram que a taxa de crescimento nao é
limitada por esta enzima nesta espécie.

No presente estudo, tambaquis alimentados com a dieta de maior taxa CHO/L
(menor teor de lipidio) apresentaram atividade da fosfatase alcalina reduzida, indicando
menor capacidade de absorcdo em peixes alimentados com alto teor de carboidrato (50%) e
baixo teor de lipidio (4,8%). Similarmente ao tambaqui, em truta arco-iris a reducdo da
tomada de lipidios induz redugdo de 40% na atividade da fosfatase alcalina que, de acordo
com os autores, revela que a membrana do enterdcito tem menor capacidade digestiva quando
0 peixe é alimentado com baixo teor de lipidio (DUCASSE-CABANOT et al., 2007). Além
disso, alguns estudos investigam o efeito do nivel de lipidio da dieta na atividade da fosfatase
alcalina e mostram que a atividade da enzima aumenta com o aumento do teor desse nutriente
(GAWLICKA et al., 2002; HAKIM et al., 2006). Entretanto, é observada uma tendéncia para
maior atividade da fosfatase alcalina quando larvas de linguado séo alimentadas com dietas
contendo niveis menores de lipidios (MORAIS et al., 2007).

Sabe-se que a eficiéncia de absorcdo também depende do tempo no qual o
nutriente fica disponivel no trato gastrointestinal e que, geralmente, quanto maior o teor de
fibra na dieta menor € o tempo de trénsito. No presente estudo, apesar das dietas I, Il e 111
apresentarem quantidades decrescentes de fibra (celulose microfina), provavelmente néo
houve diferenca no tempo de transito gastrintestinal dos peixes, visto que Silva et al. (2003)
estudando o tambaqui, observaram que dietas contendo diferentes teores de fibra bruta
tiveram a mesma velocidade de transito; fato esse observado entre a dieta contendo embalba
(21,2% de fibra bruta) e a dieta contendo a seringa barriguda (2,3% de fibra bruta). Isto sugere
que no tambaqui, esta fracdo ndo interfere na permanéncia do alimento no intestino. Segundo
Abimorad (2004), o efeito da fibra na dieta de peixes ainda é um assunto em discussao
(PEREIRA-FILHO, 1992) e parece que a celulose microfina (utilizada nas dietas
experimentais) apresenta pouca influéncia na velocidade de tréansito gastrintestinal (DREHER,
1987). Entretanto, tildpias do Nilo alimentadas com dietas incrementadas de celulose
microfina (2-14%) apresentaram reducdo do tempo de transito gastrintestinal (SHIAU et al.,
1988).
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7.5 Metabolismo

Os nutrientes digeridos e absorvidos juntamente com eletrdlitos através do
epitélio do intestino sdo utilizados para atender a demanda metabdlica do corpo (HAKIM;
HARPAZ; UNI, 2009). Assim, mudangas nas concentragdes dos metabolitos refletem ajustes
bioquimicos do metabolismo quando existe variacdo na dieta (VIEIRA; INOUE; MORAES,
2005) e, considerando que a taxa de utilizagdo dos estoques metabdlicos € dependente de
enzimas especificas, é provavel que o metabolismo intermediario seja diferente entre os
tecidos de acordo com a extensdo da mobilizagdo dos metabdlitos (DE ALMEIDA et al.,
2010). Com a determinagdo das concentracBes dos intermedidrios metabolicos e das
atividades das enzimas envolvidas no metabolismo, avaliamos a dindmica do perfil
metabdlico de tambaqui em funcdo das variagdes das taxas CHO/L das dietas e, como
esperado, o metabolismo intermediario de tambaqui mostrou um rearranjo frente as
composicdo das dietas experimentais (Figuras 9, 10 e 11). Os diferentes perfis metabdlicos
apresentados pelos tambaquis em em fungdo da composicdo da dieta, sugerem alteracdes
dindmicas e trocas de intermediarios metabélicos entre os tecidos; e estas trocas envolveram o
plasma como veiculo destes intermediarios, visto que as alteragdes nas concentragdes desses
metabolitos neste veiculo corroboraram as variagcbes observadas no perfil bioquimico
apresentado pelos tecidos.

Muito do que sabemos sobre a relagéo entre o gasto de energia metabdlica e
dieta em peixes deriva de estudos com carnivoros de agua doce, principalmente salmonideos.
Além disso, embora as interagdes metabdlicas entre carboidrato e 4cidos graxos tenham sido
estabelecidas para mamiferos, pouco sabemos sobre estas interagdes em peixes (WILLMOTT;
CLEMENTS; WELLS, 2005). Dai, a importancia de estudos utilizando essa abordagem em

peixes, particularmente os tropicais de agua doce.

7.5.1 Metabolismo protéico

A utilizacdo da proteina da dieta tem sido avaliada em muitas espécies de
peixes pela medida das atividades das enzimas envolvidas no metabolismo de amino&cidos.
Uma delas € a glutamato desidrogenase (GDH), enzima chave de desaminagdo do glutamato
formado pelas reagdes mediadas pelas aminotransferases (GAYE-SIESSEGGER et al., 2007).
A variacdo na atividade especifica dessa enzima, relacionada as taxas CHO/L das dietas,
indica uma adaptacdo do metabolismo protéico a diferentes situacBes nutricionais. Além
disso, a avaliag&o da utilizagdo de proteina também pode ser feita através da quantificacdo dos

metabolitos relacionados ao metabolismo protéico (aminoécidos livres, proteina e amonia).
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No presente estudo, a reducéo do teor de proteina no musculo branco e plasma
junto a diminuicdo da concentracdo de aminodcidos livres e ao aumento do teor de amdnia
nos peixes alimentados com a dieta Il (maior taxa CHO/L) em relagdo as outras dietas,
sugerem catabolismo protéico neste grupo. O papel do plasma como transportador de
nutrientes adicionado a inter-relacdo metabdlica representa uma preferéncia proteolitica em
tambaqui alimentado com 50% de carboidrato e 4,8% de lipidio. Este cenério reforca a
discusséo anterior sobre o crescimento e a taxa tripsina/quimiotripsina dos peixes alimentados
com a dieta Ill. Esse perfil metabdlico € indesejavel porque implica no uso de proteina como
recurso energético ao invés de catabolismo de lipidios e/ou carboidrato para este fim. Isto
indica também que ndo houve efeito poupador de proteina nos peixes alimentados com a dieta
I1l. Este quadro metabolico geralmente é observado em peixes e foi reportado em robalo
Dicentrarchus labrax (PERES; OLIVA-TELES, 1999), perca prateada Bidyanus bidyanus
(YANG,; LIOU; LIU, 2002), bagre (MELO et al., 2006) e tambaqui (DE ALMEIDA et al.,
2010).

Apesar da reducdo na concentragdo de proteina também no figado, este tecido
ndo mostrou indicios de atividade neoglicogénica quando houve aumento da taxa CHO/L nas
dietas, jA que as concentracbes de aminoécidos e amdnia mantiveram-se constantes e a
atividade da GDH diminuiu. Esta diminuicdo provavelmente ocorreu por causa do aumento
do teor de carboidrato na dieta indicando a ndo ocorréncia do catabolismo de aminoéacidos
com fins energéticos, provavelmente porque esse tecido estaria usando carboidrato e/ou
lipidio para suprir a demanda metabolica. Da mesma forma, dourada alimentado com
diferentes taxas CHO/L apresenta menores atividades de GDH quando recebe dieta com
maior taxa CHO/L, indicando uma diminuicdo do catabolismo protéico com a inclusdo de
CHO nas dietas (COUTO et al., 2008; ENES et al., 2008). Segundo MCGoogan e Gatlin
(2000), dietas altamente energéticas podem diminuir o catabolismo de glutamina devido a
diminuicéo da necessidade de gliconeogénese de aminoécidos para demanda energética.

Diferentemente do presente estudo, em tambaqui alimentado com niveis
crescentes de carboidrato, a concentracdo de aminoécidos livres do plasma e do figado
diminuiu quando os peixes foram alimentados com 40 e 50% de carboidrato, enquanto que no
musculo branco essa concentracdo aumentou com o aumento dos niveis de carboidrato
(CORREA et al., 2007). Isso levou os autores a assumir a hipoaminocidemia como
consequiéncia da tomada de aminoéacidos pelo musculo branco, sugerindo efeito poupador de

proteina. Essas diferencas metabdlicas em relacdo ao presente trabalho foram provavelmente
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devido as diferentes taxas carboidrato/lipidio e ao nivel de proteina utilizados nas dietas

experimentais dos dois estudos.

7.5.2 Metabolismo lipidico

Os processos lipogénico e lipolitico em peixes sdo, em geral, comparaveis aos
da maioria dos mamiferos. A taxa lipogénica em espécies teledsteas é regulada principalmente
por fatores nutricionais e, a nutricdo é o principal fator determinante da maior ou menor taxa
lipogénica em tilapia do Nilo (RIBEIRO et al., 2008). O figado é o principal local de estoque
de lipidios (MOMMSEN, 1998) e este nutriente deve ser usado preferencialmente ao
carboidrato como recurso de energia neste tecido (PHILLIPS; HIRD, 1977) e no musculo
esquelético (COWEY; WALTON, 1989).

No presente estudo, as mudancas nas concentragcdes de TG e AGL tanto no
figado quanto no mdsculo branco e no plasma dos tambaquis sugere lipdlise nos tecidos e
uma possivel exportagdo de acidos graxos livres para o plasma conforme o aumento do teor
de carboidrato e a diminuicdo do teor de lipidio nas dietas experimentais. Este resultado
indica que a demanda metabdlica nestes tecidos foi suprida pela oxidacéo de lipidios e,
especificamente em relacdo ao figado, essa discussdo pode ser reforcada pela reducéo
significativa do IHS dos peixes deste grupo (Figura 3). Os resultados apresentados no
presente estudo concordam com Corréa et al. (2007) ao observarem que tambaquis
alimentados com teores crescentes de carboidrato em dietas experimentais apresentam
aumento das concentragdes de TG plasmético quando o teor de carboidrato da dieta subiu de
40 para 50%. Entretanto, os dados existentes na literatura sobre a concentragdo destes
metabodlitos em relagéo a composicdo das dietas sdo bastante controversos. Hemre e Sandnes
(1999) testaram uma ampla faixa de inclusdo de lipidios na dieta, de 31 a 47%, para salmé&o
do Atlantico e verificaram que a variacdo lipidica na dieta ndo resulta em qualquer alteracéo
na concentracdo de TG plasmético. Do mesmo modo, ndo foi observada lipogénese em sargo
quando alimentado com niveis crescentes de carboidrato na dieta (SA; POUSAO-
FERREIRA; OLIVA-TELES, 2007). Entretanto, juvenis de dourada alimentados com
diferentes taxas carboidrato/lipidio apresentam lipogénese aumentada pelo excesso de
carboidrato (ENES et al., 2008).

O musculo branco de tambaqui submetido a dieta Il (maior teor de carboidrato
e menor teor de lipidio) foi um grande consumidor de triacilglicerois. Provavelmente o
tambaqui usou lipidios como principal substrato energético quando alimentado com a dieta I11

devido a inabilidade de utilizacdo do excesso de carboidrato oferecido nesta dieta. Moves et
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al. (1995) destacam que as mitocdndrias do musculo branco de peixes, assim como em
mamiferos, oxidam piruvato ou outro combustivel elementar como o lactato, em preferéncia a
acidos graxos quando sozinhos. Entretanto, quando presente em conjunto, a oxidagdo dos
acidos graxos inibe a utilizacdo de piruvato. Estes dados podem ser comparados as respostas
observadas no musculo branco dos tambaquis que apresentaram teores de piruvato constantes

e diminuicdo de &cidos graxos em relacdo ao aumento de carboidratos na dieta.

7.5.3 Metabolismo glicidico

O figado dos peixes alimentados com as dietas contendo diferentes taxas
CHO/L ndo apresentou diferenga significativa em relacdo ao metabolismo glicidico (Figura
9), cumprindo assim seu papel como 6rgéo regulador do metabolismo de glicose em peixes. A
reducdo do teor de piruvato no figado dos peixes alimentados com a dieta Il em relagéo as
demais, provavelmente indica que este substrato esta sendo utilizado para gerar energia e
manter a glicemia. A reduc¢do da atividade da LDH e do teor de piruvato no figado dos peixes
alimentados com as dietas 1l e 11l em comparacdo a dieta | sugere redugdo da conversdo de
lactato a piruvato provavelmente porque a energia j& estd suprida. Esse perfil metabolico
coincide com a reducdo da atividade da LDH e do teor de lactato musculares. O figado dos
peixes alimentados com a dieta I11 também apresentou redugdo da atividade da MDH hepética
em relacdo as demais sigerindo assim uma reducdo do metabolismo oxidativo. Parece que 0s
peixes alimentados com esta dieta tiveram uma redugdo global do metabolismo, evidenciada
pelas baixas atividades de MDH e LDH e pela baixa taxa de crescimento neste grupo.

Os peixes alimentados com a dieta Il também apresentaram reducdo da
atividade da LDH muscular (Figura 10) e isto pode estar relacionado & baixa taxa de
crescimento destes peixes (Figura 2). Pelletier et al. (1994) reportaram que a atividade
enzimética glicolitica no musculo branco de bacalhau esta correlacionada com a taxa de
crescimento. Também, a atividade especifica de LDH esta correlacionada positivamente com
o fator de condicdo em perca amarela Perca flavescens (GAUTHIER; CAMPBELL,;
COUTURE, 2008). Segundo estes autores, como o musculo branco representa cerca da
metade do peso do peixe e € o principal local de produgdo de proteina durante o crescimento,
um aumento da capacidade aerébica é essencial para sustentar o aumento no crescimento,
visto que este & um processo exclusivamente aerdbico. Além disso, o aumento da LDH
muscular tem sido interpretado como um reflexo de melhora da capacidade energética do
tecido muscular (PELLETIER; GUDERLEY; DUTIL, 1993; DUTIL et al., 1998) e tem sido

proposto que proteinas citoplasmaticas do muasculo (como a LDH) devem ser usadas como
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estoque de proteina em peixes (HOULIHAN et al., 1988). No presente estudo, os tambaquis
que cresceram mais (dietas | e Il) também apresentaram as maiores atividades de LDH
muscular em comparagéo aos peixes alimentados com a dieta | e, segundo Blier et al. (2002),
enzimas que sdo reflexo da condicdo energética dos peixes (por exemplo, LDH) também
devem aumentar com o crescimento e o fator de condigdo.

O musculo branco dos peixes alimentados com as dietas Il e 11l (maiores teores
de CHO) apresentou aumento de glicogénese evidenciada pelo aumento da concentragdo de
glicogénio (Figura 10). Provavelmente, o musculo branco importou glicose do figado e
realizou glicogénese e/ou uma possivel neoglicogénese a partir de aminoacidos, indicada pelo
aumento na concentracdo de amonia nos peixes alimentados com a dieta I1, e sugerindo que o
excesso de carboidrato esta sendo estocado no musculo branco. Segundo Hickling e March
(1982), quando a concentracéo de glicose na circulacdo excede a habilidade do figado para
lipogénese e sintese de glicogénio, ocorre uma elevacdo dramética na sintese de glicogénio
muscular. Entretanto, em salmdo do Atlantico alimentado com diferentes taxas CHO/L, ndo
hé diferenga na concentracdo de glicogénio muscular (HEMRE; SANDNES, 1999).

Em relacdo ao perfil metabolico do plasma de tambaquis no presente estudo, o
aumento do teor de piruvato observado nos peixes alimentados com as dietas Il e 111, (Figura
11), é resultado da glicemia mantida pelo figado devido ao excesso de carboidrato nestas
dietas. Além disso, esse aumento coincide com a lipogénese. Quando o consumo de energia
excede 0 gasto, outros substratos que ndo glicose sdo catabolizados preferencialmente; entéo a
utilizagdo de glicose deve seguir vérias vias alternativas que incluem: estoque como
glicogénio, producdo de NADPH via desvio das pentoses; esterificagdo como glicerol via
conversdo da glicose-3-fosfato; ou exportagdo como citrato a partir da mitocdndria, para
sintese de palmitato no citosol (SUL; WANG, 1998). No presente estudo, foi observado
aumento do teor de glicogénio muscular e aumento da lipogénese nos peixes que receberam
maior quantidade de carboidrato. Em relac&o as outras espécies, a glicemia de truta arco-iris
ndo é afetada pela composicdo da dieta (DUCASSE-CABANOT et al., 2007) e, segundo
Willmott et al. (2005), metabolitos do sangue séo susceptiveis a rapida mudanga e ndo devem
refletir precisamente a taxa de utilizacdo para cada espécie. Entretanto, em salmdo do
Atlantico, a concentracdo de glicose plasmatica € significativamente maior nos peixes
alimentados com a menor taxa CHO/L (alto teor de lipidio) (HEMRE; SANDNES, 1999).

Similarmente aos dados apresentados, em um estudo prévio com essa espécie,
tambaquis alimentados com teores crescentes de carboidrato em dietas experimentais nao

apresentaram mudangas no teor de glicose plasmética. Entretanto, o figado claramente
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sintetizou glicogénio a partir de glicose com o aumento do carboidrato nas dietas. Além disso,
a concentracdo de piruvato hepéatico e glicogénio muscular permanecem constantes
(CORREA et al., 2007). Estas diferengas metabdlicas em relagdo ao presente estudo s&o
provavelmente devido as diferentes taxas CHO/L utilizadas nos dois estudos; além de niveis
de proteina diferentes. Diferentemente de tambaqui no presente estudo, em juvenis de
dourada, o aumento da taxa CHO/L aumenta as vias glicolitica e lipogénica hepéticas ao
mesmo tempo que deprime o catabolismo de proteina (ENES et al., 2008). Entretanto, os
multiplos fatores que regulam a capacidade do metabolismo de carboidratos em peixes
dificultam extrapolar dados obtidos de uma espécie para outra, em funcdo da diversidade
sistematica da classe (LUNDSTEDT, 2003).

7.6 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a preferéncia por frutas em sua dieta natural, Menton (1989)
supds que o tambaqui pode digerir carboidratos melhor que muitos outros peixes. Entretanto,
em um estudo com essa espécie, a utilizacdo 6tima de lipidio e carboidratos estimada (49% e
31%, respectivamente) indicou que, em tambaqui, os lipidios sdo mais eficientemente usados
para estocar energia que carboidratos (VAN DER MEER; ZAMORA; VERDEGEM, 1997).
O presente trabalho confirmou essa indicagdo visto que quando o tambaqui foi alimentado
com alto teor de lipidio na dieta (dietas | e Il), ele conseguiu utilizé-lo para a demanda
energética e para estocar energia, poupando a proteina para o crescimento; entretanto, quando
alimentado com o maior teor de carboidrato nas dietas experimentais, o tambaqui catabolizou
proteina e lipidio ao invés de carboidrato para suprir a demanda energética e estocar energia.
Além disso, o alto teor de carboidrato na dieta em relacdo ao lipidio inibiu o consumo

alimentar e prejudicou a utilizagdo dos nutrientes pelos peixes.

7.6.1 Dieta I: 30,5% de CHO e 13,7% de L (CHO/L=2,22)

Os peixes alimentados com essa dieta apresentaram resultados de crescimento,
enzimas digestivas e metabolismo, parecidos com os peixes alimentados com a dieta Il, com
similar GC e maior TCE. Entretanto, esses peixes apresentaram menor fator de condicéo,
indicando que o crescimento deve ser associado mais com acumulo de gordura do que com
deposicdo de proteina. Além disso, 0s peixes que receberam essa dieta mostraram aumento da
atividade da enzima de catabolismo de proteina (GDH) e aumento da lipogénese hepética em

comparagéo aos peixes alimentados com a dieta Il.
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7.6.2 Dieta I1: 40,5% de CHO e 9,1% de L (CHO/L=4,45)

Os peixes alimentados com a taxa CHO/L média ndo apresentaram
metabolismo prejudicado e conseguiram usar tanto lipidio como carboidrato para fins
energéticos, poupando proteina para o crescimento. Além da alta taxa de crescimento, esses
peixes também apresentaram maior fator de condicdo que os peixes alimentados com a dieta I.
Também apresentaram maior atividade de protease acida estomacal que os peixes da dieta | e
uma taxa T/Q e atividade de fosfatase alcalina satisfatorias, indicando maior eficiéncia de

digestéo de proteina em relagdo aos peixes das dietas I e I11.

7.6.3 Dieta I11: 50% de CHO e 4,8% de L (taxa CHO/L=10,41)

O musculo branco de tambaqui alimentado com essa dieta consumiu proteina e
lipidio para fins energéticos. O figado também realizou lipdlise e ndo conseguiu usar a
quantidade de carboidrato ofertada para fins energéticos. O plasma refletiu a protedlise
muscular com o aumento da excre¢do de amonia. Os peixes alimentados com essa dieta
apresentaram baixo crescimento, o que é reflexo da inibi¢cdo do consumo alimentar, do perfil
metabodlico proteolitico e da menor eficiéncia de digestdo (reducgdo da atividade da protease
estomacal) e taxa de absorcdo de nutrientes (redugédo da atividade da fosfatase alcalina) em

relacdo aos peixes alimentados com as dietas | e II.
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8 CONCLUSOES

- A taxa CHO/L da dieta afetou a digestdo, a absorgdo e utilizagdo dos
nutrientes de tambaquis, influenciando o crescimento dos peixes.

- A capacidade digestiva de tambaqui foi modulada em resposta as taxas
carboidrato/ lipidio das dietas e assumimos que esta espécie possui habilidade para usar
maiores niveis de lipidio e carboidrato que aqueles testados previamente para suprir a
demanda metabdlica.

- A dieta Il (maior taxa CHO/L) privou o peixe de recurso energético,
resultando em utilizagdo de proteina para este fim.

- A dieta Il é candidata potencial para a alimentacdo de tambaqui dentro das
condigdes impostas.

- Tambaqui alimentado com 26,5% de proteina, 40,5% de carboidrato e 9,1%
de lipidio, numa dieta com 3990 kcal/kg consegue suprir a demanda metabdlica e poupar

protel’na para o crescimento.
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