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RESUMO

O crescimento ¢ reflexo das interagdes metabdlicas dependentes dos ajustes
conseqiientes ao estado nutricional. O pintado, Pswedoplatystoma corruscans, é um Siluriforme
carnfvoro que, pela qualidade da sua carne e esportividade na pesca, apresenta amplo potencial
para a aquicultura, mas sua tecnologia de producio ainda é incipiente. O presente trabalho
teve como objetivo o estudo dos aspectos adaptativos dos processos digestivos, metabdlicos e
da morfologia do intestino de juvenis de pintado, submetidos a variagdes nos teores de
proteina e energia da dieta. Para a investigagdo das enzimas digestivas e metabolismo
intermediario, os animais foram submetidos a dietas isoenergéticas (4.000 kcal EB/kg) com
diferentes teores de proteina bruta (20, 30, 40 e 50%); mesmos tratamentos utilizados para as
analises histologicas no intestino. Na segunda etapa, os peixes foram submetidos a dietas
isoprotéicas (31,5% PB) com variagio no teor de energia bruta (3.500, 3.850, 4.200 e 4.550
kcal EB/kg). Os extratos enzimaticos do estdmago, intestino anterior, médio e postetior
foram utilizados na determina¢io das atividades de protease inespecifica, tripsina,
quimiotripsina, amilase e lipase. O sangue foi utilizado nas determinagdes hematimétricas. O
plasma e as amostras de figado, musculo branco e rim foram usados na quantificagio de
glicose, lactato, piruvato, amonia, uréia (extratos acidos), aminoacidos livres, triglicerideos,
acidos graxos livres (extratos neutros), glicogénio, proteina total (extratos alcalinos), e da
atividade das enzimas GDH e arginase. A melhor porcentagem de ganho de peso foi
apresentada pelos animais arracoados com 40% PB, seguidos pelos grupos que receberam 30,
50 e 20% PB na dieta, respectivamente. Os peixes arracoados com o menor teor energético,
3.500 kcal EB/kg apresentaram ganho de peso muito superior aos demais. Em fun¢io da
quantificagdo dos metabdlitos e seu reflexo no desempenho produtivo, verificou-se que tanto
a caréncia como o excesso de proteina na dieta é extremamente prejudicial ao metabolismo de
pintado. A menor quantidade (20% PB) provavelmente niao atendeu as exigéncias em
aminodacidos essenciais, e a maior (50% PB) conduziu a rearranjos metabdlicos de um quadro
gliconeogénico, para manuten¢ao da glicemia e suportar a demanda energética. O excesso de
energia na dieta provavelmente levou a diminuicio da ingestao alimentar conduzindo ao
consumo de suas reservas gliconeogénicas e depreciando o crescimento. As maiores atividades
proteoliticas foram observadas no estomago, onde também foram observadas atividades
lipolitica e amilohidrolitica, destacando o papel desta estrutura no processo digestivo da
espécie. As proteases praticamente nao foram responsivas aos teores de proteina na dieta, e s6
apresentaram-se aumentadas em func¢ado do aporte energético das dietas isoprotéicas na
tentativa de suprir suas necessidades em aminoacidos essenciais. Este quadro sugere que estas
enzimas sejam de carater constitutivo, possibilitando a espécie o melhor aproveitamento da
proteina, independente da sua quantidade na dieta. A lipase também esbogou um carater
constitutivo, variando apenas em fun¢ao do consumo alimentar, ndo respondendo a variagao
do conteudo de lipideos na dieta. A amilase, embora com atividades inferiores aquelas
apresentadas pelos peixes onivoros ou herbivoros, apresentou-se como uma enzima indutiva,
respondendo a variagao do conteido de amido na dieta, e nio ao de glicogénio, como
proposto para peixes carnivoros. Considerando as baixas atividades enzimaticas e a pouca
extensao do intestino, supoe-se que seu papel esteja direcionado para a absor¢ao de nutrientes,
hipétese reforcada pelas analises histologicas que evidenciaram respostas adaptativas
morfolégicas em func¢io da quantidade de PB na dieta, aumentando o numero de células
produtoras de muco, altura das vilosidades intestinais e da espessura da tinica muscular no
sentido de intensificar a motilidade das vilosidades intestinais, otimizando os processos
absortivos. Em funcdo da grande variacdo nutricional ensaiada assume-se que a otimiza¢ao da
alimentacao para o pintado ainda esta na dependéncia da melhor razao entre proteina, energia
e carboidratos na dieta.



ABSTRACT

The biological growth is reflected on metabolical adjustments, which are sustained by
the nutritional status and is function of feeding. Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) is a
carnivorous fish appreciated by the fillet, in sportive fishing and presents good aquaculture
potential, in spite of the rearing technology is not well established. This work aimed to study
adaptive aspects of digestion, metabolic processes and intestinal morphology of juvenile
pintado fed on different protein and energy levels. In the first set of experiments, fish were
submitted to isoenergetic diets (4,000 kcal GE/kg) with different protein levels (20, 30 40 and
50% CP), and digestive enzymes, metabolites and intestine morphology were analyzed. In the
second step, fish were submitted to isoproteic diets (31,5% CP) and different amounts of
crude energy (3,500; 3,850 and 4,200 kcal GE/kg), and digestive enzymes and metabolites
were analyzed. Crude extract from stomach, anterior, medium and posterior intestine were
used to assay unspecific protease, trypsin, chymotrypsin, lipase and amylase. Blood was used
to hematimetric analysis. Plasma, liver, white muscle and kidney samples were used to glucose,
lactate, pyruvate, ammonia, urea (acid extracts), free amino acids, triglycerides, free fatty acids
(neutral extracts), glycogen and total protein (alkaline extracts) determination; and assays of
glutamate dehydrogenase plus arginase. The best weight gain percent was achieved by the fish
fed on 40% CP followed by 30, 50 and 20% respectively. Fish fed lower amounts of energy
(3,500 kcal/kg) reached weight gain higher than the other treatments. Metabolic profile was
reflected in the fish yield and it was possible to verify through it that the poor as well as the
richer diets in crude protein impaired the metabolism of pintado. Likely, the amount of
essential amino acids were not supplied by the lower CP (20%), and the largest (50%) leaded
to metabolical rearrangements as the neoglycogenesis to hold the glucemia and support
energetic demands. Surplus of dietary energy probably leads the fish to decreasing of food
intake and drives them to consuming the bulk of energetical molecules with consequent
growth loss. The higher proteolytic activities were observed in stomach, where lipolytic and
amylolytic activities were also detected. This fact highlights the role of that structure in the
digestive processes of pintado. Proteolytic activities were not responsive to CP levels but
supplying essential amino acids requirements as function of energetic demands. This picture
suggests this group of enzymes is constitutive and allow us to assume the species is well fitted
to utilize protein in spite of its dietary amount. Lipase also seems to be a constitutive enzyme,
changing its activity just as function of food intake instead of diet lipid level. Amylase is less
active in pintado than the most omnivorous species. Its activity, however seems to be function
of the dietary glycogen content. Considering the lower digestive enzyme activities in the small
intestine and its short size, it is reasonable to assume that the main role of such structure is the
nutrient uptake. The histological analyzes strength that assumption, as the morphological
responses are evidently adaptive to the CP dietary levels. The number of mucus producer cells
(goblet cells) increased in consonance with the fold sizes and thickness of the muscularis,
furthering the motility of the folds and optimizing the absorptive processes. The great
variation of protein, lipid and carbohydrate here assayed allow us to assume that the
optimizations of “pintado” diets are very dependent of the best ratios of them.



1. INTRODUCAO

A aqiicultura constitui atualmente uma atividade vital e em expansao do segmento
agricola mundial. O aumento da demanda por peixes como resultado do acelerado
crescimento mundial, aumento da disponibilidade de renda e preferéncias por pescado sobre
outras fontes protéicas de origem animal seja por razdes pessoais, culturais ou de saude
aceleram o crescimento do setor (WEBSTER & Lim, 2002).

Estudos em nutrigdio com énfase na utilizagdo, digestaio e performance de
macronutrientes vém ganhando importancia, particularmente na otimizagao das condigoes de
cultivo das espécies de peixes economicamente viaveis, na tentativa de reduzir o impacto
ambiental (HALVER & HARDY, 2002) e aumentar a lucratividade da aquicultura. Estes estudos
estao baseados na capacidade do animal em aproveitar o alimento e na sua resposta metabodlica
frente a variagdo nutricional da dieta (SUAREZ et al.,1995), além de avaliar a influéncia de
fatores que possam atuar no aproveitamento destes nutrientes. Entre tais fatores, a inter-
relacio entre as atividades enzimaticas dos processos digestérios e o perfil metabdlico
adaptativo tem demonstrado resultados satisfatorios (CORREA et al., 1998).

Como em outros vertebrados, a habilidade dos peixes em utilizar os nutrientes
ingeridos depende da presenca de enzimas apropriadas, presentes em locais adequados no
trato gastrintestinal. Geralmente, a distribuicdo e a intensidade de atividade destas enzimas
variam em func¢do do habito alimentar e morfologia digestéria (HOFER & SCHIEMER, 1981;
SABAPATHY & TEO, 1993; FAGBENRO et al., 2000; TENGJAROENKUL, 2000).

Neste sentido, estudos sobre nutricio de peixes tém sido desenvolvidos para avaliar a
acao proteolitica, lipolitica e amilohidrolitica do processo digestivo, focalizando a conversao
alimentar no crescimento e nas respostas metabolicas. Tais estudos destacam a importancia do
balanceamento da dieta na utilizagao de ingredientes nao protéicos que possam produzir efeito
poupador de proteinas, direcionando-as principalmente para o acréscimo de tecidos, ou
crescimento.

Partindo do pressuposto que os organismos podem ser capazes de regular a atividade
catalitica dos componentes enzimaticos por inimeros processos metabodlicos, respondendo
inclusive as alteragbes ambientais, esta regulacio poderia se realizar tanto pelo controle da
sintese enzimatica como pela sua atividade. Desta forma, os estudos empregando variacoes
qualitativas no arracoamento tornam-se imprescindiveis na caracterizagdo da adaptabilidade
dos processos digestivo e metabdlico das espécies frente aos diferentes aspectos nutricionais

da dieta.



As espécies carnfvoras, como o surubim pintado Pseuplatystoma corruscans, normalmente
alcancam grandes valores de mercado, entretanto, a tecnologia de producdo destas espécies
apresenta ainda varios aspectos a serem desenvolvidos e aprimorados. Em funcao disto, os
estudos sobre os aspectos da estrutura e fisiologia do aparelho digestorio, tais como aspectos
bioquimicos da digestao e suas relagdes com o metabolismo, visando adequar as dietas as suas
exigéncias nutricionais, a sua biologia e ao seu metabolismo adaptativo, sao especialmente
importantes tanto sob os aspectos académicos, quanto sob os aspectos aplicado e comercial

desta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIE Pseudoplatystoma corruscans

A espécie Pseudoplatystoma corruscans, é conhecida popularmente como surubim,
sorubim, piracajara, piracajiara, pira para, jarapoca (FOWLER, 1951; TRAVASSOS, 1960) e mais
comumente como pintado que, segundo LAUDER & LIEM (1983), ocupa a seguinte posi¢ao
sistematica:

Super Classe Pisces
Classe Osteichthyes
Subclasse Actinopterygii
Ordem Siluriformes
Subordem Siluroidei
Familia Pimelodidae
Género Pseudoplatystoma (Bleeker, 1862)
Espécie Pseudoplatystoma corruscans (Agassiz,1829)

A ordem Siluriformes inclui os chamados peixes de couro (SANTOS, 1981), cuja
principal caracteristica externa é a auséncia de escamas pelo corpo, que é revestido apenas de
pele espessa ou coberto, parcial ou totalmente, por placas ésseas. A Familia Pimelodidae
compreende formas muito diversificadas, de porte variado, aberturas branquiais amplas e,
freqiientemente, nadadeiras dorsal e peitorais precedidas por aculeo (BRITSKI et al., 1988).
Esta familia, a mais numerosa da subordem, é composta por um grande numero de géneros e
espécies dulcicolas de habitos noturnos e dieta variada (DIAS, 1987).

O género Pseudoplatystoma compreende os maiores peixes desta familia e pode ser
encontrado nas principais bacias hidrograficas da América do Sul: Amazoénica, do Prata e do
Sio Francisco (WELCOMME, 1985; PETRERE, 1995), estando entre os seus principais
predadores. De habito alimentar carnivoro, principalmente piscivoro, ¢ um dos peixes mais
apreciados por apresentar em sua carne poucas espinhas, podendo alcangar de 100 a 120kg
(SATO et al., 1988). A importancia comercial da espécie P. corruscans é devido, principalmente, a
alta qualidade de sua carne (REID, 1983), ao alto valor de comercializagdo e a sua marcante
participagdao na pesca comercial. Por isso, a espécie vem sofrendo esforco de pesca acentuado
nas diferentes regides em que ocorre (MARQUES, 1993). Ainda que nao seja uma espécie com

risco eminente de extin¢do, sua captura indiscriminada (CURY, 1992) adicionada a poluicao



ambiental, ao desbaste de matas ciliares e a construgao de barragens (BEHR & HAYASHI, 1997),
os estoques naturais vém diminuindo gradativamente. Portanto, o fato da espécie ocupar um
habitat crescentemente alterado pelas ages antrépicas, corre grande risco de desaparecimento,
como ja verificado em trecho das bacias acima citadas (SATO et al., 1987; MARQUES, 1993).

Além do seu alto valor sécio-economico, trabalhos realizados pela Companhia de
Desenvolvimento do Vale do Sao Francisco (CODEVASF) demonstraram o potencial desta
espécie para a piscicultura. Esses trabalhos, somados aos resultados obtidos em pesquisas
desenvolvidas na Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, por RIBEIRO & MIRANDA
(1997), sugerem que o surubim apresenta um crescimento total aparentemente isométrico.
Considerando-se todos os seus indices zootécnicos e caracteristicas de rendimento de carcaca,
esta espécie é credenciada como de alto potencial para a produg¢ao comercial (MIRANDA,
1993). A porcentagem de filé, com média de 48,26%, apresentou-se inferior a média da truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) com 57,8%, e a da carpa capim (Ctenopharingodon idella) com 55%,
mas superior a da tilapia do Nilo (Oreachromis niloticns) com 33%, e mesmo a do bagre de canal
(Lctalurus ~ punctatus) com 37%, sendo esta ultima, a espécie cultivada mais proxima
filogeneticamente dos surubins.

Atualmente, o surubim pode ser considerado juntamente com outras espécies
nacionais como o pirarucu (Arapaima gigas), o dourado (Salminus maxillosos), os tucunarés
(Cichla spp) e a pirarara (Phractocephalus hemiliopterns), espécies de habito alimentar piscivoro,
carnfvoro, com potencial para a criacio como peixes de mesa (fast food), para a pesca esportiva
ou mesmo como peixe ornamental de interesse inclusive para exportacio (TOLEDO, 1991;
CURY, 1992; RABELLO, 1992; KUBITZA, 1995; BEELEN et al., 1998).

Conforme destacado por DEL CARRATORE (2001), no que se refere as espécies
carnfvoras de clima tropical, notadamente as nativas, informagoes acerca da nutricdo e
metabolismo sdo escassas, sendo que as ragdes para espécies como o pintado ainda sao
elaboradas baseadas nas informac¢oes adquiridas pela literatura em trabalhos com espécies
exoticas, principalmente de clima temperado e muitas vezes marinhas. Desta forma, o estudo
dos mecanismos metabdlicos adaptativos e morfologicos de P. corruscans, seja para fins
econémicos, como para fins de aqiicultura de repovoamento de rios e reservatorios, é de

extrema importancia.

2.2 MECANISMOS E ENZIMAS DIGESTIVAS

A digestao é o processo pelo qual o alimento ¢é transformado em compostos mais



simples, capazes de transpor a parede das células intestinais, alcancando a corrente sanglinea
para serem transportados aos tecidos. As proteinas sao hidrolisadas em aminoacidos livres ou
cadeias peptidicas curtas; os carboidratos sao hidrolisados em agucares simples e as gorduras
em acidos graxos e glicerol. Estes processos sio facilitados pela ocorréncia das enzimas
digestivas que atuam ao longo do trato gastrintestinal (JOBING, 1994).

Diferente dos demais vertebrados, os peixes podem consumir uma grande variedade
de alimentos e sdo caracterizados sob varios aspectos. Baseado na forma de obtengdo do
alimento natural, que geralmente consiste em sobreposicio de categorias, eles podem ser
classificados como herbivoros, detritivoros, onivoros e carnivoros. Além disso, podem ser
agrupados em filtradores, planctéfagos, bentéfagos e predadores, como, por exemplo, os
piscivoros. Estas diferengas estao baseadas no seu comportamento alimentar, morfologia do
trato gastrintestinal e fisiologia digestiva (IKAPOOR et al., 1975; FANGE & GROVE, 1979; DAS
et al., 1987; GERKING, 1994; CHAKRABARTI et al. 1995; HIDALGO et al., 1999). Os peixes
podem ainda ser subdivididos, de acordo com sua diversidade na alimentacao, em eurifagos,
que consomem uma dieta mista, esten6fagos, que consumem uma sele¢ao limitada de tipos de
alimentos, ou mondéfagos, que consomem apenas um tipo de alimento (KAPOOR et al., 1975).

Entretanto, muitas espécies manifestam consideraveis variagoes intra-especificas de
habitat tréfico, com distintos fendtipos associados com padrdes particulares de presa ou
utilizagdo do habitat. Além disso, certos individuos ou grupos de individuos podem explorar
somente uma pequena propor¢ao da variedade de tipos de presas que sao exploradas por
outras espécies como um todo. Este polimorfismo tréfico esta usualmente associado com a
variacdo adaptativa comportamental, morfo e fisiolégica (BRYAN & LARKIN, 1972;
MITTELBACH et al., 1992, 1999).

Muitas destas adaptagOes parecem ser reflexos de uma plasticidade fenotipica ao
invés de serem de natureza genética, e desenvolvidas como conseqiiéncia, ao invés de pré-
requisito, para uma especializacdo a dieta. Elas podem envolver mudangas na morfologia das
partes da boca e do trato gastrintestinal, bem como nas capacidades digestivas e absortivas
(KAPOOR et al., 1975; HOFER, 1979a,b; BUDDINGTON et al. 1987, 1997; MAGNAN &
STEVENS, 1993; MITTELBACH et al., 1999).

A plasticidade fenotipica que possibilita um individuo, dentro de uma espécie,
modificar seu comportamento alimentar e regular suas funcoes digestivas em relacio a
mudanga na viabilidade de presas ou composi¢ao da dieta tem, obviamente, implicacoes
ecologicas. Aquelas espécies capazes de fazer tais modificagcOes estdo aptas a explorar uma

extensa variacao de recursos alimentares (CARTER et al., 2001). Entretanto, sio necessarias



informag¢oes mais claras sobre as variagdes na dieta, habito alimentar e nicho ecoldgico para
que melhor se compreendam as estratégias digestivas apresentadas pelas diferentes espécies
(CHAKRABARTI et al. 1995).

Segundo COLLIE & FERRARIS (1995), as adaptagoes a dieta podem ser categorizadas
em genéticas, como as que sao fixas ou e fenotipicas, que sao reversiveis. Entretanto, os
mecanismos que operam em cada categoria podem ser especificos ou ndo. Nas adaptagoes
genéticas, os mecanismos nao especificos atuantes sao aqueles que, se alterados, afetardo a
absor¢ao de todos os nutrientes, como por exemplo, a tendéncia dos herbivoros terem
intestinos longos e dos carnivoros possuirem mucosas mais desenvolvidas e, geralmente,
apresentarem cecos piléricos. Os mecanismos genéticos adaptativos especificos podem ser
exemplificados pela modulagao da expressao dos transportadores de glicose e aminoacidos
especifica e independentemente. Dentre as adaptagoes fenotipicas e reversiveis estao as
adaptagdes a dieta, primariamente envolvidas em mecanismos especificos, como, por exemplo,
mudangas adaptativas ao conteido de agtcar na dieta pela alteragdo na V_, de absor¢ao que
podem ser sinalizadas por mediadores hormonais.

Os peixes, na tentativa de se adequarem as mudangas da dieta, também apresentam
alguma capacidade de adaptagao dos seus processos digestivos, tais como perfil e secre¢iao
enzimaticos, absor¢do e transporte de nutrientes (KAPOOR et al., 1975; HOFER, 1979a,b;
BUDDINGTON et al. 1987, 1997), mas estas habilidades parecem variar entre espécies. Os
carnivoros, por exemplo, parecem ter uma capacidade limitada em alterar sua funcao digestiva
e de transporte de nutrientes de acordo com a composi¢ao da dieta, enquanto os onivoros,
exibem uma habilidade muito maior em modular sua fisiologia digestiva e absortiva
(BUDDINGTON et al., 1987,1997).

GLASS et al. (1989) afirmam que o conhecimento da quantidade e especificidade de
cada enzima presente num sistema digestorio, assim como as condigdes em que ocotre a
hidrolise, ¢ uma ferramenta importante para predizer o processo digestivo em peixes, bem
como a digestibilidade de novos alimentos, pois foi verificado que o padrio das enzimas
digestorias reflete ndo s6 o habito alimentar (herbivoria, omnivoria ou carnivoria), como a
capacidade digestoria dos peixes (SMITH, 1980). A partir disso, a determinagdo da atividade
enzimatica passa a ser de grande importancia na aqiicultura (HOFER & KOCK, 1989),
ajudando a elucidar problemas nutricionais relacionados a fisiologia dos nutrientes.

Foi salientado por HEPHER (1989) que a atividade digestorio-enzimatica esta sob
influéncia da idade do peixe (KUZMINA, 1996), do tipo de alimento (HOFER & SCHIEMER,

1981; HOFER, 1982; JONAS et al,, 1983), do seu estado fisiolégico e da estagdo do ano.



BARRINGTON (1957) e KAPOOR et al. (1975) observaram mudancas significativas na atividade
das enzimas digestorias em diferentes periodos do ciclo anual, sendo a temperatura o fator
limitante, fato atestado por KUZ’MINA (1991).

Nos vertebrados superiores, a ocorréncia de enzimas restringe-se a regides especificas
do trato digestério. Desta forma, pode-se assumir que em alguma fase da evolugao do sistema
digestorio de peixes e cicléstomos, nio houve zonagdo especifica do trato gastrintestinal e
muitas das regioes desse sistema tornaram-se capazes de produzir todos os principais tipos de
enzimas digestorias. Considerando-se o processo evolutivo e o aparecimento das formas
terrestres, os sitios especificos de producio enzimatica tornaram-se mais festritos nos
organismos mais modernos. Entretanto, tém-se descrito diferencas nos padroes de zonagao
enzimatica em diferentes grupos de peixes (CHAKRABERT et al., 1995). Apesar disto, acredita-
se que tanto os processos como as enzimas digestivas, em seu mecanismo de agao e sitio de
secre¢ao, sejam muito semelhantes entre os peixes, mamiferos e demais vertebrados
superiores (KAPOOR et al., 1975; MUNILLA-MORAN & SABORIDO-REY, 1996), mesmo aqueles
de sangue quente (CHESLEY, 1934; HIDALGO et al. 1999).

Segundo HIDALGO et al. (1999) a dificuldade em se estudar as secre¢des digestivas em
peixes envolve a coleta destas secre¢Oes ao invés da metodologia usada nas andlises, similares
as técnicas utilizadas para outros vertebrados. Além disto, outros fatores podem causar
variabilidade nos dados como: 1) a nao uniformidade dos tecidos utilizados para determinagao
das atividades enzimaticas, pois somente em alguns casos a homogeneizacao inclui as
glandulas anexas e/ou todo trato digestério, enquanto em outros casos, a extracao ¢ realizada
por raspagens da camada mucosa do trato, 2) o estado nutricional dos animais utilizados nos
experimentos nao é muitas vezes considerado, pois sao sacrificados apés jejum prolongado ou
em diferentes periodos de pos-prandial; e 3) em alguns casos, o trato digestorio é lavado antes
da homogeneizacido, enquanto em outros, usa-se o trato e seu conteudo para extragio.

Estes fatores, bem como a ampla variedade de técnicas usadas para determinar
diferencas na atividade enzimatica (diferentes substratos, temperatura de incubagao, pH, etc.),
dificultam a obtenc¢ao de valores absolutos para atividades enzimaticas em diferentes espécies
sob condi¢oes fisiologicas especificas, e comparacido destes dados aos obtidos por outros
laboratérios (HIDALGO et al.,1999).

FANGE & GROVE (1979) apontam que as enzimas digestivas produzidas pelas células
intestinais ficam localizadas principalmente no epitélio da borda em escova. Entretanto, estas
enzimas podem ser parcialmente pancreaticas, as quais tém a tendéncia de ficarem adsorvidas

no glicocalix do epitélio celular. Além disso, os autores salientam que a atividade enzimatica



do fluido luminal do intestinal ¢é baixa, mas que células, ou fragmentos delas, sao
constantemente liberados do epitélio, e juntamente com enzimas provindas do estdbmago ou
ainda enzimas do alimento ingerido, podem contribuir para a atividade enzimatica no lamen.

Entretanto, BERMAN & SALENITSE (19606) citados por KAPOOR et al. (1975)
compararam a atividade das enzimas digestivas adsorvidas na borda livre das células do
epitélio intestinal com as enzimas presentes no lumen de carpa. Estes autores observaram que
a taxa de “digestao de contato” foi nove vezes maior que a taxa de digestaio no lumen
intestinal. Dados como estes podem explicar parcialmente a diferenca nos resultados obtidos a
partir de diferentes métodos.

A digestao das proteinas envolve agao de muitas e diferentes enzimas, cada qual com
sua agao especifica nas diferentes partes da cadeia polipeptidica (GAUTHIER et al., 1982). HSU
& WU (1979) apontam que a pepsina, a tripsina € a quimiotripsina sao as trés enzimas
proteoliticas mais importantes do trato gastrintestinal de peixes e que o produto de reagao
destas enzimas, os oligopeptideos, podem ser digeridos a aminoacidos aproveitaveis pelas
varias endo- e exo-peptidades.

A pepsina é uma endopeptidase que cliva as ligagdes peptidicas das proteinas pelo
lado aminoterminal dos residuos de aminoacidos ciclicos aromaticos (tirosina, fenilalanina e
triptofano), rompendo as longas cadeias polipeptidicas em peptideos menores. E capaz de
hidrolizar varias proteinas, mas niao mucinas, espongininas, conchiolinas, queratinas ou
peptideos de baixo peso molecular (SUMNER & SOMERS, 1947 in FANGE & GROVE, 1979).

O poder digestivo do suco gastrico depende tanto da quantidade de pepsina presente,
como do pH do meio. Entretanto, o alimento ingerido normalmente apresenta um
consideravel poder tampido, o que significa que o pH do quimo sera maior que o do suco
gastrico. Para acidificagao do conteido, a quantidade de acido secretada é mais importante que
a concentragao acida da secregdo. Assim, quanto mais alimento for ingerido, maior devera ser
a taxa secretoria (KAPOOR et al., 1975). Entretanto, os autores mencionam a ocorréncia de um
segundo pico de atividade péptica para algumas espécies de peixes, com pH de até 4,
sugerindo que o pH do quimo ndo ¢ extremamente critico, e que a digestdo proteolitica
prossegue em consideravel intensidade em uma variagao de pH de 1 a 5.

Em mamiferos, aves, répteis e anfibios as enzimas digestivas pancreaticas sao
conduzidas ao limen intestinal por um ou dois ductos colédocos (SLACK, 1995). Por outro
lado, em peixes esta situagao nao ¢é tio clara. Em Chondrichthyes, o pancreas forma um 6rgao
compacto como em vertebrados superiores. Em Osteichthyes apenas um pequeno nimero de

espécies (incluindo enguias, “catfish”, “lungfish” e coelacanthos) pode apresentar um pancreas



compacto. Os demais, em nimero mais expressivo, apresentam um tecido pancreatico difuso
e, geralmente localizado ao longo da veia Porta. Além disso, ndo esta evidente se apenas um
ducto colédoco ou um sistema de multiplos ductos, ou ainda se ambos os sistemas estao
presentes nos Teleostei (EINARSSON & DAVIES, 1997).

A tripsina apresenta especificidade para hidrolisar peptideos unidos em que a fungao
carbamil é subscrita por lisina e arginina. Por outro lado, a quimiotripsina niao ¢é especifica
somente para hidrolisar peptideos nos quais a fungdao carbamil é subscrita por residuos de
aminoacidos aromaticos, como tirosina, triptofano, e fenilalanina, mas também para hidrolisar
amidas e ésteres destes aminodcidos aromaticos (RICK, 1965). Em outras palavras, a
quimiotripsina apresenta um espectro para atividade proteolitica muito maior quando
comparada a tripsina.

Muitos estudos comparam as enzimas digestivas em diferentes espécies de peixes
(F1sH, 1960, Hsu & WU, 1979; HOFER & SCHIEMER, 1981; HOFER et al., 1982; JONAS et al.,
1983; HIDALGO et al.,, 1999) e, embora existam algumas exce¢des, a maioria dos autores
considera que a atividade proteolitica ¢ menos dependente do habito nutricional (carnivoro,
onivoro) do que a atividade da amilase.

BORLONGAN (1990) relatou que estudos histoquimicos recentes mostram que a
mucosa intestinal de diversas espécies de teledsteos ¢ capaz de secretar lipase, além daquela
secretada pelo pancreas difuso, o que compensa a falta de um pancreas compacto e bem
desenvolvido. GISBERT et al. (1999) mencionam a ocorréncia de lipase no estdbmago de
algumas espécies de peixes, mas destaca que o sitio primario de hidrdlise lipidica para a
maioria das espécies parece ser a por¢ao anterior do intestino e os cecos piloricos quando
presentes.

Atividade de lipase tem sido detectada no trato digestorio de varias espécies de peixes
marinhos (CHELSEY, 1934; BROCKERHOFF, 1966; BORLONGAN, 1990). Atualmente, os
padroes de distribuicdo de atividade lipolitica ao longo dos diversos segmentos do trato
gastrintestinal de peixes, juvenis e adultos, vém sendo estudados e parecem divergir entre
espécies (KOVEN et al., 1994a,b; CHAKRABARTI et al., 1995). Varios tipos de lipase tém sido
reconhecidos no trato digestorio de peixes juvenis e adultos (IZQUIERDO et al., 2000). Mesmo
que o pancreas de teledsteos seja geralmente difuso, assume-se que as lipases digestivas de
peixes sejam similares, em atividade, as principais lipases de mamiferos. Este fato foi
demonstrado em bacalhau do Atlantico (BROCKERHOFF, 19606), em truta arco-iris (LEGER &
BAUCHART, 1972; TOCHER & SARGENT, 1984), em arraias (BROCKERHOFF & HOYLE, 1965) e

em tubario leopardo (PATTON, 1975; PATTON et al., 1977).
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A digestao e absor¢do de lipidios acontecem principalmente no intestino anteriof,
onde os cecos piléricos estio situados, quando presentes (FANGE & GROVE, 1979;
BUDDINGTON & DOROSHOV, 1986; BORLONGAN, 1990). Outros autores relatam que a
digestao de lipidios continua nas demais porg¢des do intestino (SMITH & LOVELL, 1973; SMITH,
1989), principalmente naquelas espécies estritamente carnivoras, que apresentam o trato
digestorio extremamente curto (FERRARIS & AHEARN, 1984).

A habilidade em digerir polissacarideos, mesmo pouco desenvolvida, esta presente em
carnfvoros (HALVER & HARDY, 2002). Entretanto, peixes tropicais de agua doce geralmente
podem aproveitar mais carboidratos na dieta quando comparados com os salmonideos e
peixes marinhos.

A digestao de carboidratos é realizada por uma série de enzimas, mas sem duvida, a

mais importante delas é a amilase, que ataca as ligacoes glicosidicas o 1-4, produzindo a partir
do amido uma variedade de oligossacarideos (LOVELL, 1988). O aumento da producao de
amilase pode ocorrer em resposta a presenga de carboidratos ou de produtos da sua hidroélise
no limen do trato gastrintestinal. A glicose, por exemplo, pode influenciar diretamente a
producido desta enzima pelo tecido pancreatico, ou indiretamente, estimulando a liberacao de
insulina do pancreas que atuara de diversas maneiras como, por exemplo, estimulando para a
produgao de amilase (JOBLING, 1994).

Considerando o grande volume de informagdes disponiveis na literatura sobre enzimas
digestivas de peixes de regides temperadas, comparativamente muito pouco se sabe para
peixes de clima tropical, inclusive os de interesse para a aquicultura. Neste sentido, MELO et al.
(2002) estudaram as proteases do trato gastrintestinal de jundia (Rbamdia quelen), uma espécie
onivora entre as onze do mesmo género deste siluriforme que apresenta distribuigao
neotropical, do México a Argentina. Os autores verificaram que a espécie responde aos
diferentes niveis de proteina da dieta adaptando seu perfil de enzimas digestivas.

Hsu & WU (1979) atestam que as enzimas digestivas sao indutivas e, portanto, as
maiores atividades de carboidrases devem ser encontradas no trato digestorio de herbivoros e
as maiores atividades proteoliticas nos de carnivoros. Além disso, verificaram que o habito
alimentar e a adaptagdo a composicao da dieta podem estar refletidos no comprimento do
trato gastrintestinal das espécies.

Segundo SEGNER et al. (1989), larvas de Coregonus lavaretus L. arragoadas com diferentes
dietas sao capazes de modificar sua atividade enzimatica, embora estas alteragdes nao tenham
apresentado qualquer correlagio 6bvia com o crescimento. No entanto, os autores salientam

que ¢é necessario estabelecer até que ponto estas mudangas sio adaptativas, para que se possa
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melhorar a digestao e a assimila¢ao da dieta, através do conhecimento detalhado da fisiologia,

metabolismo energético e intermediario, requerimentos nutricionais e plasticidade adaptativa.

2.3 METABOLISMO INTERMEDIARIO

Todos os constituintes metabdlicos do corpo sao constantemente produzidos e
utilizados, isto é, mantidos em estado dinamico, sob constante “turnover”. Além disso, a
concentracao de cada metabdlito esta sob um refinado controle e a modificacao de um tnico
substrato pode modular o fluxo de cada combustivel, independentemente (WEBER &
ZWINGELSTEIN, 1995). Portanto, a habilidade de um tecido em utilizar um determinado
nutriente depende tanto da permeabilidade da célula, como do metabolismo intracelular deste
nutriente, que visa garantir um adequado gradiente de membrana (MOON & FOSTER, 1995).

As taxas metabolicas dos animais ectotérmicos, como os peixes, sao de 5 a 10 vezes
menores, quando comparadas a dos animais endotérmicos de tamanho similar, mesmo
estando 2 mesma temperatura. Isto significa que as exigéncias para a mantenc¢a dos peixes sao
menores quando comparados aqueles dos vertebrados endotérmicos, apresentando ainda um
potencial consideravel para a eficiéncia em conversao alimentar e crescimento somatico
(CARTER et al., 2001).

Segundo LOVELL (1989), os peixes tém um requerimento energético menor que os
animais terrestres por ndo precisarem manter a temperatura do corpo constante, despendendo
menos energia para manter sua posi¢ao e se movimentar na agua e, além disso, por perderem
menos energia no catabolismo protéico. Assim sendo, o requerimento em proteinas, como
uma porcentagem da dieta, é, geralmente, maior para os peixes.

FAGBENRO et al. (2000) destacam que o conhecimento do perfil hematolégico indica
se a dieta esta adequada a espécie, assim como sua resposta fisioldgica as condicOes
ambientais. Segundo AGUIAR (2002), os parametros hematologicos constituem um reflexo de
todos os processos corporais e servem como indicadores das condigoes gerais ou distirbios
metabolicos. Entre eles incluem-se medidas de hematdcerito, concentragao de hemoglobina,
contagem de eritrocitos e contagem ou volume de leucdcitos. Os valores de hematdcrito
revelam a porcentagem de células vermelhas (eritrocitos) contidas no sangue, em relagio ao
total de elementos. Os eritrocitos contem hemoglobina, proteina que permite carregar muito
mais oxigénio (50 — 100 vezes mais) do que poderia ser transportado na sua auséncia.

Além dos parametros sangtineos, determina¢oes de alguns intermediarios metabdlicos

e enzimas podem ser realizadas tanto no sangue como nos diferentes tecidos do corpo. Estas
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analises tém o propésito de avaliar o estado fisiologico do animal como um todo, assim como
sua resposta adaptativa em funcdo das variacdes metabolicas impostas, quer seja por estresse
ambiental e/ou de confinamento, ou por estresse nutricional imposto pelo arracoamento ou
disponibilidade de alimento.

Os nutrientes consumidos pelos organismos superiores sao digeridos e absorvidos
pelo trato digestério e vao para a corrente sangliinea como moléculas menores. Estas
moléculas circulam pelo corpo e, sendo captadas pelos diferentes tecidos, estardo sujeitas as
inimeras reagcoes quimicas do metabolismo. O ponto final destas reagdes é ou a total
degradacao para liberacio da energia contida nas moléculas ou a producio de constituintes
dos tecidos, evidenciada pelo crescimento do organismo. A quebra destas moléculas ¢
denominada catabolismo enquanto sua sintese é chamada anabolismo. A natureza e a
regulacdo destas vias estao diretamente relacionadas com a exigéncia nutricional da espécie e a
disponibilidade dos nutrientes na dieta.

Animais carnivoros, como o pintado, requerem altas quantidades de proteina na dieta
para que delas possam obter os aminoacidos necessarios a sintese protéica e glicose para a
demanda energética. O aumento dos niveis de aminoacidos plasmaticos apds a ingestio de
dietas com grande teor protéico constitui a maior fonte de energia para peixes carnivoros.
Desta forma, a utilizagio de aminoacidos, derivados tanto da dieta quanto da quebra de
tecidos protéicos, se dd em dois estigios sequenciais: primeiro na desaminacio e/ou
transamina¢ao do aminodacido e conversao em um intermediario que possa entrar no ciclo dos
acidos tricarboxilicos e, segundo, na utilizagdio metabodlica ou oxidagiao deste intermediario
(ALEXIS & PAPAPARASKEVA-PAPOUTSOGLOU, 1986; SANCHEZ-MUROS ¢ /., 1998).

Segundo HEPER (1989) os peixes utilizam facilmente proteina como fonte de energia
através do catabolismo de aminoacidos, processo que também esta relacionado a sintese
protéica. O principal fator de controle do catabolismo dos aminoacidos em peixes ¢ a
mudanca das atividades enzimaticas pela alteracido da concentragao de substratos e compostos
reguladores, pois a fonte destes aminoacidos é a dieta que, usualmente, é intermitente,
diferente do catabolismo de proteinas que ¢ um processo continuo (LOVELL, 1988).

Em mamiferos, os valores de K das enzimas que iniciam a sintese protéica (acil
sintetases) nos tecidos sio menores, indicando alta afinidade pelo substrato, os aminoacidos,
quando comparados aos valores de K das enzimas que degradam proteina e aminoacidos.
Isto significa que a sintese protéica pode ocorrer mesmo havendo baixissimas concentragoes
de aminoacidos, mas que a concentracio de aminoacidos deve ser relativamente alta para que

possa ocorrer catalise (LOVELL, 1988).
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Neste sentido, a eficiéncia da conversio da proteina dietética em proteina tissular em
peixes é paradoxal, visto que estes utilizam extensivamente nos aminoacidos como fonte de
energia, “queimando” os precursores de proteinas. Segundo BALLANTYNE (2001) e HALVER &
HARDY (2002) muitas hipoteses ja foram formuladas na tentativa de se obter uma explicagao,
mas certamente, a excre¢ao direta de amoénia como produto final do metabolismo de
nitrogénio é energeticamente favoravel, pois ndo ocorre gasto energético para conversio a um
produto menos toxico. Além disso, a oxidagdo direta de aminoacidos evita o gasto energético
da sintese de moléculas de estoque como glicose ou lipidios para subsequente utilizagao. A
amonia ¢é excretada para a agua principalmente pelas branquias, na forma de NH,". E extraida
diretamente da circulacio ou produzida a partir de aminoacidos por desaminagdo ou
desamidacio (WALTON & COWEY, 1982; CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR, 1987). Contém
menos residuos energéticos que a uréia ou 4cido urico e requer menos energia para a €XCre¢ao
(BRAFIELD & SOLOMON, 1972). Este ¢ um sistema poupador de energia que aumenta a
quantidade de energia metabdlica que o peixe deriva do metabolismo protéico. Como
resultado, os peixes sdo mais eficientes na utilizagio de proteinas que os animais
homeotérmicos terrestres, que devem eliminar os residuos nitrogenados anteriormente
mencionados (HALVER & HARDY, 2002).

A perda em amonia representa de 70 a 90% da perda total de nitrogénio pelos peixes
(MOMMSEN & WALSH, 1992), com 5 a 15% sendo excretado como uréia, dependendo da
espécie (DOSDAT et al., 1996). Além disso, cerca de 80 a 90% da excrecao de nitrogénio em
peixes ocorre diretamente pelas branquias e o restante pela pele e urina. Devido a sua
toxicidade, a amonia deve ser excretada rapidamente, tio logo passe pelas branquias,
prevenindo acumulo nos tecidos (HALVER & HARDY, 2002).

O valor energético da proteina para peixes, em relagdo a energia fisioldgica utilizavel,
¢ de aproximadamente 4,6 kcal/g (SMITH, 1971) e é maior do que para os mamiferos
ureotélicos e para as aves uricotélicas, para os quais é de aproximadamente 4,1 kcal/g (BELL et
al., 1980). Isto pode ter contribuido para a maior requisicao de proteina na dieta de peixes
quando comparada com as de aves e mamiferos. Além disso, existem evidéncias de que parte
da proteina consumida pelos peixes é obrigatoriamente canalizada para a producdo de energia
(HEPER, 1989). Entretanto, dados relacionando respostas adaptativas do metabolismo a
mudangas na concentra¢ao de proteinas da dieta sdo raros e geralmente indicam haver pouca
capacidade adaptativa em peixes, provavelmente relacionada ao habito carnivoro (RUMSEY,
1981; WALTON, 1986). Além disso, um numero bastante limitado destes estudos considera os

animais individualmente.
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Por outro lado, espera-se que quanto maiores as quantidades de alimento ingeridas
pelo peixe, maiores serdao as atividades e as concentragdoes das enzimas envolvidas no
metabolismo celular (HOULIHAN et al., 1993). CARTER et al. (2001) apontam que a ingestao de
alimentos de um grupo ¢ direcionada pelas taxas de crescimento e metabolismo que sao
correlacionadas.

Segundo KAPOOR et al. (1975) os peixes sao habeis em regular a ingestdo de
alimentos, mas esta ¢ influenciada por varios fatores tanto externos, como temperatura,
estagdo do ano, atividade locomotora, tamanho do corpo, ou o préprio suprimento de
alimentos, como internos, exemplificados pela capacidade do trato gastrintestinal, velocidade
de digestao, saciedade e taxas metabdlicas. Além disso, a quantidade minima de alimento
ingerida pelo peixe deve ser pelo menos aquela suficiente para suprir a “rotina metabodlica” ou
metabolismo basal.

Quando as condi¢Oes ambientais sio mantidas constantes, eventuais mudangas na
alimentagdo terao reflexos no ciclo fisiolégico. Neste sentido, quando o perfodo de
alimentacao diaria ¢ curto, a capacidade do trato gastrintestinal, principalmente do estomago,
limita a quantidade de alimento ingerido. Por outro lado, quando os peixes tém acesso livre ao
alimento, a capacidade da porcdo anterior do trato gastrintestinal passa a ndo ser mais
limitante, desde que o peixe consuma uma determinada quantidade de calorias. Entretanto, se
o valor calérico ou nutricional é baixo, o peixe toma um grande volume de alimento e a taxa
de alimentag¢ao passa a ser governada pela fome ou saciedade, que depende do déficit
metabolico. Por sua vez, a saciedade nao deve ser definida em relacio ao conteudo estomacal
e avidez por alimento, pois pode aumentar quando o estbmago esta vazio, ja que a resposta a
alimentagdo pode ser deprimida por outros meios diferentes da ingestao de alimentos. Neste
sentido, o grau de saciedade e a avidez por alimentos podem variar independentemente.
Quando a resposta a alimentagao nao ¢ inibida, a ansia por consumo de alimento passa a ser
dependente da concentracao sangiiinea de glicose e aminoacidos (KAPOOR et al., 1975).

Segundo DE SILVA & ANDERSON (1995), a quantidade de proteina consumida pelos
peixes, através da dieta, afeta diretamente seu estado metabodlico. Sendo assim, altos niveis de
proteina resultam em aumentos nas concentragdes de aminoacidos livres circulantes, excre¢ao
de amonia, sintese protéica, atividade das enzimas gliconeogénicas e declinio da atividade das
enzimas glicoliticas. Entretanto, o autor relata que pouco efeito tem sido observado na
atividade das enzimas que catabolizam aminoacidos.

A gliconeogeénese ¢ a rota responsavel pela sintese de glicose de novo e sintese de

glicogénio a partir de precursores como lactato, aminoacidos, glicerol e frutose (MOON, 1988).
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A importancia desta via para a manutencao da homeostase dos carboidratos nos tecidos tem
sido cada vez mais ressaltada em fun¢do dos altos requerimentos protéicos e
conseqiientemente em aminoacidos, principalmente pelos peixes carnfvoros (MOMMSEM,
1986; SUAREZ & MOMMSEN, 1987; MOON, 1988).

Os aminoacidos nao sio estocados em grandes quantidades no corpo, como podem
ser os lipidios ou os carboidratos. Quando em excesso, sio desaminados e os residuos de
carbono sio oxidados ou convertidos em lipidios, carboidratos ou ainda outros compostos. O
grupamento amino ¢é removido dos aminoacidos principalmente por transaminagao ou por
desaminag¢ao oxidativa. A transaminagao parece ser a principal rota inicial para desaminagao

em peixes, envolvendo a transferéncia da amoénia do grupo amino para um O-ceto acido,

usualmente o-cetoglutarato. Por sua vez, o ceto acido recipiente é liberado através da
desaminacdo para excrecdo ou sintese de outro aminoacido e ¢ reciclado por outra
transaminagao. O ceto acido formado na transaminagao inicial pode ser oxidado, convertido a
lipidio ou ainda usado na sintese de outros compostos (LOVELL, 1988). A enzima envolvida
neste processo ¢ a glutamato desidrogenase (GDH).

A GDH ¢ muito similar em peixes e mamiferos e apresenta as maiores atividades nas
branquias, rim, muisculo vermelho e figado (CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR, 1987). E uma
enzima mitocondrial e, sendo assim, a amoénia é produzida intramitocondrialmente
(BALLANTYNE, 2001)

A argino uréia hidrolase ou arginase ¢ outra enzima de extrema importancia no
metabolismo de aminoacidos, principalmente para aqueles peixes ureogénicos. Em primeiro
lugar, é responsavel pela principal via de metaboliza¢iao da arginina, um aminoacido abundante
em dietas carnfvoras e, em segundo lugar, esta enzima é pe¢a chave na sintese de creatinina,

oxido nitrico e glutamato (JENKINSON et al., 1990).

2.3.1 O papel dos tecidos no metabolismo intermediario

As taxas de sintese protéica sao bastante altas no figado, que é extremamente sensivel a
qualquer variagao na dieta (CARTER & HOULIHAN, 2001). Ele é responsavel pela manutengao
do “pool” de aminoacidos corpéreo (LOVELL, 1988), desempenhando um papel fundamental
no metabolismo e na regulacao do transporte destes aminoacidos para os tecidos (CARTER et
al., 2001). Somado a isso, o figado representa o principal sitio de produc¢ao de amoénia do

organismo (ALEXIS & PAPAPARASKEVA-PAPOUTSOGLOU, 1986).
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Além do metabolismo protéico, o tecido hepatico desempenha papel fundamental no
metabolismo de carboidratos. Para MOON & FOSTER (1995) o principal papel do figado no
metabolismo glicidico ¢ a conversio de substratos constituidos de 3 carbonos, provenientes da
dieta, em compostos energéticos a serem nele estocados, ou a formacio de glicose a ser
exportada para os demais tecidos. Sendo assim, ao invés de funcionar como um O6rgio
intermediador na manuten¢ao do ciclo de carbono, o figado também poderia funcionar
suprindo os estoques de reserva energética ou glicogénio. Estes autores concordam com
CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR (1987), que acreditam que o papel do figado no catabolismo de
glicose esteja mais relacionado ao fornecimento de intermedidrios para 0Os processos
biossintéticos do que para o fornecimento de piruvato para combustao.

Outro composto de 3 carbonos é o lactato, um dos substratos mais utilizados pelo
metabolismo hepatico (SUAREZ & MOMMSEN, 1987; MOON, 1988), sugerindo a importancia
do ciclo de Cori para os peixes na reciclagem do lactato muscular (Lactato muscular — glicose
hepatica — glicogénio muscular) (SUAREZ & MOMMSEN, 1987).

O rim é um tecido armazenador de glicogénio, mas em quantidades menores daquelas
encontradas no figado (MOON & FOSTER, 1995). Além disso, é o segundo tecido mais
importante, apos o figado, em termos da gliconeogénese a partir de aminoacidos (JURS &
BASTROP, 1995). Estudos comparativos mostram que a atividade da arginase renal é excedida
apenas pela hepatica (CVANCARA, 1969). Desta forma, CHIU et al. (1986), comparando a
atividade de arginase nos diferentes tecidos em truta arco-iris, verificaram que a atividade do
tecido renal representa apenas um terco da hepatica.

O musculo branco desempenha papel de destaque no metabolismo corpéreo de
proteinas, salvo algumas diferengas, apresenta a maior quantidade relativa de aminoacidos
essenciais do organismo, representando o maior volume de massa corporea (CARTER &
HOULIHAN, 2001).

No musculo branco as atividades do ciclo de Krebs podem ser mantidas sem a entrada
de carbono provindo de outras fontes. Uma rota similar pode ocorrer a partir de aminoacidos
sendo trans-deaminados via GDH. Esta é uma estratégia mais eficiente, em que 0s
aminoacidos podem ser catabolizados, resultando em piruvato ou outro produto intermediario
do ciclo dos acidos tricarboxilicos. Isto ocorre sem a necessidade de combustao dos estoques
de carboidratos ou lipidios, para o fornecimento de intermediarios de 2 ou 4 carbonos,
mantendo o fluxo do ciclo, evitando o gasto energético para a sintese e estocagem destes
combustiveis. Se tal processo “autocatalitico” ocorrer nos demais tecidos, a economia

energética pode ser significante.
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A quantidade de massa muscular branca do corpo representa um estoque substancial
de glicogénio, aproximadamente vinte vezes maior do que o do figado (MOYES & WEST,
1995). Entretanto, em propor¢oes relativas, o figado estoca mais glicogénio que o musculo
branco.

Entretanto, em muitas espécies de peixes o glicogénio muscular nio é mobilizado,
exceto em condigdes extremas, sendo mantido as custas da glicose sangiiinea, que por sua vez,
¢ provida pelos processos hepaticos de gliconeogénese e glicogendlise (NAVARRO &

GUTIERREZ, 1995).

2.3.2 Principais metabolitos

Os aminoacidos desempenham numerosas fungoes em peixes e a mais familiar delas é
a construcao de blocos de proteina (BALLANTYNE, 2001). No entanto, sio também
necessarios para a sintese de outros compostos associados com o metabolismo incluindo
hormoénios, neurotransmissores, purinas e enzimas metabdlicas. Além disso, podem ser
catabolizados para suprir a demanda energética metabolica. Os aminoacidos para estes
propositos sao provenientes da dieta e o seu “turnover” em tecidos protéicos ocorre
constantemente (HALVER & HARDY, 2002). As mudancas na concentracdo dos aminoacidos
sao sequenciais e refletem as rotas metabdlicas através dos tecidos de acordo com a digestao,
absor¢ao, metabolismo e conseqiientemente, crescimento (CARTER et al., 2001).

Segundo JURSS & BASTROP (1995) na analise do metabolismo de aminoacidos alguns
fatos devem ser levados em consideragao, entre eles: a) a concentragao total de aminoacidos
livres é dividida pela membrana celular em intracelular e extracelular; b) a intracelular é 6rgao,
e provavelmente, célula-especifica. Portanto, as concentragdes intracelulares dos diferentes
orgaos estio unidas pelo montante extracelular, da circulagiao sangiiinea (que também possui
uma porcao intracelular nos eritrécitos, e extracelular no plasma), que pode interagir com a
mudanca da condi¢ao nutricional do organismo; c) sio necessarios mecanismos de transporte
para movimentar os aminoacidos do meio extracelular para o intracelular. O fluxo de
aminoacidos do “milieu extérieur”; ao invés de uma unica membrana celular, tem que cruzar
tanto a membrana apical, como a basolateral do epitélio intestinal; d) a composi¢io em
aminodacidos intracelular é fortemente influenciada pelas enzimas presentes na célula e pelos
transportadores de membrana. Estes mesmos fatores governam ainda a distribuicio de
aminoacidos entre o compartimento celular citossélico e o mitocondrial.

O fluxo de aminoacidos e as mudangas temporais em sua concentragao nos diferentes

tecidos dao idéia da dinamica da relagdo entre a ingestao de proteinas, metabolismo tecidual e
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utilizacdo destes aminodcidos para a sintese protéica. Portanto, a habilidade em regular o
grande influxo de aminoacidos, presumivelmente para manutengao da homeostase tecidual,
bem como para otimizar a utilizagdo da energia e proteina da dieta, é o ponto central para o
sucesso desta relacio (CARTER et al., 2001).

A concentragdo do “pool” de aminoacidos livres é influenciada pela importagao e
exportacao de aminoacidos em sua forma livres, como peptideos ou proteinas, bem como pela
sua utilizagdo dentro de um tecido especifico (JURS & BASTROP, 1995). Entretanto, existe
inter-relagdao entre o “turnover” de proteinas, o fluxo de aminoacidos livres e a excregdao de
produtos nitrogenados (CARTER et al., 2001).

Varios autores relatam que a concentragio total de aminoacidos livres no figado
aumenta poucas horas ap6s a alimentagao (WALTON & WILSON, 1986; CARTER et al., 1995).
Entretanto, o “pool” de aminoacidos no musculo branco ¢ relativamente pouco afetado pela
alimentacao (OGATA, 1986, ESPE et al., 1993; CARTER et al., 1995).

Consideraveis esforcos tém sido feitos para relacionar o perfil de aminoacidos nos
tecidos, particularmente no sangue, a composi¢do de aminoacidos da dieta (NOSE, 1982;
WALTON & WILSON, 1986). Entretanto, experimentos evidenciam pouca correlagao
significativa entre o “pool” de aminoacidos ingeridos e o “pool” de aminoacidos no figado e
no musculo branco (WALTON & WILSON, 1986; LYNDON et al., 1993; CARTER et al., 1995),
fato que niao surpreende, em funcio do grande nimero de fatores envolvidos na regulacio da
concentracao ¢ composicao dos tecidos (FULLER & GARLICK, 1994; ARZEL et al., 1995).
Atualmente, tem-se destacado a importancia do trato gastrintestinal no metabolismo de
aminoacidos derivados da reciclagem (ao invés do alimento) em mamiferos (REEDS et al.,
1999), fato que deve desempenhar o mesmo grau de importancia para peixes (CARTER et al,,
2001).

A concentragao de aminoacidos livres é relativamente baixa, pois a maior parte deles
esta compondo os tecidos protéicos do corpo (HALVER & HARDY, 2002). Os teores mais altos

sdao encontrados no figado e no rim, podendo sua concentracio variar entre 20-60 pmoles/g

de tecido (exceto taurina) embora niveis abaixo de 10 pumoles/g de tecido sejam observados
(MOMMSEN et al, 1980). Sendo assim, a importancia relativa dos aminoacidos para
gliconeogénese pode variar dependendo também da concentragao tecidual de outros
metabolitos como o lactato (BALLANTYNE, 2001). Além disso, a incorporacio de residuos
carbonico de aminoacidos em glicose é rapida, mas, na verdade, nem todos podem ser

convertidos a glicose pelos peixes. Segundo BEVER et al. (1981), uma significativa propor¢ao
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dos residuos carbonicos da gliconeogénese ¢ utilizada para a producio de
mucopolissacarideos, constituintes do muco, principalmente por aquelas espécies que
consomem quantidades minimas de carboidrato na dieta.

Sabe-se muito pouco sobre a concentragao dos outros intermediarios metabdlicos nos
diferentes tecidos e 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. Entretanto, o metabolismo de carboidratos é uma
rota central do fluxo energético em peixes (DABROWSKI & GUDERLEY, 2002). Os carboidratos

sao geralmente estocados na forma de glicogénio, um polimero de unidades glicosyl unidos
por ligacoes lineares au(1-4) e ramificadas a(1-6). Geralmente sio encontrados no citosol, na
forma de pequenos granulos denominados particulas 3, mas também podem ser estocados em

particulas maiores, as @, ou ainda em corpos especializados de glicogénio, observados somente
naqueles tecidos que estocam grandes quantidades deste metabdlito (VAN DEN THILLART &
VAN RAATJ, 1995).

A glicogendlise ¢ uma fonte de glicose, mas nao parece ser a maior fonte de glicose
para o figado ou musculo quando os niveis de precursores na dieta sio adequados. Representa
uma estratégia emergencial antes que a glicose esteja disponivel a partir da dieta ou pela
gliconeogénese de aminoacidos provindos da digestao protéica (WALTON & COWEY, 1989).

Dados relatam que a variagao hepatica diurna do contetdo de glicogénio, molécula que
apresenta a mesma estrutura quimica em peixes e mamiferos (KJOLBERG et al., 1963), nio
demonstra uma relacio definida com a ingestaio de alimento. Além disso, a maior
concentragao de glicogénio no figado pode sofrer um efeito retardado do arragoamento em
funcio da estacaio do ano e da idade do peixe (DELAHUNTY et al. 1978; LAIDLEY &
LEATHERLAND, 1988). Além disso, o conteido de glicogénio hepatico é extremamente
varidvel entre individuos e espécies de peixes, com valores entre 2 a 1800 pmoles de glycosil/g
de tecido. Os teores de glicogénio muscular sio proporcionalmente inferiores aos do figado,
mas em relacdo a massa corporea, os musculares sao mais representativos. Entretanto, VAN
DEN THILLART & VAN RAAI] (1995) destacam que os estoques de glicogénio do musculo
branco siao, normalmente, direcionados para queima repentina devido ao exercicio natatério e
nao rotineiramente, como para manutengao glicémica.

O tempo de aparecimento da glicose (e outros agucares simples) no plasma, em relagao
a alimentagdo, vai depender de fatores. Entre eles, o conteudo total de carboidratos e dos

outros ingredientes da dieta, sua forma de processamento, habito alimentar, histérico
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nutricional do individuo e temperatura da agua (BERGOT & BREQUE, 1983; HUNG, 1991).
Neste sentido, espécies onivoras e herbivoras sio mais habeis em utilizar dietas contendo altos
teores de carboidratos que as carnivoras. Entretanto, WILSON (1994) destaca que somente 0s
carnfvoros apresentam respostas adaptativas aos teores de carboidratos presentes na dieta.

Os lipidios sdao estocados em muitos 6rgaos de depdsito, diferente de mamiferos que
os estocam quase exclusivamente no tecido adiposo. Segundo VAN DEN TILLART & VAN RAAT]
(1995), os sitios de estocagem de lipidios mais importantes em peixes sao o mesentério
adiposo, o figado e musculo. Além disso, os lipidios corpéreos refletem os lipidios da dieta,
em termos de quantidade e composiciao de acidos graxos, embora possam ser sintetizados de

carboidratos e aminoacidos (CARTER et al., 2001).

2.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS

O primeiro passo no aproveitamento de nutrientes pelos animais envolve, apds a
ingestio, o processamento e a absorcdo pelo sistema digestério. Os estudos em nutri¢do sao
de grande valia na compreensio deste processo, pois a forma pela qual ocorre nas diversas
espécies, varia em alguns aspectos e até mesmo individualmente, mesmo podendo ser, de certa
forma, generalizado para os vertebrados. O canal alimentar dos peixes teledsteos tem sido
amplamente estudado e morfologicamente descrito na tentativa de se determinar a fun¢ao de
muitas estruturas anatomicamente especializadas em relacdo a diferentes adaptagdes ao habito
alimentar (CATALDI et al., 1987).

Neste sentido, a morfologia vem sendo uma ferramenta util na compreensao das
fungoes fisiolégicas dos organismos vivos, € o seu conhecimento se intensifica com as
descobertas de detalhes das diferentes estruturas. A histologia é um dos aspectos da
morfologia que comporta os estudos de fisiologia, bioquimica e patologia (TAKASHIMA &
HIBIYA, 1995). Através dela, conhecimentos consideraveis das condigdes e alteragdes nos
varios tecidos tém sido acumulados, possibilitando maiores esclarecimentos sobre as
estruturas e suas funcoes.

Embora os estudos histoloégicos em peixes tenham fornecido uma gama de
informagoes sobre o trato gastrintestinal, muitos deles tém seu foco de atengao no status
celular antes do inicio da alimentacio exogena (CALZADA et al, 1998). Por esta razao, a
literatura carece de informagoes em relagao a possiveis adaptacdes morfoldgicas em resposta a
variacao dos nutrientes da dieta, das quais se possa inclusive inferir sobre a alimentagao de

espécies de interesse a aquicultura.
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SEIXAS FILHO et al. (2001a) relatam que as relagdes entre o regime alimentar e as
caracteristicas do aparelho digestério vém sendo intensamente estudadas em outros grupos
zooldgicos, onde as técnicas ja atingiram um estigio de controle absoluto na formulagao e
manipula¢ao de ragdes balanceadas, indispensaveis a obtencao de resultados produtivos
satisfatorios. Contudo, a nutri¢ao de peixes, principalmente de teledsteos tropicais, encontra-
se longe do estabelecimento de padroes de exigéncia que possam ser utilizados pelos
nutricionistas de uma forma padronizada. Portanto, um conhecimento cada vez mais
aprofundado sobre fisiologia dos peixes aumenta as possibilidades de melhorar a preservagao
e ainda aumentar os estoques aquaticos, bem como otimizar os métodos utilizados em

aquicultura (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).

2.4.1 Morfologia do Aparelho Digestorio de Peixes

As caracteristicas anatomicas do aparelho digestério encontram-se em estreita
dependéncia com a natureza dos alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e
o desenvolvimento do individuo, sendo manifestadas especialmente no trato gastrintestinal,
através de adaptagoes e modificagoes (SEIXAS FILHO et al., 2001a). BUDDINGTON et al. (1997)
relata que as adaptagoes a dieta ocorrem em trés etapas. Primeiro, durante a evolugao genética
da espécie, determinando a estrutura e fun¢do do trato gastrintestinal em funcdo da selegao
para combinar a composi¢ao e aparente variabilidade da dieta natural. Segundo, durante a
histéria de vida individual, exemplificada pela ocorréncia de mudangas na dieta e
caracterfsticas do trato gastrintestinal. Terceiro, envolvendo rapidas e reversiveis mudangas
que permitem o organismo se adequar as flutua¢es da dieta (quantidade e composicao) e
condi¢oes ambientais. O conhecimento da interligacdo destes fatores pode fornecer subsidios
para uma melhor compreensao do desempenho de uma espécie contida em ecossistemas
naturais ou mesmo em piscigranjas.

Dentre os vertebrados, os peixes possuem o mais simples ou menos diferenciado
sistema digestério, em concordancia com sua posicio na escala evolutiva (DE SILVA E
ANDERSON, 1995; Kuz’MINA, 1991), mas apresentam a morfologia do tubo digestério
bastante variavel, que ilustra a diversidade de regimes alimentares e modos de vida (SEIXAS
FILHO et al., 2001a) na cobertura de varios nichos tréficos. KUZMINA (1991) destaca que, se a
organizagdo morfologica dos diferentes grupos taxonomicos de peixes difere
significantemente, podendo ser relativamente especializada (presenga ou nao de estomago,
diferentes métodos e graus de expansdao da superficie absortiva, etc), sua estrutura histolégica

difere menos.
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A estrutura histolégica da parede do tubo digestorio dos peixes é geralmente
semelhante a dos vertebrados superiores, constituida por 4 camadas basicas: a mucosa, a
submucosa, a tdnica muscular e a serosa. A mucosa é constituida de células epiteliais
colunares, apoiadas em tecido conjuntivo frouxo, formando grandes pregas onduladas. A
submucosa é uma camada de tecido conjuntivo que da sustentagdo a mucosa. A tunica
muscular é composta por duas camadas de musculo (longitudinal externa e transversal ou
circular interna) que auxiliam a movimentagao do conteido do limen (digesta, bile ou outras
secregoes). A serosa é formada internamente por tecido conjuntivo frouxo e externamente por
uma camada de células epiteliais pavimentosas (mesotélio), revestindo externamente o trato
gastrintestinal. Estas camadas podem ndo ser encontradas em todos os 6rgaos e dentro de
uma delas podem ocorrer estruturas adicionais, ou ainda apresentarem subdivisoes, variando
consideravelmente nos diferentes segmentos do canal alimentar (TAKASHIMA & HIBIYA,
1995).

O epitélio mucoso ao longo do canal gastrintestinal ¢ regionalmente diferenciado e
assume multiplas fungdes, tais como prote¢ao das camadas internas, secre¢ao de suco
digestivo, absor¢ao, metabolismo de nutrientes, entre outras. Assim, as células epiteliais
podem estar diferenciadas em células absortivas, como as do intestino, em células secretoras
gastricas e intestinais, ou em células mucosas encontradas ao longo de todo comprimento do
canal (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).

Assim como a digestao, a absor¢ao de particulas alimentares e moléculas geralmente
ocorrem nas células epiteliais colunares ao longo da borda estriada, onde numerosas enzimas
relacionadas tanto com os processos digestivos como aos absortivos estdo localizadas
(TENGJAROENKUL et al., 2000).

As células caliciformes contém um aparelho de Golgi muito desenvolvido com
funcio relacionada a sintese dos polissacarideos, e um reticulo endoplasmatico granular que
produz as proteinas que compoem a secre¢ao (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995). Estas células
sao facilmente visualizadas em cortes histolégicos submetidos a reagao histoquimica de PAS,
que cora de magenta determinados carboidratos, como por exemplo, os mucopolissacarideos
acidos.

A secre¢ao mucosa das células caliciformes auxilia na lubrificagdo durante a passagem
do alimento e pode fornecer co-fatores enzimaticos necessirios aos processos cataliticos
(ANDERSON, 19806) ou conter enzimas digestivas propriamente ditas (lKKAPOOR et al., 1975). As
mucinas podem ainda reduzir a habilidade de adesao de bactérias aos enterdcitos, protegendo-

os também contra possiveis danos fisicos e quimicos (BUDDINGTON et al., 1997).
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2.4.2 O intestino

O conhecimento da histologia do intestino de peixes de interesse comercial é de
grande importiancia para a compreensio de alterages, sejam patoldgicas, relacionadas a
doengas infecciosas, sejam proporcionadas pelas dietas artificiais (GARGIULO et al., 1998), pois
a mucosa desempenha papel fundamental nos processos digestivos, absortivos e metabdlicos
dos diferentes animais (KUPERMAN & KUZMINA, 1994). Além de representar uma barreira
seletiva que permite a absor¢ao de nutrientes, também consegue excluir muitas substancias
toxicas e organismos patogénicos, atua na regulacao do balango eletrolitico e apresenta fungao
imune e endocrina (BUDDINGTON et al., 1997).

KAPOOR et al. (1975) relatam que a estrutura anatomica do intestino dos peixes
depende do habito alimentar da espécie e, particularmente, o comprimento relativo do
intestino depende da natureza do alimento. Segundo BUDDINGTON et al. (1997) a superficie
absortiva do intestino, incluindo vilos e microvilos, esta relacionada ao metabolismo corpoéreo,
e medidas adicionais se fazem necessarias para definir um modelo que possa predizer a area de
superficie absortiva, combinando metabolismo e qualidade da dieta para peixes, classe que
apresenta as menores areas de superficie intestinal quando comparados com répteis e anfibios,
mas principalmente com mamiferos e aves que apresentam as maiores.

Em muitas espécies de peixes, o limite entre as por¢oes adjacentes do intestino é
obscuro e em muitos casos recebem denominagdes coletivas. Entretanto, seus segmentos
podem ser diferenciados pela presenca de constricoes no limen e, mais freqientemente, por
alteragdes no padrio das vilosidades (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995). LUNDSTEDT (1999)
estudando a influéncia de fontes protéicas de origem vegetal a base de concentrado protéico
de soja, ou de origem animal, a base de farinha de peixe para tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) revertidas sexulamente ou nao, verificou alteracdes morfologicas na por¢ao mediana
do intestino, relacionadas a tentativa de melhor aproveitamento das fracdes nutritivas da dieta.
TAKASHIMA & HIBIYA (1995) relatam que as porg¢oes anterior e posterior do intestino de
“goldfish” apresentam vilosidades profundas e rasas respectivamente, contrariamente as
vilosidades do intestino de truta arco-iris.

Esfincteres e valvulas sio normalmente formados ao longo do canal por
engrossamento da camada muscular circular lisa. Além disso, o reto é claramente distinguivel
das por¢oes precedentes pela presenca da valva ileo-retal, camada muscular mais espessa e
abundancia de células mucosas, além de atividade absortiva reduzida (TAKASHIMA & HIBIYA,

1995).
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Para KAPOOR et al. (1975) e KHANNA & MEHROTA (1971), as pregas da mucosa mais
complexamente estruturadas podem ser encontradas em espécies carnivoras. Ja para
ANGELESCU & GNERI (1949), a estrutura da mucosa intestinal esta mais relacionada com os
processos fisiologicos de digestdo e absor¢do, e as regides com pregas mais complexas
estariam mais envolvidas nos processos absortivos, dado o aumento da area efetiva para a
absorcao dos nutrientes.

O epitélio da mucosa intestinal ¢ composto, em toda a sua extensiao, por uma unica
camada de células epiteliais, com muito pouca diferenciagao citolégica entre os enterdcitos da
porcao antero-mediana para a posterior no estado de repouso nao absortivo. A diferenga mais
marcante entre eles ¢ funcional, e torna-se evidente no momento da digestio e da absorgao.
Os enterdcitos do intestino anterior de peixes adultos tém habilidade em absorver lipidios e
proteinas do canal do limen, enquanto os do intestino posterior conservam a habilidade
caracterfstica da fase larval em absorver macromoléculas protéicas (TAKASHIMA & HIBIYA,
1995).

Na literatura, poucos sao os trabalhos documentados que visam os estudos
histoquimicos de glicosaminoglicanas. VICENTINI (1984) estudando as caracteristicas
histoquimicas do epididimo do bovino zebu faz referéncia aos trabalhos histoquimicos
realizados por LILLE (1965), BARKA & ANDERSON (1965) e PEARSE (1972), e destaca a
importancia da detec¢ao de macromoléculas e interpretacbes de mecanismos metabdlicos,
tanto celulares como teciduais.

Para JUNQUEIRA & CARNEIRO (1995) os polissacarideos mais pesquisados por reagoes
histoquimicas sio o glicogénio, o amido e os polissacarideos que se associam as proteinas. As
proteoglicanas sao constituidas por glicosaminoglicanas que se ligam a uma molécula protéica
Por outro lado, as glicoproteinas sao resultantes da associagdao de polissacarideos nao lineares
e freqientemente ramificados, que nao contém obrigatoriamente glicosamina.

Segundo LEHNINGER et al. (1995), os polissacarideos diferem entre si na identidade de
suas unidades monossacaridicas, nos tipos de ligagdes que as unem no comprimento de suas
cadeias e no grau de ramificagao das mesmas. Os homopolissacarideos apresentam um tnico
tipo de unidade monomérica, enquanto que os heteropolissacarideos apresentam dois ou mais
tipos, fornecendo suporte extracelular na formagiao de uma matriz que mantém as células
individuais, fixas e reunidas. O mesmo autor ainda coloca que as proteoglicanas, como uma
reunido de heteropolissacarideos e proteinas, sio responsaveis pelas propriedades lubrificantes
e viscosidade de algumas secregoes. As glicosaminoglicanas e proteoglicanas sao componentes

da matriz extracelular e constituem a substancia fundamental amorfa, que mantém as células
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unidas, fornecendo uma via porosa para difusao dos nutrientes e oxigénio para as células. A
matriz extracelular ¢ composta por heteropolissacarideos formado de glicosaminoglicanas, que
por sua vez, sio polimeros lineares compostos por unidades repetidas de dissacarideos. As
glicosaminoglicanas com uma ou mais hidroxilas de ag¢icar aminado, estio esterificadas com
sulfato. A combinagao dos grupos carboxilados dos residuos de acido urénico e grupos sulfato
leva a uma alta densidade de cargas elétricas negativas.

Segundo JUNQUEIRA & CARNEIRO (1995), os polissacarideos sao compostos que
encontram-se livres ou ligados as proteinas e lipidios. O unico polissacarideo nao ligado as
proteinas presentes no organismo dos mamiferos ¢ o glicogénio, que pode ser evidenciado
pela reacao de PAS. Esta técnica baseia-se na capacidade do acido periddico oxidar as ligagdes
carbono-carbono das seqiiéncias 1-2 glicol, dos hidratos de carbono, produzindo aldeidos. Os
aldeidos sao, na etapa seguinte, revelados pelo reativo de Schiff, que reage com os
grupamentos aldeidicos, produzindo um composto corado e insolavel de cor vermelha. Como
existem nos tecidos outras moléculas que podem ser evidenciadas pelo PAS, é necessaria uma
lamina controle tratada com a enzima amilase, para remogao prévia do glicogénio.

As mucossubstancias neutras sao aparentemente formadas predominantemente por
complexos de glicoproteinas, ao passo que as substancias acidas, AB positivas, possuem
residuos de acido salicilico em sua estrutura (DERMER, 1973; DE BOLD et al. 1978), nio
excluindo a presenga de complexos de sialoglicoproteinas.

Desta forma, pode-se salientar que os estudos dos aspectos bioquimicos da digestao e
suas relagdes com o metabolismo e morfologia, visando adequar as dietas as suas exigéncias
nutricionais das espécies, a sua biologia e ao seu metabolismo adaptativo, sio especialmente

importantes tanto sob o aspecto tedrico quanto sob o aspecto aplicado.

2.5 ASPECTOS DA NUTRICAO DE PEIXES

Nutricao [Do Lat. Nutritione] S. f. 1. Ato ou efeito de nutrir(-se); nutrimento. 2.
Sustento; alimento. 3. Biol. Ger. Conjunto de processos que vao desde a ingestio até sua
assimilagdo pelas células (BUARQUE DE HOLANDA, 1986). Sendo assim, nutri¢ao é o estudo
dos alimentos em relagao as necessidades dos organismos vivos (BENDER, 1982).

Segundo CARTER et al. (2001), nutricio de peixes é um ramo da fisiologia que se
destina amplamente ao estabelecimento da relagao entre ragao e crescimento, a comparagao
entre possiveis ingredientes alimentares e a determinac¢do dos requerimentos nutricionais.

Além disso, tem-se dado bastante énfase, além da composi¢io do alimento, a avaliagao
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adequada do significado das respostas obtidas, pois a nutricdo fornece matérias primas para a
manutencao da vida (metabolismo).

Os alimentos podem ser classificados como energéticos e construtores (carboidratos,
lipidios e proteinas) e nao-energéticos (minerais, vitaminas, agua e Oxigénio), os quais
desempenham fungdo suporte para os alimentos energéticos. Mesmo os alimentos nao
energéticos sendo requeridos em quantidades minimas (vitaminas e minerais-traco), eles sao
essenciais a vida (PHILLIPS, 1969). Os minerais desempenham papel fundamental na ativagao
de muitas reagoes metabdlicas, tanto anabdlicas como também catabdlicas (HALVER &
HARDY, 2002).

Segundo PHILLIPS (1969), o valor nutricional de uma dieta ¢ avaliado, em primeira
instancia, pela presenca dos elementos necessarios e cataliticos (minerais e vitaminas), um
abundante suprimento em alimentos auxiliares (agua e oxigénio) e um balanco adequado entre
alimentos energéticos e construtores (carboidratos, lipidios e proteinas). Além disso, o valor
nutricional de uma dieta é determinado pela sua digestibilidade e absor¢ao pelo animal, pois
nao ¢é considerada proveitosa até ser absorvida e estar disponivel para o metabolismo.

KAPOOR et al. (1975) salientam que a distribuicdio da energia da dieta entre
metabolismo e crescimento depende de um grande numero de fatores intrinsecos e
extrinsecos como temperatura, disponibilidade de oxigénio, freqiiéncia na alimentagao,
atividade locomotora, metabolismo basal, dinamica de agdo especifica e niveis hormonais.
Além disso, a interdependéncia destes fatores tende a obscurecer o papel de cada um deles no
controle da dire¢ao do fluxo energético.

Uma dieta completa atende as necessidades em nutrientes e energia para mantenca,
crescimento e reproducio de um animal. Entretanto, JOBLING et al. (2001) ressaltam a
importancia de se considerar que uma ra¢ao normalmente é formulada para animais mantidos
em cativeiro. Conseqientemente, aspectos importantes da formulacio de dietas dizem
respeito a bioviabilidade dos nutrientes essenciais, energia e a aceitabilidade, que depende nao
somente da sua composi¢ao quimica, mas também da sensibilidade do animal em relagdo aos
componentes da férmula.

HEPER (1989) destaca que a quantidade de proteina de uma dieta é determinada, em
grande propor¢ao, pela composicio da proteina em relagao aos aminoacidos essenciais e da
presenca de outros nutrientes essenciais como vitaminas e minerais. Além disso, a composi¢ao
em aminoacidos da proteina, sua configuracio estrutural e digestibilidade, assim como a

digestibilidade dos demais ingredientes presentes em uma dieta e a eventual presenca de
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inibidores de crescimento ou antinutricionais, vao determinar a eficiéncia de utilizacio da
proteina para o crescimento e seu valor comparativo para o peixe.

A proteina consumida pelo peixe ¢é utilizada por duas rotas metabolicas, (1)
catabolismo, produzindo energia para mantenga e (2) anabolismo, principalmente pela sintese
de proteinas do corpo, fun¢io na qual a sua composi¢ao em aminoacidos desempenha um
papel crucial (HEPER, 1989). Segundo CARTER et al. (2001), a quantidade de proteina
sintetizada vai depender nao somente da quantidade de proteina absorvida, mas também do
seu balan¢o em aminoacidos e energia digestivel. Ressaltam ainda que somente uma proporgao
relativamente pequena das proteinas ingeridas em uma refeicio ¢ retida como constituintes
que refletem no crescimento.

A utilizacdo da protefna da dieta depende essencialmente da espécie de peixe, do
tamanho do organismo, de fatores ambientais, da qualidade da proteina e composi¢do em
aminoacidos, do nivel de sua inclusdo na dieta e da energia dietética utilizavel, bem como seu
tipo, fonte e quantidade oferecidos no arracoamento (WILSON, 1989). Sendo assim, altas taxas
de sobrevivéncia e crescimento sustentavel usualmente indicam que a dieta satisfaz aos
requerimentos nutricionais minimos da espécie alimentada. Entretanto, crescimento e
sobrevivéncia sozinhos nao sao bons indicadores da condicio fisiologica do peixe (DHERT et
al. 1992).

O balanco entre proteina e energia é, obviamente, o ponto central para o crescimento
(CARTER et al.,, 2001). Entretanto, a utilizagdo de proteina como energia pode ser vantajoso
para o peixe, do ponto de vista nutricional, por produzir mais energia livre quando comparada
ao catabolismo de carboidratos, com mesmo equivalente em peso. Entretanto, a fragao
protéica, principalmente aquela de maior valor biolégico como o alimento natural, ¢ mais cara
do que os carboidratos em geral, e a proteina seria mais eficiente, sob o ponto de vista
econdmico, se destinada para o crescimento, para o qual é essencial, enquanto as fontes nao
protéicas mais baratas, como carboidratos e lipidios, seriam utilizadas como energia (HEPER,
1989), poupando o requerimento em proteina da dieta (CHOU et al. 2001).

Os carboidratos sio necessarios aos organismos por desempenharem importantes
fungoes biologicas como fornecer energia para o cérebro e tecido nervoso, na forma de
glicose, e ainda, como precursor metabdlico de acidos nucléicos e mucopolissacarideos. Além
disto, representam uma fonte barata de obten¢do de energia que, se usada adequadamente,
possibilita o efeito poupador de proteina direcionando-a para o crescimento (TACON, 1988).

WILSON (1994) afirma que a capacidade de utilizacdo de carboidratos pelos peixes de

aguas tropicais seria muito superior aquela de peixes de agua subtropicais e marinhos; e que os
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primeiros utilizariam mais eficientemente carboidratos complexos como o amido e a dextrina
e os outros mais adaptados a utilizar mono e dissacarideos.

DEL CARRATORE (2001) testou dietas semipurificadas equivalentes em proteina bruta
(36% PB), niveis constantes de fibra de 8,5%, aproximadamente 9% de lipidios e quatro niveis

crescentes de inclusao de amido (10, 16, 22 e 28%) para juvenis de pintado (16,5 = 1,7g e 15,7

+ 2,1 cm). O autor observou ganho de peso inversamente proporcional ao nivel de inclusao de
amido na dieta e justificou que tal resultado pudesse ser reflexo das dificuldades digestivas ou
metabodlicas dos peixes arragoados com teores superiores a 16% de amido na dieta,
principalmente por se tratar de uma espécie carnivora.

A energia metabdlica é resultado de uma mistura de substratos e pode ser provinda
por duas formas; a) a partir da ingestio de alimentos e absor¢dao pelo intestino ou b)
endogenamente, a partir dos combustiveis estocados (VAN DEN TILLART & VAN RAAT], 1995).

Entretanto, energia nao é um nutriente, mas sim uma propriedade dos nutrientes que é
liberada durante a oxidag¢ao metabdlica de proteinas, lipidios e carboidratos. Neste sentido, a
energia nao passa de uma abstra¢do, embora possa ser quantificada, quando convertida de
uma forma para outra. Sendo definida como a capacidade de realizar trabalho, em um sentido
biologico, a energia é necessaria para que ocorram as reacoes quimicas, para a movimentagao
de moléculas contra um gradiente de concentragdo, e para outros processos corporeos, ela se
reflete na atividade muscular. Portanto, para ser utilizada pelo organismo, ¢ necessario que a
energia obtida da dieta seja partida em varias fragoes (WEBSTER & LM, 2002).

Tanto o excesso quanto a deficiéncia em energia na dieta podem reduzir as taxas de
crescimento. A necessidade energética para mantenca e atividades voluntarias deve ser
satisfeita “a priori”, antes de estar disponivel para crescimento. Por outro lado, uma dieta
contendo excesso de energia pode restringir o consumo alimentar e, conseqiientemente,
prejudicar a obtencdo das quantidades adequadas de proteina e outros nutrientes essenciais ao
maximo crescimento. Relagoes inadequadas entre alta-energia e outros nutrientes na dieta
também podem levar a deposicao de grandes quantidades de gorduras na carcaga (LOVELL,
1988).

Como fonte primatia e mais energética (9,4 kcal/g de energia bruta) para os animais,
estao os lipidios cujo papel principal é gerar energia metabdlica na forma de ATP via -
oxidag¢ao, um processo mitocondrial (SHERIDAN, 1988; HALVER & HARDY, 2002). Os lipidios
sao ésteres de acido graxo e glicerol, classificados como gorduras, 6leos e ceras. Os animais

aquaticos sao habeis em metabolizar lipidios, particularmente quando provindos de alimento.
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Os lipidios da dieta exercem grandes fungdes, pois sao fontes de energia e acidos graxos,
proporcionam maior palatabilidade ao alimento, servem como veiculo para a absorcio de
vitaminas lipossoluveis e esterdis e, além disso, desempenham um importante papel na
estrutura das membranas biologicas na forma de fosfolipidios e ésteres de esterdis (HEPER,
1989; HERTRAMPF & PIEDAD-PASCUAL, 2000; WEIRICH & REIGH, 2001; JOHNSON et al.,
2002).

Para peixes, os lipidios nao sdo apenas as maiores fontes de energia metabolica para o
crescimento, do ovo até o animal adulto, mas também a maior fonte de energia metabdlica
para a reproducao (HALVER & HARDY, 2002). Além disto, provém o organismo de acidos
graxos essenciais, necessarios ao desenvolvimento adequado (CHOU et al. 2001). A maior parte
dos acidos graxos dos depositos de gordura do corpo pode ser sintetizada pelos peixes a partir
de precursores como carboidratos e proteinas quando em excesso (HEPER, 1989).

Segundo SUAREZ et al. (1995), os lipidios da dieta, como nutrientes produtores de
energia, teriam capacidade de reduzir os niveis dietéticos de proteinas melhorando a retengao
de nitrogénio. Os autores destacam ainda que a substituicio de proteinas por fontes
energéticas nao protéicas resulta em um menor catabolismo de aminoacidos, sugerindo a
influéncia da disponibilidade do substrato sobre a adaptagio enzimatica digestéria. A
utilizacdo de carboidratos como substitutos parciais de proteinas ainda ¢é controversa,
principalmente em peixes carnivoros, visto que estudos metabodlicos indicam que a glicose ¢é
pouco utilizada por estes animais e, além disso, uma alimentacao prolongada baseada nesta
classe de nutrientes nao proporciona qualquer regulagao adaptativa na glicemia.

KRAJNOVIC-OZRETIC et al. (1994) salientam que as dietas para peixes de agua doce, na
sua esséncia, foram empiricamente adaptadas daquelas desenhadas em funcdo dos
requerimentos nutricionais dos peixes marinhos. Os autores destacam ainda que estas dietas
muitas vezes satisfazem as necessidades para o crescimento, mas podem induzir sérias
modificagoes e alteragdes metabdlicas que geralmente resultam em notaveis acimulos de
lipidios no figado e na cavidade abdominal.

A fracdo protéica ¢ geralmente a mais cara dos componentes basais de uma dieta
(JOBLING, 2001). Portanto, o maior problema em relagao a formulagao de dietas para peixes
tem sido fornecimento de quantidades minimas de proteina que proporcionem uma taxa de
crescimento 6tima ou maxima. HEste objetivo pode ser alcancado através de um balanceamento
adequado dos outros nutrientes, suprindo a demanda enddgena de energia. Balango este que

pode ser expresso na relacao proteina : energia da dieta (HALVER & HARDY, 2002).
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A utiliza¢ao de proteinas, por meio de processos cataliticos ou gliconeogénico, pode
ser minimizada com a inclusio de quantidades satisfatorias de energia nao protéica, como
carboidratos ou lipidios, em quantidades adequadas na dieta (HALVER & HARDY, 2002). Os
lipidios, como nutriente fornecedor de energia, ttm o maior efeito poupador de proteina para
muitas espécies de peixes (WILSON, 1989). WATANABE (1982) aponta que lipidios sdo a maior
fonte de energia para peixes carnivoros, muitos dos quais tem uma habilidade limitada na
utilizagdo de carboidratos de alto peso molecular. Entretanto, a definicio exata do
requerimento de acidos graxos essenciais em animais requer consideragdes niao somente
relativas, mas também em quantidade absoluta de concentragao na dieta. Além disso, deve-se
considerar também a habilidade inata da espécie em metabolizar estes compostos tanto
anabdlica como catabolicamente (SARGENT et al. 2002).

Devido a interacio metabodlica entre proteina, lipidio e carboidrato, a definicao do
exato requerimento em lipidios na dieta ndo ¢é considerada particularmente importante
(HALVER & HARDY, 2002). Entretanto, é amplamente conhecido que quantidades de lipidios
variando entre 10 e 20% do peso seco da dieta sejam suficientes para permitir o
direcionamento da fragdao protéica da dieta eficientemente para o crescimento, sem que haja
excessiva deposicao de gordura na carcaga (COWEY & SARGENT, 1979; WATANABE, 1982).
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).

Os salmonideos e a maioria das espécies de peixes marinhos de clima temperado
utilizam proteinas e lipidios como principais intermediarios energéticos e anabolicos para o
crescimento. Neste sentido, dietas contendo altas quantidades em energia (lipidios) sao
formuladas para aumentar a performance de crescimento destas espécies, maximizando o
efeito poupador de proteina e permitindo sua maxima conversio em proteina muscular
(HALVER & HARDY, 2002), minimizando perdas economicas.

Alguns estudos sugerem que a degradagdo de proteina é estimulada pelo consumo
(HOULIHAN et al., 1989; MILLWARD, 1989). Outros estudos tém encontrado que as taxas de
degradacao sao independentes do arragoamento, sugerindo que sejam geneticamente
determinadas, enquanto as taxas de sintese sejam mais responsivas ao estado nutricional e
influéncias ambientais (CARTER et al., 1993).

A acres¢ao de tecido (crescimento) esta relacionada a ingestao de alimentos e, quando
crescimento é definido como deposi¢iao protéica, esta razio sera determinada pelo balanco
entre as taxas de sintese e de degradacio de proteina. Medidas do metabolismo protéico

podem ser feitas individualmente naqueles animais em que o consumo tenha sido
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determinado, e podem revelar as possiveis razoes para as grandes diferencas entre individuos
na eficiéncia da conversao do alimento em crescimento (HOULIHAN et al., 1995a,b). Neste
sentido, a diferenca entre o crescimento em proteina, frente a uma mesma ingestio de
alimentos, pode ser devido a alta sintese, baixa degradacao ou a combinacao de ambas
(CARTER et al., 2001).

Animais com altas taxas de crescimento foram comparados a individuos com a mesma
ingestdo de alimentos, mas com crescimento mais lento. Verificou-se que a eficiéncia
melhorada da conversio de alimento em crescimento parece estar relacionada com as baixas
taxas de degradacdo (“turnover”), ao invés de estarem relacionadas com as taxas maiores de
sintese protéica naqueles individuos altamente eficientes (CARTER et al., 1993). Além disso, a
sintese protéica tem um grande impacto devido ao alto custo energético. Em peixes juventis,
em fase de crescimento, a sintese protéica pode ser responsavel pelo consumo de 42% do total
energético consumido, chegando a ser o processo fisiolégico de maior demanda em energia
(HOULIHAN et al., 1988). Além disso, as taxas de sintese protéica variam entre tecidos,
geralmente obedecendo a seguinte ordem de magnitude: figado > branquias = trato
gastrintestinal (intestino > estomago) = rim (rim cefalico > rim) >> musculo branco (CARTER
& HOULIHAN, 2001).

Nao somente a sintese protéica, mas também a degradagdo de proteina (“turnover”
aumentado), podem estar correlacionadas com a composi¢ao da dieta. MEYER-BURGDORFF &
ROSENOW (1995) reportaram que ao alimentarem carpa comum com uma dieta com
concentragao sub-O6tima em proteina, observaram um aumento no “turnover’” proteico,
presumivelmente relacionado ao aumento de reciclagem de aminoacidos, liberados da
degradagio protéica. Resultado semelhante também foi observado por PERERA (1995) citado
por CARTER et al. (2001) para trutas arco-iris arracoadas com dietas pobres no balango de
aminoacidos. Dados como estes, suportam a hipdtese de que a sintese protéica tem papel
fundamental na regulagdao da concentragdo de aminoacidos livres.

Segundo LANGHANS & SCHARRER (1992), a regulacio da ingestao de alimentos ¢é
altamente complexa, envolvendo mecanismos de respostas (“feedback”) que atuam em escalas
de tempo hierarquicas para determinar, a curto prazo, desde o tamanho de cada uma das
refeicdes, como o balango de nutrientes essenciais e, em longo prazo, a composi¢ao corporea.
O “feedback” positivo determina o inicio e a continuidade da alimentagdo, resultado das
propriedades sensoriais do alimento, experiéncia em relagdo a viabilidade do nutriente e status
fisiolégico do animal. Por outro lado o feedback negativo pode ser dividido em fases

gastrintestinal e metabodlica ou pré e pos absortivas.
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Na fase gastrintestinal, muitos dos fatores envolvidos na regulacao de curto prazo
estdo relacionados com a capacidade de enchimento do estbmago ou do bulbo intestinal em
relagdo ao seu esvaziamento e transferéncia da ingesta para o intestino. Em médio prazo, a
composicao do alimento pode influenciar a produgao de enzimas digestivas e a densidade da
membrana das células transportadoras de nutrientes, resultando em mudangas nas capacidades
digestivas e absortivas (KKAPOOR et al., 1975; BUDDINGTON et al. 1987, 1997).

A absorcao de lipidios oriundos da dieta ¢ um processo que em peixes, assemelha-se
ao observado em mamiferos. Apds a hidrélise intraluminar, os lipidios dietéticos sio tomados
pelas células epiteliais do intestino por difusao da forma micelar de monoglicerideos e acidos
graxos (IZQUIERDO et al., 2000). Entretanto, alguns aspectos do metabolismo de lipidios em
peixes, incluindo transporte e deposi¢ao, aparentam ser um pouco diferente dos observados
para vertebrados homeotérmicos. Conforme proposto por SHERIDAN (1988), os peixes
apresentariam um modelo diferenciado de distribuicao de acidos graxos do plasma para os
tecidos, que é composto em um componente de liberacio rapida e em outro de liberagao
lenta. O de liberacao rapida é representado por acidos graxos livres (AGL) de cadeia curta,
soluveis no plasma e AGL de cadeia longa que estariam ligados a proteinas carreadoras. O
componente de liberacio mais lenta, similar aos de mamiferos, representa um sistema de
liberagao de triglicerideos (T'G), que consiste na agregacao, extrusao e transporte de particulas
ricas em TG.

Normalmente sao notadas grandes variagdes nas respostas individuais que atuam além
da influéncia genotipica super-imposta ao individuo. METCALF et al. (1989) citados por
HOULIHAN et al. (19952) destacam que as diferengas que sio notadas principalmente no
“turnover” protéico e nas taxas de crescimento ou modificagio de uma resposta individual
podem ser resultados da interacio social. A formagdo de hierarquias de dominancia
normalmente ocasiona aquisi¢cao desproporcional de alimentos entre individuos de um mesmo
grupo, em que os dominantes ganham acesso preferencial, consumindo a maior parte do
alimento, crescendo mais rapido, fato normalmente relatado em pequenos grupos.

Estudos em nutricdo conduzidos em laboratérios podem, em alguma proporgao,
diminuir a velocidade de crescimento dos peixes quando comparados com as taxas de
crescimento observadas em viveiros, mas, por outro lado, condi¢bes laboratoriais permitem o
controle de praticamente todas as variaveis ambientais, tornando os dados obtidos mais

significativos e seguramente interpretaveis (SHIAU & HUANG, 1990).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como proposta central o estudo das respostas bioquimicas e
metabolicas de pintado, Pseudoplatystoma corruscans, em adaptacao as variagoes das condigoes
nutricionais, assim como seus aspectos evolutivos, especificamente atingidos por meio:

a) do conhecimento das respostas adaptativas enzimaticas do trato digestorio e

metabolicas de juvenis de pintado submetidos a dietas proteina-variavel,

b) do conhecimento dos aspectos adaptativos morfologicos do intestino de juvenis de

pintado submetidos a dietas proteina-variavel;

¢) do conhecimento das respostas adaptativas enzimaticas do trato digestorio e

metabdlicas de juvenis de pintado submetidos a dietas energia-variavel;

d) da comparagio dos dados para obtencdo de uma dieta que melhor atenda as

necessidades nutricionais de Psexdoplatystoma corruscans, maximizando o aproveitamento

dos nutrientes e prevenindo perdas econdémicas.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Bioquimica Adaptativa do Departamento
de Genética e Evolucdo, na Universidade Federal de Sao Carlos. As analises histologicas
foram realizadas no Laboratério de Morfologia de Organismos Aquaticos do Departamento

de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias da UNESP — Campus de Bauru.

4.1. EXPERIMENTOS DE VARIACAO DE PROTEINA BRUTA NA DIETA

4.1.1. Delineamento experimental para as analises bioquimicas

Trinta e seis pintados provindos do Projeto Pacu, passaram por periodo de
aclimatacao de 30 dias, recebendo racao comercial para peixes carnivoros. Ao atingirem o
peso e comprimento (+ s.e.m.) de 68,8 = 7,4g e 21,8 = 0,7cm, respectivamente, 0s peixes
foram igualmente distribuidos em quatro caixas de 2.000L, em sistema fechado, com agua
termostatizada sob fluxo continuo e aeracdo constante. Estes animais receberam dietas
pelletizadas, isocaléricas (4.000 kcal/kg), com niveis de proteina bruta (PB) de 20%, 30%, 40%
e 50% e fibra em torno de 6% (tabela 1). Os animais foram arracoados duas vezes ao dia, as
8:00h e as 18:00h, com 8% da biomassa total estocada, ao longo dos 28 dias. Os parametros
fisico-quimicos da agua, oxigénio dissolvido (OD), pH e condutividade, foram semanalmente
determinados por processo eletrométrico utilizando-se um aparelho HORIBA modelo U10. Na
mesma freqiiéncia, a concentragdo de amonia, alcalinidade e a dureza foram, determinadas
pelos métodos de KOROLEFF (1976), GOLTERMAN & CLIMO (1969) e APHA (1980)
respectivamente, e a temperatura fora aferida diariamente.

Apds o periodo experimental, 6 peixes de cada tratamento foram amostrados e
anestesiados em solu¢dao de benzocaina (100mg/L de 4gua). Imediatamente apds, os animais
foram puncionados na veia caudal, com seringas heparinizadas, para a coleta de sangue, ¢
posteriormente sacrificados por seccao medular. Uma aliquota do sangue total foi utilizada nas
determinagdes hematimétricas (sangue total) e o restante, centrifugado a 14.400 x g para
obtencao de plasma. O figado, o rim e uma amostra de musculo branco foram coletados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -20°C para as determinagdes de
intermediarios metabodlicos O trato digestorio foi extraido, dividido em estomago, intestino
anterior, médio e posterior, e mantidos congelados a -20°C para as analises enzimaticas

digestivas.
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4.1.2 Delineamento experimental para as analises histologicas

Quatenta pintados provenientes do CEPTA/IBAMA - Pirassununga passaram pot
periodo de aclimatagao de 30 dias, recebendo ragdo farelada para peixes carnivoros. Ao
atingirem o peso e comprimento ( s.e.m.) de 12,12¢g + 0,4 ¢ 12,5 £ 0,12, respectivamente,
foram aleatoriamente distribuidos em quatro caixas de 250L, nas condi¢Oes descritas, e
receberam dietas pelletizadas, isocaléricas (4.000 kcal/kg), com niveis PB de 20%, 30%, 40% e
50%, (tabela 1), na propor¢ao de 8% da biomassa estocada, por 28 dias. Apos este periodo, os
peixes foram pesados, medidos e transferidos para caixas de 2.000L, nas mesmas condi¢oes
ambientais onde permaneceram por mais 62 dias, recebendo os mesmos tratamentos
anteriormente descritos, passando por biometria aos 60 dias e no final do experimento. Os
parametros fisico-quimicos da agua, foram determinados tal como descrito em 4.1.1.
Decorrido o periodo experimental, 6 peixes de cada tratamento foram aleatoriamente
amostrados e anestesiados com solu¢do de benzocaina (100mg/L de 4gua). Imediatamente
apos, foram puncionados na veia caudal, para a coleta de sangue, e posteriormente sacrificados
por seccao medular, sendo retirado o trato digestorio, para as analises morfolégicas. Uma

aliquota do sangue coletado foi utilizada nas determina¢oes hematimétricas.

4.1.2.1 Analise Histoloégica do Intestino dos Peixes

Na preparagao do material para as analises microscopicas, foram recolhidas por¢oes
do intestino anterior, médio e posterior, imediatamente fixadas em solu¢io de Bouim, e
posteriormente incluidas em Paraplast (Oxford—Labware, USA). Apds a microtomia, as
secgoes histologicas de 5um foram destinadas a rotina histolégica para coloragio com
hematoxilina-eosina (HE), H/S e reagao histoquimica de PAS, PAS + amilase, AB (Alcian
Blue) pH 0,5, AB pH 2,5, PAS + AB pH 2,5 e respectivos bloqueios, para detecgao de
glicosaminoglicana, glicogénio e mucossubstancias sulfatadas e/ou carboxiladas (esterificagao
e saponificaciao) conforme especificado por RIBEIRO et al. (1999).

Para verificar possiveis alteragdes na morfologia intestinal dieta-dependentes, as
laminas foram também empregadas para mensuracio dos parametros: a) diametro total do
tubo (correlacionado com o peso do animal), b) diametro da luz (mm), c) espessura da camada
muscular (mm), d) altura da camada mucosa (mm), ¢) altura do epitélio (mm) e f) numero de
células caliciformes, contadas em 5 vilosidades de cada lamina analisada. Para as analises
microscopicas, utilizou-se lupa Zeizz — Stemi SV6 e microscopio Olympus CBA-K, e na

documentacao do material, fotomicroscopio Olympus BX50.
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Tabela 1: Composi¢ao percentual e quimica das dietas utilizadas nos experimentos com

variacao de proteina bruta (com base na matéria seca).

DIETAS EXPERIMENTAIS
Ingredientes 20% PB 30% PB 40% PB 50% PB
Farinha de peixe 15,58 34,75 55,00 74,50
Farinha de Carne 11,00 10,00 8,00 6,50
Milho 59,4 41,00 22,03 3,18
L-Lisina 0,45 0,28 - -
Oleo Vegetal ' 7,35 7,40 7,5 7,85
a - Celulose 4,75 5,10 6,00 6,50
Flavorizante * 0,40 0,40 0,40 0,40
Suplemento mineral-vitaminico® 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamina C 0,05 0,05 0,05 0,05
Aglutinante 4 0,50 0,50 0,50 0,50
Antioxidante ° 0,02 0,05 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Matéria Seca (%) 90,98 91,57 92,15 92,78
Energia Bruta (kcal/kg) 4.086,75 4.086,99 4.079,35 4.087,37
Proteina Bruta (%) 20,07 30,01 40,03 50,07
Fibra Bruta (%) 6,29 6,01 6,19 6,02
Extrato Etéreo (%) 13,36 13,25 13,1 13,21
Calcio (%) 2,76 3,86 487 5,91
Fésforo total (%) 1,54 2,09 2,6 3,12
Lisina (%) 1,36 1,99 2,58 3,36
Metionina + cistina (%) 0,72 1,06 1,41 1,75
Vitamina C (%) 0,04 0,04 0,04 0,04
Amido® 36,23 25,01 13,44 1,94
1Oleo de canola
2 Betaina

3 Suprevit Peixes (Supremais), niveis de garantia por 1000g: Vit. A 1.200.000 UI; Vit. D3 200.000 UI,;
Vit. E 12.000 mg; Vit. K3 2.400 mg; Vit. B1 4.800 mg; Vit. B2 4.800 mg; Vit. B6 4.000 mg; Vit. B12
4.800 mg; Acido folico 1.200 mg; Pantotenato de Calcio 12.000 mg; Vit. C 48.000 mg; Biotina 48 mg;
Colina 65.000 mg; Niacina 2.4000 mg; Ferro 10.000 mg; Cobre 600 mg; Manganés 4.000 mg; Zinco
6.000 mg; Iodo 20 mg; Cobalto 2 mg; Selénio 20 mg.

4 Carboximetilcelulose

5> Antioxidante BHT (Butil hidroxi tolueno)

6 Valor estabelecido, considerando o milho contendo 61% de amido
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4.2 EXPERIMENTO DE VARIACAO DE ENERGIA BRUTA NA DIETA

Sessenta e oito juvenis de pintado provenientes do Projeto Pacu, passaram por
periodo de aclimatacio recebendo dieta comercial para peixes carnivoros. Ao atingirem o peso
e comprimento (£ s.em.) de 41,6 + 0,8g e 20,3 * 0,2cm, respectivamente, foram
aleatoriamente distribuidos em quatro caixas de 2.000L, nas mesmas condi¢des descritas em
4.1.1. Estes animais receberam dietas pelletizadas e isoprotéicas, 31,5% PB, variando em
3.500, 3.850, 4.200 e 4.450 kcal/kg de ragio (tabela 2). Os animais foram arracoados duas
vezes ao dia, as 8:00h as 18:00h, com quantidade relativa a 8% da biomassa total estocada, ao
longo dos 60 dias. Os parametros fisico-quimicos da agua, oxigénio dissolvido (OD), pH,
condutividade, amonia, alcalinidade, dureza e temperatura, foram determinados na mesma
freqiiéncia e assim como descrito em 4.1.1.

Decorrido o periodo experimental, 10 peixes de cada tratamento foram amostrados e
anestesiados com solucio de benzocaina (100mg/L de 4gua). Imediatamente apds, os animais
foram puncionados na veia caudal para a coleta de sangue, e posteriormente sacrificados por
sec¢ao medular. Uma aliquota do sangue foi utilizada nas determinagdes hematimétricas
(sangue total) e o restante, centrifugado a 14.400 x g para obtencido de plasma. Foram
coletados o figado, rim e uma amostra de musculo branco que, como o plasma, foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -20°C para as determinagdes
dos intermediarios metabdlicos O trato digestorio foi extraido, dividido em estomago,
intestino anterior, médio e posterior, mantidos congelados a -20°C para as subseqiientes

analises digestivas enzimaticas.
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Tabela 2: Composicao percentual e quimica das dietas experimentais com variacao de energia

bruta (com base na matéria seca).

DI1ETAS EXPERIMENTAIS
Ingredientes 3.500 EB 3.850 EB 4.200 EB 4.550 EB
Farinha de peixe 36,36 38,16 39,60 41,76
Farinha de Carne 14,40 12,60 10,98 7,74
Milho 28,35 23,85 21,74 21,60
Oleo Vegetal ! 0,90 6,30 10,80 14,81
a - Celulose 8,667 7,767 5,557 2,767
Flavorizante * 0,36 0,36 0,36 0,36
Suplemento mineral-vitaminico’ 0,45 0,45 0,45 0,45
Vitamina C 0,045 0,045 0,045 0,045
Aglutinante 4 10,45 10,45 10,45 10,45
Antioxidante ° 0,018 0,018 0,018 0,018
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Matéria Seca (%o) 91,16 91,71 92,11 92,38
Energia Bruta (kcal/kg) 3.506,91 3.864,01 4.220,85 4.584.24
Proteina Bruta (%) 31,58 31,56 31,57 31,52
Fibra Bruta (%) 8,83 7,87 5,79 3,24
Extrato Etéreo (%) 6.66 11,65 15,87 19,55
Calcio (%) 4,65 4,49 433 3,96
Fésforo total (%) 2,45 2,36 2,28 2,11
Lisina (%) 1,89 1,93 1,96 1,99
Metionina + cistina (%o) 1,07 1,08 1,09 1,11
Vitamina C (%) 0,04 0,04 0,04 0,04
Amido° 27,3 245 233 232
1Oleo de canola
2 Betaina

3 Suprevit Peixes (Supremais), niveis de garantia por 1000g: Vit. A 1.200.000 UL; Vit. D3 200.000 UI,;
Vit. E 12.000 mg; Vit. K3 2.400 mg; Vit. B1 4.800 mg; Vit. B2 4.800 mg; Vit. B6 4.000 mg; Vit. B12
4.800 mg; Acido félico 1.200 mg; Pantotenato de Calcio 12.000 mg; Vit. C 48.000 mg; Biotina 48 mg;
Colina 65.000 mg; Niacina 24000 mg; Ferro 10.000 mg; Cobre 600 mg; Manganés 4.000 mg; Zinco
6.000 mg; Iodo 20 mg; Cobalto 2 mg; Selénio 20 mg.

4 Carboximetilcelulose e Amido de milho na propor¢io 1:22,2

5> Antioxidante BHT (Butil hidroxi tolueno)

6 Valor estabelecido, considerando o milho contendo 61% de amido, somado ao amido usado como
aglutinante.
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4.3 DETERMINACOES HEMATIMETRICAS

4.3.1 Hematocrito

Uma aliquota do sangue total foi utilizada na determinaciao do valor de hematdcrito.
As amostras de sangue, em duplicata, foram transferidas para capilares de microhematéerito
heparinizados, fechados com massa apropriada, centrifugados por 3 minutos a 14.400 x ge a

porcentagem de sedimentagao dos eritrécitos foi lida em cartao padronizado.

4.3.2 Hemoglobina Total

Na determinagao de hemoglobina total, utilizou-se 10pul de sangue dissolvido em
2,0ml de solu¢ao de Drabkin (KCN, KH,PO,, K;[Fe(CN)y]). A leitura do produto resultante
foi realizada em 540nm (DRABKIN, 1948) e o calculo da concentragdo, realizado a partir da
equagao abaixo:

[Hb] = ABS amostra x 0,014649 x diluicao

onde, g% Hb = gHb/100ml

4.3.3 Contagem de eritrécitos (RBC)

A contagem de eritrocitos foi realizada em Camara de Neubauer a partir de uma
diluicdo de 1:200 de sangue total em solug¢ao isotonica de citrato/formol (3,8¢ de citrato de
sédio; 2,0ml de formol 40%, completando-se para 100ml de dgua destilada), sendo o resultado

expresso em milhdes de eritrécitos/mm’ de sangue (LIMA et al., 1969).

4.4 PREPARACAO DOS TECIDOS

4.4.1 Homogeneizados Celulares

Os tecidos foram amostrados sobre superficie gelada e pesados em quantidades
apropriadas para as determinagOes enzimaticas. Para as enzimas digestivas foram mantidas as
proporc¢des de 50mg de tecido/ml de tampio de homogeneizagio (0,02M Tris/fosfato de
sédio 0,01M, pH 7,0 em glicerol v/v) para estdbmago, e 100mg de tecidos/ml de tampao para
intestino anterior, médio e posterior. Aliquotas adequadas de figado, rim e musculo branco em
tampao de homogeneizagao foram destinadas para as andlises das enzimas do metabolismo
intermediario. Os tecidos foram homogeneizados com pistilo de Teflon em homogeneizador

mecanico tipo Potter-Elvehjem a 1.000 rpm/minutos, em dois “strokes” de 30 segundos, sob
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banho de gelo. Apés a homogeneizagao, os extratos foram centrifugados a 11.000xg em
centrifuga clinica refrigerada por 3 minutos e os sobrenadantes, mantidos em gelo fundente,

foram utilizados como fonte enzimatica.

4.4.2 Extratos celulares acidos

Os tecidos coletados, amostrados sobre superficie gelada e pesados em quantidades
apropriadas, foram homogeneizados em homogeneizador mecanico tipo Potter-Elvehjem a
1.000rpm, com dois “strokes” de 30 segundos, sob banho de gelo. Na homogeneizagio foi
mantida a propor¢io de 100mg de tecido/ml de TCA 20%. Postetiormente, os extratos foram
centrifugados a 14.400 x g em centrifuga clinica e os sobrenadantes foram utilizados como

extratos celulares livres de proteina nas determinagdes dos intermediarios metabolicos.

4.4.3 Extratos celulares neutros

A determinacao das concentra¢oes de aminoacidos livres foi realizada a partir de
extratos neutros. Os tecidos coletados sob os cuidados previamente descritos foram pesados,
mantendo-se a propor¢io de 50mg de tecido hepatico, 50mg de tecido renal ou 200mg de
tecido muscular branco/ml de dgua destilada. As amostras foram homogeneizadas como
descrito anteriormente e os extratos dos centrifugados de 14.400 x g foram utilizados nos

ensaios.

4.5 DETERMINACAO DOS INTERMEDIARIOS METABOLICOS

4.5.1 Glicogénio

As determinagées de glicogénio foram realizadas como descrito por BIDINOTTO et al.
(1997). Amostras de figado, musculo branco e rim de cada exemplar foram transferidos para
um tubo de ensaio na propor¢ao de 50 a 100mg de tecido/ml de KOH 6,0N e incubados por
3 minutos a 100°C em Banho-Maria. Apds a dissolucdo alcalina dos tecidos, 250pl desses
extratos eram transferidos para tubos rigorosamente limpos e adicionado 3ml de etanol e
100l de K,SO, 10%, seguido de agitagao. As amostras eram centrifugadas a 2.000 x g por 1
minuto. Cada tubo de reacio teve seu sobrenadante descartado por inversao e o precipitado,
ressuspendido em 2,5ml de agua destilada. Um volume adequado desta dissolugiao foi

analisado quanto ao seu teor de agucares totais pelo método hidrolitico acido de DUBOIS et al.,

(1956) e o contetdo de glicogénio, expresso em pmoles de glicosil-glicose/g de tecido.
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4.5.2 Agucares redutores totais

As determinagOes de agucares redutores totais foram realizadas segundo DUBOIS et
al. (1956), em acido sulfurico concentrado. Esta técnica foi utilizada sempre que o objetivo
era determinar os teores de agucar total. O procedimento consistia no emprego de um
volume adequado de extrato, adicionado a 500ul de fenol 4,1% e 2,0ml de 4cido sulfarico
concentrado. Os tubos de reagdo eram imediatamente resfriados em banho de agua e a leitura
optica realizada em 480nm. A concentragao de glicose era estimada contra um padrao de
glicose contendo 100nmoles e expressa como pmoles de agtcares redutores totais/g de tecido

ou ml de plasma.

4.5.3 Lactato

O lactato foi estimado nos extratos acidos, segundo o método de HARROWER &
BROWN (1972). Um volume adequado de extrato era adicionado a 20ul de CuSO, 4%. A
mistura, 2,5ml de 4cido sulfurico concentrado era lentamente adicionado. Apds agitagao, as
amostras eram fervidas por 5 minutos e resfriadas em banho de gelo. Adicionava-se entao,
50l de solugao de p-fenilfenol (1,5g de p-fenilfenol em solugdao aquosa de NaOH 2%) e as
amostras eram agitadas em Vortex e mantidas em repouso por 1 hora. Em seguida, os tubos
eram fervidos por 90 segundos, imediatamente resfriados em banho de gelo e a leitura 6ptica

realizada em 570nm. A concentragdo de lactato fora estimada contra um padrio de lactato

contendo 20nmols e expressa em pmoles de lactato/g tecido ou ml de plasma.

4.5.4 Piruvato

A concentragao de piruvato foi estimada nos extratos acidos segundo o método de
Lu (1939). Um volume adequado de extrato foi adicionado a 250ul de dinitrofenilhidrazina
0,1% em HCI 2,0N. Apés 30 minutos de repouso a 37°C, era adicionado a mistura de reacdo
3,0ml de NaOH 1,3N e a leitura 6ptica, realizada em 440nm. A concentragao de piruvato fora
estimada contra um padrao de piruvato contendo 100mmoles e expressa em pmoles de

pituvato/g de tecido ou ml de plasma.

4.5.5 Aminoacidos livres
O teor de aminoacidos livres foi estimado nos extratos neutros segundo o método
de COPLEY (1941). Um volume adequado de extrato era adicionado a 1,0ml de solu¢io de

ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos de reagdo eram mantidos em Banho-Maria a 40°C
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por 40 minutos e posteriormente resfriados em banho de gelo. A leitura ptica era realizada
em 570nm e a concentragao de aminoacidos livres, estimada contra um padrio de acido o.-

amino-acético contendo 100 nmoles, expressa em pmoles /g de tecido ou ml de plasma.

4.5.6 Proteina total

O teor de proteina total dos tecidos foi determinado, a partir de uma aliquota
adequada, provinda da digestao alcalina dos tecidos em NaOH 6N por 1 ou 2 minutos.
Adotou-se o método de LOWRY et al. (1951), utilizando-se albumina bovina como padrio, e as

concentracoes foram expressas em mg de proteina/g tecido ou ml de plasma.

4.5.7 Amoénia

A concentragdo de amonia plasmatica era determinada por nesslerizacdo
(GENTZKOW & MASEN, 1942), pela transferéncia de um volume adequado de extrato
plasmatico acido a um tubo de ensaio contendo agua destilada, em um volume final de 2,0ml
ao qual se adicionava 0,5ml de reativo de Nessler. A leitura dptica era realizada em 420nm e a
concentracio, estimada contra um padrio contendo 100nmols, expressa em pmoles/ml de

plasma.

4.5.8 Uréia

As concentragdes de uréia plasmatica foram determinadas conforme RAHMATULLAH &
BOYDE (1980). foram utilizados 200l de extrato acido, 900l de agua destilada, 500ul de uma
mistura constituida de duas partes de reagente A (60ml de agua destilada, 30ml acido sulftrico
concentrado, 10ml de acido fosférico) e uma parte de reagente B (100ml de 4dgua destilada,
0,1g de thiosemicarbazida e 0,5¢ de butanedionemonoxime). A mistura era mantida em
Banho-Maria a 100°C por 10 minutos na auséncia de luz. A concentra¢do nas amostras foi
estimada contra um padrio contendo 10nmols de uréia a 525nm e expressa em pmoles de

uréia/ml de plasma.

4.5.9 Triglicerideos

A concentracao dos triglicerideos das amostras era determinada em extratos organicos
(35% hepatana, 58% isopropanol, 7% acido sulfurico 63mM). A uma aliquota adequada da
camada supetior adicionava-se solu¢do transesterificadora (butilato de potassio 0,75mMol/L)

para a liberacdao do glicerol. Esta fase era conduzida sob Banho-Maria a 37°C por 2 minutos.
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Na sequéncia adicionava-se as amostras, solugao oxidante (metaperiodato de sédio 4,01mmol
em acido sulfuarico 0,37mol) para dar origem as moléculas de formol, novamente repousando-
se as amostras em Banho-Maria a 37°C por 2 minutos. A concentragao de formol,
proporcional a quantidade de triglicerideos, era determinada colorimetricamente a 410nm,
contra um padrio de glicerol em solugdo aquosa, equivalente a 200mg de triglicerideos/dL

(CHERNECKY et al., 1993).

4.5.10 Acidos graxos livres

As determinacOes das concentra¢des de acidos graxos livres (AGL) eram realizadas de
acordo com a metodologia descrita por NORVAK (1965). Adicionava-se 1,0ml de solu¢ao Dole
(hepatana, élcool isopropilico e acido sulfirico na propor¢ao de 1:4:0,1) na amostra
constituida de aliquotas adequadas de plasma, figado, musculo branco e rim, seguida de
agitacio por 2 minutos. Posteriormente, adicionava-se 1,0ml de heptano e 2,0ml de agua,
agitando-se novamente por inversao. Uma amostra equivalente a 600ul da fase superior era
retirada e adicionada a uma mistura de cloroférmio e hepatano (5:1 v/v), e 1,0ml de reagente
de cobalto. O reagente de cobalto era constituido por 1,32 vol. de trietanolamina + 10 vol. de
solugao A + 7 vol. de solucio B. A solugio A era formada por uma solucdo saturada de
K,SO,, 6 gramas Co(NO;),6H,0O mais 0,8ml de acido acético glacial em agua fervente. A
soluc¢ao B era uma solu¢io de Na,SO, saturada em agua fervente. Na sequéncia, as amostras
eram fortemente agitadas por 30 segundos e centrifugadas por 2 minutos 3.000 rpm. Desta
mistura, retirava-se uma aliquota de 600ul a qual adicionava-se 600ul de solucdo indicadora,
constituida de 0,4% de a-nitroso B-naftal em etanol, diluida 12,5 vezes. A leitura éptica era

realizada em 500nm e a concentragdo, estimada contra um padrao de acido palmitico 4mM e

expressa em pmols/g de tecido ou ml de plasma..

4.6 DETERMINACOES ENZIMATICAS
A determina¢ao das atividades das enzimas foram realizadas nos homogeneizados
celulares descritos em 4.4.1.

4.6.1 Enzimas do metabolismo intermediario

4.6.1.1 Arginino hidrolase (Arginase)
A atividade de arginase era determinada pelo método de ARCHIBALD (19406). Utilizava-se

50mg de figado homogeneizados em 1,0ml de tampao de homogeneizagio. O meio de
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incubacao continha 1,2ml de volume final dos seguintes componentes: arginina 250mM em
tampao Tris 50mM pH 8.0, cloreto de manganés (MnCl,) 1mM e 30ul de homogeneizado
celular. A mistura era incubada a 25°C por 30 minutos e a reagao, interrompida pela adi¢ao de
100pl de PCA 70%. Paralelamente era ensaiado um branco de reagdo. Apds a incubacio, as
amostras eram centrifugadas a 14.400 x g por 3 minutos. No sobrenadante, a concentra¢ao de
uréia era estimada de acordo com RAHMATULLAH & BOYDE (1980) e a atividade expressa em

U(nmoles uréia/min)/mg de proteina.

4.6.1.2 Glutamato desidrogenase (GDH)

A atividade da enzima glutamato desidrogenase (GDH) foi determinada segundo
HOCHACHKA et al. (1978). O ensaio era registrado por 1 minutos com intervalos de 15
segundos. O meio de reagao continha 2,0ml de tampao imidazol pH 7,0 (0,05M), NADH
0,ImM, ADP 1mM, a-cetoglutarato 5mM, acetato de amoénio 250mM e uma aliquota
adequada de homogeneizado. O coeficiente de extingdo molar do NADH previamente

determinado (g;,,=0,0855108/mMol/L) foi utilizado no cilculo da atividade especifica. A

atividade especifica da enzima esta expressa em pumol por min (mU) por mg de proteina

(mU/mg proteina).

4.6.2 Enzimas Digestivas

4.6.2.1 Protease Inespecifica

Nos ensaios da atividade proteolitica inespecifica utilizou-se o método de hidrélise
da caseina, adaptado de WALTER (1984). Os valores adequados de pH para as determinacées
em cada segmento do trato digestério foram previamente determinados, tal que: tampao 0,2M
glicina/HCI (pH 2,0) foi usado para estobmago, tampao 0,1M Tris/HCI pH 7,5 para intestino
anterior e tampao 0,1M Tris/HCI (pH 9,0) para intestino médio e posterior. A mistura de
reacdo era composta por tampao adequado (500pul), caseina 1% (500ul) como substrato e
aliquota previamente ajustada do homogeneizado como fonte de enzima. Apds 60 minutos de
incubagdo a 25°C, a reagdo era paralisada com 500ul de TCA 15% (acido tricloroacético),
mantida em gelo fundente por aproximadamente 30 minutos e o precipitado removido por
centrifugacao a 14.400 x g por 3 minutos para leitura do sobrenadante em 280nm. Todas as
amostras foram realizadas em duplicata e, paralelamente, dois brancos, um de enzima (onde a

quantidade de enzima foi substituida por agua destilada) e outro de substrato (onde o
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substrato foi substituido por agua destilada), passaram pelos mesmos procedimentos dos
tubos de reacao.

Tirosina foi utilizada como padrio e uma unidade de atividade enzimatica especifica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1pg de tirosina, por minuto

(U), expressa por miligrama de proteina (U/mg de proteina).

4.6.2.2 Tripsina

A tripsina foi ensaiada segundo HUMMEL (1959) modificado. Utilizou-se como
substrato 1,04 mM de TAME (x-p-Toluenesulphonyl-L-arginine methyl ester hydrochloride)
em solu¢io tampao 0,01M CaCl,.H,0/0,2 M Tris/HCl, pH 8,1. Uma aliquota ajustada de
homogeneizado celular foi utilizada como fonte enzimatica. A temperatura de reagdo foi de
25°C e a densidade 6ptica era registrada em 247nm ap6s 20 segundos de reacdo. A atividade
especifica da enzima necessaria foi expressa em pmol de arginina por min (U) por mg de

proteina (U/mg proteina).

4.6.2.3 Quimiotripsina

A atividade proteolitica da quimiotripsina foi determinada segundo o método
modificado de HUMMEL (1959). Utilizou-se com substrato ImM BTEE (N-benzoyl-L-tyrosine
ethyl ester) em methanol 2:3 (v:v). O ensaio era realizado em tampao 0,1M CaCl2.H20/0,1 M
Tris/HCL, pH 7,8 a 25°C, por 40 segundos a 256nm. A atividade enzimatica especifica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para formagao de 1 nmol de tirosina por

minuto (mU), expressa por mg de proteina (mU/mg proteina).

4.6.2.4 Lipase

A atividade da lipase nao-especifica foi determinada segundo metodologia adaptada
de ALBRO et al. (1985). A reacdao era encubada em meio contendo 0,4 mM p-nitrofenil
miristato em solu¢ao tampao 24 mM de bicarbonato de amoénio pH 7,8 e 0,5% Triton X-100.
Ap6s 30 minutos, as reagoes eram interrompidas pela adicio de NaOH 25mM. A densidade
optica era registrada a 405nm e uma unidade de atividade enzimatica especifica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 wmol de substrato hidrolisado por

minuto (U), expressa por mg de proteina (U/mg proteina).
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4.6.2.5 Amilase

A atividade amilohidrolitica foi estimada segundo o método proposto por BERNFELD
(1955) modificado. Na mistura de reagao contendo 1,0ml de solugido de amido 5% em tampao
Citrato/Fosfato 0,2M (pH 7,0) e 0,5ml de solugio de NaCl 0,5% como cofator enzimatico, foi
adicionado um volume adequado de homogeneizado celular. A reagdo foi incubada a 25°C por
30 minutos e interrompida com 1,0ml de solugao 5% ZnSO, : Ba(OH), 0,3N. Posteriormente,
a mistura de reagdo foi centrifugada a 11.000xg por 3 minutos e no sobrenadante determinou-
se a concentragao de glicose livre pelo método colorimétrico de PARK & JOHNSON (1949) a
690nm. A Atividade especifica foi expressa como pmoles de agtcares redutores totais por

minuto (U) por mg de proteina (UI).

4.7 PARAMTEROS ZOOTECNICOS

Foram adotados como indices simples de desempenho produtivo:

4.7.1 Porcentagem de ganho de peso (GP)
Obtido através da diferenca de biomassa estocada no inicio (BI) e ao final (BF) de cada
periodo experimental,segundo a expressao:

GP (%) = [ (BF - BI) / BI | x 100)

4.7.2 Indice de gordura viscero-somatico (IGVS)

O indice de gordura viscero-somatico foi obtido em fungao da relagiao entre o peso da
gordura visceral (GV), denominada por MARQUES (1993), para a espécie, como corpo
adiposo, e o peso total do corpo dos animais (PT), segundo a expressao:

IGVS = (GV / PT)

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram analisados de acordo com o teste nao paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Comparagoes Multiplas de Dunn’s adotando-se um
nivel de significancia de P < 0,05. Todos os valores estao reportados como média * s.e.m.

(erro padrao da média).
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5. RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos da 4agua dos tanques, nos diferentes periodos
experimentais, mantiveram-se dentro da faixa de conforto para o cultivo de peixes tropicais
(VINATEA ARANA, 1997), podendo-se considerar os resultados como reflexos das alteragoes

nutricionais impostas pelo arragoamento (Tabela 3).

Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas da agua dos tanques durante os experimentos com

variagao nutricional das dietas para juvenis de pintado (Psexdoplatystoma corruscans).

Parametros fisico-quimicos da agua

Temperat. pH oD Alcal. Amoénia Condutividade Dureza
Experimentos (°C) mg/L  (mg/L) (ngNH4*/L) (usiemens/cm?) (mg/L)
PB (28 dias)

23512 66%x0,1 6,8+049 315+23 144+£14 95,1 £2,96 382+ 1,41
PB (90 dias)

245+143 68%£0,3 690,42 382%1,6 7,66 = 1,39 95,6 = 3,05 395+21
EB (60 dias)

26,1106 65%+0,2 550,16 394%+2]1 155+24 2132 £ 472 26,02 £32

Dados estdo reportados como média + desvio padrio. OD: oxigénio dissolvido; Alcal.: alcalinidade; PB: proteina

bruta; EB: energia bruta

51 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

5.1.1 Variagao de proteina na dieta
Os juvenis de pintado arragoados por 28 dias com diferentes niveis de proteina nao
apresentaram alteracOes nos parametros sangiiineos analisados, hematdcrito, concentragao de

hemoglobina total e/ou nimero de eritrocitos (Tabela 4).

Tabela 4: Parametros hematologicos de pintado (Psexdoplatystoma corruscans) submetidos a dietas

proteina-variavel por 28 dias.

Tratamentos — Variacdo de PB na dieta

20% PB 30% PB 40% PB 50% PB
Hematdcrito (%) 1750+ 1,75  1592+151  1650+1,60 1934+ 123
Hemoglobina (gHb/100ml) 3,03 + 0,44 2,60 + 0,54 3,10+ 0,15 3,60+ 0,15
RBC (milhées/mm?) 0,308 40,025 0295+0,013 0276+0,038 0,296+ 0,036

Dados reportados como média * s.e.m. (n=6); PB: proteina bruta
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O mesmo perfil hematoldgico foi apresentado pelos animais arragoados por 90 dias,

com os diferentes niveis de proteina bruta (Tabela 5).

Tabela 5: Parametros hematologicos de pintado (Psexdoplatystoma corruscans) submetidos a dietas

proteina-variavel por 90 dias.

Tratamentos - Variagdo de PB na dieta

20% PB 30% PB 40% PB 50% PB
Hematocrito (%) 18,89 £ 0,62 19,40 £ 1,23 20,78 £ 1,90 2128+ 1,44
Hemoglobina (gHb/100ml) 441 40,21 472+ 0,36 455+ 0,38 4,56 + 0,47
RBC (milhées/mnf) 0,353+ 0,035 0,278 £ 0,021 0,316 £ 0,028 0,266 £ 0,026

Dados reportados como média * s.e.m. (n=10); PB: proteina bruta

5.1.2 Variagdo de energia bruta na dieta
A quantidade de energia bruta na dieta reduziu os parametros hematologicos,
hematécerito e hemoglobina total, nos animais arragoados com 3.850 e 4.200 kcal EB kg. Nao

foram observadas diferencas no numero de eritrocitos, entre os tratamentos energia variavel

(Tabela 6).

Tabela 6: Parametros hematologicos de pintado (Psexdoplatystoma corruscans) submetidos a dietas

energia-variavel por 60 dias.

Tratamentos — Variacdo de EB na dieta

3500 kcal 3850 kcal 4200 kcal 4550 kcal

Hematocrito (%) 25,6 % 0,72 20,3 + 1,5b 21,24 0,7b 24,6 % 0,80
Hemoglobina (gHb/100ml) 627+023%  493+044> 54140320 6,55+ 0,24
RBC (milhdes/mm?’) 0,378+ 0,05  0374+0,06 03414009 0421 +0,09

Dados reportados como média * s.e.m. (n=10); EB: energia bruta
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5.2. METABOLISMO INTERMEDIARIO

5.2.1 Variagdo de proteina bruta na dieta

Os dados referentes ao perfil metabdlico dos arragoados por 28 dias, com diferentes
niveis de proteina bruta, estio relacionados na tabela 7. As concentrag¢oes de glicose e lactato
plasmaticos diminuiram em fun¢dao do aumento de proteina bruta na dieta. Esta redugao foi
acompanhada da manutencdo dos niveis de piruvato (Figura 1). As concentracdes plasmaticas
de proteina, aminoacidos, amoénia e uréia mantiveram-se constantes, independente da
quantidade de proteina oferecida. Mesmo que nao tenham apresentado variagao significativa,
as maiores concentragoes de triglicerideos ocorreram nos tratamentos com 30 e 40% PB. Este
perfil mostrou-se complementar ao observado para acidos graxos livres cujos valores
diminuiram significantemente para os tratamentos citados (Figura 2). As reservas de glicogénio
hepatico e renal sofreram redugdes significativas, seguidas de um padrao de glicose intracelular
diferente em ambos os tecidos. A concentragio de glicose no figado apresentou uma queda
significativa enquanto no rim observou-se um aumento. As concentragoes de lactato e
piruvato reduziram-se no figado, enquanto no rim a concentragao de piruvato diminuiu e a de
lactato manteve-se constante (Figuras 3 e 4).

O tecido muscular branco nao apresentou variacao nas concentracoes de glicogénio,
glicose e lactato. O teor de piruvato apresentou aumento proporcional a quantidade de
proteina bruta na dieta. Observou-se um aumento nas concentragdes de proteina, 30 e 40%
PB na dieta, e redugdao nas concentracdes de aminoacidos livres nos peixes arragoados com
50% PB (Figura 5).

A concentragdo de proteinas no tecido hepatico permaneceu constante, enquanto o
teor de aminoacidos livres aumentou nos animais arracoados com teores crescentes de
proteina. Este perfil foi acompanhado por um aumento significativo das atividades de GDH e
arginase, a partir de 30 e 40% PB, respectivamente. (Figura 0).

O perfil metabdlico renal relacionado as proteinas, ndo mostrou alteragdes em fun¢ao

do nivel de proteina das rac¢oes.
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Tabela 7: Padrao metabdlico de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans), submetidos a

dietas proteina-variavel.

Tratamentos — Proteina Bruta na ragido

étgﬁo Metabolito 20% PB 30% PB 40% PB 50% PB
Plasma
Glicose 9,56 + 0,93 7,10 £ 0,83 8,14 + 0,83 521 4 0,53
Lactato 0,75 £ 0,062 0,39 £ 0,02b 0,33 £ 0,05 0,13 £ 0,02¢
Piruvato 0,31 £ 0,02 0,35 £ 0,016 0,26 £ 0,016 0,26 = 0,017
Amonia 4,53+ 0,25 2,4+0,16 4,51 £1,19 2,1%0,6
Uréia 0,59+ 0,1 0,51 + 0,08 0,65+ 0,11 0,82+ 0,14
Proteinal 61,52+ 31 5442 +52 45,5+ 47 45,7+£5,9
Aminoicidos livres 1,34+ 0,14 1,17 £ 0,02 1,54 +£ 0,08 1,32+ 0,07
Acidos graxos livres 24,96 + 6,12 7,71 £1,14b 17,3 + 3,3b 30,8 £ 6,62
Triglicerideos! 0,29 + 0,02 0,34 + 0,01 0,36 + 0,03 0,31+ 0,02
Figado
Glicose 25976+ 1733> 306,87 £341¢  2112+736> 240,34 + 31,96
Lactato 5,81 £ 0,52 6,31 £0,682 5,2+ 0,432 33+ 0,52b
Piruvato 1,80 £ 0,202 1,14 £ 0,11b 1,11 £0,02b 1,02 £0,01¢
Glicogénio 392,6 £ 27,120 4549 £ 10,342 308,7 £ 6,26¢ 184,63 £ 12,54
Proteina!l 220,12+ 233 15491 £ 18,2 210,50 + 37,5 205,23 + 36,2
Aminoicidos livres 6,65 £ 0,61¢ 9,01 £1,14¢ 11,4+ 1,24b 18,6 £ 5,11
GDH? 5424 +6523c  4094+293c 7872+ 741b 976,54+ 498a
Arginase’ 16,02 + 2,3b 153+ 17> 13,7 + 1,4b 27,6 £330
Rim
Glicose 9,33+ 0,7 10,5+ 0,7> 13,7 0,8 14,5+ 1,9
Lactato 1,18+ 0,12 1,1+0,1 1,24 0,05 1,04 0,04
Piruvato 0,8 + 0,022 0,64 = 0,04 0,61 £ 0,06P 0,65 £ 0,06P
Glicogénio 2334+ 1,5 212+ 1,40 20,5+ 1,5 12,1 0,55
Proteinal 189,7 £ 23,8 163,6 £ 20,35 2335+ 173 1319 £ 12,24
Aminoécidos livres 11,92 0,6 7,1 4225 11,9 +33 173+7,1
GDH?2 304,1 £ 2791 334,96 £ 274 323,16 £ 51,5 285,8 10,8
Arginase? 12,6 + 4,7 19,8+ 6,1 20,9 + 3,08 15,52 + 421
Muisculo Branco
Glicose 56,14 + 5,86 60,55+ 64 61,31 42 63,4137
Lactato 10,2+ 1,9 11,2+ 1,5 12,02 £ 0,9 9,6 £0,9
Piruvato 0,57 £ 0,05> 0,52 £ 0,016 0,58 £0,017> 0,77 £ 0,084»
Glicogénio 15,9+ 0,6 15,7+ 13 17,0 £ 0,6 15,8 + 1,1
Proteinal 2496 + 31,8> 362,9 + 15,62 297,2 £ 19,42 1994 + 21,8>
Aminoacidos livres 57+ 248 7,7+ 352 45+ 1,99 2,01 £0,2>

Dados reportados como média * s.e.m. (n=6); PB: proteina bruta

Concentragdes: (Lmol/g tecido ou ml plasma); !(mg/g tecido ou ml plasma); 2(Lmol/min/mg proteina);
3(nmol/min/mg proteina)
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Figura 3: Perfil glicidico do figado de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) submetidos
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Figura 5: Perfil de proteinas e de aminoacidos livres no musculo branco de juvenis de pintado

(Pseudoplatystoma corruscans) submetidos a dietas proteina-variavel.
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5.2.2 Variagdo de energia bruta na dieta

Os dados referentes ao perfil metabolico nos peixes arracoados com diferentes teores
de energia bruta estao relacionados na tabela 8. A concentracdo de triglicerideos plasmaticos
decresceu nos animais arracoados com quantidades superiores a 3.500 kcal EB/kg de racio.
Resposta inversa foi observada para os acidos graxos livres (AGL), superior no tratamento
com maior quantidade de energia (Figura 7). Nao foram observadas variagdes nas
concentragoes de glicose e piruvato plasmaticos. Observou-se uma reducdo nos valores de
lactato, a pattir de 3.500 kcal EB/kg (Figura 8). A concentracio de aminodcidos livres reduziu
e a de uréia aumentou em fun¢do do aumento de energia bruta na dieta (Figura 9). As
concentragoes de proteina e amonia foram menores para os tratamentos contendo 3.850 e
4.200kcal/kg.

O aumento no teor de energia bruta da dieta promoveu alteragoes significativas nas
concentragoes dos intermediarios metabdlicos no figado. Observou-se uma queda nas
concentragoes de glicose e piruvato, e constancia nas de glicogénio e lactato (Figura 10). A
concentragao de proteina na dieta e a atividade da enzima GDH nio variaram, porém,
observou-se um aumento nos aminoacidos livres e redugdo na atividade de arginase (Figura
11). No mesmo sentido observou-se aumento nas concentracdes de acidos graxos livres e
triglicerideos hepaticos, promovidos pelo aumento da energia bruta das dietas (Figura 12).

As reservas de glicogénio e glicose no rim mantiveram-se constantes. Entretanto, os
teores de lactato decresceram e os de piruvato aumentaram com a energia bruta na ragao
(Figura 13). A atividade da GDH foi estimulada e a da arginase manteve-se constante, assim
como as concentragdes de proteina e aminoacidos. As concentragdes renais de triglicerideos
subiram significativamente e, mesmo nao apresentando diferenga significativa, as de acidos
graxos livres acompanharam o aumento de energia bruta da dieta (Figura 14).

Os estoques de glicogénio e glicose do tecido muscular branco mantiveram-se
constantes. Entretanto, os teores de lactato e piruvato aumentaram com o aumento de energia
bruta na dieta (Figura 15). As concentragdes de proteina e aminoacidos livres ndo sofreram
influéncia da quantidade de energia bruta das dietas. A atividade da enzima GDH mostrou-se
induzida para os tratamentos contendo 3.850 e 4.200 kcal, embora tenha apresentado valores
muito inferiores aos apresentados pelo rim e principalmente pelo figado. Foram observados
apenas tragos de atividade da enzima arginase no musculo branco. Seguindo o mesmo perfil
apresentado pelos demais compartimentos tissulares analisados, as concentragoes de
triglicerideos e 4cidos graxos livres aumentaram no tecido muscular branco em fungao do

aumento da energia bruta da dieta (Figura 16).
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Tabela 8: Padrio metabdlico de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) submetidos a

dietas energia-variavel.

Tratamentos - Energia Bruta na ragiao

Orgio Metabdlito 3500 kcal 3850 kcal 4200 kcal 4550 kcal

Plasma
Glicose 13,4409 11,5+ 1,1 142+ 1,1 135+ 1,1
Lactato 2,32+0,3 1,23 +0,1b 1,24 +£0,1° 1,44 £0,2b
Piruvato 0,25+ 0,01 0,24 + 0,03 0,25+ 0,01 0,22 £ 0,02
Amonia 478+ 04 41103 3,6+0,2 47102
Utréia 1,18 £ 0,110 1,78 £ 0,142 1,67 £ 0,982 2,0+0,16
Proteinal 3572+ 1,78 26,06 £ 1,97 29,29 £2,74 34,57 £2,53
Aminoacidos livres 434023 3,36 £ 027> 2,91 £0,24> 33+0,11b
Acidos graxos livres 22,06 £ 1,06> 15,6 £ 3,6" 19,3 + 44> 4477 £ 598
Triglicerideos! 0.84 £ 0.12» 0.28 £ 0.03b 0.21 £ 0.01b 0.24 £ 0.01b

Figado
Glicose 476,96 £ 37,680 456,56 £ 5422 33338 £ 574> 377,01 £ 47,6
Lactato 7,5 10,59 7,78 £ 0,98 6,12+ 0,89 6,48 + 0,88
Piruvato 0,703 £ 0,022 0,78 £ 0,152 0,44 £ 0,04b 0,65 + 0,12
Glicogénio 33402+2741  396,95+37,81 31549 +49,62 329,33+ 3897
Proteinal 157,46 £ 7,18 180,86 £ 17,3 170,13 £ 13,9 174,23+ 7,6
Aminodcidos livres 23,89 £ 4,08> 45,8 £ 10,38 48,37 £ 4,68 52,21 + 5,452
Acidos graxos livres 158,82 £ 248> 185,81 £ 19,5> 22923+ 379> 3822+ 33,12
Triglicerideos! 43+ 045> 6,81 £ 0,8 8,2+ 1,60 5,3£0,5b
GDH? 653,74 +£81,9 59538+ 110,5 408,08£79,8 633,05+ 1625
Arginase? 69,2+ 9,92 3342 £ 5,30 28,31 £3,4> 38,5+ 7,6
Rim

Glicose 15,12+ 0,48 16,07 £ 0,78 15,87 £ 0,52 15,81 £ 0,51
Lactato 325+ 0,492 2,13 +£0,13> 2,1+0,1b 1,94 £ 0,10
Piruvato 0,43 £ 0,02b 0,48 £ 0,020 0,54 £ 0,03b 0,69 + 0,092
Glicogénio 28,62+ 2,63 3341242 32,4+0,9 32,18 £ 1,45
Proteinal 189,96 £ 13,1 174,72 £ 10,3 174,8 £ 10,3 160,1 £10,9
Aminoécidos livres 9,18 £ 0,58 8,14+0,72 8,19 + 0,66 7,4+ 1,84
Acidos graxos livres 175,1 £ 21,6 160,4 £ 11,5 188,4 £ 19,4 213,5+15,9
Triglicerideos! 13,95 £ 1,8> 12,8 £ 1,90 54,9 £ 12,12 80,5 + 30,8
GDH? 268,83 £18,3> 377,17+ 179*  329,0+2836* 321,15+ 27,92
Arginase? 5,38 + 0,64¢ 6,84 £ 1,530 8,58 £ 0,722 8,44+ 1,192

Muiisculo Branco
Glicose 2332+ 1,45 25,6 + 1,84 27,85t 1,16 262+ 1,2
Lactato 10,6 £ 0,78 9,5+ 1,32b 11,5+ 1,23b 16,6 = 1,822
Piruvato 0,18 £ 0,01b 0,4 £ 0,05 0,49 + 0,05# 0,48 + 0,042
Glicogénio 16,41 £ 0,24 15,15 £ 0,94 16,37 £ 0,42 16,82 £ 0,57
Proteinal 147,75 £ 5,72 131,8 £ 4,5> 145,2 &+ 3,9 150,9 % 6,92
Aminoécidos livres 5,87 £0,28 6,67 £ 0,61 6,13+ 0,56 6,61 + 0,87
Acidos graxos livres 7,5+ 1,45b 215+27° 27,9 £59 18,8 £ 4,6
Triglicerideos! 0,26 + 0,25> 0,42 £ 0,19> 32+15 43123
GDH? 40,73 +£9,5 77,71 £13,1 55,46 £ 54 4328 +10,3
Arginase? atividade traco  atividade traco  atividade traco  atividade traco

Dados reportados como média + s.e.m. (n=10). Concentracoes: (Lmol/g tecido ou ml plasma);

I(mg/g tecido ou ml plasma); 2(umol/min/mg proteina); 3(nmol/min/mg proteina).

Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa P < 0,05
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5.3. ENZIMAS DIGESTIVAS

5.3.1 Variagdo de proteina bruta na dieta

Foi detectada hidrélise de proteina, carboidrato e lipidio ao longo de todo o trato
digestorio de pintado (Tabela 9). As proteases digestivas foram nao responsivas aos diferentes
niveis de proteina da dieta na maioria das sec¢des do trato digestorio, e as maiores atividades
foram verificadas no estomago.

A atividade da protease inespecifica, com atividade preponderante no estébmago,
mostrou-se muito baixa na por¢ao anterior e nenhuma atividade foi detectada nas porg¢oes
média e posterior do intestino (Figura 17).

As enzimas proteoliticas especificas, tripsina e quimiotripsina, foram detectadas em
todo o trato gastrintestinal. A tripsina apresentou o mesmo padriao de atividade proteolitica,
mais alto no estomago (Figura 18) e a quimiotripsina foi igualmente ativa nas porgdes
compreendendo o estobmago e as sec¢Oes anterior e posterior do intestino (Figura 19).

A atividade amilohidrolitica do estdbmago foi responsiva aos niveis de amido de milho
da dieta, ¢ os maiores valores foram observados entre 25 e 13% de amido, correspondendo a
30 e 40% PB, respectivamente (Figura 20). Mesmo nao apresentando diferenca significativa, o
perfil de atividade da amilase manteve-se constante nas demais por¢oes do intestino
analisadas.

Atividade lipolitica foi observada em cada secgao do trato gastrintestinal e os maiores

valores de lipase foram detectados na por¢ao média do intestino (Figura 21).
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Tabela 9: Atividade enzimatica nas diferentes secgdes do trato gastrintestinal de juvenis de pintado

(Pseudoplatystoma corruscans) submetidos a dietas proteina-variavel.

PB na Dieta
Enzima Secgio 20% PB 30% PB 40% PB 50% PB
Protease Inespecifica (U/mg proteina)
Estomago 53,8+ 16,4 79,2 1155 52,6 £ 9,1 60,7+ 17,2
I. Anterior 0,60 £ 0,017> 1,03 £ 0,0222 0,43 £ 0,022b 0,46 £ 0,05>
I. Médio - - - -
I. Posterior - - - -
Tripsina (U/mg proteina)
Estémago 3,6 £0,68 3,6 £0,57 2,7+0,45 4,2+ 0,60
I. Anterior 0,24 £ 0,05 0,18 £ 0,02k 0,33 £ 0,072 0,41 £ 0,06
I. Médio 0,75 £ 0,142 0,56 £ 0,112 0,61 £0,132 0,22 £+ 0,045
1. Posterior 0,34 £ 0,23 0,53+£0,22 0,33+0,12 0,19 £ 0,05
Quimiotripsina (mU/mg proteina)
Estomago 1,20 £ 0,17 1,40 £ 0,16 1,50 £ 0,16 1,50 £0,18
I. Anterior 0,48 £0,14 0,40 £ 0,04 0,58 £0,11 0,62 £ 0,05
I. Médio 0,83 = 0,09> 1,34 £ 0,172 1,51 £ 0,092 0,97 £ 0,08
1. Posterior 1,18 £ 0,19 0,97 £ 0,08 1,21 £0,10 0,96 = 0,09
Amilase (U/mg proteina)
Estomago 0,012+ 0,010> 0,180 £ 0,016 0,140 £0,020= 0,030 + 0,010b
I. Anterior 0,023 £ 0,008 0,053 0,010 0,032 £ 0,007 0,027 £ 0,008
I. Médio 0,013 +£0,005 0,022 £0,014 0,020 = 0,009 0,022 + 0,016
I. Posterior 0,012+ 0,008 0,029 £0,019 0,011 +£0,004 0,003 + 0,002
Lipase (U/mg proteina)
Estomago 3,8+ 0,95 1,0 £ 0,325 3,1+0,25 3,94 0,5
I. Anterior 5,53 + 0,46> 06,68 £ 0,610 5,89 £ 0,95> 14,49 £ 2,42
I. Médio 12,52+ 0,82 15,05 £ 2,66 28,14 £ 10,33 26,04 + 6,64
I. Posterior 4,96 £0,98 6,04 £ 0,56 9,11 +£3,17 5,78 £ 0,69

Dados reportados como média £ s.e.m. (n=0); PB: proteina bruta;
Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05) na mesma linha.
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Figura 19: Atividade da quimiotripsina nas diferentes por¢des do trato digestorio de juvenis de

pintado (Pseudoplatystoma corruscans), submetidos a dietas proteina-variavel.
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5.3.2 Variagao de energia bruta na dieta

O perfil enzimatico dos juvenis de P. corruscans submetidos a variagao nos niveis de
energia bruta na dieta também apresentou atividade hidrolitica de proteina, carboidrato e
lipidio ao longo de todo o trato digestoério (Tabela 10).

A atividade de protease inespecifica apresentou seus maiores valores no estbmago e os
menores no intestino anterior. Em ambos os segmentos as atividades foram aumentadas em
funcdo do teor crescente de energia bruta nas ragoes. Por outro lado, nio foram detectadas
atividades nas por¢oes média e posterior do intestino (Figura 22).

A tripsina mostrou-se regularmente distribuida nas diferentes porcées do trato
digestorio analisadas. No estobmago, apresentou queda significativa inversamente proporcional
ao conteido de energia da dieta. Na porciao anterior, as menores atividades foram
apresentadas pelos tratamentos contendo 3.850 e 4.200 kcal/kg, e o restabelecimento dos
valores de atividade foi observado com 4.550 kcal/kg. Nao foram detectadas diferencas

significativas no segmento médio e posterior (Figura 23).
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Assim como a tripsina, a quimiotripsina apresentou-se igualmente distribuida pelas
sec¢Oes gastrintestinais, e as atividades diminuiram significativamente com o aumento dos
teores de energia bruta na dieta, em praticamente todas as por¢des do trato analisadas, com
excec¢ao da por¢ao anterior (Figura 24).

As maiores atividades de amilase foram observadas na por¢ao anterior do intestino.
Mesmo apresentando aumento significativo de atividade amilohidrolitica somente no
estomago, a mesma tendéncia foi observada nas demais porg¢oes do intestino (Figura 25).

As maiores atividades de lipase foram observadas nas porg¢oes anterior e média do
intestino, caracterizadas por acentuada queda em func¢ao do aumento de lipidios nas dietas. O
estobmago esbogou uma ligeira diminuicao seguida de restabelecimento da atividade para o
maior teor de energia bruta da dieta. Nao foram observadas varia¢oes de atividade lipolitica no

intestino posterior (Figura 26).



Tabela 10: Atividade enzimatica nas diferentes sec¢des do trato gastrintestinal de

(Pseudoplatystoma corruscans), submetidos a dietas energia-variavel.
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juvenis de pintado

EB na Dieta
Enzima Seccio 3.500 kcal 3.850 kcal 4.200 kcal 4.550 kcal
Protease Inespecifica
Estomago 18,2 £ 1,4b 15,4 £ 24> 23,64 + 3,62 2594 + 352
L. Anterior 2,11+ 0,95 5,96 + 1,5 42313 7,32 42,30
1. Médio - - - -
1. Posterior - - - -
Tripsina
Estémago 0,26 + 0,022 0,27 + 0,04~ 0,22 + 0,022 0,15 £+ 0,02b
1. Antetior 0,28 £ 0,052 0,18 £ 0,03b 0,16 = 0,02b 0,25+ 0,022
1. Médio 0,29 +£ 0,03 0,31 0,03 0,30 = 0,03 0,33+ 0,03
1. Postetior 0,19 £ 0,02 0,21 £ 0,01 0,18 £ 0,02 0,24 £ 0,02
Quimiotripsina
Estomago 0,70 = 0,04a 0,64 + 0,082 0,50 £ 0,04> 0,52 = 0,04>
1. Antetior 0,57 £ 0,07 0,89 + 0,092 0,50 = 0,07> 0,91 £ 0,112
1. Médio 0,43 £ 0,02b 0,55 £ 0,052 0,47 = 0,02b 0,43 = 0,02b
1. Posterior 0,33 +£ 0,022 0,32 + 0,022 0,28 £ 0,01 0,28 £ 0,01
Amilase
Estomago 0,034 £0,01> 0,026 £ 0,004> 0,015 £ 0,002¢ 0,052 £ 0,012
1. Anterior 0,11 +£0,03 0,12 £ 0,01 0,12+ 0,03 0,14 £ 0,02
1. Médio 0,013 £0,002 0,016 £ 0,003 0,011 £ 0,002 0,024 + 0,004
1. Posterior 0,013 £ 0,001 0,01 + 0,003 0,011 £ 0,003 0,014 £ 0,002
Lipase

Estomago 2,67 £ 0,22 1,86 £ 0,2b 1,5+ 0,1b 2,54 £ 0,22
1. Anterior 13,9 £ 0,82 9,95 £ 0,4b 10,1 £ 0,5b 10,2 + 0,4b
1. Médio 14,63 + 1,22 13,5+ 0,82 8,98 £ 0,7b 9,8+ 0,7b
1. Posterior 3,6+ 0,6 3,02+0,3 4,2+0,5 3,35+ 0,3

Dados reportados como média £ s.e.m. (n1=10); EB: energia bruta;

Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05) na mesma linha.
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5.4. ANALISE MORFOLOGICA

Em relagido a coloragiao e morfologia do figado, estobmago, intestino, vesicula biliar e
rim, constatou-se macroscopicamente que nao houve qualquer diferenca entre os tratamentos.
O intestino foi dividido para as analises em trés por¢oes, das quais as duas primeiras sio
separadas da ultima, ou posterior, pela presenga de um estreitamento correspondente a valva

ileo-retal, que pode ser vista a olho nu.

5.4.1 Analise microscépica do intestino

A parede do intestino de pintado mostrou um arranjo estrutural tipico do tubo
digestorio dos vertebrados: a camada mucosa (epitélio colunar simples mais lamina prépria), a
submucosa de tecido conjuntivo frouxo e uma tinica muscular dividida em uma camada
circular interna e longitudinal externa, recobertas externamente pela camada serosa.

A reacdo de PAS evidenciou a presenca de células caliciformes nas diferentes por¢odes
do intestino analisadas. Entretanto, sua intensidade de coloragiao variou no sentido antero-

posterior, intensificando-se na porgao final (Tabela 11 e Figura 27).
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Nao foi observada a presenca de polissacarideos neutros ou acidos associados,
investigados pela coloragio de PAS/AB pH 2,5. Da mesma forma, nio foi detectada a
presenca de glicogénio em nenhuma das por¢oes do intestino, conforme observado nas
laminas onde se empregou a reagao de PAS + amilase. Também foram observadas reagdes

negativas na investigacio de mucossubstancias através de AB pH 0,5 e AB pH 2,5 (Tabela 11).

Tabela 11: Resultado dos testes histoquimicos realizados nos cortes transversais das diferentes
por¢oes do intestino de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) submetidos a dietas

proteina-variavel por 90 dias.

I. Anterior I. Médio 1. Posterior
Tratamentos  20%PB_30%PB 40%PB 50%PB 20%PB 30%PB 40%PB 50%PB 20%PB 30%PB 40%PB 50%PB
PAS* + + ++ A+ A+t A+t
PAS/Amilase - _ - _ _ _ _ _ _ _ _ -
PAS/ABpH2,5 - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
AB pH 0,5 3 B 3 B N ) B B B B ) _
AB pH 2,5 _ _ _ . _ _ _ _ _ _ _ _

*Intensidade de coloragdo das células caliciformes: forte (+++), média (++), fraca (+) ou negativa (-);

5.4.2 Parametros Morfométricos
Os parametros morfométricos analisados, apresentados na Figura 28, mostram
alteragdes morfologicas das diferentes por¢oes do intestino de pintado em fungao da variagao

de proteina bruta na dieta.

5.4.2.1 Diametro do tubo
A quantidade de proteina bruta na ragdo nao alterou o diametro total de cada porgao
intestinal dos animais. Entretanto, nota-se que a por¢ao mediana apresentou um menor calibre

quando comparada com as demais (Figura 29).

5.4.2.2 Altura do epitélio

O dunico efeito evidenciado pela quantidade de proteina em relagdo a altura do
epitélio da mucosa do intestino de pintado foi observado na porgio anterior dos peixes
arragoados com 20% PB (Figura 30). Nos demais tratamentos, assim como para as diferentes

porgoes intestinais analisadas, nao foram observadas alteragdes.
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5.4.2.3 Camada mucosa

O padrio de altura da camada mucosa nao se alterou para os segmentos anterior e
médio do intestino em resposta a quantidade de proteina na dieta. Entretanto, quando
comparadas entre si, a porcio anterior apresentou o maior padrio de altura da mucosa
intestinal com praticamente o dobro da altura das por¢oes média e posterior (Figuras 31 e 32).

O menor padrao de altura foi observados para pregas mucosas da por¢iao posterior
do intestino. Nesta sec¢do, os peixes arragoados com a dieta contendo 30% PB apresentaram
as menores pregas. Entretanto, para teores de proteina das dietas superiores a 30%, a altura

das pregas da camada mucosa voltou a aumentar.

5.4.2.4 Nuamero de células caliciformes

O aumento dos teores de proteina da dieta resultou em um aumento de células
caliciformes em regides do intestino onde previamente ocorriam em quantidades menores,
como no intestino anterior e médio. A resposta mais evidente foi observada na porgao
proximal, e a distal pouco respondeu ao aumento da proteina da dieta (Figura 33). O nimero
de células caliciformes aumentou significativamente no intestino anterior, principalmente nos
animais arragoados com 30% PB na dieta, chegando até a superar o numero de células da
porcao distal. No intestino médio a responsividade foi também observada para os maiores

teores de proteina na dieta.

5.4.2.5 Ttunica muscular

A tanica muscular do intestino de pintado consiste de uma camada longitudinal
externa e uma camada circular interna, ambas de musculo liso. A camada muscular externa é
recoberta pela serosa. O padrio das camadas musculares das porgdes anterior e média
acompanhou de forma semelhante, e coerente, o padrao da mucosa. Na por¢ao posterior do
intestino a espessura total das camadas musculares foi superior as demais (Figura 32). A tnica

exce¢ao ocorreu com o tratamento 30% PB, que proporcionou a menor espessura (Figura 34).

5.4.2.6 Diametro da luz intestinal

Nao houve diferenciagao significativa do diametro da luz, ou limen, entre os
tratamentos, considerando-se a mesma porgio intestinal. Embora também nio tenha havido
diferencas significativas deste parametro nas diferentes por¢oes, nota-se que o diametro ¢
ligeiramente menor na porgao intestinal mediana, em relagao ao diametro nas demais secgdes

do orgao (Figura 35).
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Figura 27: Caracteristicas histoquimicas de intestino de juvenis de pintado (Psexdoplatystoma
corruscans) submetidos a dietas protefna-variavel. Destaque para células caliciformes (setas). a)

Intestino anterior, 20%PB, PAS - 20x; b) Intestino anterior, 40%PB, PAS — 20x.
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Figura 28: Fotomicrografias do intestino de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans). a)
fotomicrografia panoramica evidenciando o diametro total do tubo (traco) (Intestino
posterior, 50%PB), HE — 4x; b) fotomicrografia destacando o epitélio (EP) da mucosa
intestinal (Intestino anterior, 30%PB), H/S — 20x; ¢) fotomicrografia evidenciando a camada
muscular longitudinal externa (ML), a camada muscular circular interna (MC) e serosa (setas)
(Intestino anterior, 30%PB), H/S — 20x; d) Fotomicrografia destacando a altura da camada
mucosa (seta) e a tanica muscular (TM) composta pelas camadas musculares longitudinal e

circular (Intestino anterior, 30%PB), H/S — 4x.
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submetidos a dietas proteina-variavel.
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(Psendoplatystoma corruscans), submetidos a dietas proteina-variavel.



78

Figura 32: Fotomicrografias do intestino de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans)
submetidos a dieta contendo 20% PB. Destaque para altura da camada mucosa (setas V) e
espessura da tunica muscular (setas TM). a) Intestino anterior, PAS — 10x; b) Intestino

posterior, PAS — 10x.
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Figura 35: Diametro da luz nas diferentes por¢des do intestino de juvenis de pintado

(Pseudoplatystoma corruscans), submetidos a dietas proteina-variavel.

5.5 DESEMPENHO PRODUTIVO

5.5.1 Variagdo de proteina bruta na dieta

O aumento do conteddo de proteina bruta na dieta promoveu alteragoes

significativas no ganho de peso dos animais durante o periodo experimental de 28 dias. A

melhor porcentagem de ganho de peso foi apresentada pelos animais submetidos ao

tratamento contendo 40% PB na dieta, seguido por 30, 50% PB. O menor ganho de peso foi

observado para o tratamento contendo 20% PB na dieta (Tabela 12).
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Tabela 12: Parametros de desempenho produtivo de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma

corruscans), submetidos a dietas proteina-variavel por 28 dias.

Tratamentos - PB variavel

20% PB 30% PB 40% PB 50% PB
Peso Inicial (g)* 82+ 154 724178 623+ 142 59+ 13,5
Peso Final (g)* 873+ 15,5 91,5+ 19,6 862+ 11,9 72,5+ 10,7
Biomassa Inicial (g) 492 432 374 354
Biomassa Final (g) 524 549 517 435
GP (%) 6,54 27,08b 38,244 22 9¢

*Dados reportados como média * s.e.m. (n=0)
Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05)
PB: proteina bruta; GP: ganho de peso.

Os animais submetidos as diferentes quantidades de proteina bruta na ra¢ao por 90

dias apresentaram a mesma variagdo no desempenho produtivo daqueles arragcoados apenas

por 28 dias, corroborando os resultados anteriores. O melhor desempenho foi, mais uma vez,

apresentado pelo grupo arracoado com dieta contendo 40% PB, seguido pelos tratamentos 30,

50 e 20%, respectivamente (Tabela 13).

Tabela 13: Parametros de desempenho produtivo de juvenis de pintado (Psexdoplatystoma

corruscans), submetidos a dietas proteina-variavel por 90 dias.

Tratamentos - PB variavel

20% PB 30% PB 40% PB 50% PB
Peso Inicial (g)* 12,1 £0,74 12,0 £ 0,82 11,8 £ 0,80 12,6 £ 1,11
Peso Final (g)* 25,0 £2,27 35,8 + 4,02 441 £10,81 33,4+ 3,86
Biomassa Inicial (g) 121 120 118 126
Biomassa Final (g) 250 358 441 334
% GP 106,624 198,340 273,73 165,08¢
IGVS 0,016 £0,00350  0,0069 £+ 0.0013>  0,0035 £ 0,0012>  0,0053 + 0,0008>

*Dados reportados como média * s.e.m. (n=10)
Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05)
PB: proteina bruta; GP: ganho de peso; IGVS: indice gordura visceral somatico.

5.5.2 Variagao de energia bruta na dieta

As alteragOes resultantes dos tratamentos foram significativas quanto ao ganho de peso

dos animais em func¢do do aumento de energia bruta. O grupo arracoado com 3.500 kcal
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EB/kg de ragio apresentou o melhor indice de ganho de peso, quatro vezes maior quando
comparado com os demais tratamentos, que apresentaram indices semelhantes entre si (Tabela
11). No mesmo sentido, foram significativas as diferengas encontradas na deposi¢io de
gordura nos animais dos diferentes tratamentos, verificadas em funcdo da relagio entre a
deposi¢iao de gordura no corpo adiposo (gordura visceral) e o peso dos animais (IGVS). Os
peixes dos dois tratamentos com maiores quantidades de energia na dieta diminuiram suas

reservas lipidicas, quando comparados com aos demais tratamentos (Tabela 14).

Tabela 14: Parametros de desempenho produtivo de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma

corruscans), submetidos a dietas energia-variavel por 60 dias.

Variagao de EB na dieta

3500 kcal 3850 kcal 4200 kcal 4550 kcal
Peso Inicial (g)* 421+21 MN1+1,7 412415 426+16
Peso Final (g)* 1274+ 10,3 64,7 £ 7,70 62,0 + 3,5 67,4 + 5,00
Biomassa Inicial (g) 715 692 700 725
Biomassa Final (g) 2.165 1.100 1.054 1.145
%GP 202,8 58,9b 50,6b 57,9b
IGVS 0,0037 + 0,00007=  0,0042 + 0,0007= 0,012 + 0,0002>  0,0009 + 0,0025

*Dados reportados como média * s.e.m. (n=10)
Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05)
EB: energia bruta (kcal/kg de ragio); GP: ganho de peso; IGVS: indice gordura visceral somético.
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6. DISCUSSAO

A vida multicelular sé pode ser sustentada se selecionar combustiveis metabdlicos,
produtos finais e precursores anabolicos, transportados entre células em fluxo e tempo
apropriados. Os peixes niao sao exce¢do e devem constantemente ajustar as razoes de
“turnover” de metabdlitos sangtiineos para coordenar os processos bioquimicos envolvidos na
manutengdo, crescimento, reproduc¢do, locomogdao e varios tipos de resposta ao estresse
ambiental. Como um grupo de vertebrados, eles devem utilizar estratégias metabolicas
distintas principalmente impostas pelo meio aquatico e alimentagio (WEBER &
ZWINGELSTEIN, 1995). Neste sentido, os padroes metabdlicos das espécies estio sujeitos a
variagOes, muitas vezes significativas, sempre que o organismo ¢ exposto a uma alteracio das
condi¢bes externas ¢ os ajustes se facam necessarios. Este tipo de resposta caracteriza a
tentativa de manter a homeostase, e inimeros compostos quimicos do perfil celular podem

apresentar variagoes de concentrac¢ao sempre que esta nao ¢ atingida.

6.1. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

DANIELS & GALLAGHER (2000), estudando uma espécie de linguado de verdo
(Paralichthys — dentatus), verificou que alguns parametros hematologicos pareciam —estar
relacionados com os niveis de proteina da dieta. O autor constatou que os valores de
hematécerito correlacionaram-se positivamente com o aumento de proteina bruta na dieta,
assim como as maiores quantidades de proteina por ele testadas (52 e 56%), resultaram em
maiores quantidades de células vermelhas (RBC).

A constancia observada nos parametros hematolégicos indica que as variagdes no
teor protéico da dieta ndo provocaram hemodiluicao, hemoconcentra¢ao ou qualquer tipo de
alteragdo metabolica imposta que comprometesse o quadro hematolégico. Portando, pode-se
admitir que os tratamentos aos quais os animais foram submetidos nao resultaram em anemia
ou reducao das células vermelhas circulantes, geralmente indicativos de doencas infecciosas,
ou de subnutricio.

A variagao de energia bruta das dietas nao comprometeu o RBC. Entretanto,
observou-se uma alteracio do hematdcrito e da concentragdo de hemoglobina nos animais
arragoados com 3.850 e 4.200 kcal EB, comparados a diminui¢ao da concentracao de proteina

plasmatica. Pode-se admitir que as dietas contendo teores acima de 3.500 kcal EB levam a
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adaptagdes metabodlicas para minimizar o desbalanco nutricional em funcio do excesso
energético para a espécie, ao invés de proporcionarem o esperado efeito poupador em
proteinas. Segundo PHILLIPS (1969), um balanco correto entre os alimentos energéticos e
construtores asseguram um suprimento adequado de energia e matéria prima para otimizar a
atividade anabdlica que, além de crescimento, inclui reparagoes dos tecidos, reproducio e
formagao de produtos essenciais como hemoglobina, hormoénios, enzimas, etc.

Os valores de hematdcrito observados foram semelhantes aos previamente reportados

por BEELEN et al. (1998). Estes autores constataram uma variagio de 16,58 a 23,46% para
juvenis de P. corruscans, com peso médio de 12,4 £ 1,5g, mantidos em laboratério e

alimentados ad /ibitum com nauplios de artémia, larvas de mosquitos e ragdo comercial para

peixes carnivoros.

6.2. METABOLISMO INTERMEDIARIO

O perfil metabdlico responde a concentracio dos nutrientes na dieta. Entretanto,
poucos dados sobre o perfil metabdlico de peixes, relacionados a alimentagao estao
disponiveis na literatura (MORAES & BIDINOTTO, 2000). Apesar da importancia das proteinas
e lipidios, os principais substratos energéticos em peixes, sdo escassas as informagoes
relacionadas as respostas metabodlicas versus a variagao destas classes de nutrientes. A maioria
das informagdes a respeito do fluxo metabdlico neste grande grupo de vertebrados d4 maior
atengao aos efeitos da inclusdo de carboidratos na dieta. A semelhanca de tal abordagem em
pesquisas com mamiferos, nos quais os carboidratos tém papel central no metabolismo
energético, é a explicagdo mais provavel para este fato. Outra possivel razao seria a relativa
simplicidade das técnicas de determinagdes bioquimicas desta classe de biomoléculas, quando
comparadas as investigacdes com proteinas e lipidios (DE SILVA & ANDERSON, 1995; WEBER
& ZWINGELSTEIN, 1995; CORREA, 2002).

Os diferentes perfis metabdlicos apresentados pelos juvenis de pintado submetidos aos
diferentes teores de proteina e lipidio na dieta mostraram diferencas significativas sugerindo
alteracoes dinamicas e trocas de intermediarios metabdlicos entre os tecidos. Estas trocas
envolveram o sangue como veiculo dos intermediarios, e as alteragdes plasmaticas nas
concentragoes dos metabdlitos corroboraram as variacdes observadas no perfil bioquimico

apresentado pelos tecidos.
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6.2.1 Variagdo de proteina bruta na dieta

A manuten¢ao da concentragao de triglicerideos plasmaticos, para os tratamentos
contendo 30 e 40 % PB, seguida da queda dos valores de acidos graxos livres, e a queda do
estoque de gordura visceral (corpo adiposo), sugerem que o aumento de proteina alimentar
nesta espécie resultou em mobilizagao (catabolismo) de reserva graxa, principalmente pelos
animais arracoados com 50% PB.

DEL CARRATORE (2001) ndo observou variagdo na concentragio de triglicerideos
plasmaticos para juvenis de pintado arracoados com quantidades crescentes de amido (10 a
28%) e constantes de proteina (36%) e lipidios (= 9%). Entretanto, este autor observou uma
grande variacao individual na concentracio deste metabdlito, fato que impossibilitou a
obten¢ao de uma conclusio assertiva. Por outro lado, os valores por ele obtidos sao
condizentes com 0s que observamos para o pintado nos diferentes tratamentos experimentais.

O aumento na relagio proteina/carboidrato na dieta de pintado reduziu tanto a
glicemia quanto a lactemia. Estes dados indicam que a espécie responde com o aumento dos
niveis de glicose e lactato plasmaticos a inclusio de amido na dieta. Entretanto, DEL
CARRATORE (2001) verificou um queda significativa na concentragoes de glicose plasmatica,
inversamente proporcional aos teores de amido na dieta para juvenis de pintado. O autor
sugeriu que a espécie apresentaria uma capacidade reduzida de digestaio e absor¢io de
carboidratos complexos, como o amido cru, e atesta que estes dados foram reforgados pelos
coeficientes de digestibilidade do amido, diminuidos de forma inversamente proporcional ao
seu conteddo de inclusdo na dieta.

Segundo BRAUGE et al. (1994; 1995), a ingestao de dieta contendo altos niveis de
carboidratos e lipidios digestiveis levaram a um aumento na glicose e triglicerideos plasmaticos
em truta arco-iris (O. mykiss). Os autores ainda destacaram que a magnitude desse aumento,
apos o arracoamento, ¢ influenciada pela quantidade de carboidratos digestiveis presentes na
dieta.

Mesmo tendo observado variagio em alguns parametros hematolégicos como
mencionado anteriormente, DANIELS & GALLAGHER (2000) niao encontrou qualquer variagao
significativa para as concentragdes plasmaticas de protefna total, triglicerideos, glicose e
fosfatase, que pudessem estar relacionados com porcentagem de proteina da dieta para

linguado de verao (P. dentatus).
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O aumento do conteudo de amido de trigo na dieta foi positivamente correlacionado
com o aumento da glicose plasmatica, mas negativamente correlacionado com a concentragao
de triglicerideos plasmaticos para salmao de Atlantico (§.sa/ar) (HEMRE et al., 1995).

CORREA (2002), testando diferentes niveis de proteina e carboidrato na dieta para
tambaqui, obteve nfveis médios de triglicerideos que variaram de 2,18 (para o menor nivel de
proteina e carboidrato) a 3,32mg/ml (para os maiores niveis de inclusio de ambos os
nutrientes), isto €, a concentragao de triglicerideos plasmaticos era diretamente proporcional a
porcentagem de inclusdao destes nutrientes na dieta. Comparativamente, a concentragdo média
de triglicerideos para o tambaqui foi bastante superior as observadas para o pintado neste
estudo.

Para os juvenis de pintado alimentados com diferentes concentra¢des de proteina, a
queda nos niveis de glicose hepatica e o aumento dos nfveis renais mostram respostas bem
distintas nesses tecidos. A redugdo das concentragdes de lactato, piruvato e glicose hepaticos
sugerem um aumento da atividade glicemiante do figado inversamente proporcional ao teor de
proteina da ragao. Outra hipotese ¢ que um aumento do metabolismo oxidativo resultante do
aumento na ingestdo protéica seja preferencial. Esta preferéncia oxidativa poderia ser feita
pelo catabolismo de carboidratos ou de aminoacidos. O perfil do metabolismo de carboidratos
no rim mostrou-se diferente do figado.

Os valores constantes de lactato e piruvato sugerem uma preferéncia oxidativa do
tecido renal. O aumento na concentracao de glicose acompanhado da reduc¢ao de glicogénio
sugere um papel glicemiante deste tecido, a semelhanca do proposto para o tecido hepatico.

A constancia do padriao glicidico no musculo branco, somada ao aumento das
concentragoes de piruvato e a reducao de aminodcidos livres, com o aumento de proteina
bruta da dieta, sugerem uma preferéncia pelo catabolismo protéico, através de um processo
oxidativo.

CORREA (2002) observou perfis metabdlicos distintos e inter-relacionados em
tambaquis, em resposta a variagao de proteina bruta na dieta. Verificou que as elevagdes de
proteina nao induziram alteragdes bioquimicas no metabolismo glicidico dos compartimentos
estudados, com exce¢ao da glicose hepatica, relacionando-as com a manutenc¢do da glicemia
plasmatica. Entretanto, foi constatado um aumento na concentra¢io de aminoacidos livres,
tanto no plasma como no tecido muscular branco, para o maior teor de proteina empregado
na dieta (38%). Esta autora relatou que este fato poderia estar relacionado com a demanda

metabdlica do tecido muscular face aos processos anabolicos, ou com um possivel excesso de
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ingestio protéica, mencionando a importancia da investigacao de aspectos bioquimicos da
excrecdo nitrogenada frente a variacdo de proteinas na dieta.

HEMRE et al. (1989) avaliaram a inclusao de 0, 10, 20 e 30% de amido cozido de batata
nas dietas de bacalhau do Atlantico (Gadus morbua) e concluiram que o glicogénio hepatico e
muscular ndo foram alterados em fungdo da ingestdo de carboidratos. Os autores sugeriram a
gliconeogénese a partir de aminoacidos e triglicerideos para manutencao dos teores de
glicogénio do grupo que nao recebeu amido na dieta. Por outro lado, a glicemia apresentou-se
diretamente proporcional ao nivel de ingestdo de carboidratos, embora grandes variacGes
individuais tenham dificultado a compreensao dos resultados.

CARTER et al. (1995) destacam que a concentragio de aminoacidos livres no figado,

trato gastrintestinal e musculo branco de truta sido relativamente similares, em torno de 35-50

pmoles/g de tecido. Embora nossos resultados tenham apresentado concentra¢oes
razoavelmente menores, provavelmente por se tratar de uma espécie diferente e de clima
tropical, concordaram com as observa¢oes do autor de permanecerem similares para os
diferentes tecidos, como figado e musculo branco. Estes dados condizem com o perfil
apresentado pelo figado e sio indicativos de um aporte externo de aminoacidos e de uma
preponderancia do metabolismo protéico, evidenciada pelo aumento na atividade das enzimas
GDH e arginase.

ALTRAN (2002) constatou a atividade de arginase em embrides de P. corvuscans,
relacionado-a primordialmente a sintese de uréia como um mecanismo de desintoxicagao de
amonia e do catabolismo de arginina provenientes da dieta. A atividade da GDH esta
correlacionada, além do catabolismo protéico, com a excre¢ao de amonia. Seus valores de K,
mesmo divergentes entre espécies (WALTON & COWEY, 1989), sio geralmente similares ou
estdo acima da média de concentracio de aminoacidos dos tecidos. Assim, as diferencas nestas
concentragoes ¢ que determinardo o primeiro arranjo cinético, aumentando o catabolismo
com o aumento das concentragoes de substrato (BEAMISH & THOMAS, 1984), conseqiiente a
ingestao de alimento com altas quantidades de proteina (OGATA et al., 1985).

A enzima GDH esta envolvida no processo de desaminagao oxidativa do glutamato
ocorrida pelas reagdes de transaminagao de grupos alfa-amino de varios aminoacidos. O
aumento da atividade desta enzima, verificado no grupo de animais submetido aos maiores
nfveis de proteina, indica a ocorréncia de catabolismo de aminoacidos para serem utilizados
como fonte de energia. Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados por SUAREZ et
al. (1995), quando testaram varias propor¢oes de proteina/lipidios/carboidrato em dieta de

enguia européia (Anguilla anguilla). Estes autores verificaram um aumento na atividade da
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GDH nos peixes alimentados com as dietas que apresentavam maior relacao proteina :
energia. A desanimacgao pela glutamato desidrogenase representa um meio de remover o
nitrogénio de aminoacidos, e de as cadeias carbonadas serem utilizadas como energia no ciclo
de Krebs. SUAREZ et al. (1995) verificaram ainda que a atividade da GDH, diminuiu ou nao
aumentou em fun¢ao do aumento de carboidratos ou diminui¢ao do conteudo de lipidios.

SANCHEZ-MUROS et al. (1998) verificaram aumento da atividade das enzimas GDH e da
alanina-aminotransferase (ALAT) no figado de truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss) alimentadas
com dietas contendo altos teores de proteina, ou sob jejum prolongado. Estes autores relatam
que a alta atividade destas enzimas esta diretamente relacionada com o aumento da
gliconeogénese. Além disso, sugerem que o aumento da atividade da GDH no figado e rim
parece estar relacionado com o importante papel desta enzima na manuten¢ao do equilibrio
acido-base durante a acidose metabdlica, provavelmente associada a uma alta ingestiao
protéica. ALEXIS & PAPARASKEVA-PAPATSOGLO (1986) e MOYANO et al. (1991) descreveram
que a relacdo entre transamina¢do e desamina¢ao pode ser um indicador metabdlico da
utilizagdo de aminoacidos em excesso nos peixes.

O aumento do catabolismo de proteinas normalmente tem como consequiéncia um
aumento nos teores de amoénia plasmatica (VAN WAARDE, 1983). Em algumas espécies,
estando em situagoes ambientais que dificultem a excre¢ao de amonia, pode ser que ocorra um
aumento da produgao de uréia via ciclo da uréia (WOOD et al., 1995; SAHA & RATHA, 1998).
Entretanto, em condi¢des normais, o excesso de amonia produzido pelo catabolismo de
proteinas é prontamente excretado pelas branquias. Desse modo, o aumento da atividade da
arginase pelos animais arragoados com 50% de proteina e da tendéncia de aumento dos teores
de uréia plasmatica, sdo provavelmente, resultado do aumento da concentragiao de arginina da
dieta, e ndo da sintese de novo de arginina via ciclo da uréia. Somado a isso, ALEXIS &
PAPAPARASKEVA-PAPOUTSOGLOU (1986) destacam ainda que o metabolismo de peixes
carnfvoros ¢ ajustado no sentido da utilizacao de proteinas como substrato energético, e que a
proporcao de proteina ingerida desaminada é independente do seu nivel de inclusao na dieta.

A figura 36 representa o perfil metabolico e o provavel destino dos metabdlitos dos

juvenis de pintado submetidos as variagoes de proteina bruta na dieta.
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6.2.2 Variagio de energia bruta na dieta

A porcao lipidica do sangue é composta majoritariamente por moléculas recém
absorvidas, lipidios recentemente processados como quilomicrons, e lipidios mobilizados dos
sitios de estocagem. Além disso, a propor¢ao de lipidios em cada uma destas fragoes ¢
dependente de uma série de fatores, incluindo o estado nutricional, desenvolvimento e,
particularmente, estagio de maturidade sexual (SHERIDAN, 1988).

Nos juvenis de pintado submetidos a dietas com diferentes teores de lipidio, ou
energia bruta na dieta, a concentracio de triglicerideos plasmaticos decresceu
significativamente nos animais arracoados com quantidades de energia superior a 3.500 kcal.
Resposta oposta foi observada para a variacdo da concentragao de acidos graxos livres (AGL),
superior no tratamento com o maior nivel de lipidios ou energia. Estes dados sugerem a
ocorréncia de um quadro metabdlico lipolitico, pois, quando os estoques de lipidios sao
mobilizados, resultam na hidrélise de TG e subseqiiente liberagio de AGL para o plasma
(SHERIDAN, 1988). Embora nio tenham sido verificadas alteracGes nas concentragdes de
glicose e piruvato plasmaticos, a reduciao dos valores de lactato plasmatico sugere um quadro
gliconeogénico, a partir deste metabdlito. Este perfil ocorreria para a manuten¢ao da glicemia
plasmatica, considerando-se a provavel diminui¢io do consumo de ra¢ao em funcao do aporte
energético da dieta. Resultados divergentes foram observados por HEMRE & SANDNES (1999)
que testaram uma ampla faixa de inclusao de lipidios na dieta, de 31 a 47%, para salmao do
Atlantico (8. salar). A variagao lipidica na dieta nao resultou em qualquer alteragdo na
concentragao de triacilglicerdis plasmaticos. Entretanto, quando os maiores niveis de lipidios
da dieta foram combinados com baixos niveis de carboidratos, o resultado foi o aumento dos
niveis de glicose plasmaticos. Estes autores associaram esta alteracio a um desconhecido
estresse associado com os altos niveis de lipidio nas dietas.

Segundo DABROWSKI & GUDERLEY (2002), a maior diferenca entre peixes e
mamiferos, que pode ser estendida a todos os vertebrados ectotérmicos, ¢ a tolerancia
consideravelmente maior que os peixes mostram em relagdao as grandes flutuages dos niveis
de glicose sangtiineos. Muitos peixes podem sobreviver por longos periodos, naturalmente ou
sob condi¢des experimentais, durante os quais os nfveis de glicose plasmatica sio
indetectaveis. Entretanto, sob a maioria das condi¢oes fisiologicas, os teores de glicose
sanglineos sio freqiientemente estaveis e respondem a variagdes hormonais. Neste sentido, a
concentragao de glicose plasmatica nao parece ser um bom indice de sua prépria utilizagio em
peixes (WILSON, 1994). Segundo METON et al. (1999), peixes, especialmente carnivoros, sao

mais habeis na utilizacdo de carboidratos quando as taxas de absor¢do e consequente
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aparecimento no sangue sio baixas. Sendo assim, a redu¢do nas concentragoes plasmaticas de
aminoacidos livres em relagao ao aumento da quantidade de lipidio ou energia na dieta reforca
a hipétese da provavel diminui¢ao do consumo alimentar, indicando também utilizacdo destes
aminoacidos como fonte de energia metabdlica gliconeogénica.

O aumento nas concentragoes de uréia plasmatica, somado a queda nas concentragoes
dos aminoacidos livres, em fun¢ao da energia bruta da dieta mais uma vez reforcam a hipotese
do quadro metabdlico gliconeogénico a partir de proteina e aminoacidos; situagao contraria ao
esperado efeito poupador de proteina pela adi¢ao de energia ndo protéica, no caso, lipidios. A
menor concentracio de uréia plasmatica, somada aos dados de ganho de peso, indicam um
melhor aproveitamento da fracdo protéica pelos animais arracoados com a dieta contendo a
menor quantidade de energia bruta.

A concentracdo de glicogénio nos diferentes tecidos nao foi alterada em fungao do
aporte energético da dieta e parece ter sido mantida as custas de glicose.

No tecido renal a reducio na concentracao de lactato indica um direcionamento do
fluxo carbonico para a produgdo de piruvato e manutengdao da glicose e conseqiientemente
glicogénio. A quantidade crescente de lipidios da dieta levou a aumento das reservas lipidicas,
tanto como AGL e quanto TG, fato que pode ter proporcionado a manutengao da
concentracao de aminoacidos livres.

Vale ressaltar que, nos individuos analisados, a deposi¢ao de gordura no rim, expressa
em relagao ao peso do tecido, superou inclusive a capacidade de deposi¢io de gordura no
figado. Estes dados ressaltam a importancia do tecido renal no metabolismo energético de
pintado. Estes dados divergem de JOHNSON et al. (2002) que mostraram que um excesso de
lipidios na dieta pode levar a sua deposi¢ao principalmente no figado e na carcaca, o que traz
como conseqiiéncias a diminui¢ao da palatabilidade.

No figado, o aumento constatado da concentracio de aminoacidos livres
provavelmente serviu de substrato para a manutencido dos niveis de glicogénio através do
piruvato, lactato e glicose. Também foram observadas altas concentragdes de TG a AGL no
tecido hepatico, 6rgao que desempenha um papel central no intercimbio destes metabdlitos
entre os diferentes tecidos do corpo (SHERIDAN, 1988).

Mesmo que se tenha observado um aumento nas concentragoes de aminoacidos livres,
a enzima GDH nio apresentou varia¢ao significativa na sua atividade. Além disso, a atividade
da arginase hepatica diminuiu em relagao ao aumento de lipidios ou energia bruta da dieta.

Entretanto, as atividades de GDH e arginase, mesmo apresentando atividades muito menores
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quando comparadas com as do figado, foram responsivas a variacio nutricional da dieta,
aumentando suas atividades em funcao do aumento do aporte energético da dieta.

Mais uma vez, os dados apresentados pelo pintado, uma espécies carnfvora, mas de
agua doce e clima tropical, discordam parcialmente daqueles obtidos para peixes de dguas frias.
JURSS et al. (1985) relatam que, para trutas arco-iris, a atividade de GDH renal raramente
responde a diferentes relacoes de proteina/lipidio na dieta, enquanto a atividade desta enzima
aumenta significantemente com o aumento de proteina na dieta.

Como observado nos experimentos com variagio de PB, o mdusculo branco
desempenha um papel quase que a parte do metabolismo de pintado. A manutencio dos
teores de aminoacidos e glicose provavelmente assegurou as concentracées de piruvato e
lactato. Por sua vez, o lactato, uma vez aumentado, foi exportado para a corrente sanglinea,
para ser reciclado e servir ao metabolismo energético nos demais tecidos, quando necessario,
ou ainda voltar para o tecido muscular para compor os estoques de glicogénio, ressaltando a
importancia do ciclo de Cori no metabolismo oxidativo dessa espécie.

MOYES et al. (1992) destacam que as mitocondrias do musculo branco de peixes, assim
como em mamiferos, oxidam piruvato ou outro combustivel elementar como o lactato, em
preferéncia a acidos graxos quando presentes sozinhos. Entretanto, quando presentes em
conjunto, a oxidagdo dos acidos graxos inibe a utilizagdo de piruvato. Estes dados podem ser
comparados com as respostas observadas no musculo branco dos animais que apresentaram
acumulo de lactato e piruvato, assim como de AGL e TG, em relagao ao aumento de energia
bruta ou lipidios na dieta. KRAJNOVIC-OZRETIC et al. (1994) verificaram que os padrdes de
assimilacao dos acidos graxos no figado e musculo branco de “sea bass” (Dicentrachus labrax)
refletem nao s6 o conteido, mas a fonte de lipidios da dieta.

O aumento dos teores de TG e AGL musculares sugere que em pintado existe a
possibilidade de armazenamento lipidico também no musculo branco. Isto parece razoavel ao
relacionarmos com o fato de ser uma espécie reofilica que, em ambientes e condigdes naturais,
deve utilizar este estoque como combustivel na fase de migracao para desova. O aumento dos
teores de lipidio na dieta levou a diminui¢io do estoque de lipidios localizados no corpo
adiposo dos peixes. Este fato deve estar relacionado a possivel diminui¢do da ingestdo de
alimentos em func¢ao do aporte energético da dieta e, em fungao disto, estes estoques devem
ter sido consumidos para suportar a demanda energética dos demais tecidos.

A figura 37 representa o perfil metabolico e o provavel destino dos metabdlitos dos

juvenis de pintado submetidos as variagoes de energia bruta na dieta.
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6.3 ENZIMAS DIGESTIVAS

6.3.1 Variagdo de Proteina bruta

O processo digestivo ¢ menos conhecido em peixes do que nos mamiferos em geral.
Entretanto, os estudos realizados até o momento indicam que as enzimas digestivas sao
qualitativamente similares aquelas observadas nos demais grupos de vertebrados (HIDALGO et
al., 1999).

A fungdo das enzimas digestivas é hidrolisar os macronutrientes contidos nos
alimentos em compostos que possam ser absorvidos pela membrana da borda estriada dos
enterdcitos. Estas enzimas podem ser secretadas no lamen, adsorvidas na membrana ou
estarem contidas em vacuolos supranucleares dentro dos enterdcitos. Entretanto, a digestao
pode ocorrer com os peixes utilizando uma ou mais estratégias: digestdo extracelular ou
luminal, digestido de contato com a membrana ou digestdo intracelular (RUST, 2002).

Virios estudos sobre o processo digestivo em peixes estdo disponiveis na literatura
comparando principalmente a atividade das enzimas digestivas com: o habito alimentar das
espécies (HOFER & SHIEMER, 1981; JONAS et al., 1983; CHAKRABARTI et al., 1995; MUNILLA-
MORAN & SABORIDO-REI, 1996; HIDALGO et al., 1999); com o desenvolvimento larval
(MUNILLA-MORAN & STARK, 1989; CAHU & ZAMBONINO-INFANTE, 1994; ZAMBONINO-
INFANTE & CAHU, 1994; GAWLICKA et al, 2000); a utlizagdo de fontes protéicas
(DABROWSKI et al., 1989; ESCAFRE et al., 1997; MOYANO-LOPEZ et al., 1999); a idade ou o
estagio de desenvolvimento (KUZ’MINA, 1996). Apesar disso, e concordando com MORAES &
BIDINOTTO (2000) e¢ CORREA (2002), nio estio disponiveis na literatura informagdes
relacionadas aos mecanismos adaptativos das espécies, principalmente em relagao as condigoes
nutricionais, isto é, como as enzimas digestivas ¢/ou o metabolismo intermediatio dos peixes
operam frente a variagOes na concentracao dos diferentes nutrientes. Este quadro agrava-se
quando se trata de espécies tropicais, sobre os quais esta literatura é ainda mais escassa.

Expressando os dados como atividade total do segmento, elimina-se a possibilidade de
artefato (YAMADA et al., 1983). Além disso, a atividade do segmento deve ser considerada
como sistema de referéncia apropriado e diretamente relacionado com a capacidade digestiva
do segmento (RAUL et al., 1982).

O padrio digestivo enzimatico de pintado ¢ bastante particular quando comparado
com outras espécies. Quando submetemos os peixes a variagao de proteina bruta na dieta, as
maiores atividades proteoliticas foram observadas no estomago. Certamente, esta caracteristica

esta associada com o habito alimentar da espécie, destacando o papel desta estrutura em seu
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processo digestivo. Considerando que os peixes normalmente engolem a presa, que
permanece no estbmago por um tempo consideravel, a constituicio enzimatica passa a ser
fundamental na digestao dos componentes da dieta.

Uma das maiores fungdes do estdbmago ¢ o inicio da digestao protéica pela agao da
pepsina e HCL Além disso, a evolugao do estdbmago em vertebrados esta estreitamente
associada com a digestio protéica (STEVENS, 1988). VONK (1941) citado por KOHLA et al.
(1992) aponta que a produciao do fluido gastrico é estimulada pela fric¢do mecanica do
alimento, fato que pode relacionar a atividade enzimatica com o grau de enchimento do
estomago. Neste sentido, KAPOOR et al. (1975) salientam que a digestio e o esvaziamento
gastrico dependem da quantidade e da qualidade do alimento, da taxa de secre¢io de suco
gastrico, da motilidade gastrica, e da capacidade do intestino em aceitar o quimo do estbmago
e que, além disso, a quantidade de alimento consumido pode influenciar a secrecao gastrica via
estimulo proporcionado pela distensio da parede do estomago.

As maiores atividades de protease inespecifica foram observadas no estdbmago de
juvenis de pintado em pH 2,0. Entretanto, ndo foram detectadas varia¢Oes significativas no
padrao enzimatico deste 6rgio que pudessem estar relacionadas com o aumento da
porcentagem de proteinas bruta das ra¢oes nos diferentes tratamentos. A nao responsividade
da pepsina, em fungdo da variacao de proteina da dieta, havia sido previamente reportada para
outras espécies como o tambaqui, Colossoma macropomum (KOHLA et al., 1992), Tilapia
mossambica (L) (NAGASE, 1964) e Brycon melanopterus (REIMER, 1982). Por outro lado, CORREA
(2002) observou indugdo da atividade proteolitica 4acida no estomago de tambaqui (C.
macropomuni) apenas entre 18 e 28% PB na ragao, permanecendo constante daf até 38%. Estes
dados corroboram aqueles previamente descritos por KOHLA et al. (1992) que nao observaram
alteracdo na atividade de pepsina quando testaram niveis de 30 e 50% PB. CORREA (2002)
salientou ainda que o teor de 18% PB na racdo para tambaqui seria muito baixo e que o
estimulo indutivo deveria ocorrer em resposta a entrada de proteina no estomago até uma
determinada concentragao, a partir da qual nao seria mais responsivo aos aumentos nos teores
deste nutriente, permanecendo, portanto, constante.

MELO et al. (2002) verificaram uma relagdo direta entre o nivel de proteina da dieta e a
atividade proteolitica dcida no estomago de jundia (R. gueler). Além disto, relatam que as
sec¢oes do intestino foram bioquimicamente diferenciadas em relagao a atividade proteolitica
alcalina. Nas por¢oes anterior e média do intestino, a atividade proteolitica foi induzida até
27% PB na dieta, sugerindo que o decréscimo de atividade a partir destes valores poderia estar

relacionado a regulacdo da sintese enzimatica em func¢ao do conteido de proteinas e outros
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derivados presentes na dieta, ou ainda a uma capacidade limitada da tomada de nutrientes pela
mucosa intestinal.

HIDALGO et al. (1999), estudando o perfil enzimatico digestivo em peixes com
diferentes habitos nutricionais, reportaram para enguia européia (Anguila angnila) que a maior
atividade proteolitica ocorre no estomago em pH 1,5 e que, praticamente, nenhuma atividade
ocorria em pHs neutro ou alcalino. Deste modo, considerando a atividade proteolitica
inespecifica como padrio para aquela espécie, pode-se dizer que ¢é bastante similar ao
apresentado pelo pintado, que apresentou apenas tracos de atividade proteolitica no intestino
anterior (pH 7,5), e nenhuma atividade detectada nas por¢oes média e posterior do intestino.

O fluido gastrico de peixes pode conter muitos tipos de protease, com atividade
proteolitica 6tima atuando em diferentes pHs (2,0, 3,0, 5,0 e 8,5). Segundo FANGE & GROVE
(1979), LOVELL (1988) e KUZ’MINA (1991), indubitavelmente, a mais significativa entre estas
proteases ¢ a pepsina, que atua na faixa entre pH 2,0 e 3,0.

Inesperadamente, foram detectadas atividades de tripsina e quimiotripsina no
estomago de pintado. Entretanto, observou-se que as proteases analisadas praticamente nao
responderam ao contetdo de proteina da dieta. Este perfil relembra a importancia da digestao
quimica em fungao do tempo e permanéncia da presa ou do alimento no estomago.

A atividade proteolitica alcalina foi relatada em suco gastrico de outras espécies de
peixes (KUZ'MINA, 1991). Além disso, a ndo responsividade da tripsina em relagao a dieta
artificial ou alimentagdo natural foi também descrita por CAHU & ZAMBONINO INFANTE
(1994) em larvas de “sea bass” (D. labrax). Apesar das atividades de tripsina e quimiotripsina
estarem presente em todo o intestino, estas atividades proteoliticas foram muito baixas
quando comparadas com as apresentadas no estomago. Considerando o tamanho pequeno do
intestino e o padrao enzimatico em pintado, com atividades relativamente baixas, supde-se que
o principal papel do intestino seja a absor¢do de nutrientes da dieta. Além disso, a nao
responsividade das proteases a variagdo do nivel de proteina da dieta leva-nos a assumir que
essa espécie ¢ adaptada ao melhor uso da proteina, independente do seu contetddo na dieta.

SABAPATHY & TEO (1993) apontaram dificuldades em se determinar a fonte de
tripsina e quimiotripsina em rabbitfih (Siganus canalicutatos), pois estas atividades foram
detectadas em todas as por¢des do trato gastrintestinal, desde o es6fago até a porgao final do
intestino. HSU & WU (1979) também encontraram atividade de tripsina e quimiotripsina em
todos os segmentos do trato gastrintestinal nas 8 espécies de peixes com diferentes habitos
alimentares por eles estudades, mas salientaram que as maiores atividades foram localizadas

especialmente no intestino, hepatopancreas e cecos piléricos, quando presentes. Por outro
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lado, destacaram que a atividade de tripsina no intestino dessas espécies insignificante quando
comparada com a quimiotripsina, fato comparavel ao observado para o pintado, onde a
atividade de quimiotripsina é da ordem de mil vezes superior a de tripsina.

MELO et al. (2002) também observaram atividade de tripsina e quimiotripsina no
estomago de jundia, com atividades induzidas até o conteddo de 27% PB na dieta, fato que,
para eles, destaca a importante plasticidade da estrutura nesta espécie. Estas proteases também
foram quantificadas ao longo do intestino. Na secgao anterior, onde foram observadas as
maiores atividades, e, na por¢io média, estas enzimas foram induzidas até 27% PB e
permaneceram constantes até o nivel maximo testado de 41% PB. Os autores sugerem que
esta espécie responde através de uma adaptacao do perfil de enzimas digestivas aos teores de
proteina da dieta e que, além do papel especial desempenhado pelo estomago, as proteases
alcalinas do intestino anterior parecem concluir a hidrélise protéica, direcionando o papel
absortivo para as por¢oes média e posterior do intestino.

HsU & WU (1979) acrescentam que as espécies carnivoras, dentre aquelas por eles
estudadas, apresentaram as maiores taxas de eficiéncia de digestao da proteina dietética mesmo
possuindo um trato gastrintestinal bastante curto. No sentido de adaptagdo ao seu habito
alimentar, o estomago desta categoria de peixes pode secretar pepsina muito ativa. Por outro
lado, estes autores destacaram que a onivora Tidpia mossambica desenvolveu um trato
gastrintestinal bastante longo e apresenta forte atividade secretdria de tripsina e quimiotripsina,
0 que compensariam a baixa atividade péptica de seu estomago.

CORREA (2002) obteve responsividade das enzimas digestérias proteoliticas, protease
inespecifica, tripsina e quimiotripsina, em fun¢ao da variagio de proteina na dieta para
tambaqui. As maiores atividades proteoliticas acidas do estdbmago foram observadas para os
animais alimentados com 28 e 38% PB na dieta. Além disso, as atividades proteoliticas
alcalinas correlacionaram-se positivamente com o conteudo de proteina da dieta. Reforcando
seus resultados, KOHLA et al. (1992) verificaram também uma correlagdo positiva entre a
atividade da tripsina e o grau de enchimento do trato digestério de tambaqui, somada a uma
tendéncia generalizada de aumento da atividade triptica em fun¢ao do aumento de proteina na
dieta.

Este conjunto de observagoes leva-nos a admitir que o perfil enzimatico de pintado,
em resposta a variacao de proteina bruta na dieta, nao se altera, sendo as proteases digestivas
desta espécie do tipo constitutivo. Além disso, estariam adequadas a digestao de altos

conteudos de proteina.
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HOFER & SCHIEMER (1981) estudando duas espécies de ciclideos e seis de
ciprinideos verificaram que a atividade proteolitica no trato gastrintestinal foi mais baixa nos
herbivoros do que nos onivoros e carnivoros os quais nao apresentaram diferengas muito
claras entre eles. Entretanto, se expresso em termos de porcentagem, os onivoros
apresentaram uma média de atividades entre eles de aproximadamente 50% e os herbivoros
em torno de 25% da atividade média apresentada pelos carnivoros. Verificaram também que a
atividade enzimatica decresceu da porcido anterior para a posterior do intestino supondo que
as enzimas sejam reabsorvidas na por¢ao final e que a efetividade estaria relacionada
positivamente com o comprimento do intestino. Entretanto, o decaimento na atividade nao
poderia ser relacionado a autdlise enzimatica, fato que nao foi confirmado nos experimentos 7
vitro por eles realizados. Constataram ainda que tais atividades enzimaticas eram inversamente
propotcionais a0 comprimento do trato gastrintestinal, mas que o tempo de exposi¢ao do
alimento ingerido as enzimas proteoliticas, aumentou paralelamente ao comprimento relativo
do intestino (comprimento do intestino/comptimento do corpo), o que levou os autores a
afirmarem ter esse fato resultado em atividade proteolitica mais intensa nos peixes herbivoros.

Entretanto, a baixa atividade proteolitica apresentada pelos herbivoros, somada ao
maior tempo de exposicao ou menor velocidade de passagem do alimento neste grupo de
peixes, a0 invés de nos levar a concordar que estes animais apresentem atividade proteolitica
mais intensa, leva-nos a admitir que a especificidade das enzimas proteoliticas dos herbivoros
seja sim, bem menor quando comparada com a dos onivoros e principalmente a dos
carnfvoros, por necessitarem de maior tempo de exposi¢do as enzimas, evidenciado pelo
trajeto mais longo para que essas possam desempenhar sua funcao.

Hsu & Wu (1979), estudando a relagio entre o habito alimentar e a atividade
proteolitica de oito espécies de peixes tropicais com habitos alimentares diferentes, verificaram
que os carnivoros, com os menores comprimentos do trato digestorio, apresentavam as
maiores atividades de pepsina no estomago, mas baixissima atividade de quimiotripsina no
intestino. Um padrao oposto foi verificado para os micréfagos e um padrao intermediario,
para os herbivoros. Além disso, os onivoros apresentaram as maiores atividades de tripsina.

GARCIA-CARRENO et al. (2002), estudando as proteinases de piracanjuba (Brycon
orbignianus), uma espécie comprometida pela acdo antropica nos rios brasileiros devido a
construcdo de hidrelétricas, verificaram que o sistema digestorio da espécie possui algum
mecanismo de adaptagdo enzimatica, respondendo a qualidade e quantidade do alimento por

meio da variagdo na quantidade e composicido das proteases digestivas. Este mecanismo
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responsivo foi preponderante no intestino, pois o estobmago desta espécie nao apresentou
qualquer habilidade em responder aos diferentes alimentos, exceto ao jejum.

A digestio de carboidratos é normalmente desconsiderada em peixes carnivoros e a
amilase nao ¢ considerada fundamental no processo digestivo. Entretanto, FANGE & GOVE.
(1979) destacam que poucas enzimas digestivas nao-proteoliticas podem ocorrer no fluido
gastrico de peixes como, por exemplo, a amilase relatada no estomago de Clupea harengus e de
Dorosoma cepidianun. Da mesma forma, DE SILVA & ANDERSON (1995) apontam a a¢do pouco
especifica da oi-amilase que pode hidrolisar tanto amido como glicogénio a oligossacarideos,
ou ainda hidrolisar oligossacarideos a di e monossacarideos.

Assim como para o padrio proteolitico, as maiores atividades de amilase foram
detectadas no estobmago dos juvenis de pintado arracoados com quantidades crescentes de
proteina bruta na dieta. Entretanto, observou-se diferenciagio quantitativa de amilase nas
diversas por¢oes do intestino (anterior, médio e posterior) sendo que, nesta dltima, apresentou
o menor teor amilohidrolitico.

REYMER (1982) relatou que a atividade da amilase depende da composi¢io da dieta.
Pro outro lado, HOFER et al. (1982) o contradisseram, opinando que a atividade da o-amilase
¢ independente da dieta, mas que apresenta alguma especificidade em relagio a familia
taxonomica a que pertenga a espécie.

Segundo SABAPATHY & TEO (1993) a atividade amilohidrolitica do onivoro Szganus
canalicnlatus ¢ mais expressiva que a do carnivoro Lates calcarifer. A atividade da amilase foi
também reportada para peixes tropicais de agua doce, como os onivoros piracanjuba (Brycon
orbignyanus) e piau (Leporinus friderici)y e para o carnivoro pintado. Curiosamente, a amilase
apresentou-se mais ativa em pintado do que na piracanjuba (SEIXAS FILHO, 1999).

A propriedade indutiva de tal hidrolase foi descrita por CAHU & ZAMBONINO
INFANTE (1994) para larvas de “sea bass” (D. labrax) quando deixaram de receber alimento
natural e passaram uma receber dieta microparticulada contendo 12% de amido. Estes autores
assumiram que o pico de atividade especifica de amilase ¢ resultado de sintese extensiva em
resposta 2 mudanc¢a na dieta. KAWAI & IKEDA (1973) in DE SILVA & ANDERSON (1995)
observaram um aumento da atividade da amilase em trutas arco-iris em resposta as dietas com
altos niveis de proteina, teores constantes de carboidratos e teores variados de fibra. Um
resultado semelhante foi também descrito para a mesma espécie por PLANTIKOW (1981 7z
KOHLA et al., 1992). DABROWSKI et al. (1992) constataram uma relagdo entre a composi¢ao da

dieta (qualidade da proteina), a performance dos peixes e as atividades proteolitica e
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amilohidrolitica. Estes autores observaram atividade de amilase e tripsina até dez vezes maior
quando a espécie de charr (Salvelinus alpinus) foi alimentada com dietas contendo altas
concentracoes de proteina (65-70% PB) ao invés de alimento vivo. Entretanto, uma resposta
contraria, maior atividade amildsica para as menores concentragdes de proteina e carboidratos
da dieta, foi observada no intestino de carpa capim (C. idella) por DAS & TRIPATHI (1991).

KOHLA et al. (1992) relataram que a atividade amilohidrolitica correlaciona-se
positivamente com o grau de enchimento do trato digestorio de tambaqui. Entretanto, nas
dietas compostas por ingredientes tanto de origem animal como vegetal verificaram uma
correlagao negativa entre a atividade de amilase e o conteudo de carboidratos da dieta. Por
outro lado, nas dietas compostas somente por ingredientes de origem animal, o aumento do
conteudo de carboidratos na dieta resultou em aumento significativo de atividade de amilase.

CORREA (2002) observou as maiores atividades de amilase em quantidades
intermediarias de proteina na dieta para tambaqui que variaram em 18, 28 e 38%, sugerindo
uma resposta adaptativa das enzimas digestivas frente a variagdo deste nutriente na dieta.
MORAES et al. (2000) investigaram a ocorréncia de eventuais particularidades na atividade de
amilase entre o pacu, o tambaqui e o hibrido das duas espécies (Colossoma macropomum x
Piaractus mesopotamicus), popularmente conhecido como tambacu. Estes autores verificaram que
o perfil amilohidrolitico da por¢ao dos cecos piléricos do hibrido apresentou-se mais eficiente
quando comparado com a atividade apresentada pelos exemplares de suas espécies parentais,
destacando a notavel expressao das carboidrases pelo hibrido.

Outros fatores, além da quantidade de amido na dieta e da espécie envolvida, podem
influenciar na atividade da amilase; entre eles, o grau de enchimento do trato digestério
(BITTERLICH, 1985; KOHLA et al., 1992), o habito alimentar (FISH, 1960; SABAPATHY & TEO,
1993), a estrutura e a complexidade dos carboidratos (NRC, 1993), a temperatura e a estagao
do ano (KUZ’MINA et al., 1996) ¢ a idade (KUZ'MINA, 19906).

CHAKRABARTI et al. (1995) opinaram que diferentes partes do intestino de 10 das 11
espécies estudadas, independente do habito alimentar, exibiram varios graus de atividade de
amilase. Os autores acreditam que esta atividade nao seja nem alimento dependente nem de
origem reflexa e que, além disso, o tipo de dieta, aparentemente, nao da suporte a produgao de
amilase em peixes.

DAS et al. (1987) estudaram as enzimas digestivas de Lzza parsia (Ham.), uma das
espécies mais importantes de tainha presentes na India, que se alimenta principalmente de
detritos e microalgas na fase adulta. Verificaram que atividade de amilase esta presente por

todo o trato gastrintestinal tanto em alevinos como nos adultos, apresentando atividade
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consideravel no estomago. Atividade proteolitica também foi observada em todo o trato,
embora as menores propor¢oes tenham sido verificadas no estomago. Nos alevinos, a
atividade proteolitica foi comparativamente maior, enquanto a atividade amilohidrolitica foi
maior nos adultos, sugerindo uma possivel adaptagao ao habito zooplanctéfago dos alevinos,
alterado para basicamente herbivoros quando adultos. A lipase, por sua vez, niao diferiu entre
alevinos e adultos, sendo detectada principalmente no figado e no intestino anterior, sem
vestigios no estobmago. Esses autores sugeriram que, em funcao das variagoes do perfil
enzimatico, a espécie esteja bastante adaptada as condi¢oes do habito alimentar natural.

MOITRA & RAY (1981) estudando as enzimas digestivas e sua relagao com o alimento
e habito alimentar de uma espécie indiana de perca (Anabas testudinens), verificaram que a
atividade proteolitica é mais pronunciada no hepatopancreas, no intestino e na por¢ao pilérica
do estomago, indicando que a espécie esta bem adaptada para digerir proteina na dieta. A
atividade lipolitica foi mais pronunciada no intestino e hepatopancreas e a amilohidrolitica,
mesmo moderadamente ativa, distribuida em todas as regides do sistema digestivo analisadas,
fato que os autores associaram ao habito alimentar carnivoro da espécie.

RAY (1988) estudando as enzimas digestivas de outras 3 espécies de percas indianas,
também em relacdo a habito alimentar, verificou que as carnivoras Awbassis nana e Ambassis
ranga apresentaram atividade proteolitica acentuada no intestino e no hepatopancreas, e
apenas moderada no estomago. O intestino e o hepatopancreas da espécie onivora Colisa
fasciata também apresentaram atividade proteolitica acentuada. A atividade lipolitica do
intestino e hepatopancreas destas espécies foi bastante acentuada, embora 4. nana tenha
apresentado atividade moderada no hepatopancreas. Atividade de amilase variou de fraca a
moderada nas espécies carnivoras, sendo mais pronunciada na onivora C. fasciata;caracteristicas
evidentemente relacionadas ao habito alimentar destas espécies.

KIRCHNER et al. (2003) destacam que, atualmente, na area de nutricdo de peixes, o
maior desafio ¢ melhorar a utilizagdo de carboidratos. Neste sentido, o pintado apresentou
uma resposta particular. Sua amilase foi responsiva ao amido da dieta e ndo ao conteido de
glicogénio, como proposto para espécies carnfvoras (SABAPATHY & TEO, 1993; DE SILVA &
ANDERSON, 1995). Considerando o pintado como uma espécie carnivora, o conteido maximo
de amido (36%) usado na alimentacio foi relevante. Entretanto, a atividade da amilase de
pintado ¢é baixa, quando comparada as apresentadas por espécies onivoras (CHAKRABARTI et
al., 1995; MORAES & BIDINOTTO, 2000). Além disto, a atividade da amilase foi maior nas

dietas de 30 e 40% PB, correspondentes a 25 e 13% de amido, quantidades consideradas altas
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para peixes carnivoros, coincidentemente aqueles tratamentos em que foram observadas as
melhores taxas de crescimento.

O maior conteudo de amido (36%) reprimiu a sintese de amilase, fato que pode estar
relacionado a intolerancia, pela maioria dos peixes carnivoros, a grandes quantidades de
polissacarideos na dieta. Entretanto, WILSON & POE (1985) destacam que espécies tropicais
tém maior capacidade de utilizagdo de carboidratos que as marinhas ou de aguas frias,
apresentando digestibilidade superior a 70% para o amido, como as verificadas em bagre de
canal (Ictalurus punctatus), espécie bastante proxima do pintado. Por outro lado, WILSON (1994)
acrescentou que mesmo nao sendo conhecidas ainda as exigéncias dietéticas em carboidratos
para peixes, algumas espécies demonstram redugdo no crescimento quando alimentadas com
quantidades minimas desta classe de nutrientes.

De forma geral, as atividades proteolitica e amilohidrolitica estdo relacionadas ao
habito alimentar da espécie, e carnivoros tém maiores quantidades de proteases que espécies
nao-carnivoras. Entretanto, a diferenca na atividade proteolitica, entre as espécies, é muito
menor que a diferenca na atividade de carboidrases, como por exemplo a de amilase
(Kuz’MINA, 1991; DE SILVA & ANDERSON, 1995)

O conteudo de lipidio parece também ser bastante importante na dieta de pintado,
pois se assume que peixes, principalmente carnivoros, consumam alimentos ricos em
gorduras. Neste sentido, a ocorréncia de lipase no trato digestério de peixes é plenamente
justificada (CHAKRABARTI et al., 1995).

Mesmo que a variagdo de proteina experimentada neste trabalho nio tenha sido
destinada a investiga¢ao do carater indutivo de lipases, foi possivel verificar que a atividade
lipolitica no intestino médio do pintado foi diferenciada. Esta é, provavelmente, a sec¢io do
trato digestorio onde a maior parte dos processos digestivos seja concluida, e a maior
quantidade de lipidios acessada. Nas demais por¢oes do intestino, anterior e postetior, ¢ no
estobmago, também foram constatadas atividades lipoliticas menores, ainda que na mesma
proporc¢ao nestas secgoes.

CHAKRABARTI et al. (1995) relataram que as diferentes partes do trato gastrintestinal
de 11 espécies de peixes tém potencial para a digestao de lipidios, independentemente do
habito alimentar. Além disso, a presen¢a da maioria das classes de enzimas digestivas nestas
espécies sugere que sua base genética tenha preservado tais sistemas enzimaticos durante o
processo de evolugdo dos peixes. Postulam ainda a preferéncia das espécies por algum tipo de
alimento. Assim, seria mais apropriado designar o habito alimentar dos peixes, de acordo com

sua preferéncia, como principalmente carnivoro, predominantemente herbivoro, e assim
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sucessivamente. Concluiram estes autores que a habilidade de uma espécie para digerir
diferentes alimentos depende principalmente da sua estratégia digestiva, a qual pode refletir
seu habito alimentar com maior propriedade.

A atividade lipolitica foi reportada no estbmago de esturjao branco (BUDDINGTON &
DOROSHOV, 1986) e esterasica no estomago de turbot (Scophthalmus maximus) (MUNILLA-
MORAN & STARK, 1990). KOVEN et al. (1997) avaliando a digestao de varias classes de lipidios
por turbot (8. maximus) em estudos “in vitro” e “in vivo”, verificaram as maiores atividades
lipoliticas e absortivas nas por¢oes terminais do intestino. Afirmaram entdo que o maior sitio
destes processos, na espécie, ¢ a por¢ao mediana do intestino.

Nossos resultados com juvenis de pintado submetidos a variacées de PB na dieta sio
concordantes com os de BORLONGAN (1990) e KOVEN et al. (1994b) que reportam as
menores atividades lipoliticas no estomago, ainda que a atividade de lipase neutra esteja
distribuida ao longo de todo trato digestério (CHAKRABARTI et al., 1995; IZQUIEDO &
HENDERSON, 1998). Contrastando com a maior atividade lipolitica encontrada no intestino
anterior de “milkfisk” (Chanos chanos) (BORLONGAN, 1990), em bacalhau de Atlantico,
“gilthead seabream”, pargo vermelho (Pagrus pagrus) e turbot, estdo localizadas na regido
posterior do intestino (KOVEN et al, 1994b; IZQUIERDO et al, 1997; IZQUIEDO &
HENDERSON, 1998).

Embora seja relatada a existéncia de uma relacio evidente entre a alimentagdo e a
natureza da atividade enzimatica relativa de um animal (YONGE, 1973), eventualmente, nem
todas as enzimas detectadas no trato gastrintestinal estardo correlacionadas positivamente com
a dieta (OLATUNDE & OGUNBIYI, 1977). CHESLEY (1934) verificou que Brevoortia sp, uma
espécie de teleésteo marinho, consumidor de grandes quantidades de lipidios na dieta,
apresenta uma concentracao de lipase semelhante as demais espécies por ele estudadas, que
consumiam relativamente menores quantidades de lipidios na dieta.

NAGASE (1964), estudando a tilapia mossambica (Sarotherodon mossambicus), nao
observou correlagao da lipase com o conteudo de gordura da dieta. Por outro lado, REIMER
(1982), estudando matrinxa (Brycon ct. melanopterus), concluiu que seu padrio enzimatico de
lipase esta ajustado a quantidade de gordura presente no conteudo intestinal.

SEIXAS FILHO et al. (2000) estudaram atividades de lipases no quimo dos onivoros,
piau e piracanjuba, e do carnivoro pintado. Os autores verificaram que o piau apresentou

maior atividade que o pintado, o qual apresentou maior atividade que piracanjuba.
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DAS & TRIPATHI (1991) reportaram que a atividade de lipase tanto do intestino
quanto do hepatopancreas de carpa capim (C. idella) aumenta cerca de dez vezes quanto os
lipidios da dieta subiram aproximadamente de 2% para 8%.

SETHURAMALINGAM & HANIFFA (2002) verificaram a possibilidade de inclusio de
diferentes ingredientes disponiveis na dieta. Estudando o ciprinideo indiano Labeo robita
(Ham.), uma espécie que mostra clara preferéncia a certos componentes protéicos de origem
animal ou vegetal na dieta, observaram a influéncia dos nutrientes sobre varias classes de
enzimas digestivas. Estes autores reportaram um aumento na secre¢ao de protease e lipase nas
porcoes média e posterior do intestino quando 40% de farinha de cabega de camardes ou
farinha de intestino de aves eram adicionados a dieta. Neste sentido, salientam que a alta
secre¢ao de lipase no intestino médio deve-se a uma versatilidade da digestao de lipidios.

Considerando-se a grande variagdo no teor de proteina analisada (20 a 50%), e o
perfil enzimatico adaptativo apresentado pelos juvenis de pintado, assumimos que a
otimizacao da alimentacdo é completamente dependente da melhor propor¢ao entre proteinas,

energia e carboidratos.

6.3.2 Variagao de energia bruta

Alteragcdes na composicao da dieta nao podem ser consideradas como a primeira e
unica causa das varias mudangas enzimaticas que ocorrem no trato gastrintestinal de larvas
durante a ontogenia. Entretanto, elas determinam o plat6 de atividade das enzimas digestivas
(HENNING, 1987). BUDDINGTON & DIAMOND (1989), afirmam que o inicio da atividade
destas enzimas esta subordinado a sinais internos que sio geneticamente determinados a
ocorrer no tempo correto e de forma gradual.

Os resultados obtidos com variagdo de protefna bruta na dieta indicam que niao ha
indu¢ao da atividade proteolitica e que, provavelmente, estas enzimas sejam de carater
constitutivo. A alteracdo nas atividades enzimaticas verificada em funcdo da variacio de
energia ou conteudo de lipidios da dieta, também nao sugere um carater indutivo as enzimas
digestivas de pintado. Embora a atividade proteolitica inespecifica tenha apresentado valores
mais altos nos animais arragoados com maior energia bruta, este padrao nio foi seguido pela
demais enzimas proteoliticas analisadas, tripsina e quimiotripsina.

Se as variagdes pontuais na atividade proteolitica forem comparadas aos dados obtidos
com os intermediarios metabdlicos, ou com o desempenho produtivo, seremos levados a
concluir em favor da reducao do aporte energético das ragoes na forma de lipidio e,

conseqiientemente, maior energia bruta. Neste sentido, as maiores atividades proteoliticas



105

inespecificas para animais arracoados com maior quantidade de energia bruta estariam
relacionadas a necessidades de suprir em aminoacidos a serem utilizados como fonte de
energia.

As atividades enzimaticas observadas sugerem que principalmente a pepsina responde
a variacdo de energia da ragdo, pois as variagOes apresentadas pela tripsina sio pontuais, nao
sugerindo qualquer tendéncia de indugao ou supressao em func¢ao da alteragao nutricional.

A quimiotripsina variou menos quando comparada as atividades do experimento
proteina-variavel. Mesmo assim, apresentou ligeira diminui¢ao, em fun¢do do aumento de
energia bruta na dieta, o que deve estar mais relacionado ao grau de saciedade dos animais,
influenciado pelo aporte energético das dietas.

Embora as concentracoes de amido de milho tenham diminuido com o aumento de
energia bruta das dietas, esta variacao foi pequena (27,3 a 23,2). A unica atividade responsiva
observada foi de amilase no estomago nos animais arragoados com as maiores quantidades de
energia; coincidentemente onde ocorriam as menores concentragoes de amido. Embora nio
tenham apresentado variacdao significativa em relagaio ao conteudo de energia da dieta, as
maiores atividades amilohidroliticas foram observadas no intestino anterior. Nas porcoes
mediana e posterior foram observadas as menores atividades desta hidrolase.

As maiores atividades de lipase foram observadas nas porgdes anterior e mediana do
intestino, enquanto as menores foram observadas no estdbmago e intestino posterior. Embora
tenhamos observado diferencas significativamente maiores da atividade lipolitica nos animais
arragoados com as menores quantidades de lipidios, o grau de varia¢ao de resposta somado a
um possivel quadro de diminui¢ao de ingestao de alimento, em fungao do aporte energético da
dieta, indica que a lipase analisada, assim como as proteases, sejam de carater constitutivo,
ainda que um excesso de substrato possa atuar suprimindo essa atividade. Diferentemente do
observado para os juvenis de pintado, DAS & TRIPATHI (1991) verificaram que a atividade de
lipase, tanto no intestino quanto no hepatopancreas de carpa capim (C. idella), aumentou cerca
de dez vezes quando a quantidade de lipidios da dieta subiu de 2 para 8%.

A anidlise conjunta dos resultados com variagao de proteina e lipidios, ou energia no
arragoamento de juvenis de pintado, mostra que existem variagoes na quantidade de todas as
enzimas digestivas analisadas. As enzimas apresentaram atividades sensivelmente menores no
experimento com variacdo de energia na dieta. Este fato pode estar relacionado também aos
diferentes lotes de peixes utilizados nos experimentos. Embora estes lotes tenham sido
provindos de uma unica fazenda, o Projeto Pacu, eles podem ter procedéncia genética

completamente diferente.
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6.4 MORFOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO

A morfologia do trato gastrintestinal de peixes teledsteos tem sido extensamente
estudada, principalmente no que se refere a sua relacio com o habito alimentar (ANDERSON,
1986), naquelas espécies que apresentam importancia na pesca esportiva, na alimentagao ou
como peixe ornamental (GARGIULO et al., 1998). Estes estudos normalmente revelam que o
intestino de teledsteos, ainda que mais simples que o dos vertebrados superiores, mostram
numerosas variagoes especificas relacionadas a dieta, bem como a filogenia e forma do corpo
(KAPOOR et al., 1975; KUZ'MINA, 1991).

Em relacao a coloragdao e morfologia do figado, estdbmago, intestino, vesicula biliar e
rim, constatou-se macroscopicamente que nao houve diferenga entre os tratamentos. O trato
digestorio foi caracterizado pela presenca de um estomago bem definido seguido por um
intestino curto, caracteristico dos peixes carnivoros, fato que de acordo com SIS et al. (1979)
pode ser compensado pelo desenvolvimento da superficie mucosa.

A presenca da valva {leo-retal que pode ser vista a olho nu no intestino de pintado, ¢
uma caracterfstica morfologica também observada em varias outras espécies de peixes como
“sea-bream” (Sparus anrata) (CATALDI et al., 1987), bagre de canal (Ictalurus punctatos) (SIS et al.,
1979) em que o autor relacionou com a prevencao do refluxo do bolo fecal, Gasterosteus
possesses (HALE, 1965), enguia (Anguila anguila) (CLARK & WITCOMB, 1980). Entretanto, esta
estrutura esta ausente em hibridos de tilapia (GARGIULO et al., 1998).

SEIXAS FILHO et al. (2001a) investigando a anatomia funcional e alguns parametros
morfométricos de pintado, também descreveu a presenca da valva fleo-retal para esta espécie,
e em func¢dao dela, dividiu o intestino em apenas duas por¢oes, a média posicionada
anteriormente a valva e a posterior, ou retal, adjacente a valva. Estudando a disposi¢io na
cavidade celomitica, estes autores também constataram que o arranjo intestinal de pintado ¢
compativel com a maioria dos peixes carnivoros, ou predominantemente carnivoro, por
apresentar arranjo quase retilineo. Ressaltaram que as circunvolu¢bes das algas finais do
intestino médio podem ser vistas como adaptagdes a um possivel habito onivoro,
preferencialmente carnivoro. Em relagao a idade, verificou que as pregas encontravam-se mais
complexas nos animais maiores. Somado a isto, o estudo inter-relacionado o arranjo das
pregas intestinais e a velocidade de transporte do alimento no intestino por eles realizado,
sugeriu que o padrio longitudinal com intimeras anastomoses retardam o avango no sentido
aboral, o que possibilita maior perfodo digestivo e conseqiientemente, maior aproveitamento

dos nutrientes pela exposicao do material alimentar a mucosa intestinal, contribuindo para a
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formacdo do bolo fecal. As pregas da mucosa proxima ao anus apresentaram dire¢ao

longitudinal, sugerindo um auxilio na expulsiao do bolo fecal, direcionado-os para o exterior.

6.4.1 Analise microscépica do intestino

As analises histologicas revelaram algumas peculiaridades do intestino de pintado
arragoados com diferentes quantidades de proteina na dieta.

Concordando com FLORES QUINTANA et al. (1997) que descreveram previamente a
estrutura histolégica basica do intestino de pintado, observou-se a presen¢a de uma mucosa
bem desenvolvida, submucosa, tinica muscular e serosa e, assim como SEIXAS FILHO et al.
(2001a), também dividiram o intestino da espécie em apenas duas porgoes, separadas pela
valva {leo-retal. PEREYRA et al. (2002) através de microscopia eletronica de varredura
constataram a presenca de células cilindricas simples ou colunares, providas de indmeros
microvilos, formando o epitélio que recobre as pregas longitudinais do intestino de pintado,
além da presenca de inumeras células mucosas.

Pelas técnicas histologicas e histoquimicas utilizadas, verificou-se que o epitélio do
intestino ¢é constituido aparentemente por apenas dois tipos de células, as epiteliais ou
enterécitos e as células secretoras de muco ou caliciformes. Recentemente, FERRARIS &
AHEARN (1984) revisando os dados de transporte de nutrientes no intestino reportaram que
ainda nao estd claro se os processos de absor¢do e secre¢io ocorrem nOo mMesmMoO ou em
diferentes tipos de células.

SEIXAS FILHO et al. (2001b) investigando o sistema endocrino difuso no intestino de
tele6steos de agua doce verificou a presenca de células do tipo fechado, que sdo aquelas que
ndo estao em contato com o limen, nas por¢des mediana e posterior do intestino de pintado,
que poderiam atuar no mecanismo de controle da absor¢ao dos nutrientes do alimento.

A reagao de PAS evidenciou a presencga de células caliciformes nas diferentes porc¢oes
do intestino analisadas. A intensidade de coloracao variou no sentido antero-posterior,
intensificando-se na por¢io final. A resposta negativa da andlise histoquimica de PAS/AB pH
2,5 na investigagao de polissacarideos neutros ou acidos associados, indica a auséncia de
cadeias mistas de glicosaminoglicanas. Da mesma forma, nio foi detectada a presenca de
glicogénio em nenhuma das por¢oes do intestino, conforme observado nas laminas onde se
empregou a rea¢ao de PAS + amilase.

CLARKE & WITCOMB (1980) também verificaram através de seccdes com e sem
diastase seguida de PAS a auséncia de glicogénio nas paredes intestinais de enguias (A. anguila).

BUCKE (1971) relatou que as laminas foram PAS positivas, mas ndo considerou a presenca de
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glicogénio no trato gastrintestinal de “pike” (Exos /ucins L.). Também foram observadas
reacOes negativas na investigacdo de mucossubstancias acidas com radicais sulfatados (AB pH
0,5) ou carboxilados (AB pH 2,5). Estes dados sugerem a presenca de mucossubstancias
neutras, aparentemente formadas pela predominancia de complexos glicoproteicos (DERMER,
1973; DE BOLD et al., 1978). O papel das mucossubstancias nos processos digestivos e
absortivos ainda nao esta bem definido, mas OSTOS GARRIDO et al. (1996) sugerem que
podem estar envolvidas na protecdo, e que as de carater neutro estdo relacionadas com o

controle do pH dos compartimentos do trato gastrintestinal.

6.4.2 Parimetros Morfométricos

SEGNER et al. (1989) estudando o perfil enzimatico do trato digestério de larvas de
Coregonus lavaretus L. observou que no desenvolvimento ontogenético, a histologia, o
comprimento e o volume mucoso intestinal foram governados somente pelo comprimento do
peixe e nao pela dieta. Observagdes concordantes com a possibilidade da influéncia da dieta
no desenvolvimento ontogenético da morfologia intestinal foram realizadas por DABROWSKI

& KAUSHIK (1985) para larvas de Coregonus schingi palea.

6.4.2.1 Diametro do tubo

O fato da por¢ao mediana ter se apresentado mais delgada quando comparada com
as demais pode estar relacionado com as baixas atividades enzimaticas observadas para este
segmento, evidenciando um provavel carater absortivo desta regido. Corroborando com esta
hipétese, nesta regido também foram observados os menores nimeros de células caliciformes,
que desempenham um papel de protecao, podendo assim diminuir o contato dos enterdcitos
com a digesta a ser absorvida, caso estivessem presentes em grandes quantidades.

LUNDSTEDT (1999) investigando a influéncia de fontes protéicas na morfologia
digestiva para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) verificou que os animais que haviam passado
pelo tratamento de reversio sexual masculinizante com o hormoénio 17a-metiltestosterona e
alimentados com protefna de origem vegetal a base de concentrado protéico de soja
apresentaram um maior didmetro externo do canal intestinal na por¢ao mediana do intestino.
A autora sugere que além dos possiveis efeitos anabdlicos do hormoénio, a qualidade da
proteina também pode resultar em alteracdes morfologicas no sentido de melhorar o

aproveitamento das fracdes nutritivas da dieta.
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6.4.2.2 Altura do epitélio

O aumento nos teores de proteina nas dietas praticamente nao resultou em aumento
da secrecao de suco proteolitico no trato digestorio, mostrando que a melhor utilizagdo de
proteina pela espécie ocorra independente do seu contetido na dieta. Entretanto, o aumento
do conteddo de protefna na dieta, sob influéncia das enzimas hidroliticas, deve aumentar a
disponibilidade destes nutrientes. A somatoria destes fatores pode explicar a menor altura do
epitélio intestinal da porg¢ao anterior para os peixes alimentados com a dieta contendo 20%PB.
A nio responsividade observada para o intestino médio, onde também nao foram detectadas
atividades da enzima proteolitica inespecifica e baixas atividades de tripsina e quimiotripsina,
sao fortes indicativos de que esta se constitui em uma regido potencialmente absortiva.
LUNDSTEDT (1999) nao verificou qualquer alteragiao na altura do epitélio mucoso da por¢ao
mediana do intestino em tilapia do Nilo (O. niloticus) em funcao do tratamento masculinizante

ou da fonte protéica da dieta.

6.4.2.3 Mucosa intestinal

A nao alteragao do padrio de altura da mucosa intestinal entre os tratamentos e para
as seccoes anterior e média do intestino ressalta mais uma vez a habilidade dos animais em
aproveitar os nutrientes, principalmente proteinas, independente da sua concentracao na dieta.
Entretanto, quando comparados entre si, a por¢dao anterior apresentou vilosidades com
praticamente o dobro da altura das demais porgoes.

Na sec¢do posterior do intestino, os peixes alimentados com dieta contendo 30% PB
apresentaram o menor padrio de pregas da mucosa. Entretanto, para os teores de proteina
superiores a 30%, o tamanho das pregas voltou a aumentar. Desta forma, observamos que o
beneficio proporcionado pela secre¢ao de enzimas nao mais se alterou, mantendo-se o padrao
para esta por¢ao intestinal. Assim, se esta adaptagao nao acompanhou o aumento dos teores
de proteina a partir dos 30% para um aumento da disponibilidade de nutrientes, a unica
estratégia foi aumentar a altura das pregas da mucosa. Nota-se assim que, quando ocorre um
aumento da disponibilidade enzimatica e efetividade digestiva, a capacidade absortiva fica
diminuida. Esta adaptagdo morfoldgica foi responsiva, a semelhanga das respostas bioquimicas
apresentadas pela espécie. Além disso, a altura da mucosa diminuiu no sentido antero-
posterior do intestino, mas sé apresentou uma redugdo significativa na por¢ao terminal,
naqueles animais tratados com 30% de proteina. Este fato esta provavelmente relacionado as
maiores atividades enzimaticas, em valores absolutos ainda que ndo significativos,

apresentadas pelos animais alimentados com dieta contendo 30% PB, o que aumentou a
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disponibilizagao de nutrientes, facilitando a absor¢ao e descartando a necessidade de um ajuste
morfolégico.

Concordando com o padrio apresentado pelo pintado, SIS et al. (1979) relataram a
ocorréncia de um gradual encurtamento e engrossamento das pregas mucosas da regiao
pilérica para a regiao posterior do intestino de I punctatus. CLARKE & WITCOMB (1980),
investigando a morfologia do trato gastrintestinal de enguias (A. anguila) verificaram que as
maiores pregas, que chegavam a obscurecer virtualmente o limen, estavam localizadas na
porcao anterior do intestino, mas que progressivamente, em dire¢io ao reto, elas iam
diminuindo de altura. Dados concordantes também foram observados por STROBAND (1977)
para carpa capim (C. idella) e por BUCKE (1971) para “pike” (E. /ucins).

GARGIULO et al. (1998) verificaram que a porgao posterior do intestino de tilapia
hibrida (nilética x mossambica x zilii) apresentou uma notavel reducio na altura e
complexidade das pregas mucosas, que se tornaram baixas e pouco onduladas. No intestino
proximal, os autores relacionaram a complexidade das pregas ao aumento de superficie e
auxiliando na mistura do alimento com o suco digestivo pancreatico, bem como ao muco
secretado pelas células caliciformes. Por outro lado, LUNDSTEDT (1999) verificou que as
pregas da por¢ao mediana do intestino de tilapia do Nilo apresentavam uma tendéncia de
elevagao naqueles animais que nao sofreram tratamento para reversao sexual masculinizante e
receberam dietas a base de proteina de origem vegetal, relacionado este fendémeno a
necessidade de melhor aproveitamento da proteina concentrada de soja, carente em
aminoacidos esséncias.

SEIXAS FILHO et al. (2001a) relatam para alguns dos exemplares de pintado
analisados, a presenca de uma invaginacao valvar, que pode ocotrer no intestino médio e/ou
no limite caudal desta por¢ao intestinal, ou ainda na porgao retal, auxiliando na contengao das
paredes intestinais a distensoes excessivas, impedindo o refluxo do material digerido. Esta
estrutura também foi observada em alguns dos exemplares submetidos as analises histolégicas

previamente arragoados com diferentes teores de proteina bruta na dieta.

6.4.2.4 Numero de células caliciformes

Células caliciformes sio caracterizadas por apresentar granulos de secrecao
glicoprotéica e tém o papel de secretar muco com a finalidade de proteger a superficie nua das
células absortivas. DE SILVA E ANDERSON (1995) relatam um numero de células caliciformes
da porgao posterior ou retal do intestino de peixes variando conforme o habito alimentar e ao

jejum.
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O aumento do epitélio a partir da dieta contendo 30% PB sugere a necessidade de
maior protecao contra a atuagao das enzimas digestivas proteoliticas, tal como observado no
experimento onde foram registradas as maiores atividades enzimaticas.

O aumento dos teores de proteina da dieta resultou em um aumento no nimero de
células caliciformes em regides do intestino onde previamente ocorriam em quantidades
menores, como no intestino anterior e médio. A resposta mais evidente observou-se na
primeira fracio proximal, visto que a distal foi pouco responsiva ao aumento da proteina da
dieta. O nimero de células caliciformes aumentou significativamente no intestino anterior,
principalmente nos animais arragcoados com 30% PB na dieta, chegando até a superar o
numero de células da porgao distal, onde normalmente elas ocorrem em maior numero
(KAPOOR et al., 1975; CATALDI et al, 1987; DE SILVA & ANDERSON, 1995). Na por¢io
anterior, esta exacerbacdo pode estar relacionada com sua func¢do de prote¢ao do epitélio
contra a digesta provinda do estomago, rica em enzimas digestorias e com pH
acentuadamente baixo. No intestino médio a responsividade foi observada apenas para os
maiores teores de proteina na dieta.

LIEM (1967) sugeriu que a flutuagao no nimero de células caliciformes reportada por
varios autores provavelmente esteja relacionada a diferentes condi¢oes na alimentacdo das
espécies investigadas. CATALDI et al. (1987) verificaram a presenga de células caliciformes por
todo o epitélio mucoso do intestino de “sea-bream” (. aurata) e notaram que o numero destas
células secretoras de muco aumentava em dire¢ao a por¢ao posterior.

SIS et al. (1979) salientam que as células secretoras de muco sio também encontradas
no trato digestério de mamiferos, mas ndo em numero tao abundante como em bagre de canal
e outros teledsteos. Os autores verificaram pela reacao de PAS — Alcian Blue a presenca de
mucopolissararideos 4acidos compondo a secrecio das células caliciformes por todo o
comprimento do intestino de bagre do canal (I. punctatus). Resultados semelhantes foram
obtidos por ANDERSON (1986) na investigacao da estrutura do trato gastrintestinal de Girella
tricuspidata. Esse autor constatou que as células caliciformes do intestino coram-se fortemente
por AB pH 2,5, o que referiu como uma propriedade comum entre os vertebrados.

CLARKE & WITCOMB (1980) constataram que a mucosa intestinal de enguia (A.
angnila) também sé contém os mesmos dois tipos de células, as colunares do epitélio e as
caliciformes. As mais numerosas foram as células colunares que apresentaram substancias
mucopolissacaridicas neutras, relacionadas a fungdo absortiva. O autor destacou que
substancias desta natureza estdo normalmente associadas com sitios de fosfatase alcalina, e

assistem a digestdo, emulsificacio do alimento para formagao do quimo, controle do pH
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quando no estdbmago e lubrificagao do bolo fecal no intestino. As células caliciformes estavam
distribuidas por todo o intestino, aumentando em nimero no sentido posterior. Apresentaram
através de reacio com PAS e PAS/AB a presenca de mucopolissacatideos acidos ou neutros e
a reagdo com fuccina aldeidica indicou a natureza granular da mucina.

BUCKE (1971) verificou que as células caliciformes de “pike” (E. /Jucius 1.)
aumentavam em numero na metade posterior do intestino, estando mais proeminentes no
topo destas pregas do que nas criptas. Além disso, constatou que na primeira metade do
intestino, as células caliciformes, mesmo em menor ndmero, eram compostas por
mucossubstancias sulfatadas acidas, alteradas para neutras na por¢ao anal do trato. Esse autor
relacionou a fun¢io das mucinas neutras e acidas a digestdo, absorcdo, prote¢ao inclusive
contra ferimentos provocados pelo material ingerido, seja por espinho ou material duro da
presa, particula alimentar como areia e cascalhos, assim como para lubrificagao do epitélio.

BUCKE (1971) relata ainda que uma area de distribuicdo de mucina, com células
caliciformes contendo tanto mucopolissacarideos acidos como neutros e as células colunares
do epitélio contendo predominantemente mucossubstancias neutras deve ser de ocorréncia
esperada para todos os teledsteos carnivoros, apresentando-se maior que a apresentada por
herbivoros.

RIBEIRO et al. (1999) verificaram que o numero de células mucosas no trato
gastrintestinal de Solea senegalensis aumentou em funcao do desenvolvimento do organismo e
que os componentes do muco eram ricos em mucossubstancias neutras. Os autores
acrescentaram que a presenca de mucinas neutras no trato digestivo esta relacionada a
absorc¢ao de substancias facilmente digeridas como dissacarideos e acidos graxos de cadeia
curta.

GARGIULO et al. (1998) constataram a presenca de células caliciformes em varios
estagios de desenvolvimento dispersas entre as células colunares do intestino de tilapia hibrida.
HEstes autores verificaram uma uniformidade de distribuicio ou até uma tendéncia de
diminui¢dao destas células na por¢iao posterior do intestino. Ressaltaram ser isso contrario ao
descrito para outras espécies ¢ relacionaram sua importancia a lubrificacdo fecal e que um
maior ou menor numero poderia estar relacionado com a dieta.

KAPOOR et al. (1975) sintetizam a partir de uma grande revisao de literatura que as
células produtoras de muco do canal intestinal de teledsteos parecem conter ou

mucossubstancias acidas ou neutras.
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6.4.2.5. Tunica muscular

O padriao das camadas musculares acompanhou de forma semelhante, e coerente, o
padrao das vilosidades, pois espera-se que uma maior eficiéncia dos vilos se dé quando a
motilidade estd aumentada. Na por¢ao posterior do intestino a espessura total das camadas
musculares foi superior as demais, fato provavelmente correlacionado com a atividade
peristaltica para expulsido do bolo fecal.

SIS et al. (1979) relataram um engrossamento da tunica muscular no segmento
terminal do intestino de bagre do canal (I punctatus), uma espécie muito proxima
taxonomicamente do pintado, conforme mencionado anteriormente. Além disso, os autores
constataram a auséncia de cecos piléricos e da camada muscular da mucosa, caracteristicas que
aumentam o grau de semelhanga entre as duas espécies.

CLARKE & WITCOMB (1980) verificaram que a camada circular interna da tdnica
muscular de enguias apresentou-se trés vezes mais grossa do que a longitudinal externa. Além
disso, estes autores também relataram o espessamento da tinica muscular na porgao retal do
intestino da espécie. Embora nio tenha sido quantificada tal diferenca, a camada circular
interna do intestino de pintado também mostrou a mesma caracteristica observada para
enguias, em sendo mais espessa.

LUNDSTEDT (1999) verificou o espessamento da camada muscular do intestino
médio de tilapia do Nilo que receberam proteina de origem vegetal a base de concentrado
protéico de soja na dieta. GARGIULO et al. (1998) analisando histologicamente hibridos de
tilapia averiguaram que a espessura da tunica muscular na por¢do posterior é a mesma da
anterior. Estes autores acrescentaram que um aumento na espessura da tinica muscular na
camada posterior, nas espécies em que ocorre, esta relacionado ao conteudo de minerais da
dieta e que a falta de desenvolvimento desta musculatura em tilapias hibridas seria

conseqiiéncia da dieta pobre nestes micro-nutrientes.

6.4.2.6 Didmetro da luz intestinal

Nao houve diferenciagao significativa do diametro da luz, ou limen, entre os
tratamentos, considerando-se a mesma por¢ao intestinal. Embora também nao tenha havido
diferencas significativas deste parametro nas diferentes por¢oes, nota-se que o diametro ¢é
ligeiramente menor na por¢ao intestinal mediana, em relagdo ao diametro nas demais secgdes
do 6rgao, coerentemente acompanhando o resultado dos demais parametros morfométricos

analisados.
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6.5. DESEMPENHO PRODUTIVO

6.5.1 Variagio de proteina bruta na dieta

Os peixes carnivoros sao duas a trés vezes mais eficientes que aves e suinos na
conversao de energia e proteina e, como a domesticagdo é um processo continuo, eles se
tornardo mais e mais eficientes e competitivos (GJEDREM, 2000). TACON & COWEY (1985)
ressaltam que eles sio 20 vezes mais eficientes que aves, suinos ou gado na conversio de
proteina dietética em proteina corporea.

Nos experimentos de variagido de proteina bruta na dieta, com duragao de 28 e 90 dias,
os animais arragoados com 40% PB tiveram maior crescimento, seguidos pelos tratamentos de
30, 50 e 20% PB, respectivamente. As diferencas observadas no ganho de peso
corresponderam as adaptacées metabodlicas promovidas pela dieta nos peixes em fase de
crescimento. Segundo GARLING & WILSON (1976), os niveis de protefna da dieta entre 22 e
40% resultaram em crescimento maximo no bagre de canal (I. punctatus). Esses autores
atribuiram esta ampla variagdo na exigéncia protéica como fungao das técnicas de produgio e
da composicao das dietas.

DANIELS & GALLAGHER (2000) verificaram que linguados (P. dentatus) alimentados
com 56% PB apresentaram um ganho de peso significativamente maior que os animais
alimentados com menores teores de inclusao protéica. Além disso, nao foram verificadas
quaisquer alteragdes na composi¢ao de carcaga destes animais em fungao da PB.

Segundo CHO et al. (1980), a otimizagao do balan¢o dos compostos energéticos ¢ de
fundamental importancia no arragoamento de peixes, pois um excesso ou uma deficiéncia de
energia nao-protéica (lipidios e carboidratos) pode resultar em diminui¢ao do crescimento. Se
a dieta ¢ deficiente em energia nao-protéica, as protefnas serdo utilizadas com propdsito
energético (metabolismo basal e atividades voluntarias) ao invés de serem direcionadas para a
sintese protéica. No mesmo sentido, se a dieta contém um excesso de energia nao-protéica, o
apetite ¢/ou a demanda energética podetio ser satisfeitos antes que quantidades suficientes de
proteina (e possivelmente outros nutrientes) sejam ingeridas para satisfazer as necessidades de
sintese protéica e crescimento.

KOHLA et al. (1992) verificaram uma correlagio inversa entre os niveis de proteina na
dieta e o ganho de peso, taxa de eficiéncia protéica e taxa de proteina produzida em juvenis de
tambaqui (C. macropomun). Estes autores reportaram ainda que LUQUET (1971) verificou o

melhor crescimento em trutas arco-iris usando dietas com 30% de PB. As maiores taxas de
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crescimento em bagre de canal com peso médio de 14g, em experimentos realizados a
temperatura de 27°C, foram obtidas com 35% de proteina bruta e 12% de gordura.
Entretanto, em exemplares com peso médio superior a 100g, melhor crescimento ocorreu
com dietas contendo teores 25% de PB e 12% de gordura. Portanto, o requerimento
energético tem sido expresso como uma func¢ao do nivel de proteina (CHO et al., 1986).

Para WINFREE & STICKNEY (1981), se uma quantidade insuficiente de energia niao
protéica esta disponivel, ou a proteina é baixa em qualidade, haverda uma freqlente
desaminagao para suprir a demanda energética metabdlica. Por outro lado, um excesso de
proteina em relagdo a energia podera, na verdade, reduzir o crescimento devido a demanda
metabolica para excre¢do de nitrogénio. A sintese e a deposicdo de proteinas sdo
acompanhadas pelo acumulo de dgua nos tecidos o que leva a um ganho de peso até cinco
vezes maior do que a proteina obtida. Por outro lado, a deposicao de lipidios nao leva a
qualquer ganho adicional em 4gua, simplesmente substituindo-a nos diferentes
compartimentos do corpo (DABROWSKI et al., 1992).

DEL CARRATORE (2001) testou dietas semipurificadas, isoprotéicas, com 36% PB,
com niveis constantes de fibra de 8,5%, aproximadamente 9% de lipidios e quatro niveis de
inclusao de amido (10, 16, 22 e 28%) para juvenis de pintado (16,5 £ 1,7g e 15,7+ 2,1 cm).
Esse autor observou ganho de peso inversamente proporcional ao nivel de inclusao de amido,
tanto aos 30 como aos 60 dias de experimentagao, e justificou tal resultado como reflexo das
dificuldades digestivas e¢/ou metabdlicas nos peixes arracoados com teores supetiores a 16%
de amido, por se tratar de uma espécie carnivora. Atribuiu ainda a possivel causa dos
resultados obtidos 2 uma provavel reducdo da atividade da amilase e ao tamanho reduzido do
trato digestério da espécie, o qual resultaria em rapida passagem do alimento pelo tubo
digestorio, e dificultaria a digestado de alimentos mais complexos tais como polissacarideos.

Segundo HUNG et al. (1990), a presenca de grandes quantidades de amido no trato
digestorio pode levar a um acentuado aumento na osmolaridade do bolo alimentar, gerando
um acumulo de agua, aumentando a velocidade de passagem e podendo ocasionar diarréia.
SPANNHOF & PLANTKOW (1983), testando a digestio de carboidratos para truta arco-iris,
observaram uma ineficiente utilizagdo do amido cru, a partir de 20% de inclusao na dieta.
Estes autores sugeriram que a baixa atividade da amilase nao seria devido a redugdo na
secrecao, mas sim devido a adsorcio da enzima ao amido cru, inibindo sua acio
amilohidrolitica. Além disso, os autores constataram ainda que o tempo de transito da dieta

rica em amido era duas vezes maior do que a dieta rica em proteina, em fungao de um
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aumento no volume de secre¢ao do suco intestinal, sugerindo que a reducao no tempo de
exposi¢ao impediria maior absor¢ao do amido.

Mesmo nio tendo sido verificado o tempo de passagem do alimento pelo trato
digestorio em juvenis de pintado, arragoados com teores crescentes de proteina, constatou-se
que a partir de 25% de inclusio de amido de milho na dieta a secre¢ao de amilase foi inibida,
principalmente no estomago. Nesta sec¢do, a atividade apresentou-se menor nas
concentragoes de 1,94 e nas superiores a 36,23, o que correspondeu aos tratamento de 50 e
20% PB, respectivamente. Entretanto, SPANNHOF & PLANTKOW (1983) salientam que se o
amido ¢ parcialmente hidrolisado, no momento da pelletizacdo, a taxa de absor¢io maxima ¢
alcancada com um nivel de inclusao de 30 a 35% na dieta de trutas arco-iris.

CHOU et al. (2001) testando niveis de proteina e lipidios na dieta do carnivoro
marinho cobia (Rachycentron canadum), verificaram que dietas contendo a menor (36%) e a
maior (60%) quantidade de protefna bruta apresentaram as menores taxas de crescimento e
conversao alimentar, enquanto os melhores resultados foram obtidos pelo grupo arracoado
com 44% PB. Estes dados sio comparaveis com os apresentados por pintado em fun¢io das
variages nutricionais das dietas proteina-variavel.

Evidentemente, a quantidade de 20% PB na dieta ndo supriu os requerimentos
nutricionais dos juvenis de pintado. Por outro lado, niveis tdo altos quanto 50% PB poderiam
significar um excesso de proteina em relagdo a energia disponivel na dieta, fato esse que pode
ser o principal responsavel pelo crescimento reduzido em fungiao da alta demanda energética
para excre¢ao de nitrogénio. Com base nestas informagdes, afirmamos mais uma vez que o
crescimento nao ¢ otimizado somente elevando-se os niveis de proteina na dieta, mas levando-

se em conta o balango correto entre os compostos energéticos e os teores de proteina.

6.5.2 Variagao de energia bruta na dieta

Os lipidios servem como uma importante fonte de energia dietética para os peixes,
principalmente os marinhos que, geralmente, tém uma capacidade limitada de utilizagiao de
carboidratos como fonte de energia (CHOU et al., 2001). Os maiores estoques de gordura em
peixes, predominantemente como triglicerideos, sao em ordem decrescente o mesentério
adiposo (gordura visceral), o musculo e o figado, (SHERIDAN, 1988).

As alteragoes no ganho de peso dos animais e deposicao de gordura na carcaga
(IGVS), em fungao do aumento de energia bruta, foram conseqiiéncia do aproveitamento da
fracio lipidica da dieta. O ganho de peso obtido pelos peixes arracoado com 3.500 kcal EB/kg

de ragao foi muito superior (200%) ao apresentado pelos demais grupos (=55%). Este dado



117

indica que os maiores incrementos em energia tenham, provavelmente, levado a uma
diminui¢io de ingestao de alimento e rearranjos metabolicos para tentar minimizar a
insuficiéncia dos demais nutrientes. A diminui¢ao do IGVS indica que os peixes arragoados
com as maiores quantidades de energia foram acometidos por um quadro lipolitico e tiveram
suas reservas graxas diminuidas, provavelmente na tentativa de manutengao da glicemia
através de gliconeogénese.

Este quadro sugere que teores superiores a 3.500 kcal/kg na dieta para juvenis de
pintado nao proporcionem efeito poupador de proteinas e vem de encontro com as
observacoes de WINFREE & STICKNEY (1981) e CHOU et al. (2001). Estes autores apontam
que um excesso de energia, ou um desbalanco na relagio energia/proteina, como responsaveis
pela producao de peixe gordo, pela deposicio excessiva de gordura na cavidade visceral e
outros tecidos, ou pela redugdo do consumo alimentar, prejudicando a quantidade total de
proteina ingerida, e inibindo a utilizacao adequada das outras fragdes nutritivas da dieta.

JOHNSON et al. (2002) estudaram os efeitos dos niveis de energia na dieta de juvenis de
Nassau Grouper (Epinephelus striatus), uma espécie de peixes carnivora, encontrada nos recifes
de corais no mar do Caribe e que vem sofrendo acentuado esfor¢o de pesca devido a sua
importancia econdémica como peixe de mesa. Estes autores testaram niveis de 6 a 15% de
inclusio de lipidios em dietas isonitrogenadas (45% PB) e verificaram que o melhor
crescimento foi do grupo arracoado com a menor quantidade de lipidio. Somado a isto,
observaram uma redu¢ao no consumo de alimento e conseqiiente diminuicao da taxa de
eficiéncia protéica, inversamente proporcionais a quantidade de lipidio na dieta.

Concentracoes de até 20% de lipidios na dieta geralmente proporcionam excelentes
resultados em peixes marinhos, principalmente naqueles de aguas frias em clima temperado
(CHOU et al., 2001). TAKEUCHI et al. (1978) relataram que o conteido de proteina na dieta de
trutas arco-iris pode ser reduzido de 48 para 35% sem redugdo no ganho de peso se a
concentragao lipidica for aumentada de 15 para 20%. Entretanto, quando os peixes siao
alimentados com dietas deficientes, ou com um balan¢o inadequado de nutrientes, duas
respostas opostas podem ser induzidas: um aumento na tomada de alimento para alcangar o
nivel absoluto de requerimento nutricional quando a deficiéncia é moderada ou branda,
resposta comumente observada em aves e suinos para deficiéncia em aminoacidos essenciais;
ou uma resposta inibitéria, quando a deficiéncia é aguda. A possivel explicacdao para este tipo
de resposta é que, em termos de energia metabdlica os animais preferem reduzir a tomada de
alimento ao invés de forcarem seu metabolismo comendo uma dieta desbalanceada. Esta

reducdo na alimentagdo preveniria ou protelaria o inicio de desordens metabolicas. Entre os
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primeiros sintomas de uma deficiéncia em nutrientes essenciais estdo a perda do apetite e a
consequente diminui¢ao do crescimento. Se a forma de energia nao protéica nao for oferecida
de maneira adequada, o animal passard a usar os aminoacidos para o metabolismo energético,
diminuindo sua utilizacdo para a sintese protéica e crescimento (HOULIHAN et al. 2001).

Poucos experimentos tém sido conduzidos para que proteina e componentes nao
protéicos sejam oferecidos separadamente no sentido de se avaliar a ingestao diferenciada.
Entretanto, existem dados sugestivos de que os peixes controlam sua tomada de alimento em
relagdo a sua necessidade energética, e que este controle esta associado a energia digestivel da
dieta (BOUJARD & MEDALE, 1994; MORALES et al., 1994)

A resposta fisioldgica ao alimento é dependente de sua quantidade ingerida (CARTER et
al. 2001). DE SILVA & ANDERSON (1995) afirmam que a quantidade de alimento consumida
por um animal ¢ restrita a quantidade de alimento com que ele pode preencher seu estomago e
a porciao anterior do intestino. Conseqiientemente, a ingestdo sera controlada pelo
esvaziamento gastrico. Além disso, existem consideraveis evidéncias para suportar a hipdtese
de que o esvaziamento gastrico ¢ regulado pelo conteudo energético do alimento: quanto
maior o conteudo em energia, mais demorado o esvaziamento gastrico. Neste sentido,
submetido a uma dieta com altos teores em energia, o animal tera seu consumo diminuido.

Avaliando o desempenho produtivo de juvenis de pintado alimentados com diferentes
nfveis de proteina e energia MACHADO et al. (1999) concluiram que teores protéicos proximos
a 30% foram efetivos para um bom desempenho, desde que houvesse um adequado aporte
energético, que para os autores setia proximo a 4.000 kcal ED/kg de racio.

SUAREZ et al. (1995), estudando o metabolismo intermediario de enguias européias (A.
anguila), sugeriram que a alta eficiéncia alimentar proporcionada pelas dietas com os maiores
teores de carboidratos, em fungdo das relagdes com proteina e energia, pareciam indicar uma
notavel capacidade dos carboidratos substituirem proteinas, principalmente naquelas dietas
que continham altos conteidos energéticos. Esses autores relatam ainda que trabalhos com
dietas tendo a mesma composi¢ao daquelas ensaiadas demonstraram que a substituicdo de
parte das proteinas por carboidratos resultou em altos indices de eficiéncia e retengao da
proteina da dieta. Além disso, destacaram que, para um dado grupo de dieta, com mesmo
conteudo de energia e relacido entre proteina e energia, a eficiéncia dos carboidratos em
substituir proteinas pareceu exceder a de lipidios no efeito promotor de crescimento e taxas de
Conversao.

As melhores porcentagens de crescimento foram observadas, nos experimentos com

variacao de PB, para os animais arragoados com 40% PB, e, nos experimentos com variacao
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de lipidios ou energia bruta, para os animais arracoados com 3500 Kcal EB/kg de ra¢io. Estes
tratamentos correspondem a niveis de inclusao de amido entre 13 e 27% respectivamente.
Estes dados discordam dos obtidos por DEL CARRATORE (2001), que concluiu que o pintado
apresenta uma reduzida capacidade de utiliza¢ao de carboidratos complexos como o amido de
milho, sugerindo a ocorréncia de um quadro de subnutricao decorrente da inclusao de niveis
elevados deste nutriente na dieta. Analisando-se os dados por ele obtidos, pode-se admitir que
o problema nio esteja diretamente relacionado a inclusao crescente de amido na dieta e sim ao
tipo de alimentagao adotada, dietas semi-purificadas, nas quais a principal fonte de proteina foi
a albumina, que nio atende as necessidades em aminodcidos essenciais para a espécie em
questdo. Hste autor atribuiu o melhor desempenho ao grupo arragoado com apenas 10% de
amido na dieta. Coincidentemente, este grupo foi o que recebeu a maior quantidade de farinha
de peixe na racio (41,3%), um ingrediente que melhor atende as necessidades para a espécie.
Nas demais dietas, o nivel deste ingrediente foi bastante reduzido, e a quantidade de proteina
pretendida para as dietas (36% PB), foi ajustada com a inclusao de albumina e gelatina que,
como mencionado anteriormente, nao satisfazem as necessidades da espécie. Além disso, o
arragoamento foi realizado apenas uma vez ao dia, as 18:00h.

Destacamos que, além da adequacio dos niveis quantitativos de inclusio das
diferentes fra¢oes nutritivas da dieta para o pintado, seja necessaria a inclusao de ingredientes
que atendam as necessidades qualitativas da espécie para que se possa obter resultados
satisfatorios em produtividade e viabilidade economica.

Os dados obtidos no presente experimento somados aos obtidos por SEIXAS FILHO
et al. (2001a) sobre o arranjo intestinal de pintado, corroboram a hipétese de que esta nao seja
uma espécie exclusiva ou estritamente carnivora, mas que demonstra sim uma adaptagao ao
habito alimentar onivoro, preferencialmente carnivoro, apresentando ampla possibilidade de
utilizacio de carboidratos na dieta para inteirar sua demanda energética e direcionar as

proteinas para as necessidades essenciais e o crescimento.
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7. CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foram realizados os experimentos, podemos concluir que:

7.1 EXPERIMENTOS DE VARIACAO DE PROTEINA BRUTA NA DIETA

7.1.1 Enzimas Digestivas

- as maiores atividades proteoliticas foram observadas no estomago;

- a atividade das enzimas digestivas proteoliticas nao pode ser usada como modelo para
estabelecer o nivel 6timo de inclusdo de proteina na dieta de pintado;

- o perfil enzimatico digestivo contribuiu para assumirmos as proteases digestivas de pintado
como constitutivas e estejam adequadas para dietas com alto conteudo de proteina;

- a amilase mostrou ser indutiva, podendo ser ajustada através do conteido de amido na dieta;

- a lipase parece ser uma enzima constitutiva

7.1.2 Metabolismo Intermediario

- a variagdao de PB na dieta nio teve reflexo nos parametros hematologicos;

- o perfil metabolico reflete a concentragiao dos nutrientes da dieta;

- os tecidos hepatico e renal mostraram perfil oxidativo;

- as alteragdes nutricionais na dieta nao alteraram as reservas glicidicas do musculo; tecido que
apresentou um perfil impar no metabolismo de pintado;

- o teor de proteina da dieta altera as reservas protéicas do tecido muscular, sugerindo uma
faixa 6tima de aproveitamento;

- tanto um excesso como uma caréncia em proteina e prejudicial ao metabolismo da espécie,

levando a ajustes metabolicos e depreciando o crescimento;

7.1.3 Morfologia Intestinal
- houve uma resposta adaptativa das porg¢des intestinais do trato digestério de P. corruscans aos
diferentes teores de proteina da dieta;
- as respostas morfolégicas deram-se no sentido de:
- protecao (por aumento das células produtoras de muco);
- aumento das células absortivas e produtoras de enzimas, limitado a inclusio de 30%
PB;

- aumento provavel da capacidade absortiva pelo aumento da altura da mucosa;
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- compatibilidade das respostas morfoldgicas com o padrao bioquimico de resposta;
- aumento da espessura muscular no sentido de aumentar a motilidade e otimizar os
- processos de absor¢ao na porg¢ao posterior de intestino;

- nao se observou qualquer alteracio na morfologia externa (macroscopica) de 6rgaos como

rim, figado, vesicula biliar e do préprio trato digestério em relagao ao regime dietético;

7.1.4 Desempenho Produtivo

- a melhor porcentagem de ganho de peso observada no experimento proteina-variavel foi
com 40% PB;

- o menor valor de inclusao de PB utilizado (20%), provavelmente nio atendeu as exigéncias
em aminoacidos essenciais, e o maior (50%) mobilizou estoques energéticos para manutengao

da glicemia e suportar a demanda energética;

7.2 EXPERIMENTOS DE VARIACAO DE ENERGIA BRUTA NA DIETA

7.2.1 Enzimas digestivas

- a lipase parece ser constitutiva;

7.2.2 Metabolismo Intermediario

- a variagao de energia da dieta alterou as concentragoes de hematdcrito e hemoglobina;

- quantidades maiores que 3.500 kcal EB/kg de racio acometeram um quadro lipolitico;

- nos experimentos com variagao de EB na dieta, as concentragoes de glicogénio dos tecido
ndo se alteraram, provavelmente mantidas as custas de glicose;

- mantidas as devidas propor¢oes, o rim mostrou uma capacidade de armazenamento de
lipideos maior que a do figado, destacando sua importancia no metabolismo energético da
espécie;

- as concentragcoes de TG e AGL no musculo branco sugerem a possibilidade de razoavel

armazenamento lipidico, provavelmente por se tratar de uma espécie reofilica;

7.2.3 Desempenho Produtivo

- o aporte energético das dietas com os maiores teores em EB provavelmente diminuiram a
ingestao;

- a melhor porcentagem de ganho de peso observada no experimento energia-variavel foi com

3.500 kcal EB/kg de racio;
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7.3 CONCLUSOES GERAIS

- as atividades hidroliticas sobre proteinas, carboidratos e lipideos do estdbmago de pintado

destacam o papel desta estrutura no processo digestivo da espécie;

- as proteases e lipases parecem ser indutivas;

- Pseudoplatystoma. corruscans é uma espécie carnivora com habilidade para utilizar carboidratos

na dieta, em quantidades ainda a serem estabelecidas;

- o figado desempenhou um papel fundamental no intercambio dos metabdlitos entre os

diferentes tecidos;

- o intestino de pintado desempenha a funcio principal de absor¢ao de nutrientes

Considerando a ampla variacdo nutricional testada nas dietas, podemos admitir que,
um perfeito ajuste entre a fragdo proteica e os compostos energéticos ainda se faz necessario
para se otimizar o crescimento e a lucratividade no processo produtivo de pintado

(Pseudoplatystoma corruscans).
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