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RESUMO

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica Adaptativa do
Departamento de Genética ¢ Evolucdo da UFSCar, onde propusemo-nos a estudar os
aspectos digestivos e metabolicos de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum,
alimentado com quatro dietas isoenergéticas com diferentes niveis de proteina (35, 30, 25 e
20,5 %) e lipidio (4, 8, 11 e 14,5 %). Foram analisados os parametros hematologicos, a
porcentagem de ganho em peso, as atividades das enzimas digestivas (proteases
inespecificas, lipase inespecifica e amilase), intermediarios metabdlicos (glicose, lactato,
piruvato, amonia, proteina, acidos graxos livres, triglicerideos livres, aminoacidos e
glicogénio) no figado, musculo branco e plasma e enzimas do metabolismo (LDH, MDH,
GDH, ASAT e ALAT). Os resultados obtidos indicaram que os parametros hematoldgicos
ndo apresentaram alteracdes em fungdo dos niveis de nutrientes das dietas. As enzimas
digestivas foram responsivas a mudanca nos teores de proteina e lipidio das dietas. Os
tratamentos I e II apresentaram as melhores porcentagens de ganho em peso quando
comparados aos tratamentos III e IV. O figado realizou glicolise, glicogenodlise e lipolise
conforme aumentou o teor de lipidio na dieta. O musculo branco realizou glicogénese,
neoglicogénese a partir de aminodcidos e lipdlise para atender a demanda energética
quando os teores de lipidio aumentaram nas dietas experimentais. O perfil metabolico do
plasma refletiu seu papel de transporte dos diversos intermedidrios metabolicos entre os
tecidos, refletindo os ajustes bioquimicos do metabolismo de tambaqui frente as mudancas
na composicdo das dietas. Concluimos que as enzimas digestivas de tambaqui sdo
induzidas pela concentragdo de proteina e lipidio da dieta, o aumento do teor de lipidio da
dieta diminuiu a porcentagem de ganho em peso dos animais, aumentou a glicélise e a
glicogendlise hepaticas, aumentou a glicogénese e a neoglicogénese musculares. A
preferéncia metabolica nas condigdes ensaiadas para manutencdo dos processos de

produgao de energia foi lipolitica.



ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the metabolism of juvenile tambaqui
(Colosssoma macropomum) fed 4 different protein (35, 30, 25 ¢ 20,5 %) and lipids (4, 8, 11
e 14,5 %) levels in isoenergetic diets. The experiment was carried out in the facilities of the
Adaptative Biochemistry Laboratory, located in the Genetics and Evolution Department of
the Federal University of Sdo Carlos. Fish growth, hematological parameters, digestives
enzymes (unspecific proteases, unspecific lipase and amylase), metabolites (glucose,
lactate, piruvate, ammonia, protein, fat acids, triglycerides, amino acids and glycogen), and
the enzymes LDH, MDH, GDH, ASAT and ALAT were assayed. The hematological
parameters presented no significant alterations. Tambaqui digestive enzymes were
responsive to dietary levels of protein and lipids. Fish from the treatments I and II depicted
the best growth. In contrast, the lowest one was observed in fish fed with the treatments III
and IV. We detected glycolysis, glycogenolysis and lipolysis in livers in accordance the
increase of the dietary lipid. It was observed muscular glycogenesis and gluconeogenesis
from amino acids and lipolysis to energetic supply in fish fed with high lipid levels. The
plasma metabolic profile reflected the function of blood metabolite deliver among the
tissues underlining biochemical adaptations due to alterations on the fish feeding. In
conclusion, dietary protein and lipid levels induced tambaqui digestive enzymes. The
increase of dietary lipid resulted in fish growth decreased, augmented the liver glycolysis
and glycogenolysis, increase the muscular glucogenesis and the gluconeogenesis. The fish

metabolism seemed to be predominantly lipolitic.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracodes Gerais

Na piscicultura intensiva, os gastos com alimentos representam de 50 a 70 % dos
custos de produgdo, e uma significativa reducao nestes custos pode ser alcangada através da
utilizagdo de ingredientes de alta qualidade, do uso de técnicas eficazes de processamento
das ragdes e da aplicagdo de estratégias na alimentacao (KUBITZA, 1998). Com isto faz-se
necessario buscar parametros que reflitam o aproveitamento do alimento pelo peixe
(MELO, 2004).

Estudos em nutrigdo, com énfase na utilizagdo, digestdo e rendimento de
macronutrientes, vém ganhando importancia, particularmente na otimizacao das condigdes
de cultivo das espécies de peixes economicamente vidveis, na tentativa de reduzir o
impacto ambiental (HALVER & HARDY, 2002) e aumentar a lucratividade da aqiiicultura.
Estes estudos estdo baseados na capacidade do animal aproveitar o alimento e na sua
resposta metabolica frente & variagdo nutricional da dieta (SUAREZ et al., 1995), ¢ na
influéncia de fatores que possam atuar no aproveitamento destes nutrientes. Entre tais
fatores, a inter-relag@o entre as atividades enzimaticas dos processos digestorios e o perfil
metabolico adaptativo tem demonstrado resultados satisfatorios (MORAES &
BIDINOTTO, 2000, CORREA, 2002, LUNDSTEDT et al, 2004).

1.2 Nutricio de peixes

Segundo CARTER e colaboradores (2001b), a nutrigdo de peixes ¢ um ramo da
fisiologia que se destina amplamente ao estabelecimento da relagdo entre ragdo e o
crescimento do peixe, a comparacdo entre possiveis ingredientes alimentares e a
determinagdo dos requerimentos nutricionais da espécie.

De acordo com WEATHERLEY e GILL (1987), as necessidades nutricionais dos
peixes, no geral, lembram as dos animais terrestres. A maior parte das informagdes
relacionadas a necessidades na dieta foi derivada de experimentos conduzidos para peixes
cultivados. A quantidade crescente de dietas formuladas de maneira conveniente para o

cultivo de todos os estagios da vida dos peixes em cativeiro enfatiza a necessidade de
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pesquisa em nutricdo de peixes. A qualidade nutricional da dieta ¢ importante para a
criacdo de peixes e pode determinar em grande parte o sucesso ou o fracasso desta criagao.
Os estudos nutricionais t€ém demonstrado que qualquer dieta, a fim de promover o
crescimento, precisa incluir uma fonte de energia, aminoacidos essenciais e, certas
vitaminas e minerais. A nutri¢do influencia o comportamento, integridade estrutural, saude
geral além de varias fungdes fisioldgicas, reproducdo e crescimento do peixe.

1.2.1 Proteina

Os alimentos naturais da maioria dos peixes t€ém grande parte de suas calorias na
forma de proteinas (PHILLIPS, 1969), alguns dos quais s3o utilizados como fonte de
energia para satisfazer necessidades metabolicas quando a energia de outras fontes da dieta
nao ¢ suficiente para suprir essa demanda.

Niveis altos de proteina na dieta demandam um aumento no nivel de energia para
metaboliza-las. Ha um limite no qual o corpo do animal ndo pode utilizar toda a proteina da
dieta para o crescimento ¢ o excesso ¢ armazenado como gordura apos deaminagdo ou
usado como fonte de energia. Dietas com excesso de proteina sdo conseqlientemente a
causa deste desperdicio. A utilizacdo de proteina como energia pode ser vantajosa 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 fragdo
protéica, principalmente aquela de maior valor biologico, como a de alimento natural, ¢
mais cara do que os carboidratos em geral. As proteinas seriam mais eficientes sob o ponto
de vista econdmico, se destinadas ao crescimento, para o qual sdo essenciais, enquanto as
fontes ndo protéicas mais baratas, como carboidratos e lipidios, seriam utilizadas como
energia (HEPHER et al., 1989), poupando proteinas da dieta (CHOU et al. 2001). Além
disso, a amonia, a qual ¢ conhecida por ser nociva para a saude do peixe em altos niveis, ¢
produzida em resposta a utilizacdo de proteina para energia (MCGOOGAN & GATLIN,
1999). E, a perda de amodnia para o ambiente contribui para a eutrofizacdo da agua se o
ambiente estiver em desequilibrio.

Assim, a substitui¢do de proteina por lipidio pode reduzir a excre¢do nitrogenada e
melhorar a qualidade da é4gua dos tanques de experimentacdo ou cultivo. Segundo
HEPHER e colaboradores (1989), a troca da proteina por carboidratos e/ou lipidios para

suprir somente a demanda energética é uma perspectiva promissora. Segundo SUAREZ e



colaboradores (1995), os lipidios da dieta, como nutrientes produtores de energia, teriam
capacidade de reduzir os niveis dietéticos de proteinas, melhorando a retencdo de
nitrogénio. No entanto, observou-se também que peixes comem para satisfazer suas
necessidades metabolicas de energia, entdo, conseqiientemente, 0s peixes comerado menos
de uma dieta rica em energia do que de uma pobre (WEATHERLEY & GILL, 1987).

A energia em demasia em relagdo ao contetido protéico na dieta pode fazer com que
0 peixe evite consumir proteina suficiente com propodsitos de crescimento (ELLIS et al.,
1996). E, portanto, vital em aqiiicultura ter um equilibrio entre a proteina da dieta e o
conteudo energético que vai maximizar o suprimento de proteina para o crescimento.
Relacdes inadequadas entre alta energia e os nutrientes na dieta também podem levar a
deposi¢do de grandes quantidades de gordura na carcaca (LOVELL, 1988). Neste sentido, o
balango entre proteina e energia é, obviamente, o ponto central para o crescimento
(CARTER et al., 2001).

De acordo com WEATHERLEY e GILL (1987), os diferentes tipos de proteinas nas
dietas variam muito em seu valor para o crescimento principalmente na dependéncia de sua
composi¢cdo em aminodcidos. As melhores proteinas sdo as que contém maior conteudo de
aminodcidos essenciais. Com base no valor nutricional para peixes, as proteinas sao
classificadas como de primeira e segunda classes. Proteinas animais como a farinha de
peixe, possuem valores nutricionais mais elevados que as proteinas vegetais, porque
satisfazem melhor a demanda de aminoacidos. A farinha de peixe tem, portanto, grande
demanda resultando em seu custo crescente e oferta decrescente. Estes fatos contribuiram
para os pregos mais altos de alimentos para peixes, desde que farinha de peixe ¢ utilizada
na maior parte das formulagdes de ragoes.

Muitos pesquisadores tentaram substituir farinha de peixe por proteinas vegetais
(por exemplo, a farinha de soja), devido ao seu conteudo protéico, custo razoavel e
suprimento abundante. Esta substitui¢ao levou ao crescimento reduzido e a baixas taxas de
conversao em carpas e outras espécies, devido a deficiéncia em alguns aminoacidos na
farinha de soja (WEATHERLEY & GILL, 1987).

A proteina consumida pelo peixe ¢ utilizada por duas rotas metabdlicas, (1)
catabolismo, produzindo energia para manutengdo e (2) anabolismo, principalmente pela

sintese de proteinas do corpo, fungcdo na qual a sua composi¢do em aminoacidos



desempenha um papel crucial (HEPHER et al, 1989). Segundo CARTER e colaboradores
(2001a), a quantidade de proteina sintetizada vai depender, ndo somente da quantidade de
proteina absorvida, mas também do seu balango em aminoéacido e energia digestivel.
Ressaltam ainda que somente uma proporgao relativamente pequena das proteinas ingeridas
em uma refeicao € retida como constituintes que refletem no crescimento.

1.2.2 Lipidio

O lipidio esta como fonte primaria e mais energética para os animais. Seu papel
principal ¢ gerar energia metabdlica na forma de ATP via B-oxida¢do, um processo
mitocondrial (SHERIDAN, 1988; HALVER & HARDY, 2002). No ambiente aquatico
natural, lipidios existem tanto nas fontes animais como vegetais e, sdo armazenados
predominantemente como triglicerdis e ésteres de cera. Em organismos de agua doce,
contudo, ésteres de cera ndo sdo encontrados em grande quantidade e triglicerdis sdo o
principal componente do lipidio ingerido (COWEY & SARGENT, 1979).

Os animais aquaticos sdo habeis em metabolizar lipidios, particularmente quando
provindos de alimentos. Os lipidios da dieta exercem grandes funcdes, pois sdo fontes de
energia e acidos graxos essenciais necessarios ao desenvolvimento adequado (CHOU et al.
2001), proporcionam maior palatibilidade ao alimento, servem como veiculo para a
absorc¢ao de vitaminas lipossoltveis e esterdis e, além disso, desempenham um importante
papel na estrutura das membranas biologicas na forma de fosfolipidios e ésteres de esterois
(HEPHER et al, 1989; HERTRAMPF & PIEDAD-PASCUAL, 2000; WEIRICH &
REIGH, 2001; JOHNSON et al., 2002). Para peixes, os lipidios ndo s3o 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 reproducdo (HALVER & HARDY, 2002). 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 (HEPHER
et al, 1989).

E amplamente conhecido que quantidades de lipidios variando entre 10 ¢ 20% do
peso seco da dieta sejam suficientes para permitir o direcionamento da fracdo protéica da
dieta eficientemente para o crescimento, sem que haja excessiva deposicdo de gordura na

carcaga (COWEY & SARGENT, 1979; WATANABE, 1982). Apesar disto, a quantidade



precisa de lipidio depende do nivel de proteina na dieta e, em alguns casos, também do
nivel de carboidrato (WATANABE, 1982).

1.2.3 Carboidrato

Os carboidratos sdo necessarios aos organismos por desempenharem importantes
fungdes biologicas, tais como fornecer energia para o cérebro e tecido nervoso, na forma de
glicose, e ainda, como precursor metabdlico de acidos nucléicos e mucopolissacarideos
(COWEY et al., 1975).

Como o ambiente aquatico apresenta escassez de carboidratos, os sistemas
digestorio e metabolico dos peixes parecem estar melhor adaptados a utilizagdo de
proteinas e lipidios como recurso energético. Porém, peixes herbivoros ou onivoros podem
digerir e metabolizar carboidratos relativamente bem, quando comparados com espécies

carnivoras, como os salmonideos (WEATHERLEY & GILL, 1987).

1.3 Digestao

A digestao € o processo pelo qual o alimento ¢ transformado em compostos mais
simples, capazes de transpor a parede das células intestinais, alcangando a corrente
sanguinea para serem transportados aos tecidos. As proteinas sdo hidrolisadas em
aminoacidos livres ou cadeias peptidicas curtas; os carboidratos sdo hidrolisados em
agucares simples e as gorduras em acidos graxos e glicerol. Estes processos sao facilitados
pela ocorréncia das enzimas digestivas que atuam ao longo do trato gastrintestinal
(JOBLING, 1994). Os peixes possuem proteases para a quebra de proteinas, carboidrases
para a quebra de carboidratos e lipases para a quebra de lipidios. O pancreas ¢ a fonte
provavel destas enzimas, mas sua natureza difusa em muitas espécies de teledsteos
(BARRINGTON, 1957) se torna um problema na localizagdo da fonte precisa destas
secrecoes.

Segundo WEATHERLEY e GILL (1987), as propriedades digestivas e absortivas
do canal alimentar de peixes sdo muito importantes para determinar a taxa de digestdo,
ragoes didrias, etc. As caracteristicas do trato digestorio determinam até onde os nutrientes
da dieta sdo assimilados. E muito provavel que diferengas em desempenho no crescimento
entre peixes sdo, até certo grau, atribuidas as diferencas interespecificas nas propriedades

de seus tratos digestivos e a eficiéncia com que o alimento ingerido ¢ capaz de ser digerido



e assimilado. A habilidade dos peixes em processar a comida ¢ fundamental e depende de
caracteristicas especificas como o perfil enzimatico do canal alimentar da espécie
(FAGBENRO et al.,, 2000), bem como das caracteristicas adaptativas destas enzimas
(LUNDSTEDT et al., 2004).

Estudos com enzimas digestivas ilustram que peixes podem executar processos de
digestdo na membrana sugerindo que eles apresentam adequadas adaptacdes a composi¢ao
quimica da dieta (KUZ’MINA, 1991). Dessa forma, enzimas digestivas tém sido
investigadas por muitos anos como um meio de entender o requerimento nutricional dos
animais e o efeito dos constituintes da dieta na atividade destas enzimas (DIVAKARAN et
al, 1999). Diferentes héabitos alimentares e preferéncias por alimento sdo conhecidos por
compor o perfil enzimatico do peixe e, este fato, traz importantes conseqiiéncias; por
exemplo, o potencial para o uso da dieta artificial e o ajuste do conteudo desses itens para
alcancar o resultado esperado (SABAPATHY & TEO, 1993; HIDALGO et al, 1999;
MORAES & BIDINOTTO, 2000; DEGUARA, et al., 2003).

Segundo CHESLEY (1934), a estrutura do trato digestorio e a distribuigdo das
enzimas digestivas coexistem em uma correlacdo fechada. O trato digestorio de peixes
herbivoros ¢ mais longo que o de peixes carnivoros. A enzima amilohidrolitica esta
presente em maior extensao em peixes herbivoros que em carnivoros. A capacidade de
adaptacao dos processos digestivos dos peixes, tais como perfil e secre¢do enzimaticos,
absorg¢ao e transporte de nutrientes (KAPOOR et al., 1975; HOFER, 1979; BUDDINGTON
et al. 1987 e 1997), parecem variar entre espécies. Os carnivoros, por exemplo, parecem ter
uma capacidade limitada em alterar sua fun¢do digestiva e de transporte de nutrientes de
acordo com a composi¢do da dieta, enquanto os onivoros exibem uma habilidade muito
maior em modular sua fisiologia digestiva e absortiva (BUDDINGTON et al., 1987 e
1997).

Existem poucos estudos com espécies tropicais relacionando os componentes das
dietas com aspectos metabolicos e digestivos. Considerando o grande volume de
informacdes na literatura sobre enzimas digestivas em peixes de regides temperadas,
comparativamente muito pouco se sabe para peixes de clima tropical, inclusive os de

interesse para a aqliicultura (LUNDSTEDT et al, 2004).



No presente estudo nds nos interessamos nas caracteristicas adaptativas e na
resposta das enzimas digestivas em tambaqui como uma ferramenta para predizer e

otimizar a composi¢ao dos nutrientes da dieta.

1.4 Destino dos nutrientes: metabolismo intermediario e tecidos

O metabolismo intermediario responde pelo destino dos produtos da dieta apds a
digestdo e absor¢do. O metabolismo compreende reagdes catabdlicas e anabodlicas que
ocorrem no organismo, sendo os nutrientes utilizados como substrato para a produgdo de
energia livre de reacdo para o crescimento (MELO, 2004).

Segundo DE SILVA e ANDERSON (1995), a quantidade de proteina consumida
pelos peixes, através da dieta, afeta diretamente seu estado metabolico. Sendo assim, altos
niveis de proteina resultam em aumentos nas concentragdes de aminodcidos livres
circulantes, da excre¢do de amodnia, da sintese protéica, da atividade das enzimas
gliconeogénicas e declinio da atividade das enzimas glicoliticas.

As taxas de sintese protéica sdo bastante altas no figado, que ¢ extremamente
sensivel a qualquer variagdo na dieta (CARTER & HOULIHAN, 2001). Ele ¢ responsavel
pela manutengdo do “pool” de aminoacidos corpéreo (LOVELL, 1988), desempenhando
um papel fundamental no metabolismo e na regulacdo do transporte destes aminoacidos
para os tecidos (CARTER et al., 2001). Somado a isso, o figado representa o principal sitio
de produgdo de amonia do organismo (ALEXIS & PAPAPARASKEVA-
PAPOUTSOGLOU, 1986).

Os aminodcidos, oriundos da dieta ou da quebra de proteinas, desempenham
numerosas fungdes em peixes e uma das principais € a construcdo de blocos de proteinas
(BALLANTYNE, 2001). No entanto, sdo também necessarios para a sintese de outros
compostos associados com o metabolismo incluindo hormdnios, neurotransmissores,
purinas e enzimas metabolicas. Além disso, podem ser catabolizados para suprir a demanda
energética metabolica. Os aminoacidos para este proposito sao provenientes da dieta e, o
seu “turnover” nos tecidos ocorre constantemente (HALVER & HARDY, 2002).

As mudancgas na concentracdo dos aminoacidos sdo seqiienciais ¢ refletem as rotas
metabolicas através dos tecidos de acordo com a digestdo, absor¢do, metabolismo e,

conseqiientemente, o crescimento (CARTER et al., 2001). O fluxo de aminoécidos e as



mudancas temporais em sua concentragdo nos diferentes tecidos dao idéia da dindmica da
relacdo entre ingestdo de proteinas, metabolismo tecidual e utilizagdo destes aminoacidos
para a sintese protéica. Portanto, a habilidade em regular o grande influxo de aminodacidos,
presumivelmente para manutengdo da homeostase tecidual, bem como para aperfeicoar a
utilizacdo da energia e proteina da dieta, ¢ o ponto central para o sucesso desta relagao
(CARTER et al., 2001). A concentragdao do “pool” de aminoécidos livres ¢ influenciada
pela importagdo e exportagdo de aminoacidos em sua forma livre, como peptideos ou
proteinas, bem como pela sua utilizacio dentro de um tecido especifico (JURS &
BASTROP, 1995). A concentragdo de aminoacidos livres ¢ relativamente baixa, pois a
maior parte deles estd compondo os tecidos protéicos do corpo (HALVER & HARDY,
2002).

Diferentemente dos carboidratos e lipidios, os aminoacidos ndo podem ser
estocados. Quando em excesso, sao desaminados e os residuos de carbono sdao oxidados ou
convertidos em lipidios, carboidratos ou ainda outros compostos. O grupamento amino €
removido dos aminoacidos principalmente por transaminagcdo ou por desaminagdo
oxidativa. A transaminacao parece ser a principal rota inicial para desaminacdo em peixes,
envolvendo a transferéncia da amodnia do grupo amino para um a-ceto acido, usualmente o-
cetoglutarato. O ceto acido formado na transaminagao inicial pode ser oxidado, convertido
a lipidio ou ainda ser usado na sintese de outros compostos (LOVELL, 1988). As enzimas
envolvidas neste processo sdo a alanina aminotransferase (ALAT) e a aspartato
aminotransferase (ASAT). Segundo WALTON & COWEY (1989), a ALAT e a ASAT sao
as mais importantes transaminases quantitativas envolvidas neste processo. Segundo estes
autores, os niveis destas enzimas t€m sido estudados para um nimero de peixes em relagao
a composi¢ao da dieta. A enzima GDH estd envolvida no processo de desaminacao
oxidativa do glutamato ocorrida pelas reagdes de transaminagdo de grupos alfa-amino de
varios aminoédcidos. A GDH controla o catabolismo de aminoacidos podendo resultar em
uma substancial producdo de amonia (WALTON & COWEY, 1989). A desaminagao pela
GDH representa um meio de remover o nitrogénio dos aminoacidos, e de as cadeias
carbonadas serem utilizadas como energia no ciclo de Krebs. A GDH ¢ muito similar em

peixes e mamiferos e apresenta as maiores atividades nas branquias, rim, musculo vermelho



e figado (CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR, 1987). E uma enzima mitocondrial e, sendo
assim, a amonia ¢ produzida mitocondrialmente (BALLANTYNE, 2001).

O tecido hepatico desempenha papel fundamental no metabolismo de carboidratos,
além do metabolismo protéico. Para MOON e FOSTER (1995) o principal papel do figado
no metabolismo glicidico ¢ a conversdo de substratos constituidos de 3 carbonos,
provenientes da dieta, em compostos energéticos a serem nele estocados, ou a formacao de
glicose a ser exportada para os demais tecidos. Sendo assim, ao invés de funcionar como
um orgao intermediador na manutengdo do ciclo de carbono, o figado também poderia
funcionar suprindo os estoques de reserva energética ou glicogénio.

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

O principal produto final do catabolismo de proteinas em teledsteos ¢ a amonia e
uma proporcao significante de perda nitrogenada ¢ também excretada como uréia (WOOD
et al., 1995). Conseqiientemente, medidas da excre¢do de amodnia e uréia tém sido usadas
como indicadoras dos efeitos de varios fatores ambientais e nutricionais no metabolismo
protéico e pode dar uma idéia do balango de nitrogénio do peixe (RYCHLY & MARINA,
1977; JOBLING, 1981; BEAMISH & THOMAS, 1984; PEREIRA et al., 1995).Portanto, a
quantificacdo da excrecdo de amodnia para espécies de peixes em relacdo a nutricdo €
importante para operagdes em cultivo intensivo de peixe porque o metabolismo protéico
define parcialmente o sucesso de um regime nutricional particular (DOSDAT et al., 1996;
GELINEAU et al., 1998). O nivel de excregdo de amonia aumenta rapidamente em resposta
a entrada de alimento (SAVITZ, 1971; BRETT & ZALA, 1975; JOBLING, 1981;
BALESTRAZZI et al.,, 1994) e a maioria do nitrogénio excretado ¢ derivado da
deaminagdo de aminoacidos de proteinas na dieta principalmente dependente da tomada de
nitrogénio, temperatura e da espécie do peixe (LIED & BRAATEN, 1984; RAMNARINE
et al.,, 1987, KAUSHIK & COWEY, 1990). De acordo com VAN WAARDE e
colaboradores (1983), o aumento do catabolismo de proteinas tem, como conseqiiéncia, um
aumento nos teores de amodnia plasmatica. Em condi¢des normais, o excesso de amonia

produzido pelo catabolismo de proteinas € prontamente excretado pelas branquias.
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A absorcao de lipidios oriundos da dieta € um processo que, em peixes, assemelha-
se ao observado em mamiferos (IZQUIERDO et al. 2000). Entretanto, alguns aspectos do
metabolismo de lipidios em peixes, incluindo transporte e deposi¢do, aparentam seu um
pouco diferente dos observados para vertebrados homeotérmicos. Conforme proposto por
SHERIDAN (1988), os peixes apresentariam um modelo diferenciado de distribuicdo de
acidos graxos do plasma para os tecidos que sdo compostos por componentes de liberagdo
rapida e lenta. O de liberagdo rapida ¢ 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 liberacdo mais lenta, similar aos de mamiferos, representa
um sistema de liberagdo de triglicerideos (TG), que consiste na agregagdo, extrusao e
transporte de particulas em TG. Os lipidios sdo estocados em muitos 6rgaos de depositos.
Segundo VAN DEN TILLART e VAN RAAIJ (1995), os sitios de estocagem mais
importantes em peixes sao o mesentério adiposo, o figado e musculo. Além disso, os
lipidios corporeos refletem os lipideos da dieta, em termos de qualidade e composigao de
acidos graxos, embora possam ser sintetizados de carboidratos e aminodcidos (CARTER et
al., 2001).

Os carboidratos sdo estocados na forma de glicogénio. 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¢des relativas, o figado estoca mais glicogénio que o musculo branco.
Dados relatam que a variacdo hepatica diurna do conteudo de glicogénio ndo demonstra
uma relagdo definida com a ingestdo de alimento. Além disso, a maior concentracao de
glicogénio no figado pode sofrer um efeito retardado do arragcoamento em fungdo da
estacgdo do ano e da idade do peixe (DELAHUNTY et al. 1978; LAIDLEY &
LEATHERLAND, 1988). O contetido de glicogénio hepatico ¢ extremamente variavel
entre individuos e espécies de peixes. Em muitas espécies de peixes o glicogénio muscular
nao ¢ mobilizado, exceto em condigdes extremas, sendo mantido a custa da glicose
sanguinea, que por sua vez, ¢ provida pelos processos hepaticos de gliconeogénese e
glicogendlise (NAVARRO & GUTIERREZ, 1995). VAN DEN THILLART e VAN

RAAIJ (1995) destacam que os estoques de glicogénio do musculo branco sdo,
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normalmente, direcionados para queima repentina devido ao exercicio natatdrio e nao
rotineiramente, como para manutencao glicémica.

A gliconeogénese ¢ a rota responsavel pela sintese de glicose de novo e sintese de
glicogénio a partir de precursores como lactato, aminoécidos, glicerol e frutose (MOON,
1988). A importancia desta via para a manutencao da homeostase dos carboidratos nos
tecidos tem sido cada vez mais ressaltada em fungao dos altos requerimentos protéicos e
consequentemente em aminoacidos pelos peixes (SUAREZ & MONNSEM, 1987; MOON,
1988). A glicogenolise ¢ uma fonte de glicose, mas ndo parece ser a maior fonte de glicose
para o figado ou musculo quando os niveis de precursores na dieta sdo 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). O tempo de aparecimento da glicose (e outros agucares simples) no
plasma, em relagdo a alimentagdo, vai depender de varios fatores. Entre eles, o conteudo
total de carboidratos e dos outros ingredientes da dieta, sua forma de processamento, habito
alimentar, historico nutricional do individuo e temperatura da dgua (BERGOT &
BREQUE, 1983; HUNG, 1991).

Sabe-se muito pouco sobre a concentracdo dos outros intermedidrios metabolicos
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
funcao da diversidade sistematica da classe. Entretanto, o metabolismo de carboidratos ¢
uma rota central do fluxo energético também em peixes (DABROWSKI & GUDERLEY,
2002).

Segundo MELO (2004), as quantificacdes de atividade das enzimas chaves no
controle de diferentes rotas metabdlicas contribuem para estabelecer as situagdes
especificas das vias metabdlicas e assim inferir sobre o aproveitamento dos nutrientes das
dietas. Através desses dados, ¢ possivel ainda verificar as possiveis situagdes metabolicas
indesejaveis, tais como a utilizagdo de proteina para a obtengao de energia. Como exemplo,
a atividade de enzimas do catabolismo de aminoacidos, tais como GDH, arginase, ALAT e
ASAT entre outras, pode servir de base para a indicacdo de uma alteragdo do estado
metabolico (MELO, 2004). Alguns estudos tém mostrado estreita relacdo entre as

atividades enzimdticas do metabolismo energético e protéico em relagdo ao estado
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nutricional (BAANANTE et al. 1991; BONAMUSA et al. 1992; MOON & FOSTER,
1995). Em Sparus aurata, os conteudos hepaticos de metabdlitos como glicogénio, ou das
enzimas sinalizam como informagdes chave para se concluir sobre ativacdo/inibicao da
atividade glicolitica (BONAMUSA et al. 1989). Assim, a composicao das dietas afeta ndo
somente o crescimento e a quantidade interna de nutrientes dos peixes, mas interfere nas
atividades enziméticas hepaticas (CORREA, 2002). Por exemplo, dietas ricas em
carboidratos estimulam as enzimas da via glicolitica e enzimas lipogénicas em figado de
peixes. Por outro lado, dietas com alto contetdo de lipidios diminuem a atividade destas
enzimas (KHEYYALI et al., 1989; SHIMENO et al., 1993; 1997). De acordo com METON
e colaboradores (1999), diferencas na composicdo da dieta promovem mudancas nas
atividades enzimadticas envolvidas no metabolismo intermediario do figado de Sparus
aurata (BAANANTE et al., 1991).

Muitas dessas rotas metabolicas foram inicialmente estudadas em mamiferos, sendo
pouca a informagio disponivel em peixes teledsteos (METON, 1996). Além disto, os
trabalhos até o presente momento t€ém se concentrado em peixes nao tropicais. Por isso,
nosso entendimento estd atualmente baseado em um modelo centrado em estudos com
peixes que vivem adaptados a condigdes bem diferentes das tropicais (MELO, 2004).

Segundo LUNDSTEDT e colaboradores (2004), apesar da importancia das
proteinas e lipidios, os principais substratos energéticos em peixes, Sa0 escassas as
informacdes relacionadas as respostas metabolicas versus a variagdo destas classes de
nutrientes. De acordo com estes autores, a maioria das informagdes a respeito do fluxo
metabodlico neste grande grupo de vertebrados da maior atencao aos efeitos da inclusdo de
carboidratos na dieta. A semelhanga de tal abordagem em pesquisas com mamiferos, nos
quais os carboidratos t€ém papel central no metabolismo energético, ¢ a explicagdo mais
provavel para este fato. Outra possivel razdo seria a relativa simplicidade das técnicas de
determinagdes bioquimicas desta classe de biomoléculas, quando comparadas as
investigagdes com proteinas e lipidios (DE SILVA & ANDERSON, 1995; WEBER &
ZWINGELSTEIN, 1995).

O perfil de metabolitos nos tecidos de peixes ainda é pouco utilizado nos estudos de
nutrigio. Alguns trabalhos (MORAES & BIDINOTTO 2000, CORREA 2002, VIEIRA
2002, LUNDSTEDT 2003, MELO, 2004) sugerem que estes intermedidrios podem se
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constituir em importante ferramenta para conhecer as relagdes metabolicas entre os tecidos
e sua correspondéncia com as concentracdes de macronutrientes.

Com a determinacdao das concentracdoes dos intermediarios metabodlicos e das
atividades das enzimas envolvidas no metabolismo, pretendemos avaliar a dindmica do

perfil metabdlico de tambaqui em fungdo das variagdes de proteina e lipidio na dieta.

1.5 Colossoma macropomum: aspectos gerais e importancia da espécie

Segundo ARAUJO-LIMA e GOULDING (1998), o tambaqui, Colossoma
macropomum (Cuvier, 1818), ¢ o segundo maior peixe da Bacia Amazdnica. A regido ¢
conhecida por possuir a mais diversa fauna de peixes de agua doce do mundo, com algumas
das mais extraordinarias espécies entre cerca de 2.000. Considerado um dos mais saborosos
peixes de agua doce, o tambaqui € hoje um dos principais candidatos para a aqiliicultura na
floresta tropical; além disso, possui carne bastante saborosa e rica em proteinas e sais
minerais. E um dos peixes mais apreciados da culindria amazonica e amplamente aceito em
outras regides, devido ao seu excelente sabor, consisténcia e coloragdo branca da carne,
pouca presenga de espinhas e facilidade para obtencao de filés. O tambaqui alcanga pelo
menos 30 kg e 1 m de comprimento depois de 13 anos no Rio Solimdes/Amazonas
(GOULDING & CARVALHO, 1982). De acordo com ARAUJO-LIMA ¢ GOULDING
(1998), o tambaqui € uma das principais espécies da piscicultura brasileira e é reconhecido
como um alimento de primeira classe tendo boas perspectivas no mercado nacional e
internacional. Como uma espécie saborosa, frugivora e oriunda da floresta tropical, o
tambaqui tem também grande carisma culindrio.

r

Uma caracteristica marcante da espécie ¢ a grande plasticidade genotipica e
fenotipica, que permite a espécie sobreviver no heterogéneo ambiente amazodnico. A
espécie apresenta arcos branquiais com rastros longos e numerosos, caracteristica de peixes
planctofagos. Estes rastros branquiais formam uma verdadeira rede filtradora, permitindo
que o peixe aproveite bastante material planctonico. A mais impressionante caracteristica
anatomica da espécie ¢ a sua forte mandibula e a denticdo capazes de quebrar e triturar
frutos e sementes grandes e bem duras. Apresenta esdfago curto e estomago alongado em

forma de saco e muito eldstico. Ap6s o estdmago, ha um grande numero de projegdes

denominadas cecos pildricos seguido por um longo intestino (HONDA, 1974;
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GOULDING, 1980; GOULDING & CARVALHO, 1982; SAINT-PAUL, 1984). Um
tambaqui adulto pode ter até 75 cecos pildricos, ou apéndices ligados ao estomago.
Acredita-se que este grande numero de cecos ajude na digestdo de material vegetal. O
comprimento do intestino no tambaqui adulto alcanca em média cerca de 5-5,5 vezes o
comprimento do corpo. Isto ¢ similar a muitas espécies de peixes detritivoros e herbivoros
(ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).

O tambaqui se tornou uma alternativa viavel e sustentavel para substitui¢do da
atividade pecudria na regido amazonica, evitando e diminuindo o desmatamento que essa
atividade causa. Um mercado de exportacdo foi aberto para espécies de peixes amazonicos
e isto oferece grande oportunidade para o desenvolvimento da aqiiicultura nesta regido
(ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).

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

No ambiente natural, a oferta de alimentos aos peixes da Bacia Amazonica sofre
flutuagdo sazonal. Durante periodos de cheia, o tambaqui habita as regides de florestas
inundadas de varzea, que se transforma num pomar nos quais essas espécies se alimentam
de frutos e sementes que caem das arvores e arbustos. Com a diminui¢do no volume d'agua,
no periodo de vazante, a espécie adulta migra para os rios de agua-branca até o fim da
estacdo reprodutiva e os juvenis permanecem nos lagos de varzea o ano todo. Com o
volume d'agua baixo, eles se alimentam de zooplancton (particularmente Cladocera) e
quando o nivel d’agua comeca a se elevar, a alimentagdo ¢ composta principalmente pela
graminea Oryzia perennis (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998). Todas essas
caracteristicas permitem classificar o tambaqui como um peixe onivoro, com tendéncia a
frugivoria (HONDA, 1974; GOULDING & CARVALHO, 1982; VAL & HONCZARYK,
1995).
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De acordo com ARAUJO-LIMA ¢ GOULDING (1998), a estratégia de vida do
tambaqui pode ser sintetizada em seis caracteristicas principais: uso de varios habitats de
uma grande regido; alta fecundidade; investimento energético relativamente baixo em
reproducdo; maturidade sexual tardia; alto investimento energético em crescimento € a
habilidade de utilizar as cadeias troficas baseadas no plancton e na vegetacao inundavel.
1.5.1 Nutri¢ao de tambaqui

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

Até o presente momento o custo da alimentag¢do ¢ o principal fator limitante para a
expansio do cultivo de tambaqui na Amazonia (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).
Segundo estes autores, o tambaqui foi adaptado com sucesso para o cultivo em cativeiro.
Tem crescimento rapido, ¢ rustico e tolera baixos teores de oxigénio dissolvido na agua
(VAL & HONCZARYK, 1995). Em temperaturas equivalentes, o metabolismo de rotina do
tambaqui ¢ aproximadamente igual em tanques e ambientes naturais (SAINT-PAUL, 1983).
Com o oxigénio dissolvido a niveis inferiores a 2 mg/L e a 30°C, o tambaqui comeca a
deprimir sua taxa metabolica. Em alimenta¢do ad libitum de C. macropomum, somente 80
% da ragao é consumida (VAN DER MEER et al., 1997). Em condi¢des normais, as taxas
de mortalidade no cultivo de tambaqui em viveiros e gaiolas sdo muito semelhantes. As
taxas de sobrevivéncia sdo usualmente maiores que 90 %. Valores abaixo de 75 %
raramente foram registrados. Alta mortalidade tem sido encontrada entre jovens com menos
de 160 g, quando a temperatura é inferior a 19°C (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).
O nivel médio de proteina requerido por jovens e adultos do tambaqui estd em torno de
20%, demonstrando que a espécie necessita balancear a sua alimentagdo, consumindo
diversos itens de composicdo quimica variavel (SILVA et al., 2003). Em condicdes

experimentais, as exigéncias protéico/caldricas de alevinos de tambaqui foram estimadas
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em 25 % de proteina bruta e 500 kcal/100 g de energia bruta na matéria seca da racao
(ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998). Para manutengao dos individuos adultos e jovens
do tambaqui, sdo necessarios, respectivamente, 23 e 19-20 kJ/g de alimento seco
consumido (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998). Atualmente, considera-se que a
concentracao de proteina 6tima para a ragdo de tambaqui com mais de 100 g de peso deve
variar entre 20-25 % O teor de energia no alimento deve oscilar entre 12-15 kJ/g (2.800-
3.500 kcal/kg) (SILVA et al, 2003). Segundo VAN DER MEER et al. (1997) altos niveis
de crescimento de C. macropomum obtidos dentro de condi¢des laboratoriais sugerem que
esta espécie pode ser um candidato apropriado para produgdo dentro de condigdes de
aquicultura intensiva.

Considerando a preferéncia por frutas em sua dieta natural, MENTON (1989) supos
que C. macropomum pode digerir melhor carboidrato que muitos outros peixes. Entretanto,
a utilizagdo de lipidio e a de carboidrato liquidas (49 e 31%, respectivamente) indicaram
que, também em tambaqui, lipidios sdo mais eficientemente utilizados para estocar energia
que carboidratos. De acordo com VAN DER MEER e colaboradores (1997), em C.
macropomum a deposi¢ao de proteina aumenta com a elevacdo dos teores de lipidio na
dieta. Estes autores encontraram o mais tipico efeito poupador de proteina em tambaqui (a
adi¢do de energia na dieta aumentou a utilizacao liquida de proteina). Entretanto, segundo
estes autores, este processo nao foi muito eficiente e resultou em altos teores de gordura na
carne.

De acordo com ARAUJO-LIMA e GOULDING (1998), com relagio ao
crescimento desta espécie, em geral, peixes muito jovens (5-25 g) mostraram um
crescimento rapido quando o teor de proteina bruta no alimento aumentou até 50 %. J& os
experimentos realizados com tambaquis maiores encontraram resultados contraditorios. Em
alguns casos um aumento na quantidade de proteina acima de 18 % ndo aumentava a taxa
de crescimento, enquanto que em outros casos isto ocorria (ARAUJO-LIMA &
GOULDING, 1998). Outras fontes alternativas de alimentos para o tambaqui, apesar de
serem mais baratas, levam a taxas de crescimento inferiores as obtidas com ragdes
balanceadas. Tambaquis alimentados com ragdes feitas com pupunha, milho, frutas da
floresta, tortas de babagu, em geral apresentaram taxas de crescimento inferiores as obtidas

com as ragdes granuladas balanceadas (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).
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1.6 Justificativa

O conhecimento sobre a biologia de tambaqui pode possibilitar o estabelecimento
de metodologias adequadas ao manejo desses animais no nosso pais, visto que a criacao
artificial envolve o manejo ¢ o desenvolvimento das espécies em condi¢cdes diversas
daquelas do habitat natural (SAINT-PAUL, 1984). Além disso, pesquisas sobre o
mecanismo digestivo e o destino de seus produtos finais podem contribuir para a utilizagao
de dietas com melhor custo-beneficio, bem como beneficiar o estudo comparativo entre
peixes tropicais. Também, dados que relacionam conteudo de proteina e de lipidio com
metabolismo de peixes tropicais permanecem escassos.

O presente estudo utilizou o tambaqui, C. macropomum, com o proposito de obter
maiores informagdes sobre seu processo digestivo e perfil metabdlico em resposta a
diferentes teores proteina e lipidio nas dietas, visando adequar as exigéncias nutricionais

desta espécie.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar o perfil metabolico e a atividade de algumas enzimas digestivas de

tambaqui frente a dietas com diferentes teores de proteina e lipidio.
2.1.2 Objetivos especificos
- Verificar: as alteragdes nos parametros hematologicos, o perfil das atividades

enzimaticas digestivas, o ganho em peso e as alteracdes metabodlicas de tambaquis

alimentados com diferentes teores de proteina e lipidio nas dietas experimentais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Material bioldgico e manejo

O experimento e as andlises bioquimicas foram realizados no Laboratorio de
Bioquimica Adaptativa do Departamento de Genética e Evolucdo, na Universidade Federal
de Sao Carlos, Sao Paulo, no periodo de 2004 a 2005.

Cento e vinte exemplares de juvenis de tambaqui foram adquiridos do Centro de
Aqiiicultura da Unesp, Campus de Jaboticabal (CAUNESP), Sao Paulo. Os peixes
passaram por um periodo de aclimatagdo de uma semana, recebendo ragdo extrusada
comercial contendo 27% de proteina bruta, antes do inicio do experimento. Depois deste
periodo os peixes foram igualmente distribuidos em 12 caixas de 250 litros, em um sistema

fechado, com dgua termostatizada sob fluxo continuo e aeracao constante.

3.1.1. Desenho Experimental

Os peixes receberam dietas extrusadas e isocaloricas (3.700 kcal/kg), com niveis de
proteina bruta (PB) e lipidio de 35/4,9% para o tratamento I, 30/8% para o tratamento II,
25/11% para o tratamento III e 20/14% para o tratamento IV (Tabela 1). Cada tratamento
foi feito em triplicata (trés caixas por tratamento). Os animais foram alimentados duas
vezes ao dia, as 9h e as 17h, até a saciedade, ao longo de 48 dias.

Apds o periodo experimental, quatro peixes de cada caixa, num total de 12 peixes
por tratamento, foram amostrados e anestesiados em solu¢do de benzocaina (100 mg/L de
agua). Imediatamente apds, os animais foram puncionados na veia caudal, com seringas
heparinizadas, para a coleta de sangue, e posteriormente sacrificados por sec¢do medular.
Os peixes foram pesados (112,15 £ 35,31 g) e medidos (18,7 = 1,7 cm) para posteriores
calculos de crescimento. Uma aliquota do sangue total foi utilizada nas determinagdes
hematologicas e o restante centrifugado para obten¢do do plasma. O plasma foi congelado
em nitrogénio liquido. O figado e o musculo branco foram coletados e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -20°C para as determinacdes de atividades
enzimaticas e intermedidrios metabolicos. O trato digestorio foi extraido, dividido em
estomago (E), cecos pildricos (CP), intestino anterior (IA) e posterior (IP) e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -20°C para as determinagdes das atividades

das enzimas digestivas.
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Tabela 1. Férmulas e composicao das dietas experimentais (baseada na matéria natural).

Dietas Experimentais

I 11 11} v
Ingredientes
Farinha de peixe A 60,34 51,41 42,55 33,63
Milho B 35,40 34,60 33,85 33,10
Antioxidante' 0,02 0,02 0.02 0.02
Celulose” © 1,59 7,60 13,48 19.45
Vitamina-mineral plremix3 0,50 0,50 0,50 0,50
Oleo de sojaD 0,00 3,72 7,45 11,15
cMmc? 2,00 2,00 2,00 2,00
Vitamina C’ 0,15 0,15 0,15 0,15
Total 100,00 100.00 100,00 100,00
Composicao Calculada

Matéria Seca (%) 89,49 89.91 90,31 90,71
Energia Bruta (kcal/kg)E 3785,91 3778,17 3776,19  3768,99
Proteina Bruta (%) 35,00 30,15 25,35 20,51
Carboidratos (%)" 29,01 29,00 29,07 29,18
Fibra Bruta (%) 2,98 7,55 12,03 16,57
Matéria Mineral (%) 17,60 15,06 12,54 10,01
Extrato Etéreo (%) 4,90 8,10 11,32 14,50
Calcio (%) 542 4,62 3,82 3,03
Fosforo (%) 3,39 2,90 2,41 1,93
Vitamina C (%) 0,05 0,05 0,05 0,05

'BHT (3,5-di-ter-butil-4-hidroxitolueno); *Celulose microfina RHOSTER Industria ¢ Comércio Ltda
(Vargem Grande Paulista, SP, Brasil); * Composigdo do Suplemento Vitaminico-mineral Peixes (Fri-Ribe)
Premix , niveis de garantia por 1000g: Vit. A 600 000 IU; Vit. D3 600 000 IU; Vit. E 12 000 IU; Vit. K3
1200 mg; Vit. B1 1200 mg; Vit. B2 1536 mg; Vit. B6 1287 mg; Vit. B12 4000 mg; acido folico 198 mg;
Acido pantoténico 3800 mg; Vit. C 48 000 mg; Biotina 20 mg; Colina 30 000 mg; Niacina 19 800 mg;
Ferro 25 714 mg; Cobre (Cu) 1 960 mg; Manganés 13 334 mg; Zinco 6000 mg; Iodo 948 mg; Cobalto 2
mg; Selénio 30.10 mg; *Carboximetil Celulose Sodica USP. Labsynth®Produtos para Laboratério Ltda
(Diadema-SP-Brasil); ° Fonte de vitamina C com 35% de Acido Ascorbico — Hoffman La Roche (Basel,
Suiga). A Composigdo em porcentagem: 93,08 matéria seca, 28,38 cinzas, 5,87 extrato etéreo, 1,53 fibra
bruta, 53,72 proteina bruta, Ca?" 8,94, Fosforo 5,46 € energia bruta 3.795 cal/g B O milho ndo foi pré-
gelatinizada. Composi¢do em porcentagem: 88,45 matéria seca, 13,1 cinzas, 38,1 extrato etéreo, 22,9 fibra
bruta, 73,0 proteina bruta, calcio 0,06, fosforo 0,24 e energia bruta 4.226 cal/g. ¢ Composi¢do em
porcentagem: 95,00 matéria seca, 1,3 cinzas, 5,9 extrato etéreo, 78,63 fibra bruta, 1,5 proteina bruta. D
Composi¢do em porcentagem: energia bruta 9.811 cal/g. ® Energia bruta foi calculada descontando a
energia da cellulose. © Carboidrato (%) foi calculado como % MS — (PB+EE+MM-+FB), sendo MS =
matéria seca, PB = proteina bruta, EE = extrato etéreo, MM = matéria mineral e FB = fibra bruta.
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3.1.2 Condi¢does Ambientais
Os parametros fisico-quimicos da dagua foram semanalmente aferidos por processo
eletromérico utilizando-se um aparelho HORIBA modelo U10. Na mesma freqiiéncia
foram aferidas amonia, alcalinidade e dureza pelos métodos de KOROLEFF (1976),
GOLTERMAN & CLIMO (1969) e APHA (1980), respectivamente.

3.2 Ganho em peso (GP)

O calculo do ganho em peso foi obtido através da diferenga entre o peso inicial (PI)

e final (PF) dos peixes durante o periodo experimental, segundo a expressao:

GP (%) = [ (PF — PI)/ PI] x 100)

3.3 Determinacdes hematologicas

3.3.1 Hematdcrito

Uma aliquota do sangue total foi utilizada na determinacdo do hematodcrito. As
amostras de sangue, em duplicata, foram transferidas para capilares de micro-hematdcrito
heparinizados, fechados com massa apropriada, centrifugados por 3 minutos a 13.000 x g e
a porcentagem de sedimentacdo dos eritrocitos foi lida em cartdo padronizado

(GOLDENFARB et al., 1971).

3.3.2 Hemoglobina total

A hemoglobina total foi determinada misturando-se 10 pl de sangue em 2 ml de
solugdo de Drabkin composta de KCN, KH,PO4, K;5[Fe(CN)s] em agua destilada. A leitura
optica foi determinada em espectrofotometro (Hach DR/2010) em 540 nm (DRABKIN,
1948) contra um branco contendo somente solugao de Drabkin.

Para o calculo de hemoglobina total utilizou-se a formula:

Hb total g0, =°Dssox 1,6114x FD / 11
Onde: FD = fator de diluicao
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3.4 Preparacido dos homogeneizados celulares
Os tecidos coletados foram descongelados, cuidadosamente amostrados sobre

superficie gelada e pesados em quantidades apropriadas paras as determinagdes.

3.4.1 Extrato enzimatico

As fatias de tecido foram homogeneizadas em tampdo de homogeneizagdo
composto de fosfato de sodio 10 mM e glicerina 50% (v/v) ajustado para pH 7,0. Os
extratos brutos foram feitos adicionando-se quantidade apropriada de tecido a 1,0 ml de
tampao e entdo homogeneizados em um homogeneizador tipo Potter Elvehjem por 1
minuto a 0°C. O homogeneizado foi transferido para tubos de plastico com capacidade de
2,0 ml.

A centrifugacdo de figado e musculo branco foi feita a 600 x g por 3 minutos a 3°C
e o sobrenadante foi centrifugado a 6.000 x g durante 8 minutos a 3°C. Um volume de
apropriado do sobrenadante, determinado por padronizagdo prévia, foi utilizado como fonte

de enzima.

3.5 Determinacgdes enzimaticas

O teor de proteina total foi determinado nos homogeneizados utilizados nas
determinagdes enzimaticas e o resultado foi utilizado no calculo das atividades especificas
das enzimas. A quantificagdo foi feita pelo método descrito por BRADFORD et al. (1976),
jé descrito no item 3.4.6. Depois de feitas as diluigdes apropriadas para cada tecido, 10ul de
cada amostra foram colocados em duplicata numa microplaca e 200ul do reagente de
Bradford foram adicionados aos pogos. As placas eram lidas ap6s 5 minutos em 520 nm

utilizando um leitor de microplacas.
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3.5.1 Enzimas digestivas
Protease Inespecifica

Nos ensaios da atividade proteolitica inespecifica para o estomago utilizou-se o
método de hidrélise da caseina, adaptado de WALTER (1984). Tampao 0,2 M glicina/HCL
(pH 2,0) foi usado para esta por¢do. A mistura de reacdo foi composta por tampao
adequado (500 pl), caseina 1% (500 pl) como substrato e aliquota previamente ajustada do
homogeneizado como fonte de enzima. Apos 60 minutos de incubagdo a 25°C, a reagao foi
paralisada com 500 pl de TCA 20% (4cido tricloroacético), mantida em gelo fundente por
aproximadamente 30 minutos e o precipitado removido por centrifugaciao a 12.000 rpm por
3 minutos para leitura do sobrenadante em 280 nm. Todas as amostras foram realizadas em
duplicata e, paralelamente, dois brancos, um de enzima (onde a quantidade de enzima foi
substituida por agua) e outro de substrato (onde o substrato foi substituido por agua
destilada), que passaram pelos mesmos procedimentos dos tubos de reacdo. Tirosina foi
utilizada como padrao e uma unidade de atividade enzimatica especifica foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pg de tirosina, por minuto (U), expressa
por miligrama de proteina (U/mg de proteina).

Nos ensaios da atividade proteolitica em cecos piléricos, intestino anterior e
posterior utilizaram-se o método de hidrdlise da azocaseina (SARATH et al., 1989). A
mistura de rea¢do foi composta por tampao TRIS-HCI 0.1 M (pH 8.0), azocaseina 5%
como substrato e uma aliquota do homegeneizado dos tecidos como fonte de enzima. Apos
60 minutos de incubagdo a 25°C, a reagao foi paralisada com 500 ul de TCA 20% (acido
tricloroacético), centrifugada a 13,400 x g por 3 min ¢ 1,2 ml do sobrenadante foi
adicionado a 1 ml de NaOH 1,3 N. A leitura optica foi realizada a 440 nm. Todas as
amostras foram realizadas em duplicata e, paralelamente, dois brancos, um de enzima (onde
a quantidade de enzima foi substituida por 4gua) e outro de substrato (onde o substrato foi
substituido por dgua destilada), que passaram pelos mesmos procedimentos dos tubos de
reacdo. Tirosina foi utilizada como padrdo e uma unidade de atividade enzimatica
especifica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pg de

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

A atividade da lipase ndo-especifica foi determinada segundo metodologia adaptada
de ALBRO e colaboradores (1985). A reagdo foi incubada em meio contendo 0,4 mM p-
nitrofenil miristato em solucdo tampao 24 mM de bicarbonato de amoénio pH 7,8 e 0,5%
Triton X-100. Apos trinta minutos, as reacdes foram interrompidas pela adicio de NaOH
25 mM. A densidade 6ptica foi registrada a 405 nm e uma unidade de atividade enzimatica
especifica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pmol de
substrato hidrolisado por minuto (U), expressa por mg de proteina (U/mg proteina).
Amilase

A atividade amilohidrolitica foi estimada segundo o método proposto por
BERNFELD (1955) modificado. Na mistura de reagdo contendo 1,0 ml de solucao de
amido 5% em tampao Citrato/Fosfato 0,2 M (pH 7,0) e 0,5 ml de solugdo de NaCl 0,5%
como cofator enzimatico, foi adicionado um volume adequado de homogeneizado celular.
A reagao foi incubada a 25°C por 30 minutos e interrompida com 1,0 ml de solucao 5%
ZnSOy4 : Ba(OH); 0,3N. Posteriormente, a mistura de reacao foi centrifugada a 12.000 rpm
por 3 minutos e no sobrenadante determinou-se a concentracao de glicose livre pelo método
colorimétrico de PARK ¢ JOHNSON (1949) a 690 nm. A atividade especifica foi expressa

como pumoles de acucares redutores totais por minuto (U) por mg de proteina.

3.5.2 Transaminases

As atividades da ALAT e ASAT foram determinadas por uma modificacdo do
método de REITMAN e FRANKEL (1957). Um coquetel foi preparado adicionando-se 500
pul de alanina (0,4 M) ou 500 ul de aspartato (80 mM) para ALAT e ASAT,
respectivamente, 50 pl de a-cetoglutarato (0,21 M), 100 ul de piridoxal hidrocloreto (2,5
mM), 10ul de arsenato (20 mM) e 240 ul de tampao fosfato de sodio pH 7,5 (0,2 M). Todos
os reagentes foram preparados em tampao fosfato de soédio 0,2 M pH 7,5, tendo o pH
corrigido apds a dilui¢ao. Utilizou-se como padrao 100 nmol de uma solugdo de piruvato de
sodio ou de oxaloacetato.

A reacdo foi iniciada pela adi¢gdo de 500 pl de coquetel a mistura de 200 ul de
tampao fosfato mais homogeneizado. Os tubos foram incubados por 30 minutos em banho-

maria a 37°C, a reagdo foi bloqueada pela adicao de 250 pl de dinitrofenilhidrazina 0,1 %
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(em HCL 2,0 N). O tubo branco de reagdo passava pelo mesmo procedimento, porém o
homogeneizado foi adiconado apds a dinitrofenilhidrazina. O tubo padrdao foi incubado
apenas excluindo-se o coquetel. Apos a adi¢do de dinitrofenilhidrazina, os tubos foram
resfriados no gelo e centrifugados a 12.000 rpm por 3 minutos. Uma aliquota dos
sobrenadantes foi transferida para tubos de ensaio e em seguida 3 ml de NAOH 1,3 N eram
adicionados. A leitura foi feita em espectrofotdmetro em 440 nm, sendo o aparelho zerado

com NaOH 1,3 N. A atividade das enzimas est4 expressa em nmol/minuto/mg proteina.

3.5.3 Desidrogenases

A atividade das trés desidrogenases foi determinada por uma adapta¢do do método
de HOCHACHAKA e colaboradores (1978) que se baseia na oxidagdo do NADH
determinada cineticamente em espectrofotdometro em 340 nm. O coeficiente de extingdo
molar do NADH (0,855108/mM.cm) foi determinado em um espectofotometro e utilizado
no célculo de atividade especifica.

Lactato desidrogenase (LDH)

A reacdo da LDH foi monitorada durante 2 minutos com registros de 15 em 15
segundos em espectrofotdmetro, em um meio contendo 200 pl de acido piruvico (0,05 M),
100 ul de NADH (2 mM) e 1,7 ml de tampao Tris pH 7,5 (0,05 M), ao qual era adicionado
o homogeneizado. A atividade da enzima estd expressa em nmoles/minuto/mg proteina no
figado (mU/mg proteina) e pmoles/minuto/mg proteina no musculo branco (U/mg
proteina).

Malato desidrogenase (MDH)

A reacdo da MDH foi monitorada durante 2 minutos com registros de 15 em 15
segundos em espectrofotometro, em um meio contendo tampao imidazol pH 7,0 (0,05 M),
NADH 0,2 mM e oxaloacetato 0,33 mM, ao qual foi adicionado o homogeneizado. A
atividade da enzima estd expressa em nmoles/minuto/mg proteina (mU/mg proteina).
Glutamato desidrogenase (GDH)

A reacao da GDH foi monitorada durante 2 minutos com registros de 15 em 15
segundos em espectrofotdmetro, em um meio contendo 2 ml de um coquetel constituido

por tampao imidazol pH 7,0 (0,05 M), NADH 0,1 mM, ADP 1 mM, a-cetoglutarato 5 mM,
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acetato de amonio 250 mM, ao qual era adicionado homogeneizado. A atividade da enzima

esta expressa em nmoles/minuto/mg proteina (mU/mg proteina).

3.6 Intermediarios metabdlicos

Preparacao dos extratos acidos

Para as determinacgdes de glicose, lactato, piruvato e amonia, os tecidos previamente
congelados foram pesados e colocados em tubos de ensaio. Em seguida foram tratados com
acido tricloroacético (TCA) 20% em proporgdes varidveis para cada tecido, e
homogeneizados durante 1 minuto, permanecendo a amostra sempre em gelo fundente. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi utilizado
nas determinagdes dos intermediarios.

Preparacio dos extratos alcalinos

Para as determinagdes de glicogénio, o tecido foi pesado e colocado em tubos de
ensaio, ao qual era adicionado 1 ml de KOH 6,0 N. Em seguida, os tubos foram fervidos
em banho fervente por 5 minutos e posteriormente agitados para a dissolu¢do completa dos
tecidos.

Preparacio dos extratos neutros

Para a determinagdo de aminoacidos livres, acidos graxos, triglicerideos e proteina,
os tecidos foram homogeneizados em agua destilada utilizando-se um homogeneizador e
centrifugados a 12.000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi utilizado para a

determinagdo dos intermediarios.
3.7 Determinacio dos intermediarios metabdlicos
3.7.1 Acucares totais

As determinacdes de agucares totais foram realizadas segundo DUBOIS e
colaboradores (1956), em acido sulftrico concentrado. Esta técnica foi utilizada sempre que
o0 objetivo era determinar o teor de agucar total. O procedimento consistia no emprego de
um volume adequado de extrato, adicionado a 500 ul de fenol 4,1% e 2,0 ml de acido
sulfirico concentrado. Os tubos de reagdo foram imediatamente resfriados em banho de

agua e a leitura Optica realizada em 480 nm. A concentragdo de glicose foi estimada contra
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um padrao de glicose contendo 110 nmoles e expressa como pmoles de actcares totais/g

tecido ou ml de plasma.
3.7.2 Glicogénio

O glicogénio foi determinado segundo BIDINOTTO e colaboradores (1998).
Transferiam-se 250 ul do dissolvido alcalino (ja citado) para um tubo limpo, ao qual eram
adicionados 3 ml de etanol P.A. Em seguida, adicionava-se 100 pl de K,SO4 10%. Apods
agitacdo, o tubo foi centrifugado a 5000 x g por 3 minutos, e o sobrenadante era descartado,
invertendo-se o tubo. O pressipitado foi ressuspendido em 2,5 ml de agua destilada, o tubo
foi agitado e as amostras, utilizadas para determinacao de glicose pelo método de DUBOIS

(1956) e expressa como umoles de glicosil-glicose/g tecido.
3.7.3 Lactato

A concentragdo de lactato nos tecidos foi determinada segundo o método de
HARROWER ¢ BROWN (1972), que se baseia na complexagdo do lactato com o CuSOy,
sendo o lactato revelado pelo p-fenilfenol e acido sulfirico. Para as determinagdes, o
homogeneizado acido (ja citado) foi diluido em 500 pl de agua destilada e em seguida 20 pl
de CuSO4 4% € 3,5 ml de H,SO4 concentrado foram adicionados lentamente a um tubo e
depois foram agitados para a mistura das fases. Apds fervura por 5 minutos, esfriavam-se e
adicionavam-se 75 pl de p-fenilfenol. Esperava-se 1 hora, agitando a cada 15 minutos, e
ap6s nova fervura por 1,5 minutos procedia-se a leitura em espectrofotdmetro em 570 nm.
Utilizou-se como padrdo uma solugdo de 100 nmoles de acido latico e expressa em

umoles/g tecido ou ml de plasma.
3.7.4 Piruvato

O piruvato foi determinado segundo LU (1939), pela reacdo da
dinitrofenilhidrazina. O homogeneizado acido foi diluido em 500 ul de dgua destilada. A
mistura foram adicionados 250 ul de dinitrofenilhidrazina que permanecia em banho-maria
a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 3 ml de NaOH (1,3 N) foram adicionados a reagdo e a

leitura feita em 440 nm. A concentragdo de piruvato foi estimada utilizando-se como
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padrao uma solucao de 100 nmoles de piruvato de sodio e expressa em pmoles/g tecido ou

ml de plasma.
3.7.5 Aminoacidos livres

Foram determinados por uma modificacio do método de COPLEY (1941). Os
homogeneizados neutros foram diluidos em 200 pl de dgua destilada e posteriormente 2 ml
de Ninhidrina 0,1% (em propanol) foi adicionada a reacdo. Os tubos de ensaio foram
vedados para impedir a evaporac¢ao da ninhidrina e mantidos em baho-maria a 40°C por 30
minutos. A leitura foi realizada em 570 nm e utilizava-se como padrao 100 nmoles de

solucdo de 4cido aminoacido e expressa em pmoles /g tecido ou ml de plasma.

3.7.6 Proteinas soluveis

Apo6s a homogeneizagdo em agua e posterior centrifugacdo, os sobrenadantes foram
diluidos apropriadamente de acordo com o tecido. Uma aliquota de 10ul do homogenato foi
utilizada para determinac¢do do conteudo de proteina total nos tecidos. As amostras foram
pipetadas nos pogos de uma microplaca e em seguida 200ul do reagente de Bradford foram
adicionados (BRADFORD et al., 1976). Esse reagente consiste de uma mistura do
pigmento Comassie Brilliant Blue diluido em Etanol P.A e 4cido fosférico. Em cada placa
juntamente com as amostras foi realizada uma curva padrao de caseina 1%. A concentragdo
de proteina foi determinada espectrofotometricamente em 520 nm, utilizando um leitor de

microplacas e expressa em mg/g tecido ou ml de plasma.
3.7.7 Aménia

A concentracdo de amonia plasmatica foi determinada por nesslerizacao
(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 2,0
ml ao qual adicionava-se 0,5 ml de reativo de Nessler. A leitura optica foi realizada em 420
nm e a concentragdao foi estimada contra um padrdo contendo 100 nmols e expressa em

umoles/g tecido ou ml de plasma.
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3.7.8 Triglicerideos

Os triglicerideos foram estimados colorimetricamente através da transformacdo em
glicerol por acdo de lipoproteina lipase e subseqiiente transformacdao do glicerol em
glicerolfosfato (CHERNECKY et al, 1993). O glicerolfosfato foi oxidado a
dihidroxiacetonafosfato e agua oxigenada. A agua oxigenada, produzida em quantidades
equimolares, em presenga de aminoantipirina e etilsulfopropil anisidina, resultou na

formacao de quinoneimina que foi lida em 450 nm.
3.7.9 Acidos graxos livres

As determinagdes das concentragdes de acidos graxos livres (AGL) foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por NORVAK (1965). Foram adicionados 1,0 ml de
solugdo Dole (heptana, alcool isopropilico e acido sulfurico na propor¢ao de 1: 4:0,1) na
amostra constiuida de aliquotas adequadas de plasma, figado e musculo branco, seguida de
agitacao por 2 minutos. Posteriormente, foram adicionados 1,0 ml de heptano e 2,0 ml de
agua destilada, agitando-se novamente por inversdao. Uma amostra equivalente a 600 pl da
fase superior foi retirada e adicionada a uma mistura de cloroférmio e heptano (5:1 v/v), e
1,0 ml de reagente de cobalto. O reagente de cobalto foi constituido por 1,32 volume de
trietanolamina + 10 volumes de solucdo A + 7 volumes de solugdo B. A solucdo A foi
formada por uma solugdo saturada de K;SO4, 6g CO(NO;3),6H,O mais 0,8 ml de acido
acético glacial em agua fervente. Na seqiiéncia, as amostras foram fortemente agitadas por
30 segundos e centrifugadas por 2 minutos a 3.000 rpm. Desta mistura, retirava-se uma
aliquota de 600 pl a qual adicionava-se 600 pl de solugdo indicadora, constituida de 0,4%
de a-nitroso PB-naftal em etanol, diluida 12,5 vezes. A leitura Optica foi realizada em 500
nm e a concentracao foi estimada contra um padrao de acido palmitico 4 mM e expressa em

pmoles/g tecido ou ml de plasma.
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3.8 Analise estatistica

Os dados estdo apresentados como média + S.E.M. (erro padrao da média) para as
enzimas digestivas e como média + desvio padrdo para o restante dos dados analisados
(n=12). Os dados foram analisados de acordo com teste paramétrico ANOVA. Quando
foram encontradas diferencas significativas (P<0,05), as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo pos-teste de Tukey. Correlagcdes de Pearson foram determinadas entre as

variaveis pertinentes.
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4. RESULTADOS

4.1 Condicoes Ambientais

Os parametros fisico-quimicos da dgua dos tanques experimentais foram mantidos
constantes ao longo do periodo experimental e dentro da faixa de conforto para o cultivo de
peixes tropicais (VINATEA ARANA, 1997). A temperatura manteve-se em 26,9 + 1,2 °C,
o oxigénio dissolvido (OD) em 3,8 £ 0,38 mg/L e o pH 7,1 £ 0,14. A amoénia em 0,16 +
0,01 mg/L, alcalinidade em 46 = 3 mg/L e a dureza em 57 = 4 mg/L.
4.2 Ganho em peso

A diminui¢do do contetido de proteina bruta e o aumento do teor de lipidio na dieta
resultaram em diferengas significativas no ganho em peso dos tambaquis durante o periodo
experimental de 48 dias (Figura 2). As maiores porcentagens de ganho de peso foram
apresentadas pelos animais submetidos aos tratamentos I (35 %PB e 4 % lipidio) e II (30 %
PB e 8 % lipidio) e, a partir do tratamento III (25 % PB e 11 % lipidio), o ganho em peso
dos peixes diminuiu significativamente e manteve-se constante no tratamento IV (20,5

%PB ¢ 14,5 % lipidio).

Ganho em peso B tratamento | (35/4 %)
60 ~ [ tratamento 11 (30/8 %)
[ tratamento I (25/11 %)
[ tratamento IV (20/14 %)

50 4 b

40

%

30

20

Figura 2. Porcentagem de ganho em peso (GP %) de tambaquis alimentados com teores

decrescentes de proteina e crescentes de lipidio nas dietas experimentais depois de 48 dias.
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4.3 Parametros Hematoldégicos
Os juvenis de tambaqui ndo apresentaram diferencas significativas nos parametros

sanguineos analisados, hematodcrito e concentracdo de hemoglobina total (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros hematologicos de tambaquis submetidos a quatro dietas
experimentais com diferentes teores de proteina e lipidio. Valores apresentados como

média *+ desvia padrao. P = proteina e L = lipidio.

Tratamentos (P/L %) |1(35/4) (30/8) [II(25/11) |1V (20/14)

Hematocrito 20,42 +1,45|20,96 +£1,07|20,36 £1,37 20,76 £2,7

Hemoglobina Total | 5,05 +0,81 |529+0,33 |5,21+0,41 |5,44+0,82

4.4 Enzimas Digestivas

Os dados referentes as enzimas digestivas de tambaquis alimentados com diferentes
teores de proteina e lipidio na dieta estdo apresentados na Tabela 3.

Foi detectada hidrdlise de proteina, carboidrato e lipidio ao longo de todo o trato

digestorio de tambaqui (Figura 3).

4.4.1 Protease

A Tabela 3 mostra que a atividade da protease inespecifica estomacal aumentou
significativamente no tratamento III e depois apresentou queda significativa no tratamento
IV. Esta porcao do trato apresentou a maior atividade desta enzima (2938 + 348 Ul/mg de
proteina). A menor atividade especifica no estdmago ocorreu quando o nivel de proteina foi
minimo (tratamento IV). Nos cecos piléricos a atividade protedsica apresentou queda
significativa a partir do tratamento II e manteve-se constante até o tratamento IV. O
intestino apresentou pequenas atividades desta enzima. O intestino anterior e o posterior
nao apresentaram diferengas significativas nas atividades de protease inespecifica entre os
tratamentos. Nao foi observada correlacdo entre algum nutriente da dieta e a protease
inespecifica estomacal. Entretanto, a atividade méaxima desta enzima foi observada quando

os valores do teor de fibra, lipidios e proteina convergiram (Figura 4).
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4.4.2 Lipase

O estdmago apresentou as maiores médias de atividade lip6litica do trato digestorio
(Tabela 3). A atividade da lipase diminuiu significativamente no tratamento IV. Assim,
nesta por¢do do trato, o aumento do teor de lipidio nas dietas reduziu aparentemente a
expressao da lipase. Nos cecos pildricos observou-se comportamento inverso: a atividade
lipasica nesta por¢ao aumentou significativamente no tratamento I'V (maior teor de lipidio e
menor de proteina na dieta). No intestino anterior, a atividade de lipase apresentou
aumento significativo no tratamento II e no tratamento IV. As menores atividades de lipase
foram registradas no intestino posterior. Nesta por¢ao do trato a atividade da lipase também
apresentou aumento significativo nos tratamentos IIl e IV. A lipase do intestino anterior

apresentou forte correlacao positiva com o lipidio da dieta (PC=0,931) (Figura 4).

4.4.3 Amilase

No estdmago a atividade da amilase manteve-se constante ao longo dos tratamentos
(Tabela 3). A regido dos cecos pildricos foi a mais relevante como produtora de amilase,
apresentando a maior média de atividade registrada (204 + 8 Ul/mg de proteina). Nesta
regido o maior valor observado foi para o tratamento I (maior teor de proteina € o menor de
lipidio das dietas) e a atividade desta enzima apresenta queda significativa no tratamento II
e no tratamento I'V. Nas por¢des do intestino foi observada uma redugdo significativa da
atividade amilohidrolitica no tratamento I'V.

A amilase dos cecos piloricos foi positivamente correlacionada com a proteina da

dieta (PC=0,808) (Figura 4).
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Tabela 3. Atividades especificas das enzimas digestivas (média £ S.E.M.) nas por¢des do

trato gastrintestinal de tambaqui (C. macropomum) alimentado com diferentes niveis de

proteina e lipidio na dieta.

Enzima Porcao Dietas Experimentais
U/mg 1(35/4 %) 1 (30/8 %) T (25/11 %) IV (20/14 %)
proteina
Protease E 1700,9+278,9* 1987,7+228,9° 2938,4+348,4° 1003,9+104,3°
C.P. 272,6 +31°  88,9+10° 68,4 +7° 28,3 +4°
LA. 16,1 +2° 13,7+ 1° 17,3 £2° 13,9 +2°
LP. 43 40,3 146+23"  88+14° 5,5+0,6"
Lipase E 415,7+38  321,7+12® 4694 +41°  2384+11°
C.P. 152,6 + 10° 200,44+ 12 1822+17®° 217,6+12°
LA 202,6 + 4° 3423+ 16 332,11 £26°  442,0 £21°
P 30,5+ 1° 31,6 +5° 54,1 +6 60,0 +7,2°
Amilase E 24,9 +5° 15,4 +2° 232+3° 17,3 £3°
C.P. 204,9 + 8° 164,6 +7° 189,1 £9® 89,9+ 7°
LA 20,4 £2° 17,5 +2° 21,3+2° 94+1°
LP 28,5+3° 34,0 +3° 35,8 +2° 144+1°

E, estomago; C.P, cecos piloricos; I.A, intestino anterior; I.P, intestino posterior. Letras

diferentes na mesma linha significa diferengas estatisticas (p < 0,05) (média + S.E.M.) (n =

12).
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Figura 3. Atividade de protease, lipase e amilase em pmol/min/mg proteina no canal
alimentar de C. macropomum alimentado com diferentes niveis de proteina e lipidio na

dieta.
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Figura 4. Valores relativos (%) das atividades das enzimas digestivas e dos macronutrientes

da dieta em diferentes por¢des do trato de C. macropomum alimentado com diferentes

contetdos de proteina e lipidio. (a) protease estomacal, (b) lipase do intestino anterior e (c)
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amilase dos cecos piloricos. Os valores relativos representam a razdo (atividade

corrente/atividade maxima) x 100.

4.5 Metabolismo Intermediario

Os diferentes perfis metabolicos apresentados pelos tambaquis mostraram
diferencas significativas sugerindo alteragdes dindmicas e trocas de intermedidrios
metabolicos entre os tecidos. Estas trocas envolveram o sangue como veiculo dos
intermediarios, e as alteracdes plasmaticas nas concentragdes dos metabolitos corroboraram
as variagdes observadas no perfil bioquimico apresentado pelos tecidos.

4.5.1 Figado

O perfil metabdlico do figado frente as mudancas na composi¢do das dietas
experimentais esta representado na Tabela 4 e nas Figuras 5,6 ¢ 7

Neste tecido a concentracdo de agucares totais diminuiu significativamente no
tratamento IV e de glicogénio diminuiu significativamente no tratamento III e apresentou
pequena recuperagao tratamento IV. O teor de lactato nao apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos e o de piruvato apresentou aumento significativo a partir do tratamento
III. Este perfil foi acompanhado por uma diminui¢do significativa da atividade da LDH do
tratamento II e posterior recuperacdo desta atividade nos tratamentos III e IV. A atividade
da MDH apresentou diminui¢ao significativa a partir do tratamento I.

O teor de aminoacido ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos e a
concentragdo de proteina aumentou significativamente nos tratamentos III e IV. Este perfil
foi acompanhado por uma diminui¢do significativa da atividade da GDH a partir do
tratamento [. A atividade da ALAT apresentou queda significativa no tratamento II,
recuperacdo desta atividade no tratamento III e queda significativa no tratamento IV. A
atividade da ASAT apresentou queda significativa no tratamento II. A concentracdo de
amonia neste tecido apresentou aumento significativo nos tratamentos II e III e diminui¢ao
significativa no tratamento IV.

As concentragdes de 4acidos graxos livres e triglicerideos apresentaram queda
significativa neste tecido nos tratamentos II, III e IV (conforme o teor de lipidio aumentou e

o de proteina diminuiu nas dietas).
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Tabela 4. Média + desvio padrao dos intermedidrios metabdlicos e enzimas, analisados no

figado de C. macropomum alimentado com diferentes teores de proteina e lipidio na dieta.

Tratamentos (P/L %) I (35/4) 11 (30/6) I (25/11) |1V (20/14)
Acucares totais (nmol/g tecido) | 314,2466,2* [ 262.2+65%, |250,8+56,3% |226,2465,3"
Lactato (umol/g tecido) 3,4340,6  |3,13%0,7 3,36%0,5 2,95+0,4
Piruvato (umol/g tecido) 0,3240,06° [0,37+0,13° |0,46+0,08"° |0,55+0,11°
Amoénia (umol/g tecido) 19,38+2,66" | 24,38+2,44" | 35,28+7,5°  |30,04+6,8"
Glicogénio (umol/g tecido) 576,2+81,8" | 566,1+107,5% | 378,9+45,6° | 483,3+56,9°
Aminoacidos (umol/g tecido) |19,942,4 18.,842,3 19,5+1,9 19,5+1.,8
Proteina (mg/g tecido) 85,74+14,9°196,7+22,3" |114,8423,1* |109,5+18,7*
AGL (umol/g tecido) 1,8440,3* |1,41402°  [1,13£0,19° |0,88+0,05°
TGL (umol/g tecido) 1,47402*  |121+0,1°  |140,08° 1,11+0,14"
LDH (nmol/min/mg proteina) |354,12+99% |241,26+51° [294,72+79,5(337,01+76,7°
MDH (nmol/min/mg proteina) |50,45+8,3" |33,12+7,8" [32,2847,3° [33,8+4.,9
GDH (nmol/min/mg proteina) |357,77+54% |228,58+27,6°203,24+29,9" |78,6+9,5°
ALAT (nmol/min/mg proteina) | 16,3+4,7* |11,2246,4° [15,3143,6° |10,1242,9°
ASAT (nmol/min/mg proteina) | 11,41+1,8* |8,86+1,5 10,9+1,3? 10,124+2,2%

Letras diferentes nas linhas representam diferencgas significativas (P<0,05). P = proteina e L

= lipidio.
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Figura 5. Perfil glicidico hepatico de C. macropomum alimentado com diferentes teores de
proteina e lipidio na dieta. (a) agucares totais, (b) glicogénio, (c) lactato, (d) piruvato, (e)

atividade da LDH e (f) atividade da MDH.
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Figura 6. Perfil protéico do figado de C. macropomum alimentado com diferentes teores de

proteina e lipidio na dieta. (a) aminoacidos livres, (b) proteina, (c) amonia, (d) atividade da

GDH, (e) atividade da ALAT, (f) atividade da ASAT.
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proteina e lipidio na dieta. (a) triacilglicerois livres e (b) acidos graxos livres.

4.5.2 Misculo Branco

O perfil metabolico do musculo branco frente as mudangas na composi¢do das
dietas experimentais esta representado na Tabela 5 e nas figuras 8, 9 ¢ 10.

Neste tecido nao foram observadas diferencas significativas nas concentracdes de
agUcares totais. A concentragdo de glicogénio aumentou significativamente no tratamento
IV (em fungdo do aumento de lipidio na dieta). O teor de piruvato apresentou aumento
significativo no tratamento IV e o de lactato diminuigao significativa a partir do tratamento
Il (maiores quantidades de lipidio na dieta). Este perfil foi acompanhado por uma

diminui¢do significativa da atividade de LDH nos tratamentos Il e I'V.
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As concentracdes de aminoacidos e proteina neste tecido ndo apresentaram
diferencas significativas ao longo dos tratamentos. A concentragdo de amonia aumentou
significativamente no tratamento que tinha mais lipidio € menos proteina (IV).

A concentracdo de acidos graxos livres apresentou aumento significativo no
tratamento II, diminui¢do no III e novamente aumento significativo no IV (que tinha o
maior teor de lipidio e o menor de proteina) e a concentragao de triglicerideos diminuiu a

partir do tratamento I (com o aumento de lipidio e diminui¢ao de proteina nas dietas).

Tabela 5. Média + desvio padrdo dos intermediarios metabdlicos e enzimas, analisados no

musculo branco de C. macropomum alimentado com diferentes teores de proteina e lipidio

na dieta.

Tratamentos (P/L %) I(35/4) I1 (30/6) |III(25/11) |[IV (20/14)
Acucares totais (umol/g tecido) | 10,9+1,2 10,4+0,9 |10,7£1,2 11,8+1,9

Lactato (umol/g tecido) 15,842,3*  |15,3+2,4* |11,5¢1,3° |11,7¢1,2°
Piruvato (umol/g tecido) 0,1640,03° |0,2+0,04% |0,240,04®® |0,21+0,05°
Ambnia (umol/g tecido) 10,4740,6° |10,5240,8"(11,21+1,2° |12,61+1,4°
Glicogénio (umol/g tecido) 3,7540,6° |3,84+0,4° |3,76+0,8" |4,6240,8"
Aminoacidos (umol/g tecido) | 19,942,1 21,4422 |21,3%1,6 21,4422

Proteina (mg/g tecido) 45,615,1 46,2+5,7 143,3+4,6 51,4+14,3
AGL (umol/g tecido) 0,0240,007°| 0,05+0,01° | 0,03+0,007° {0,06+0,01°
TGL (umol/g tecido) 0,9740,2* |0,23£0,02°|0,25+0,02° |0,3440,07°
LDH (nmol/min/mg proteina) |27,04+5,9° |20,9+6,1%° |16,7+5,3° |18,7+5,8"

Letras diferentes nas linhas representam diferencgas significativas (P<0,05). P = proteina e L

= lipidio.
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Figura 8. Perfil glicidico do musculo branco de C. macropomum alimentado com diferentes

teores de proteina e lipidio na dieta. (a) agucares totais, (b) glicogénio, (c) lactato, (d)

piruvato, (e) atividade da LDH.
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Figura 10. Perfil lipidico do mtsculo branco de C. macropomum alimentado com diferentes
teores de proteina e lipidio na dieta. (a) triacilglicerdis livres e (b) acidos graxos livres.

4.5.3 Plasma

O perfil metabolico do plasma frente as mudancas na composicdo das dietas
experimentais esta representado na Tabela 6 e nas figuras 11, 12 e 13.

Foi observada diminuicdo significativa na concentracdo de agucares totais a partir
do tratamento I, diminui¢do na concentragdo de lactato no tratamento III e de piruvato no
tratamento II e posteriores recuperacdes destas concentracdes no tratamento IV.

As concentracdes de aminoacidos e amdnia aumentaram significativamente a partir
do tratamento I no plasma de C. macropomum submetido ao aumento dos teores de lipidio
e diminuicdao dos teores de proteina da dieta. A concentracdo de proteina ndo apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos.

A concentracdo de TGL apresentou queda significativa no tratamento III e posterior
recuperacgao no tratamento IV. A concentragdo de AGL apresentou diminui¢do significativa

no tratamento IV (maior teor de lipidio e menor de proteina das dietas experimentais).

Tabela 6. Média + desvio padrdo dos intermedidrios metabolicos analisados no plasma de

C. macropomum alimentado com diferentes teores de proteina e lipidio na dieta.

Tratamentos (P/L %) |1 (35/4) I1(30/6) [III(25/11) |[IV (20/14)
Aclcares totais (pmol/ml) | 5,74+1° 3,8+1° 2,840,6" 3,741,2°
Lactato (umol/ml) 1,7140.2® [1,3940,3% [1,1140,1°  |2,3+0,4°
Piruvato (pmol/ml) 0,17+0,05% | 0,13+0,03" |0,14+0,03* |0,19£0,06
Aménia (umol/ml) 0,9240,2° |1,2540,3® |1,49+0,3* |1,53+0,3"
Aminoécidos (umol/ml) |0,92+0,2° | 1,240,3* |1,440,3" 1,540,3
Proteina (mg/ml) 62,5£10,6 [659483 |64,7+153 [73,2+18,1
AGL (umol/ml) 0,07+0,006" | 0,06+0,01%° | 0,0420,003* | 0,03+0,005"
TGL (umol/ml) 1,0740,2* |1,07£0,2* ]0,69+0,2° |0,89+0,2%°

Letras diferentes nas linhas representam diferencgas significativas (P<0,05). P = proteina e L

= lipidio.
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Figura 11. Perfil glicidico do plasma de C. macropomum alimentado com diferentes teores

de proteina e lipidio na dieta. (a) agticares totais, (b) lactato, (c) piruvato.
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Figura 12. Perfil protéico do plasma de C. macropomum alimentado com diferentes teores

de proteina e lipidio na dieta. (a) aminodacidos livres, (b) proteina, (c) amonia.
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Figura 13. Perfil lipidico do plasma de C. macropomum alimentado com diferentes teores
de proteina e lipidio na dieta. (a) triacilgliceréis livres e (b) acidos graxos livres.

5. DISCUSSAO

5.1 Ganho em peso

O ganho em peso de peixes jovens ¢ comumente um indicador valioso da adequacao
nutricional da dieta (CHO et al., 1986).

As porcentagens de ganho em peso dos peixes no presente estudo foram
negativamente correlacionadas ao contetido de lipidio na dieta. Apesar de o tratamento III
apresentar menor porcentagem de ganho de peso que os tratamentos I e II, essa diferenga
foi pequena. Isto indica que, tambaquis alimentados com 25 % de proteina bruta e 11 % de
lipidio na dieta (tratamento III) apresentaram ganho em peso semelhante aos peixes
alimentados com dietas contendo maiores teores de proteina e menores de lipidio
(tratamentos I e II).

A reducdo na porcentagem de ganho em peso nos tratamentos III e IV pode ser
devido a quantidade excessiva de lipidio na dieta. De acordo com MANJAPPA e
colaboradores (2002), isto acontece devido a um desbalanceamento na proporcao
proteina/energia indicando a inabilidade do peixe em utilizar o lipidio acima de um
determinado nivel. Estes autores estudaram Cyprinus carpio, alimentado com quatro dietas
isonitrogenadas com crescentes niveis de lipidio, e observaram que o maior ganho em peso
foi apresentado pelos animais que receberam a dieta contendo 11,4 % de lipidio e 24 % de
proteina (T2). Os peixes submetidos a dieta que continha 14,2 % de lipidio e 24 % de
proteina tiveram menor ganho em peso que os animais alimentados com T2, refletindo o
impacto negativo do lipidio na dieta quando este nutriente estd além do nivel 6timo. Um
estudo realizado por MARTINO e colaboradores (2002) com Pseudoplatystoma
corruscans, alimentado com dietas isonitrogenadas (46,5 % PB) e com niveis crescentes de
lipidio, mostrou que o ganho em peso aumentou conforme aumentou o teor de lipidio na
dieta. A melhor performance foi atingida por peixes alimentados com a dieta que continha a
maior relacdo lipidio/proteina (18 % de lipidio). O ganho em peso destes animais foi
aproximadamente dez vezes maior do que aquele obtido pelos peixes alimentados com a
dieta que continha a menor relacdo lipidio/proteina (6 % de lipidio). Um trabalho posterior

foi realizado pelos mesmos autores (MARTINO et al., 2005), dando continuidade ao citado
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acima, onde eles aumentaram os niveis de lipidio da dieta acima de 18 %. Os autores
encontraram que o aumento do contetido de lipidio acima desta porcentagem ndo aumentou
o ganho de peso dos animais, provavelmente porque inibiu o consumo de alimento.

Resultado parecido foi encontrado para juvenis de Rachycentron canadum (CHOU
et al., 2001). Estes autores reportaram que o ganho em peso desta espécie aumentou com o
aumento de lipidio na dieta, mas s6 até uma porcentagem limite de lipidio (5,8 %).
TAKEUCHI e colaboradores (1978) encontraram que o contetido de proteina de truta arco-
iris pode ser reduzido de 48 para 35 % sem redugdo de ganho de peso se a concentracdo de
lipidio for aumentada de 15 a 20 %. Entretanto resultados diferentes ja foram reportados
por outros autores. Aumento nas concentracdes de lipidio da dieta ndo resultou em
diferencas significativas no ganho de peso para juvenis de Sparus aurata (SANTINHA et
al., 1999) e de piracanjuba (Brycon orbignyanus) (BORBA et al., 2003).

As medidas de ganho de peso médio, no primeiro ano de cultivo, registrado
experimentalmente para tambaqui alimentado com rag¢ao balanceada em viveiros, variaram
de 500-1.400 g (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998). Segundo estes autores, nenhuma
destas variaveis foram padronizadas entre os diversos experimentos, assim, comparagoes
diretas entre os resultados e o calculo do crescimento médio sdo dificeis de realizar. O
tamanho alcangado depende principalmente do peso inicial do tambaqui e da duragdo do
cultivo, mas a temperatura da agua e¢ a qualidade do alimento e da dgua também podem

influir.

5.2 Parametros Hematologicos

C. macropomum, quando submetido a diferentes dietas experimentais, apresentou
valores de hematocrito semelhantes aos resultados descritos por VAL (1993). Segundo este
autor, tambaquis juvenis vivendo em seu habitat natural e em situagdes de normoxia
possuem valores de hematocrito em torno de 21 a 24%. CORREA (2002), estudando esta
espécie submetida a diferentes regimes alimentares, também encontrou valores de
hematocrito semelhantes aos encontrados neste estudo.

A constancia observada nos parametros hematologicos indica que as variagdes no

teor protéico e lipidico das dietas ndo provocaram hemodilui¢do, hemoconcentracdo ou
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qualquer tipo de alteragdo metabolica imposta que comprometesse o quadro hematologico
dos peixes.
5.3 Enzimas Digestivas

Para falar-se sobre a estratégia alimentar dos peixes deve considerar-se a habilidade
enzimatica em digerir muitos tipos de comida e, geralmente, a estrutura digestiva do peixe
reflete seus habitos alimentares (CHAKRABARTI et al.,, 1995). Altas atividades
proteoliticas devem ser esperadas em peixes carnivoros e, altas atividades de carboidrases
em peixes herbivoros (REIMER, 1982; CHAKRABARTI et al., 1995). A estrutura
digestiva no presente estudo foi considerada em termos da composi¢do enzimatica,
distribui¢ao e quantidade ou atividades especificas.

O tambaqui apresentou todas as enzimas digestivas distribuidas ao longo do trato
digestorio exceto pela protease inespecifica acida, a qual foi restrita ao estomago.
DEGUARA e colaboradores (2003), estudando a distribuicdo das enzimas digestivas em
Sparus aurata, ¢ LUNDSTEDT e colaboradores (2004) estudando Pseudoplastystoma
corruscans, também observaram essa distribui¢do e, segundo estes autores ¢ CATALDI e
colaboradores (1987), este fato se deve provavelmente a pequena massa de tecido
pancreatico difusa ao longo do intestino anterior e, nos adultos, infiltracdes pancreaticas do
figado.

A distribuicao homogénea das enzimas digestivas ao longo do trato digestorio de peixes
tem sido considerada como uma adaptagdo a variagcdo na composi¢ao da dieta da natureza.
De acordo com CHAKRABARTI e colaboradores (1995), este processo deve ser entendido
como uma conseqiiéncia da historia de vida dos peixes e a posi¢ao deste grupo no curso da
evolugdo dos vertebrados. Segundo estes autores, o canal alimentar dos peixes apresenta
vestigios do estado evoluciondrio onde todas as secdes podem produzir as principais
enzimas e este estdgio ¢ anterior aquele visto em vertebrados superiores, com lugares de
producao de enzimas especificas.

O intestino posterior de tambaqui exibiu as mais baixas atividades enzimaticas.
Segundo DAS e colaboradores (1987) e TENGJAROENKUL e colaboradores (2000),
baixas atividades enzimaticas no intestino posterior de peixes sdo atribuidas ao papel de
reabsor¢do desta por¢do do trato, demonstrando seu papel secundéario na producdo de

enzimas.
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5.3.1 Protease

A alta atividade proteolitica observada em tambaqui ja foi reportada para outras
espécies de peixes ndo-carnivoros (KUZ’MINA, 1990; HIDALGO et al., 1999). De acordo
com estes autores esse potencial ¢ plausivel ja que espécies ndo-carnivoras se alimentam de
uma grande quantidade de proteina vegetal. Em metade do ano o tambaqui consome
somente zooplancton (HONDA, 1974). Além disso, peixes onivoros precisam de menos
proteina que peixes carnivoros e também utilizam carboidrato mais eficientemente.

O estdmago de tambaqui parece ser essencialmente proteolitico. Esta suposigao ¢
reforcada pelas altas atividades proteoliticas registradas nesta por¢do e pela diminuicao
desta atividade a partir do estomago. Além disto, as proteases do intestino ndo
apresentaram carater indutivo.Este fato coloca o estdmago como uma estrutura pivd para
digerir proteina nesta espécie e provavelmente o tambaqui possui habilidade para digerir
proteina presente na dieta independente da quantidade oferecida. Segundo
CHAKRABARTI e colaboradores (1995), a maior fungdo do estdbmago em vertebrados ¢ o
inicio da digestdo de proteinas.

A protease estomacal apresentou um aumento até o tratamento III e uma redugao
somente no tratamento IV. Este comportamento ndo esperado ja foi reportado em outros
estudos. OLATUNDE e OGUNBIYI (1977) inferiram que nem sempre o comportamento
apresentado pelo estdmago tem relagdo com a composicdo da dieta e que varios fatores
como, temperatura, idade do peixe, fase do desenvolvimento, podem afetar a producao
enzimatica em peixes.

A protease do estomago (tratamento IV) e dos cecos piléricos de tambaqui
apresentou caracteristica indutiva, isto ¢, apresentou diminui¢do conforme diminuiu o teor
de proteina e aumentou o de lipidio na dieta. Essa caracteristica parece estar relacionada
aos niveis de lipidio da dieta experimental, como ja foi reportado para Labeo rohita
(GANGADHAR et al, 1997), cuja atividade protedsica apresentou redugdo com o aumento
da suplementagdo de 6leo na dieta. MANJAPPA e colaboradores (2002), estudando
Cyprinus carpio alimentado com baixos teores de proteina e crescentes niveis de lipidio na

dieta, também encontraram uma reducdo na atividade da protease. KOHLA e colaboradores
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(1992), estudando o tambaqui, observaram que a atividade da tripsina nesta espécie diminui
quando grandes quantidades de frutas e sementes sdo ingeridas. Estes autores concluiram
que essa reducao seria causada pela falta de substrato (proteina), devido a digestdo
incompleta das plantas ou inibidores enzimaticos normalmente encontrados em sementes.

No entanto, resultado diferente foi observado para o carnivoro pintado
Pseudoplatystoma corruscans submetido a dietas com crescentes niveis de energia
(LUNDSTEDT, 2003). Este autor encontrou que a atividade da protease do estdmago e do
intestino anterior aumentou em fungdo do teor crescente de energia bruta nas dietas.
Segundo este autor, as maiores atividades proteoliticas inespecificas para animais
alimentados com maior quantidade de energia bruta estariam relacionadas a necessidade de
suprir em aminoacidos para serem utilizados como fonte de energia.

Observando a Figura 4 e visto que a maxima atividade da protease ¢ observada
quando os valores de fibra, lipidio e proteina na dieta convergem, podemos afirmar que o
perfil da protease de C. macropomum requer um fino ajuste dos componentes da dieta para
seu melhor funcionamento e maior atividade.

5.3.2 Lipase

O estdmago e o intestino anterior foram as porcdes do trato digestério de tambaqui
que apresentaram as maiores atividades especificas de lipase inespecifica. Devido a esta
resposta, essas duas por¢des sdo, provavelmente, as mais importantes no processo de
digestdao de lipidio nesta espécie. Estudos in vitro e in vivo da digestdo de diferentes
segmentos do trato de Scophthalmus maximus sugerem que lipdlise ndo especifica na regido
posterior do canal alimentar ¢ a maior responsavel pela digestdo de lipidio (KOVEN et al.,
1997). Também, o padrdo de lipase de matrinxa (Brycon cephalus), um peixe onivoro de
agua doce, ¢ ajustado pela quantidade de lipidio presente no contetido intestinal (REIMER,
1982).

Os cecos pildricos, o intestino anterior e posterior foram as porgdes do trato
digestorio onde a enzima lipolitica apresentou caracteristica indutiva, ou seja, o aumento do
teor de lipidio causou um aumento da atividade enzimatica (Figura 3).

Foi observado em todo o intestino de tambaqui o aumento da lipase acoplado ao
aumento dos teores de lipidio da dieta (como pode ser evidenciado pela estreita correlagao

encontrada entre a lipase do intestino anterior e o lipidio da dieta na figura 4). Altas
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atividades de lipase devido aos altos teores de lipidio na dieta revelam o papel importante
dos lipidios como recurso energético (DIVAKARAN et al, 1999). Semelhantemente ao
observado para tambaqui, DAS e 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 %. Entretanto,
resultados diferentes tém sido observados por varios autores. Por exemplo, em carpas
alimentadas com crescentes niveis de lipidio e baixos teores de proteina na dieta a atividade
lipasica ndo demonstrou alteragdo (MANJAPPA et al.,, 2002). LUNDSTEDT (2003),
estudando Pseudoplatystoma corruscans submetido a dietas com crescentes niveis de
energia, encontrou que a atividade da lipase das porgdes anterior ¢ média do intestino
diminuiu com o aumento dos niveis de energia da dieta.

5.3.3 Amilase

O tambaqui, por ser um peixe onivoro e consumir, além de zooplancton, grandes
quantidades de sementes, frutas e vegetais em sua dieta natural, apresenta altas atividades
de carboidrases. Segundo HSU e WU (1979), para digerir carboidratos complexos e/ou
polissacarideos um grupo especial de enzimas deve ser crucial e ¢ esperada a indugdo
destas enzimas para otimizar a digestdo de alimento vegetal. Segundo estes autores, este
comportamento deve ser esperado no trato digestivo de peixes herbivoros onde as proteases
devem ser menos significativas. Os cecos pildricos de tambaqui apresentaram uma alta
atividade de amilase e mais, nesta por¢do, a amilase apresentou caracteristica indutiva
frente as mudangas na composi¢do dos nutrientes da dieta, isto ¢, altos niveis de gordura,
baixos niveis de proteina e conseqiiente menor teor de carboidrato relativo, diminuiram a
atividade desta enzima. Assim, podemos dizer que os cecos piloricos sao os responsaveis
pela maior parte da digestdo de amido em tambaqui.

A caracteristica indutiva da amilase em peixes ja foi observada para outras espécies.
MORAES e BIDINOTTO (2000), estudando o perfil enzimatico digestivo do onivoro
Piaractus mesopotamicus alimentado com diferentes teores de carboidratos, encontraram
que a atividade da amilase mudou frente as mudangas na composicdo da dieta.
LUNDSTEDT (2003), estudando Pseudoplatystoma corruscans, submetido a dietas com
diferentes niveis de energia, encontrou que a atividade da amilase estomacal da espécie

aumentou em resposta ao aumento de energia da dieta. MANJAPPA e colaboradores
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(2002), estudando Cyprinus carpio, alimentado com baixos teores de proteina e crescentes
niveis de lipidio na dieta, observaram um aumento na atividade da amilase com o aumento
na suplementacdo de oleo de peixe na dieta. Brycon melanopterus apresentou amilase
induzida pelos altos niveis de carboidrato na dieta (REIMER, 1982). E, segundo este autor,
este comportamento parece ser dependente da composi¢do nutricional da dieta. Nos
supomos que a diminuigdo do teor de proteina na dieta e a conseqiiente reducao na oferta de
alguns aminoacidos foram responsaveis pela redugdo na expressao da amilase (como pode
ser observado pela correlagdo positiva encontrada entre a amilase dos cecos piloricos e o
teor de proteina na dieta na figura 4). No estdmago de tambaqui, onde a proteolise foi
preponderante, a atividade amilasica foi baixa.

No presente estudo, o ajuste do perfil enzimatico de tambaqui ao uso do carboidrato
da dieta, além de ter sido dependente da oferta de proteina, também foi dependente da
oferta de lipidio, pois o aumento do teor de lipidio na dieta reduziu a atividade da amilase.
Provavelmente o tambaqui usou preferencialmente o carboidrato como recurso quando o
nivel de lipidio na dieta estava baixo. Quando os teores de lipidio na dieta aumentaram, o
tambaqui usou preferencialmente o lipidio. Este fato reflete a habilidade do tambaqui em

administrar ambos os recursos de energia oferecidos na ragao (carboidrato e/ou lipidio).

5.4 Metabolismo intermediario

Quando os niveis de lipidio aumentaram e os de proteina diminuiram nas dietas
experimentais, o metabolismo intermediario do tambaqui sofreu um rearranjo.

5.4.1 Figado

O aumento do teor de lipidio junto com a diminui¢ao do teor de proteina das dietas
experimentais provavelmente estimulou a glicdlise e a glicogenolise hepaticas de tambaqui
evidenciadas pela queda nas concentracdes de agtlicares totais e glicogénio e aumento da
concentracdo de piruvato. Isto ocorreu provavelmente porque a oferta relativa de
carboidrato diminuiu quando a relagdo lipidio/carboidrato aumentou com o acréscimo de
lipidios na dieta. Segundo DE SILVA ¢ ANDERSON (1995), a manutengao dos teores de
acUcares totais sanguinea ¢ importante, pois muitos tecidos, como o cérebro, utilizam
preferencialmente somente agucares totais como fonte energética. Dessa forma, a redugdo

na concentragdo de agucares totais no figado de C. macropomum sugere o seu fornecimento
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com o proposito de manter os niveis plasmaticos de acucares totais. De acordo com MOON
e FOSTER (1995), em peixes, o figado pode exportar actcares totais a partir da quebra de
glicogénio (glicogenodlise) em direcdo aos tecidos extra-hepaticos. Assim, no presente
estudo, este tecido esta, provavelmente, exercendo sua fun¢do de manutencdo da glicemia
do corpo através destes processos.

A concentragdo de glicogénio hepatico nos peixes pode variar entre as diferentes
espécies, além de poder estar relacionada a outros fatores além da alimentagdo. De acordo
com CORREA (2002) o C. macropomum nio sofre alteragio nas concentracdes de
glicogénio hepatico com o aumento de proteina na dieta. Porém, KOHLA e colaboradores
(1992) encontraram que a concentracdao de glicogénio hepatico diminuiu com o aumento
dos niveis de proteina da dieta para C. macropomum. Cyprinus carpio alimentado com
dietas altamente protéicas (40%) tiveram seu estoque de glicogénio hepatico diminuido
quase pela metade quando comparado com 20 % de proteina na dieta (FINE &
AZILBERG, 1996). VIEIRA e colaboradores (2005), estudando o perfil metabolico de
matrinxd submetido ao aumento dos niveis de proteina da dieta, também verificaram uma
reducdo gradual do glicogénio hepatico quando o teor de proteina da dieta aumentou. Neste
estudo os autores verificaram que as concentragdes de piruvato, agucares totais e lactato
nao mudaram conforme aumentou o teor de proteina na dieta.

MELO (2004) verificou valores constantes da concentragao de glicogénio hepatico
¢ um aumento na concentracdo de agUcares totais neste tecido em Rhamdia quelen
submetido a dietas com niveis crescentes de proteina. CORREA (2002) em um estudo com
C. macropomum submetido também a dietas com niveis crescentes de proteina verificou
uma reducdo na concentracdo de agucares totais hepatica e valores constantes das
concentracdes de piruvato e glicogénio hepaticos.

A atividade da MDH apresentou queda conforme aumentou o teor de lipidio da
dieta indicando uma aparente redugdo do metabolismo oxidativo (provavelmente por falta
de oxaloacetato) ja que a grande quantidade de lipidio ofertada na dieta provavelmente esta
sendo armazenada e ndo oxidada para geragdo de ATP a CO; e H,O.

O aumento da concentragdo de proteina observado no figado de tambaqui, com a
diminuig¢ao do teor de proteina e aumento do teor de lipidio nas dietas podem ser devido a

uma maior mobilizacdo deste nutriente ja que seu teor na dieta diminui ao longo dos
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tratamentos. Similarmente ao resultado encontrado no presente estudo, CORREA (2001)
verificou valores constantes na concentragdo de aminoacidos em um estudo com C.
macropomum submetido a dietas com niveis crescentes de proteina.

O figado ndo demonstrou indicios de atividade neoglicogénica ja que a
concentracdo de aminoacidos manteve-se constante, a concentragdo de proteina aumentou e
a concentracdo de amonia diminuiu no tratamento IV além da diminuicao das atividades
das enzimas envolvidas no metabolismo de proteinas (GDH, ALAT e ASAT). Estas
atividades provavelmente diminuiram por causa do aumento do teor de lipidio e diminui¢ao
do teor de proteina na dieta indicando, a ndo ocorréncia de catabolismo de aminoacidos
para serem utilizados como fonte de energia (neoglicogénese) provavelmente porque este
tecido estd usando o lipidio como recurso energético. Segundo KIRCHNER e
colaboradores (2005), peixes com pouca tomada de proteina ndo apresentam capacidade
gliconeogénica aumentada no figado. A atividade da GDH esta correlacionada, além do
catabolismo protéico, com a excrecdo de amonia. Seus valores de Km, mesmo divergentes
entre espécies (WALTON & COWEY, 1989), sao geralmente similares ou estdo acima da
média de concentracdo de aminoacidos dos tecidos. Assim, as diferencas nestas
concentracdes determinardo o primeiro arranjo cinético, aumentando o catabolismo com o
aumento das concentragdes de substrato (BEAMISH & THOMAS, 1984), conseqiiente a
ingestdo de alimento com altas quantidades de proteina (OGATA et al., 1985). Isto
explicaria a diminui¢do da atividade da GDH neste tecido e a redugdo na concentragao de
amonia no tratamento IV (apresenta o menor teor de proteina e o maior de lipidio entre as
dietas). Segundo MCGOOGAAN e GATLIN (1999), dietas altamente energéticas podem
diminuir o catabolismo de glutamina devido a diminui¢do da necessidade de
gliconeogénese de aminoacidos para demanda energética.

Observando o resultado apresentado pela ASAT hepatica, supomos que a atividade
desta enzima nao foi dependente do tipo de recurso energético oferecido. Também em
Salmo salar, FYNN-AIKINS e colaboradores (1995) encontraram que a ASAT nao foi
dependente do tipo de recurso energético oferecido ao peixe, enquanto que dietas altamente
protéicas promoveram estimulacdo da ALAT hepatica.

A diminui¢do da concentragdo e triglicerideos e de acidos graxos, a partir do

tratamento II, conforme aumentou o teor de lipidio e diminuiu o teor de proteina nas dietas,
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sugere lipdlise neste tecido e uma possivel exportacdo de acidos graxos livres para o
plasma. MELO (2004) verificou uma forte reducdo na concentragdo hepatica de AGL em
Rhamdia quelen submetido a dietas com niveis crescentes de proteina. Segundo este autor,
este resultado indica que a demanda metabdlica neste tecido é suprida por processos
oxidativos de lipidios como ocorreu com C. macropomum no presente estudo.

5.4.2 Musculo branco

A diminui¢do no teor de lactato sugere uma aparente exportacdo deste metabolito
para o plasma para ser reciclado e servir ao metabolismo energético nos demais tecidos.

O aumento da concentrac¢do de glicogénio no tratamento IV (maior teor de lipidio e
menor de proteina) provavelmente ocorreu porque o musculo branco importou agucares
totais do figado e realizou glicogénese e, também, devido a uma possivel neoglicogénese a
partir de aminoacidos indicada pelo aumento na concentragdo de amonia no tratamento IV
(devido a insuficiéncia de proteina para suprir demanda energética neste tratamento).
Segundo HICKLING e MARCH (1982), quando concentragdes de acUcares totais na
circulacao excedem a habilidade do figado para lipogénese e sintese de glicogénio, ocorre
uma elevagdo dramatica na sintese de glicogénio muscular.

VIEIRA e colaboradores (2005) verificaram resultados contrarios quando
aumentaram o teor de proteina da dieta de Brycon cephalus. Estes autores observaram que
as concentracdes de glicogénio e piruvato diminuiram e as concentragdes de aminoacidos e
lactato aumentaram. MELO (2004) verificou um aumento na concentracdo muscular de
glicogénio e valores constantes das concentragdes musculares de lactato, piruvato e
aglcares totais em R. quelen submetido a dietas com niveis crescentes de proteina.
CORREA (2002), em um estudo com C. macropomum verificou que as elevagdes dos
teores de proteina ndo induziram alteracdes bioquimicas no metabolismo glicidico do
musculo branco desta espécie.

Similarmente aos resultados do presente trabalho, MELO (2004) verificou
constdncia nas concentracdes musculares de aminoacidos e proteina em R. quelen
submetido ao aumento de proteina na dieta. CORREA (2002), em um estudo com C.
macropomum submetido também a dietas com niveis crescentes de proteina encontrou um

aumento na concentra¢do de aminoacidos musculares.
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A diminuicdo na concentragdo de triglicerideos e aumento da concentragdo de
acidos graxos musculares sugere lipolise neste tecido. O musculo branco de tambaqui
submetido a dietas com o mais alto teor de lipidio e mais baixo teor de proteina foi um
grande consumidor de triglicerideos. MELO (2004) também verificou uma reducdo na
concentracdo de AGL apontando para um processo oxidativo de lipidios para atendimento
da demanda energética em R. quelen submetido a dietas com niveis crescentes de proteina.
MOYES et al. (1995) destaca 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 presente em
conjunto, a oxidacao dos acidos graxos inibe a utiliza¢do de piruvato. Estes dados podem
ser comparados com as respostas observadas no musculo branco dos animais que
apresentaram acumulo de piruvato e diminui¢do de acidos graxos em relagdo ao aumento
de lipidios na dieta.

5.4.3 Plasma

Segundo VIEIRA e colaboradores (2005), mudangas na concentragdo dos
metabolitos plasmaticos refletem ajustes bioquimicos do metabolismo as mudancas nas
dietas. O perfil metabolico plasmatico reflete seu papel de transporte dos diversos
intermedidrios metabolicos entre os tecidos.

A diminuicao da glicose plasmatica a partir do tratamento [ ocorreu provavelmente
devido a uma exportacdo deste metabolito para suprimento da demanda energética dos
tecidos. O aumento da concentragdo de lactato plasmatico a partir do tratamento II pode ser
devido a importagdo deste metabolito do musculo branco onde sua concentragdao diminuiu.

A concentragdo de amonia plasmatica aumentou a partir do tratamento I
provavelmente porque ela foi importada do musculo branco para ser excretada, pois ela esta
elevada nestes tecidos. De acordo com MCGOOGAN e GATLIN (1999), ¢ dificil usar a
concentracdo de amoénia como ferramenta para diagnosticos. Isto parece fazer sentido ja
que individuos dentro do mesmo tratamento podem ingerir quantidades variadas de comida
e assim ter o metabolismo intermediario levemente modificado. Segundo estes autores, esta
medida pode ser mais apropriada se o peixe comer uma quantidade conhecida de racao.

As concentragdes de triglicerideos e de 4cidos graxos livres plasmaticos

diminuiram, quando aumentou o teor de lipidio e diminuiu o de proteina nas dietas,
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provavelmente devido a lip6lise para suprimento da demanda energética ja que a oferta de
carboidrato relativa e de proteina diminuiu. Os dados existentes na literatura sobre a
concentracao destes metabdlitos frente a mudangas na composicao das dietas sdo bastante
controversos. KIRCHNER e colaboradores (2003), estudando Oncorhynchus mykiss
encontraram que peixes alimentados com menor tomada de proteina também apresentaram
menores niveis de triglicerideos. LUNDSTEDT (2004), estudando juvenis de pintados
submetidos a dietas com teores crescentes de lipidio, ou energia bruta na dieta, verificou
que a concentracdo de TGL plasmaticos decresceu significativamente nos animais
alimentados com quantidades crescentes de energia. Resposta oposta foi observada para a
variacdo da concentragdo de AGL, superior no tratamento com maior nivel de lipidios ou
energia. Segundo este autor, estes dados sugerem a ocorréncia de um quadro metabodlico
lipolitico em Pseudoplatystoma corruscans. Também HEMRE e SANDNES (1999)
testaram uma ampla faixa de inclusdo de lipidios na dieta, de 31 a 47%, para salmdo do
Atlantico (S. salar) e verificaram que a variagao lipidica na dieta ndo resultou em qualquer

alteracdo na concentragdo de triacilglicerois plasmaticos.
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6. CONCLUSOES

O perfil enzimatico digestivo de C. macropomum se ajusta a baixos teores de

proteina na dieta preservando a habilidade em usar lipidio e carboidrato.

O pertfil da protease de C. macropomum requer um fino ajuste dos componentes da

dieta para seu melhor funcionamento e maior atividade;

O menor teor protéico que promoveu o maximo crescimento foi de 30 % em uma

dieta com 8 % de lipidio (tratamento III).

O alto teor de lipidio da dieta IV (14,5%) inibiu a ingestdao de alimento. Assim, os
peixes deste tratamento passaram a utilizar a proteina da dieta mais como recurso
energético para suprir a demanda metabolica do que para os processos anabolicos de
crescimento, resultando em baixo ganho em peso, aumento da amonia plasmatica e

neoglicogénese a partir de aminoacidos no musculo branco.
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