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RESUMO

Para que os nutrientes ingeridos pelo peixe sejam utilizados para o crescimento e
para a manutencdo do metabolismo energético, eles, primeiramente, precisam ser absorvidos
pelo trato gastrointestinal do animal, porém a maioria dos alimentos ingeridos pelos peixes
nao podem ser absorvidos diretamente pela mucosa gastrointestinal, ja que sdo constituidos
em grande parte por moléculas de alto peso molecular. O processo de transformagdao em
moléculas menores ¢ catalisado por enzimas digestivas. Desta forma, um dos fatores que
limita absor¢do do alimento ¢ a disponibilidade dessas enzimas. Sua sintese e a secre¢ao
podem ser estimuladas pela presenca de aminoécidos livres no limen gastrico e intestinal.

Neste trabalho avaliamos o efeito de aminoacidos essenciais livres (AAEL)
adicionados a dieta sobre a sintese de enzimas digestivas e no metabolismo intermediério de
matrinxa. Seis grupos de peixes foram submetidos a condigdes alimentares diferentes durante
15 dias. O grupo controle recebeu uma ragdo com 34% de proteina e 4.670 kcal por kg de
racdo de energia bruta. O segundo grupo, chamado SO, foi alimentado com uma ragdo que
continha caseina e gelatina e amido de milho. O terceiro grupo, denominado SO+AAEL, foi
alimentado com uma racdo semelhante a anterior, porém 0,6% celulose foi substituida por
uma mistura 0,1% de fenilalanina, 0,1% de triptofano, 0,1% de valina, 0,1% de histidina,
0,1% de arginina e 0,1% de leucina. O quarto grupo, chamado SA, foi alimentado com uma
racdo que continha caseina e gelatina e 6leo de soja. O quinto grupo, denominado,
SA+AAEL, foi alimentado com uma rag¢ao semelhante a anterior, porém a 0,6% celulose foi
substituida por seis AAEL, tal como explicado acima. O ultimo grupo ficou em jejum
durante periodo experimental.

Apo6s o periodo experimental, 9 peixes de cada tratamento foram amostrados para a
coleta de sangue, musculo branco, figado e trato digestorio. As atividades amilolitica,
proteolicica inespecifica, triptica e lipolitica ensaiadas no sobrenadante dos homogeneizados
tissulares do trato digestorio apresentaram ajustes devido a modificacdo da composi¢do da
dieta, principalmente devido a auséncia de amido e a adi¢do de AAEL. O presente conjunto
de dados indica que o matrinxa é capaz de ajustar a secrecdo dessas enzimas para otimizar
seu processo quimico digestivo.

As alteragdes das concentragdes dos intermediarios metabdlicos plasmaticos,
musculares e hepaticos tornam evidente que o matrinxa ¢ capaz de adaptar seu metabolismo
intermediario frente a alteragcdo da condig@o alimentar para manter suas fungdes vitais. Porém
o aumento da atividade enzimatica nos grupos que receberam uma dieta com AAEL ndo

provocou modificagdo significativa do metabolismo intermediario.
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ABSTRACT

For the nutrients ingested by fish are used for growth and maintenance of the
energetical metabolism, they need firstly being absorbed by gastrointestinal tract. However,
the most foods ingested cannot be absorbed directly through the gastrointestinal mucosa,
since they are largely formed by high molecular weight molecules. The process of
transforming large molecules into smaller is catalyzed by digestive enzymes. Therefore, a
limiting factor to the food absorption is the availability of those enzymes. Their synthesis and
the secretion can be stimulated by free amino acids in the gastric and intestinal lumen.

We have investigated the effect of free essential amino acids (AAEL) supplementing
the diets on the synthesis of digestive enzyme and the intermediary metabolism of matrinxa.
Six fish groups were submitted to different feeding condition for 15 days. The control group
was fed with 34% of protein and 4.670 kcal of gross energy by kg of food. Maize starch and
soy oil were used as energy source. The second group, called SO, was fed with casein and
gelatin as protein source and maize starch as energy source. The third group, called
SO+AAEL, was feed with a similar food wherein the 0.6% of cellulose, added as inert stuff,
was replaced by a mixture conteining 0.1% of phenylalanine, 0.1% tryptophane, 0.1% valine,
0.1% histidine, 0.1% arginine and 0.1% leucine. The fourth group, called SA, was feed with
casein and gelatin as protein source and soy oil as energy source. The fifth group, called
SA+AAEL, was feed with a similar food but 0.6% of cellulose was replaced by a mixture of
six AAEL, just as above. The last group was kept in fast over the experimental period.

After the experimental period, 9 fish from each treatment were sampled. The blood
was withdrawn and white muscle, liver and digesting treat were excised. The amylolytic,
proteolytic and lipolytic activities assayed in digestive tract homogenates were responsive to
diet composition, mainly to the absence of starch and the addition of FEAA. The present set
of data indicates that the matrinxa is able to adjust these enzymes production toward digestive
process optimization.

The alterations in plasmatic, muscular and hepatic metabolic intermediaries’
concentration become evident that the matrinxa is able to adapt its intermediary metabolism to
the changes on the feeding condition to preserve vital functions. However the increase of the
enzymatic activity in the fed with the diet AAEL did not result in significant modification on

the intermediary metabolism.



1 INTRODUCAO
1.1 Consideracoes gerais.

Desde a segunda metade do século XX a aqliicultura tem sido reconhecida
mundialmente como um investimento viavel e lucrativo, visto que além de proporcionar a
manuten¢do dos estoques naturais, a produgdo pesqueira parece ser bem mais controlada
através do cultivo de peixes sob condi¢cdes de manejo, obtendo-se dessa forma maiores
rendimentos.

No Brasil, a piscicultura ¢ uma atividade comercial com grande potencial de
crescimento, ja que ha uma grande variedade de espécies, que podem ser cultivadas, e ha boas
condigdes climaticas. Porém, o potencial para a expansdo dessa atividade ¢ pouco
aproveitado. Isso se deve, entre outras razdes, a falta de uma politica efetiva para organizar e
promover o desenvolvimento da aqiiicultura como produtora de alimentos (Resende, 2003) e,
também, a falta de informagdes sobre as espécies nativas (Prieto, Logato ef al., 2006).

Para que essa atividade possa atingir toda a sua potencialidade, tornam-se importantes
os estudos relacionados ao melhoramento de técnicas de reprodu¢do, a nutri¢do, a0 manejo e
aos fatores fisico-quimicos que interferem na sobrevivéncia dos peixes nativos criados em
cativeiro, visto que, muito do que se sabe sobre satide, qualidade e crescimento de peixes vém
do estudo aplicado a outras espécies, principalmente salmao, Salmo salar, e truta,
Onchorinchus mykiss, (Hachbarth, 2004).

Superados os problemas relativos as técnicas de reprodugdo fora do habitat da espécie, o
que ¢ um grande problema na piscicultura, os conhecimentos relativos as diferentes
necessidades nutricionais e aos diferentes comportamentos alimentares possuem um papel
fundamental no desenvolvimento da piscicultura. A alimentacdo ¢ o componente mais
relevante nos custos de produgdo da piscicultura (Kubitza, 1997; Scorvo Filho, Martin et al.,
1998) devendo suprir as necessidades nutricionais do animal para que haja um ganho
satisfatorio de biomassa. Além disso, um arragcoamento adequado também contribui para a
manuten¢do da qualidade da 4gua de cultivo e dos efluentes de piscicultura (Azzaydi, Martnez
et al., 2000; Henry-Silva, Camargo et al., 2006).

O crescimento e a eficiéncia alimentar de uma espécie sdo os fatores mais criticos para
se determinar a viabilidade de sua producdo em escala industrial (Hung, Fynn-Aikins et al.,
1989). Visando o sucesso da criacdo intensiva de uma espécie, existe a necessidade de se
determinar suas necessidades nutricionais, praticas de alimentacdo e estratégias de manejo
alimentar (Jorgensen, Baardvik ef al., 1996). Para a elaboracdo de uma ra¢do adequada aos

peixes atualmente cultivados, € preciso conhecer as variagdes da estrutura e fisiologia do seu



sistema digestorio (Portz, 2001) e buscar parametros que reflitam o aproveitamento do

alimento pela espécie cultivada (Melo, 2004).

1.2 Nutrigdo de peixes

A qualidade nutricional da dieta ¢ importante para a criagdo de peixes e pode
determinar em grande parte o sucesso desta criacdo. Atualmente, o estudo da nutricdo de
peixes tem o papel de reconhecer e entender a inter-relacdo entre os niveis de nutrientes da
dieta, a digestibilidade, a absor¢do dos nutrientes, o crescimento ¢ a satide dos animais
utilizados na aqiiicultura (Halver, 2001). Esses estudos tém demonstrado que qualquer dieta,
que vise promover o crescimento, precisa incluir uma fonte de energia, aminoacidos
essenciais e certas vitaminas e minerais (De Almeida, 2006). Porém, segundo PHILLIPS
(1969), ¢ necessario um balango adequado entre alimentos energéticos e construtores
(carboidratos, lipidios e proteinas), para se obter o maximo crescimento da espécie a um baixo
custo

Os requerimentos nutricionais de todas as espécies aquaticas cultivadas estdo
compreendidos entre cinco grupos de nutrientes: proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas e
minerais (Tacon, 1989). Dentre estes, os carboidratos, os lipidios e as proteinas podem ser
usados como fonte de energia pelos peixes, mas esses compostos nao proporcionam as
mesmas taxas de crescimento (Jobling, 1995). Portanto, os peixes e animais terrestres
necessitam, de modo geral, os mesmos nutrientes para o crescimento, reproducdo e outras
funcdes fisiologicas. Esses nutrientes geralmente sdo obtidos dos alimentos disponiveis no
ambiente. Porém, se os peixes sdo mantidos em confinamento, onde o alimento natural se
torna escasso, eles devem ser alimentados com uma ragdo nutricionalmente completa e
balanceada (Rotta, 2003). A supressdo de qualquer nutriente requerido pelo peixe reduzird a
taxa de crescimento, aumentara a taxa de conversdo alimentar e podera, ainda, causar doengas

e mortalidade (Hepher, 1989).

1.2.1 Nutrientes
a) Proteina

A proteina da dieta ¢ um dos fatores mais relevantes, ja que ela ¢ o ingrediente que
mais afeta o crescimento dos peixes € o custo da alimentagdo (Van Den Thillart e Van Raaij,
1995; Lee, Cho et al., 2000; Lee e Lee, 2004). Independente de seu héabito alimentar, em
geral, os peixes necessitam de grandes quantidades de proteina para crescer (Hepher, 1989).

Isto ocorre porque os aminodcidos oriundos da hidrélise de proteinas consumida na dieta dos



peixes podem ser utilizados em duas rotas metabolicas: catabolismo, que ¢ o processo no qual
os aminodcidos absorvidos sdao desaminados ou descarboxilados para serem utilizados como
fonte de energia (Cowey, Mackie et al., 1985; Wilson, 1989; De Silva e Anderson, 1995) ou
anabolismo, que ¢ o processo no qual os aminodcidos sdo utilizados para a sintese de
proteinas do corpo. Neste caso a composicdo em aminodcidos da proteina consumida
desempenha um papel crucial (Hepher, 1989). Sendo assim, a quantidade de proteina
consumida pelos peixes afeta diretamente seu estado metabolico, ja que altos niveis de
proteina resultam em aumentos nas concentracdes de aminodcidos livres circulantes, na
excrecdo de amonia, na sintese proteica, na atividade das enzimas gliconeogénicas e na
reducgdo da atividade das enzimas globalisticas (De Silva e Anderson, 1995).

Para peixes, o requerimento protéico estimado que proporciona o melhor crescimento
varia entre 25% e 50% do peso seco da ragdo dependendo da espécie (Nrc, 1993) e da idade.
Porém, WILSON (1989) salientou que tais requerimentos podem ser muitas vezes
superestimados e, como o excesso de proteina nao pode ser estucado, as proteinas sao,
normalmente, catabolizadas e os aminoacidos liberados podem ser utilizados como fonte de
energia. LEE e colaboradores (2000) relatam que altos niveis de proteina de boa qualidade na
dieta, geralmente, resultam em um crescimento rapido. Entretanto, como a fragdo proteica ¢
geralmente a parte mais cara, estas seriam mais eficientes, sob o ponto de vista econdmico, se
destinadas para o crescimento, para o qual sdo essenciais, enquanto as fontes ndo proteicas,
como carboidratos e lipidios, seriam utilizadas para fins energéticos (Hepher, 1989),
poupando o requerimento em proteinas da dieta (Chou, Su ef al., 2001a).

Alguns autores salientam que a quantidade de proteina sintetizada pelo peixe vai
depender, ndo somente da quantidade de proteina ingerida, mas também do seu balanco entre
aminoacido e energia digestivel (Carter e Houlihan, 2001; Halver e Hardy, 2002) e
principalmente da qualidade da proteina. A qualidade da proteina ¢ baseada na propor¢do de
aminoacidos essenciais (arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina) e ndo-essenciais presentes na fonte protéica. Uma proteina, que
possui uma composi¢cdo de aminoacidos bastante semelhante as necessidades de aminoacidos
da espécie cultivada, ¢ descrita como sendo de alto valor nutritivo. Portanto ¢ importante
conhecer e comparar o requerimento protéico € o requerimento aminoacidico de cada espécie
criada (Craig e Helfrich, 2002) para que haja um bom aproveitamento deste nutriente pelo

peixe.



b) Carboidratos

Os carboidratos possuem uma consideravel importancia como ingredientes da dieta de
peixes, pois eles apresentam caracteristicas fisicas atrativas e sdo fontes energéticas de baixo
custo para varias espécies (Erfanullah e Jafri, 1998; Craig e Helfrich, 2002; Rueda-Jasso,
Conceicao et al., 2004; Krogdahl, Hemre et al., 2005). Os carboidratos utilizados na produgao
de ragdes para peixes vao desde acucares simples facilmente digeridos e absorvidos até
acucares complexos que nao sdo digeridos, como a celulose (Smith, R. R., 1980; Krogdahl,
Hemre ef al., 2005). Alguns carboidratos, como o amido, podem ser utilizados como agentes
aglutinantes na preparacgdo das dietas. (Craig e Helfrich, 2002; Krogdahl, Hemre et al., 2005).

Apesar dos carboidratos serem necessarios aos organismos por desempenharem
importantes fungdes bioldgicas, tais como fornecer energia para o cérebro e tecido nervoso na
forma de glicose, e como precursor metabolico de dcidos nucléicos e mucopolissacarideos
(Cowey, Adron et al., 1975; Peragon, Barroso ef al., 1999), eles ainda possuem, somente, um
papel secundario em relagao aos lipidios e as proteinas na composi¢cdo da dieta (Hemre,
Mommsen et al., 2002), uma vez que os peixes tendem a oxidar aminodcidos mais
eficientemente e preferencialmente a glicose (Lovell, 1988). Porém muitos trabalhos vém
sendo realizados buscando a otimizagdo do seu uso como fonte de energia em substituicio a
fontes protéicas, ja que estas sdao relativamente bem mais caras (Wilson, 1994; Lee e Lee,
2004; Vieira, Inoue et al., 2005).

A habilidade de utilizar carboidratos pode variar muito entre as espécies de peixes
(Wilson, 1994; Hutchins, Rawles et al., 1998). A utilizagdo deste componente da dieta pelos
peixes parece estar relacionada com seu sistema metabolico, com o seu sistema digestorio,
com os diferentes ambientes aquaticos e com os diferentes niveis e tipos de carboidratos
utilizados na preparacdo da dieta (Walton e Cowey, 1989; Thibault, Blier et al., 1997;
Medale, Poli et al., 1999). Os peixes carnivoros apresentam uma pobre habilidade para digeri
e metabolizar carboidratos (Moon e Foster, 1995; Kubitza, 1999; Moon, 2001; Lee e Lee,
2004). Ja os peixes herbivoros e onivoros podem digerir e metabolizar carboidratos
relativamente bem quando comparados com espécies carnivoras, como os salmonideos
(Furuichi e Yone, 1981; Weatherley e Gill, 1987; Lee ¢ Lee, 2004). Em peixes de aguas
quentes, a utilizagdo carboidratos da dieta ¢ consideravelmente alta (Nrc, 1993; Wilson,
1994). Da mesma maneira, o amido cozido ou geleificado ¢ mais digerivel e tém um melhor
efeito sobre o ganho em peso quando comparado ao amido cru (Steffens, 1987; Craig e
Helfrich, 2002). Sendo assim, a incorporacdo deste nutriente pode provocar beneficios

adicionais para o crescimento do peixe e para a qualidade do “pellet” de ragao.



E importante ressaltar, também, que devido as poucas informagdes existentes a
respeito das funcgdes bioldgicas e da metabolizagdo deste nutriente em peixes (Peragon,
Barroso et al., 1999) e ao fato dos carboidratos, geralmente, ndo serem tdo bem aproveitados
por algumas espécies (De Silva e Anderson, 1995), o consumo excessivo deste nutriente pode
resultar em uma condigdo patologica (Lall, 1991; Kumar, Sahu et al, 2005), afetar o

crescimento, a conversao alimentar, a retencao de nutrientes e a composi¢ao corporal.

¢) Lipidios

Os lipidios também representam um componente importante da dieta dos peixes. Seus
estoques sao relativamente grandes e, além da sua inclusdo normalmente aumentar a
palatabilidade do alimento, eles contém mais energia por unidade de peso que qualquer outro
produto biologico e sdo fonte de acidos graxos essenciais necessarios ao crescimento e
desenvolvimento (Nrc, 1993; Chou, Su ef al, 2001b). Eles também desempenham um
importante papel na estrutura das membranas biologicas, servem como veiculo para a
absorcdo de vitaminas lipossoluveis (Hepher, 1989; Hertrampf e Piedad-Pascual, 2000;
Weirich e Reigh, 2001; Perez-Casanova, Murray et al., 2006b) e sdo precursores de
importantes compostos biologicamente ativos, como por exemplo: hormonios, pigmentos e
fatores de crescimento (Jobling, 1994).

A utilizacdo de fontes lipidicas em dietas para peixes tem proporcionado melhores
resultados no desenvolvimento, sobrevivéncia e deposi¢cao de nutrientes (Melo, 2004). Além
de poder influenciar significativamente o crescimento ¢ a conversao alimentar dos peixes
(Stickney e Mcgeachin, 1983), os lipidios da dieta influenciam significativamente a
composicdo dos lipidios em termos de qualidade e composi¢do de acidos graxos (Carter,
Houlihan et al., 2001).

Uma tendéncia recente na nutricdo de peixes € usar altos niveis de lipidios na dieta.
Embora o aumento de lipidios na dieta possa ajudar a reduzir os custos da dieta, ja que o seu
uso pode diminuir a utilizagdo de proteina como fonte de energia, altos niveis de lipideos
podem interferir na qualidade do “pellet” (Jauncey, 1982) e provocar uma deposi¢do
excessiva de gordura no figado e na carcaga, comprometendo a saude e a qualidade do peixe
(Craig e Helfrich, 2002).

Sabe-se que quantidades de lipidios variando entre 10 e 20% do peso seco da dieta sdo
suficientes para permitir o direcionamento eficiente da fracdo protéica da dieta para o

crescimento, sem que haja excessiva deposicao de gordura na carcaca (Cowey e Sargent,



1979; Watanabe, 1982). Porém, a quantidade precisa de lipidio depende do nivel de proteina

na dieta e, em alguns casos, também do nivel de carboidrato (Watanabe, 1982).

1.2.2 Digestao e enzimas digestivas

Visto que o nutriente deve passar antes pelos processos de digestdo e absorcdo para
que ele seja utilizado metabolicamente (Nrc, 1993), o valor nutricional de um alimento nao
deve estar baseado somente em sua composi¢cdo quimica, mas também na quantidade de
nutrientes que o peixe pode absorver.

A digestdo é um processo no qual o alimento com alto peso molecular ingerido ¢é
reduzido em moléculas de baixo peso molecular que podem ser absorvidas. Este processo ¢
uma agdo coordenada de processos fisicos, microbioldgicos e quimicos que comega logo
quando o alimento ¢ ingerido e termina quando as fezes sdo excretadas.

As atividades fisicas que geralmente se iniciam no esdfago incluem o pulsionamento,
0 esmagamento ¢ a mistura do quimo. A ac¢do microbiana dos alimentos ¢ realizada por
enzimas de bactérias e protozodrios presentes geralmente na porcao final do tubo digestivo. A
principal atividade quimica ¢ efetuada pelas enzimas digestivas secretadas pelo animal. A
acdo enzimatica ¢ a um processo especifico para a hidrdlise de proteinas, carboidratos e
lipideos, e envolve um grande nimero de enzimas distintas (Halver e Hardy, 2002). Dito isto,
para a otimizagdo dos niveis de nutrientes ¢ preciso saber se estd havendo aproveitamento
adequado, ou seja, se estd ocorrendo adequadamente a digestdo e a absor¢do dos nutrientes.
Como estes parametros estdo diretamente relacionados a atividade das enzimas digestivas, ja
que a eficiéncia da absor¢do dos nutrientes e da conversdo alimentar dependem da
disponibilidade de enzimas digestivas e da capacidade de transporte trans-epitelial do trato
digestorio (Smith, L. S., 1980; Jobling, 1995), a determinacdo das atividades dessas enzimas
tem uma grande importancia na aqlicultura (Hofer e Kock, 1989). Além disso, a
disponibilidade das enzimas digestivas e o seu efeito na capacidade digestiva podem
estabelecer um limite fisiologico na taxa de crescimento e na eficiéncia da conversdo
alimentar (Perez-Casanova, Murray et al, 2006a). LEMIEUX e colaboradores (1999)
reportaram que a atividade da tripsina de salmdo do Atlantico, Gadus morhua, esta
relacionada a eficiéncia da conversao alimentar e possui um papel importante na regulagao do
crescimento.

Na maioria dos peixes, a maior parte da digestdo ocorre no intestino (Rotta, 2003),
porém, tanto o estdbmago quanto a mucosa intestinal, o pancreas ¢ os cecos piléricos sdo

fontes de enzimas proteoliticas (Phillips, 1969). CHESLEY (1934) ressalta que os cecos



pildricos sdo embriologicamente equivalentes ao pancreas exocrino € podem ter um papel
fisiologico equivalente em alguns casos, sendo portanto muito importante no processo
digestivo, j4 que um grande numero de enzimas como tripsina, quimiotripsina,
carboxipepitidases (proteoliticas), amilases, lipases e quitinase sdo produzidas pelas células
pancreaticas (De Silva e Anderson, 1995). O tecido pancreatico também pode estar associado
ao tecido adiposo que reveste os cecos piloricos ou disperso no mesentério, assim como
ocorre em muitos teleosteos (Kapoor, H. Smith et al., 1975). Geralmente, a distribuicdo e a
atividade dessas enzimas variam em funcdo do habito alimentar e da morfologia do trato
digestorio (Fagbenro, Adhdirh et al., 2000).

A digestao de proteinas consiste na sua hidrolise em polipeptideos que por sua vez sao
hidrolisdos em aminoacidos livres. Os aminodcidos livres podem entdo ser absorvidos (Halver
e Hardy, 2002). A digestdo de proteinas comega pela agdo da pepsina no estdbmago, sendo
completada pela acdo de proteases alcalinas, como tripsina e quimiotripsina, no intestino
(Fange e Chiou, 1989).

A digestao dos lipidios pode ocorre no estdbmago, no intestino e nos cecos pildricos
pela agdo de uma variedade de lipases e colipases (Smith, 1989). As gorduras neutras sdo
hidrolizada em acidos graxos e glicerol que podem ser utilizados como fonte de energia ou
direcionados para processos biossintéticos.

A digestdo de carboidratos ocorrer pela hidrolise de moléculas complexas no
estdmago, no intestino e nos cecos pildricos (Wilson e Poe, 1985). Esta digestdo ¢ realizada
por uma série de enzimas, sendo que a mais importante delas ¢ a amilase, que é responsavel
pela producao de uma variedade de oligossacarideos como produtos da reacao (Lovell, 1988).

A secrecdo das enzimas digestivas ¢ mediada por estimulos neurais e hormonais que
geralmente provocam um aumento da secre¢do enzimatica para a luz do tubo digestorio. Os
dois principais hormonios envolvidos no processo digestivo sdo a gastrina e a colecistocinina
(CCK) (Rehfeld, 1978; Himick, Golosinski et al., 1993; Suzuki, Kurokawa et al., 1999,
Vigna, 2000; Guilloteau, Le Meuth-Metzinger et al., 2006).

A liberagdo do hormoénio gastrina produzido pelas células gastricas do estomago
provoca a liberagdo de acido cloridrico pelas células parientais. O aumento da concentragdo
de acido cloridrico no estobmago € um estimulo para a secre¢cdo de pepsinogéneo (percursor da
pepsina) pelas células pépticas (Biagini P, Monges G et al., 1997; Vigna, 2000; Guyton e
Hall, 2002).

A CCK produzida pelas células I do intestino anterior ¢ a responsavel pelo aumento da

secrecdo de enzimas digestivas do pancreas exdcrino (Desbois, Le Huerou-Luron et al., 1999;



Olsson, Aldman et al., 1999; Vigna, 2000), pelo aumento da contracdo da vesicula biliar
(Himick, Golosinski et al., 1993; Cheeseman e Tsang, 1996), pelo peristaltismo intestinal e
inibi¢do da secrecdo do 4cido géstrico e do hormdnio gastrina (Liddle, 1997). A liberagao
destes hormonios esta diretamente relacionada com a ingestdo de alimento (Rehfeld e Van
Solinge, 1994). Entretanto, outros fatores de natureza quimica, distinta dos sinalizadores
endogenos, podem estar relacionados ao estimulo de producdo e/ou secrecdo das enzimas
digestivas.

Os fatores que influenciam na atuagdo das enzimas digestivas tém sido investigados
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, Kim et al., 1999). O
conhecimento desses fatores embasa as tentativas de adequacao as mudancgas da dieta. Some-
se a isso o fato de os peixes também apresentarem capacidade de adaptagdo dos processos
digestivos, tais como perfil de secre¢do enzimadtica, a absor¢do e o transporte de nutrientes
(Kapoor, H. Smith et al., 1975; Hofer, 1979). MELO e colaboradores (2002) verificaram
aumento na atividade proteolitica dcida e alcalina, de tripsina e de quimotripsina no trato
digestorio de juvenis de jundid, Rhamdia quelen, alimentados com teores crescentes de
proteina. Resultados semelhantes foram observados com a atividade de tripsina,
quimiotripsina, lipase e amilase em pintado, Pseudoplatystoma corruscans, alimentados com
niveis crescentes de proteina e valores decrescentes de carboidratos (Lundstedt, Melo ef al.,
2004). Para OWYANG (1994), os produtos da digestdo de proteinas (proteoses, peptonas,
peptideos e aminoacidos), podem modular a acdo de proteases pancreaticas, particularmente a
tripsina.

A presenca de aminodcidos no limen intestinal estimula a por¢do exocrina do
pancreas (Meyer, Kelly et al., 1976; Thimister, Hopman et al., 1996). Experimentos com
ratos demonstram que uma dieta contendo uma mistura de aminodcidos induz o crescimento
pancreatico e a producao de proteases pancreaticas e que a substituicdo de uma dieta com
20% de aminoacidos livres por uma com 60% provoca um aumento da atividade da tripsina
no pancreas € no lumen intestinal (Hara, Hashimoto et al., 2000). Em larvas “sea bass”,
Dicentrarchus labrax, a atividade da tripsina intestinal de exemplares alimentados com
aminoacidos livres ¢ 2,3 e 1,5 vezes maior do que a de peixes alimentados com caseina
hidrolisada e com farinha de peixe, respectivamente (Cahu e Zambonino Infante, 1995).

NIIJIMA (2000) e JEANNINGROS (1982) propuseram a possivel existéncia de
sensores para aminoacidos no duodeno, no jejuno ¢ no sistema porta-hepatico, capazes de

estimular a sintese de enzimas digestivas. Esses aminoacidos ligados a nutricdo poderiam



estar diretamente envolvidos nos processos de estimulagdo da sintese e da secrecao de
enzimas digestivas. Além disso, estudos recentes indicam que os nutrientes na circulagdo
também contribuem para a regula¢do das funcdes gastrintestinais (Mearadji, Masclee ef al.,
2001). A administragdo intravenosa de aminoacidos provoca um aumento da secre¢do gastrica
(Lam, Masclee et al., 1995) e do pancreas exocrino (Konturek, Tasler et al., 1979) e uma
inducdo da contragdo da vesicula biliar (Boer, Masclee et al., 1994; Gielkens, Eddes et al.,
1997, Liu, Pakala et al., 2001).

O estudo da secrecdo de enzimas digestivas em peixes pode tornar mais claros alguns
aspectos da fisiologia nutritiva e também auxiliar a resolver alguns problemas nutricionais
(Hidalgo, Urea et al., 1999), uma vez que o conhecimento da quantidade e especificidade de
cada enzima presente no sistema digestorio, assim como as condi¢des em que ocorre a
hidrolise dos alimentos, sdo importantes para se predizer o processo digestivo,
compreendendo a digestibilidade de novos alimentos e a capacidade digestiva (Smith, L. S.,

1980; Glass, Macdonald et al., 1989).

1.3 Jejum

A energia necessaria para a manutencdo do metabolismo dos peixes provém de duas
fontes: absor¢ao dos nutrientes da dieta ou consumo de suas reservas. Devido a flutuagao
espacial e temporal da comida no ambiente aquatico, os peixes experimentam periodos de
reducdo do alimento disponivel que podem durar muitos dias (Wieser, Krumschnabel et al.,
1992; Gerking, 1994; Van Dijk, Hardewig et al., 2005). Os peixes em jejum podem poupar
energia reduzindo a atividade locomotora ou de outras atividades (Wieser, Krumschnabel et
al., 1992). Alguns autores sugerem que o uso das reservas corpdreas do peixe inicia-se 48
horas apds sua ultima refei¢do (Van Den Thillart e Van Raaij, 1995).

Estudos tém revelado que a restricdo alimentar, em condi¢des experimentais, envolve
complexas alteragdes fisiologicas e metabolicas para promover o ajuste biologico do animal, e
suas conseqiiéncias finais sdo altamente dependentes da espécie considerada, da idade do
peixe e das condigcdes experimentais tias como temperatura da agua, fotoperiodo, dieta pré-
jejum e duracdo do periodo de jejum (Blasco, Fernandez et al., 1991; Moyes ¢ West, 1995;
Kieffer e Tufts, 1998).

Em uma revisdao, LOVE (1980) mostra que certas espécies parecem utilizar proteinas
(Stimpson, 1965; Butler, 1968; Narasimhan e Sundararaj, 1971) ou proteina e lipidio (Larsson
e Lewander, 1973) enquanto outras espécies parecem poupar a proteina do corpo e mobilizar

a gordura ou o estoque de glicogénio (Inui e Oshima, 1966; Kamra, 1966; Ince e So, 1984).
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VAN DIJK (2005) trabalhado com “roach”, Rutilus rutilus, observou que, apds um jejum de
21 dias, as concentragdes glicogénio e de proteina no musculo branco sdo maiores no inverno
do que no verdo. Apesar de uma extensa literatura sobre as respostas metabolicas ao jejum
prolongado em peixes, faltam estudos das mudangas metabolicas durante o periodo pods-
prandial e jejuns curtos (Navarro e Gutiérrez, 1995).

A restricdo alimentar prolongada, além de provocar uma diminuicdo das reservas
energéticas e do metabolismo intermediario, afeta diretamente as atividades das enzimas
digestivas e das enzimas metabodlicas nos tecidos e no trato digestorio (Krogdahl, Nordrum et
al., 1999; Krogdahl e Bakke-Mckellep, 2005). Um jejum de cinco semanas, em bacalhau do
Atlantico, Gadus morhua, causa um decréscimo da atividade das enzimas metabolicas de
cecos piloricos e do intestino e da atividade da tripsina de cecos piléricos (Bélanger, Blier et
al., 2002). As atividades especificas da leucina aminopeptidase (LAP) e maltase de salmao do
Atlantico, Salmo salar, diminuem rapidamente durante os primeiros cinco dias de jejum
(Krogdahl e Bakke-Mckellep, 2005). MOMMSEN e colaboradores (2003) estudando tilapia
do nilo, Oreochromis niloticus, observaram um efeito diferente para um jejum de 5 dias.
Neste caso houve um aumento da atividade de enzimas metabdlicas da mucosa do estobmago e
do intestino dessa espécie.

A literatura a respeito dos efeitos do jejum na capacidade digestiva ¢ limitada e algumas
vezes fornece somente evidéncias circunstanciais sobre os efeitos do jejum na atividade das
enzimas digestivas (Krogdahl, Hemre et al., 2005). Isso torna importante a realizacdo de
estudos, principalmente em peixes nativos, sobre o efeito do jejum na atividade das enzimas

digestivas.

1.4 Metabolismo

O perfil metabolico dos tecidos de peixes ainda ¢ pouco utilizado nos estudos de
nutricdo. Alguns trabalhos sugerem que estes intermediarios sejam uma importante
ferramenta para se conhecer as relacdes metabodlicas entre os tecidos e sua correspondéncia
com nutrientes da dieta (Moraes e Bidinotto, 2000; Corréa, 2002; Vieira, 2002; Lundstedt,
2003; Melo, 2004).

Os produtos da digestdao que circulam no organismo sao utilizados por uma variedade
de tecidos e orgaos, nos quais estdo sujeitos a diferentes reacdes quimicas. Essas reagdes, que
constituem o metabolismo intermediario, podem ter como destino a total degradagdo de
moléculas para a liberagdo de energia para a realizagdo de trabalho ou para a producao de

constituintes teciduais, sejam eles estruturais ou de reserva. Sendo assim, o perfil metabolico
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pode servir como excelente indice do estado fisioldgico e nutricional do peixe. Segundo
VIEIRA e colaboradores (2005), mudangas na concentracdo dos metabolitos plasmaticos
refletem ajustes bioquimicos do metabolismo as mudangas nas dietas. O perfil metabdlico
plasmatico reflete o papel do sangue de transportador dos diversos intermedidrios metabdlicos
entre os tecidos.

A quantidade de massa muscular branca do corpo do peixe representa um estoque
substancial de glicogénio, aproximadamente vinte vezes maior que o do figado (Moyes e
West, 1995). Entretanto, em proporgdes relativas, o figado estoca mais glicogénio que o
musculo branco. Além disso, o musculo branco desempenha papel de destaque no
metabolismo de proteinas. Salvo algumas diferencas, ele apresenta a maior quantidade
relativa de aminodcidos essenciais do organismo, representando o maior volume de massa
corpoérea (Carter e Houlihan, 2001).

Dentre os tecidos do corpo o figado desempenha papel fundamental no metabolismo
intermediario, ja que ele € um centro de distribuicao de nutrientes provenientes do alimento
(De Silva e Anderson, 1995; Lundstedt, Melo et al., 2004) e ¢ o principal local de ocorréncia
de varias reagdes quimicas importantes. O figado também ¢ responsavel pela manutencio do
montante de aminoacidos corpdreo (Lovell, 1988), desempenhando um papel fundamental no
metabolismo e na regulagdo do transporte destes aminoacidos para os tecidos (Carter,
Houlihan et al., 2001).

Os aminoacidos, oriundos da dieta ou da quebra de proteinas, desempenham
numerosas fung¢des nos peixes, e uma das principais € compor as proteinas (Ballantyne, 2001;
Halver e Hardy, 2002). Porém, eles também s3ao necessdrios para a sintese de outros
compostos associados ao metabolismo, tais como hormodnios, neurotransmissores e purinas.
Além disso, quando em excesso, eles podem ser desaminados e os residuos de carbono podem
ser oxidados para suprir a demanda energética do metabolismo ou podem ser utilizados para a
sintese de lipidios ou de carboidratos.

O principal produto final do catabolismo de proteinas em teledsteos ¢ a amdnia, porém
uma por¢do significante de perda nitrogenada ¢ também excretada como uréia (Wood,
Hopkins et al., 1995), sendo que o figado ¢ o principal local de producdo de amoénia do
organismo (Alexis e Paparaskeva-Papatsoglo, 1986). A amonia produzida nos tecidos €
transportada pelo sistema sangiiineo até as branquias, de onde ¢ excretada para a 4dgua na
forma de NH,". Esse metabélito é o resultado principalmente do catabolismo de aminoécido,
indicando dessa forma proteo6lise (Waarde, Thillart et al., 1983; Boyce, 1999). Além de dar

uma idéia do balango de nitrogénio do peixe, a quantificagao das concentragdes de amonia e
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uréia nos tecidos tem sido usada como indicador dos efeitos dos fatores ambientais e
nutricionais no metabolismo protéico (Rychly e Marina, 1977; Jobling, 1981; Beamish e
Thomas, 1984; Pereira, Vijayan et al., 1995; Lundstedt, Melo et al., 2004; Melo, Lundstedt et
al., 2006).

A concentracdo de aminodacidos livres nos tecidos ¢ relativamente baixa, pois a maior
parte deles estd compondo os tecidos protéicos do corpo (Halver e Hardy, 2002). As
mudangas na concentragdo dos aminoacidos sdo seqiienciais e refletem as rotas metabolicas
através dos tecidos de acordo com a digestdo, absor¢do, metabolismo e conseqiientemente o
crescimento (Jiirs e Bastrop, 1995; Carter, Houlihan et al., 2001). Portanto, a habilidade em
regular o grande influxo de aminoacidos, presumivelmente para manutencao da homeostase
tecidual, bem como para aperfeicoar a utilizagdo da energia e da proteina da dieta, é o ponto
central para o sucesso da utilizagdo deste nutriente (Carter, Houlihan et al., 2001).

A glicose oriunda da dieta pode ser armazenada, como glicogénio, no figado ¢ nos
musculos, através de uma série de reagdes enzimadticas, ou utilizada na sintese de
componentes como triglicerideos e aminoacidos nao essenciais (Champe e Harvey, 1994). A
glicose também pode ser utilizada como substrato para obtengdo de energia (Dabrowski e
Guederley, 2002). Porém, apesar de ser uma molécula central no metabolismo da maioria dos
vertebrados, especialmente em mamiferos, a glicose ndo parece ter o mesmo papel no
metabolismo dos peixes (Hemre, Mommsen et al., 2002), ja que ela ndo ¢ a fonte preferencial
de energia, mesmo ocorrendo a maioria das enzimas envolvidas no metabolismo de
carboidratos.

A manutencdo da glicemia ¢ uma fungdo basica do metabolismo de carboidratos e ¢
controlada pelo figado. Este 6rgdo produz glicose a partir de precursores gliconeogénicos e
reservas de glicogénio (Newgard, Hirsch et al., 1983). A gliconeogénese € a rota responsavel
pela sintese de glicose de novo e sintese de glicogénio a partir de precursores como lactato,
aminoacidos, glicerol e frutose. A importancia desta via para a manutencdo da homeostase
dos carboidratos nos tecidos tem sido cada vez mais ressaltada em funcdo dos altos
requerimentos protéicos e, consequentemente, de aminodcidos pelos peixes (Suarez e
Monnsen, 1987; Moon, 1988). A gliconeogénese ¢ uma via importante nos estudos
nutricionais, visto que ela tem como objetivo prover energia a partir de moléculas nao
glicidicas.

A glicogenolise ¢ uma fonte de glicose devido a hidrdlise do glicogénio, mas essa rota
ndo parece ser a maior fonte de glicose para os tecidos quando os niveis de precursores na

dieta sdo adequados. Ela representa uma estratégia emergencial quando a glicose ndo esta
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disponivel a partir da dieta, ou pela gliconeogénese de aminoacidos provindos da digestdao
protéica (Walton e Cowey, 1989).

O tempo de aparecimento da glicose e de outros agucares simples, oriundos dos
alimentos, no plasma vai depender de varios fatores, como o contetdo total de carboidratos e
dos outros ingredientes da dieta, a forma de processamento, o habito alimentar da espécie, o
histérico nutricional do individuo e a temperatura da dgua (Bergot e Breque, 1983; Hung,
Fynn-Aikins et al., 1989).

A gordura ¢ considerada a principal forma de armazenamento de energia corporal
(Meurer, Hayashi et al., 2002), sendo que os triglicerideos, que sdo compostos formados pela
esterificacdo de uma molécula de glicerol com trés acidos graxos (AG), sao os principais tipos
de lipidios que compde as gorduras de reserva (Van Den Thillart e Van Raaij, 1995). Os
lipidios s@o considerados grandes reservas energéticas, pois os atomos de carbono dos acidos
graxos sdo quimicamente mais reduzidos que os dos carboidratos e, portanto, a oxidacao de
um grama de triglicerideos libera, aproximadamente, duas vezes mais energia que um grama
de carboidratos (Lehninger, Nelson ef al., 1995).

Os lipidios oriundos da dieta e de outros substratos lipogénicos sdo processados e
armazenados no figado. Esses lipidios, armazenados no figado, podem ser mobilizados
rapidamente para que lipoproteinas e acidos graxos livres (AGL) possam ser utilizados nos
tecidos periféricos (Van Den Thillart e Van Raaij, 1995).

O primeiro passo para o uso de triglicérides como fonte de energia ¢ sua hidrolise em
AGL e glicerol, media da pela lipase hormonio sensivel. Em seguida, estes subprodutos sio
transportados para os tecidos ativos. O glicerol sofre transformagdes e ¢ imediatamente
aproveitado na glicolise sob a forma de 3-fosfogliceraldeido e degradado a piruvato que pode
entrar no ciclo de Krebs. A degrada¢do dos acidos graxos ocorre nas mitocondrias em um
processo denominado beta-oxidacdo. As moléculas de 4acidos graxos, que foram
transformadas previamente em Acil-CoA no citoplasma, sdo degradas em Acetil-CoA que em
seguida entra no ciclo de Krebs (ou ciclo do 4cido citrico), no qual sdo totalmente oxidadas a
gas carbonico, com a producio de FADH, e NADH+H'. As moléculas de FADH, e
NADH+H" oriundas das reagdes anteriores sdo reoxidadas na cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial para produgdo de mais ATP.

Diferentemente dos mamiferos, nos quais os lipidios sdo estocados quase
exclusivamente no tecido adiposo, nos peixes os lipidios podem ser estocados em varios
orgaos. Os principais locais de estocagem de lipidios em peixes sdo o mesentério adiposo, o

figado ¢ o musculo (Van Den Thillart ¢ Van Raaij, 1995). O transporte ¢ a deposicao de
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lipidios em peixes aparentam ser um pouco diferente dos observados em vertebrados
homeotérmicos. Os peixes apresentam um modelo diferenciado de distribuicdo de acidos
graxos do plasma para os tecidos, que ¢ formado por dois componentes: o de liberacdo rapida
e o de liberagdo lenta. O componente de liberagdo rapida ocorre com 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, que consiste na agregacao, extrusao e transporte de particulas em
triglicerideos (Sheridan, 1988).

Sabe-se muito pouco sobre a concentragdo dos outros intermedidrios metabolicos nos
diferentes tecidos e os multiplos fatores que regulam o metabolismo em peixes o que dificulta
extrapolar dados obtidos de uma espécie para outra, em fun¢do da diversidade na classe (De

Almeida, 2006).

1.5 A espécie

Atualmente ¢ inegavel a necessidade de estudos sobre peixes neotropicais, uma vez
que a procura por estas espécies vem crescendo de forma acelerada. Os peixes do género
Brycon, que apresenta aproximadamente 67 espécies (Drewe, Horn et al., 2004), t€ém sido
incorporados com maior intensidade tanto nas criagdes experimentais como nas comerciais.
Portanto, estudos com espécies desse género, que apresentem grande potencial para a
piscicultura, tornam-se mais relevantes, jad que ha poucos trabalhos relacionando os
componentes das dietas com aspectos metabolicos e digestivos com espécies deste género.

Neste trabalho, a espécie estudada foi o Brycon amazonicus (Figura 1), popularmente
conhecido como matrinxa. Essa espécie que aqui denominamos de B. amazonicus foi
erroneamente considerada como Brycon cephalus em trabalhos recentes. A distribuicdo de B.
amazonicus restringe-se ao alto rio amazonas no Peru e na Bolivia (Lima, 2003). A espécie
estudada possui corpo alongado com pigmentacdao prateada nos flancos e na parte ventral,
sendo a parte dorsal mais escura (Zaniboni-Filho, Carvalho et al., 1988). Em ambiente
natural, essa espécie apresenta hébito reofilico com periodo de reprodugdo entre dezembro e
fevereiro. Apresenta desova total, porém a reproducdo em cativeiro pode ser induzida por
hormonios. O B. amazonicus € originario da Bacia Amazonica ¢ do Araguaia-Tocantins, €
vem sendo cultivada com sucesso na Regido Sudeste do Brasil, atendendo ao crescente
mercado (Gomiero, Ribeiro et al., 2003). Este teledsteo de dgua doce apresenta um grande

potencial econdmico para a piscicultura, pois, além de aceitar facilmente ragdo artificial
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(Castagnolli, 1992) e subprodutos agroindustriais (Izel, Pereira-Filho et al., 2004), possui
carne saborosa (Gomiero, Ribeiro et al., 2003).

Em ambiente natural, o B. amazonicus, uma espécie reofilica, possui amplo espectro
alimentar (Goulding, 1979) sendo considerada uma espécie onivora, ja que sua alimentagao
natural consiste de frutos, sementes, flores, plantas herbaceas, insetos, restos de peixe, etc.
(Val e Honczaryk, 1995; Pizango-Paima, 1997). Esta espécie acumula grandes reservas
lipoprotéicas para fins reprodutivos e de sobrevivéncia na época seca (Leite, 2004). Além
disso, ¢ sabido que esta espécie responde as mudangas nutricionais (Reimer, 1982),
possibilitando a otimizacdo da composicdo das suas dietas através de inferéncias a partir do
conhecimento dos mecanismos regulatorios envolvidos.

Esse peixe apresenta um grande potencial de crescimento e ao final de um ano de
idade pode alcancar 0,8 kg a 1 kg de peso, com rendimento de 50% de filé com pele, o que lhe
confere um rendimento de parte comestivel muito maior que de outros peixes (Mendonga,
1996). Em média, o matrinxa adulto pode atingir até¢ 4 kg e alcangar sua maturidade sexual
com trés anos de idade. Por apresentar rapido crescimento em cativeiro e alcancar bons pregos
no mercado, o matrinxa ¢ a segunda espécie mais criada na Regido Amazonica (Brandao,
Gomes et al., 2005).

Embora diversas instituicdes venham desenvolvendo pesquisas com matrinxa,
persistem muitas dividas em relacdo a tecnologia de criagcdo desta espécie, como a elaboracao
de dietas mais adequadas as varias fases de cultivo e, principalmente, do manejo alimentar na
regido sudeste do pais (Frasca-Scorvo, Carneiro et al., 2001). CYRINO e colaboradores
(1986) ressaltaram que 35% de proteina bruta (PB) e 3.200 kcal de energia metabolizavel por
kg de ragdo podem ser suficientes para atender as exigéncias nutricionais desta espécie. Tais
observacdes também foram obtidas em estudos realizados por MENDONCA e colaboradores
(1993). Sabe-se atualmente que esta espécie necessita de quantidades superiores a 27% de
proteina e de 3900 kcal de energia bruta por kg de racdo para um bom crescimento (Vieira,
2002; Izel, Pereira-Filho et al., 2004). O matrinxd apresenta bom aproveitamento de
ingredientes de origem animal e vegetal, sendo a farinha de peixe o ingrediente mais
digestivel (Cyrino, Castagnolli et al., 1986; Sallum, Bertechini et al., 2002). Porém, esta pode
ser substituida pelo farelo de soja, sem acarretar prejuizos a qualidade do filé¢ desta espécie

(ANTUNES, 1994).
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Figura 1. Exemplar de matrinxa, Brycon amazonicus.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral.

O objetivo deste trabalho foi avaliar alteragdes na atividade de enzimas digestivas de
juvenis de matrinxa, B. amazonicus, as respostas metabolicas e o crescimento, em diferentes

condicoes alimentares.

2.2 Especificos.

» Avaliar os efeitos do jejum sobre as atividades amilohidroliticas, proteoliticas e
lipoliticas digestivas e sobre o metabolismo intermediario de B. amazonicus.

» Avaliar os efeitos da adigdo de aminoacidos essenciais a dieta sobre as
atividades amilohidroliticas, proteoliticas e lipoliticas digestivas e sobre o
metabolismo intermediario de B. amazonicus.

» Avaliar os efeitos de uma dieta com baixo teor de amido e de uma dieta com
baixo teor de lipidios sobre as atividades amilohidroliticas, proteoliticas e
lipoliticas digestivas e sobre o metabolismo intermediario de B. amazonicus.

» Avaliar os efeitos de uma dieta de baixo teor de amido e de uma dieta de baixo
teor de lipidios, ambas contendo aminoacidos esséncias livres, sobre as
atividades amilohidroliticas, proteoliticas e lipoliticas digestivas e sobre o

metabolismo intermediario de B. amazonicus.

3 MATERIAL E METODOS
Exemplares de matrinxd com aproximadamente 50g, oriundos da piscicultura Sao

Geraldo, Sertaozinho, SP, foram transportados para o Laboratério de Bioquimica Adaptativa
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do Departamento de Genética e Evolug¢ao da Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos,
SP, e mantidos em quarentena por 60 dias em caixas de 20001 em sistema fechado com fluxo
continuo e aera¢do constante. A qualidade da 4gua foi monitorada e mantida durante a
quarentena e o periodo experimental (temperatura 27+1 °C, pH 7,2, oxigénio dissolvido 5,4+1
mg/l e amdnia 0,1240,03 mg/1). Durante este periodo, os peixes foram alimentados com racao

comercial extrusada contendo 27% de PB.

3.1 Desenho experimental

Depois de aclimatagdo, 162 peixes de ambos os sexos e de, aproximadamente, 100
gramas foram separados em 18 grupos semelhantes de 9 animais, e distribuidos em 18
tanques. Os tanques foram organizados de forma que cada condi¢do alimentar fosse realizada
em triplicata. Posteriormente, estas 18 caixas foram agrupadas aleatoriamente trés a trés em
seis grupos distintos.

O primeiro grupo, denominado Jejum, permaneceu sem receber alimento durante o
periodo experimental. O segundo grupo, denominado Controle, recebeu uma ragdo que
continha, aproximadamente 36,3% de proteina e 4.670 kcal de energia bruta (EB) por kg de
racdo (Tabela 1). Caseina e gelatina foram as fontes protéicas dessa dieta. Amido de milho e
6leo de soja foram utilizados como fonte de energia. O terceiro grupo (SO) foi alimentado
com uma ragdo contendo caseina e gelatina como fonte de proteina e amido de milho como
fonte de energia (Tabela 1). O quarto grupo (SO+AAEL) foi alimentado com uma ragao
semelhante a anterior, porém 0,6% de celulose, utilizada como matéria inerte na racgao
controle, foram substituidos por uma mistura contendo 0,1% de fenilalanina, 0,1% de
triptofano, 0,1% de valina, 0,1% de histidina, 0,1% de arginina e 0,1% de leucina. O quinto
grupo (SA) foi alimentado com uma rag¢ao contendo caseina e gelatina como fonte de proteina
e 0leo de soja como fonte de energia. O sexto grupo (SA+AAEL) foi alimentado com uma
racdo semelhante a anterior, porém os 0,6% de celulose foram substituidos por uma mistura
de 0,1% de fenilalanina, 0,1% de triptofano, 0,1% de valina, 0,1% de histidina, 0,1% de
arginina e 0,1% de leucina (Tabela 1).

Apo6s um jejum de 24 horas, foi dado inicio ao periodo experimental no qual os peixes
foram arracoados durante 15 dias duas vezes ao dia, pela manha e a tarde, até a saciedade.
Decorrido o periodo de arracoamento, os peixes foram anestesiados com 1,0 ppm de eugenol
(Inoue, Santos Neto et al., 2003). Tré€s peixes de cada caixa, que somaram nove peixes por
tratamento, foram amostrados para coleta de tecidos e sangue. Primeiramente, os peixes foram

puncionados na veia caudal e imediatamente apos a coleta de sangue, foram sacrificados por
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seccao medular e, depois de pesados e medidos (Tabela 2), uma amostra de figado, de
musculo branco e o trato digestorio foram coletadas. O trato digestorio foi dissecado sobre
placa de Petri contendo solucdo salina gelada, descartando-se o conteudo digestivo. O
intestino foi subdividido em cecos piloricos, por¢do anterior e posterior (Figura 2). Os tecidos
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e transferidos para —20 °C até as

analises bioquimicas.

T Inte stjno
Cecos anterior TIntestino

Estomago piléricos posterior

Figura 2. Trato digestorio de matrinxa (B. amazonicus) e suas subdivisdes.

3.2 Biometria
O peso e comprimento dos peixes do experimento foram aferidos no inicio e no

final do periodo expeirmental.

3.3 Analises do material coletado.

3.3.1 Determinac¢oes enzimaticas

a) Preparagdo dos homogeneizados celulares.

Dos tecidos coletados eram retiradas amostras de aproximadamente 100mg as quais
eram homogeneizadas em tampao de homogeneizagdo (glicerol v/v em tampao fosfato de
sodio 20mM e Tris 10mM - pH 7,0) em homogeneizador rotativo tipo Potter-Elvehjem com
haste de Teflon, a 1.000rpm por aproximadamente dois minutos sob banho de gelo. O
homogeneizado celular de estomago era centrifugado a 13.400xg por 3 minutos; o de cecos
piloricos, de intestino anterior e de posterior eram centrifugados a 13.400xg por 10 minutos.

Os sobrenadantes foram utilizados como fonte de enzima.
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Tabela 1. Composicao bromatologica das dietas experimentais.

Ingredientes (%) Dietas experimentais
Controle SO SO+AAEL SA SA+AAEL

Caseina 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
Gelatina 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Celulose' 20,0 26,6 26,0 55,5 54,90
Oleo de soja 8,0 - - 8,0 8,0
Amido 34,9 36,9 36,9 - -
Vitamina-mineral premix2 1.5 1,5 1,5 1.5 1.5
Arginina 0,1 - 0,1 - 0,1
Histidina 0,1 - 0,1 - 0,1
Triptofano 0,1 - 0,1 - 0,1
Fenilalanina 0,1 - 0,1 - 0,1
Leucina 0,1 - 0,1 - 0,1
Valina 0,1 - 0,1 - 0,1
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Composiciao analisada
Matéria seca (%) 92,76 92,16 92,38 94,27 94,63
Proteina bruta (%) 36,30 35,90 36,45 34,95 35,35
Fibra bruta (%) 10,71 11,98 11,19 33,42 32,96
Matéria mineral (%) 1,05 0,91 0,90 0,70 0,97
Extrato etéreo (%) 10,71 0,40 0,22 8,68 9,79
ENN (%) 33,99 42,97 43,62 16,52 15,56
Energia bruta

(keal/kg de ragio) 4670,41 4290,95 4297,83  4791,285  4845,49

"5 Sodio carboximetilcelulose USP. Labsynth  Produtos para Laboratorio Ltda (Diadema-SP-Brazil).

Suprevit Peixes (Supramais), niveis de garantia por 1000g: Vit A 1.200.000UI; Vit. D3 200.000 UI; Vit. E
12.000 mg; Vit K3 2.400 mg; Vit B1 48.000 mg, Vit B2 4.800 mg; Vit B6 4.000 mg; Vit. B12 4.800 mg; Acido
folico 1.200 mg; Pantotenato de Calcio 12.000mg; Vit C 48.000 mg; Biotina 48 mg; Colina 65.000 mg; Niacina
24.000mg; Ferro 10.000mg; Cobre 600 mg; Manganés 4.000 mg; Zinco 6.000 mg; Iodo 20 mg; Selénio 20 mg.
JENN (extrato ndo nitrogenado)= [MS-(PB+MF+MM+EE)], no qual MS, PB, MF, MM e EE sio matéria seca,
proteina bruta, materia fibrosa, materia mineral e estrato etéreo, repectivamente.

b) Ensaios enzimaticos
Amilase

As atividades amilohidroliticas dos cecos piloricos, do intestino anterior ¢ do posterior
foram estimadas segundo BERNFELD (1955) modificado. Em 1,0ml de solu¢do de amido
(5%) em tampao citrato-fosfato 0,2M, pH 7,0 contendo como co-fator 0,5ml de solucdo de
NaCl 0,5%, era adicionado um volume adequado do sobrenadante do homogeneizado tissular.
A mistura da reacdo era incubada por 30 minutos a 25°C. As aliquotas utilizadas de

homogeneizado celular foram: 50ul para estdmago, 10ul para cecos piloricos, 20ul para
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intestino anterior e 50ul para intestino posterior. Decorrido o tempo de reacao, adicionava-se
0,5 ml de ZnSO4 5 % e 0,5ml de Ba(OH), 0,3N. Essa mistura era entdo centrifugada a
13.400xg por 3 minutos e no sobrenadante era estimada a concentragdo de glicose pelo
método de PARK & JOHNSON (1949). Esse método consiste na incubagdo, a 100°C por 15
minutos, de 10ul do sobrenadante da reacdo descrita acima em meio contendo 1ml de
ferrocianeto de potassio 0,05% e 1ml de carbonato de so6dio 0,53%. Apds a incubagdo eram
adicionados 5ml de sulfato férrico de amonio 0,15% em solugdo dcida com Duponol sddico.
A leitura Optica era realizada em 690nm e depois comparada a um padrao de glicose ImM. A
atividade especifica esta expressa em pmol de glicose total por minuto (U) por mg de proteina

(U/ mg de proteina).

Protease inespecifica

A atividade proteolitica total foi quantificada através da hidrolise de caseina, adaptado
de HIDALGO e colaboradores (1999). Neste método, a mistura de reagdo era composta por
tampao adequado segundo o pH 6timo de reagdo previamente estabelecido (500ul), caseina
1% como substrato (500ul) e uma aliquota do sobrenadante do homogeneizado tissular como
fonte de enzima. Para o estdmago utilizava-se tampao glicina-HCI 0,2M (pH 2,0) ¢ uma
aliquota de 20ul de homogeneizado. Para cecos piloricos, intestino anterior e posterior,
utilizava-se tampao Tris-HCl 0,1M (pH 9,0) e aliquotas de 50ul. Decorrido o tempo de
incubagdo de 30 minutos para o estomago e de 60 minutos para os demais tecidos a 25°C, a
reacdo era interrompida com adicdo de 500 pl de TCA 15% (acido tricloroacético) e
posteriormente centrifugada 13.400xg por 3 minutos para a leitura da absorbancia do
sobrenadante em 280mm. Tirosina foi utilizada como padrido, e uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1pg de tirosina
por minuto (U). A atividade especifica esta expressa em unidades por miligrama de proteina

(U/ mg de proteina).

Tripsina

A atividade proteolitica da tripsina foi determinada nos cecos pildricos, no intestino
anterior e no posterior conforme o método de HUMMEL (1959). Para a quantificagdo da
atividade triptica, eram misturados 10ul do sobrenadante do homogeneizado tissular e o
substrato TAME (p-toluenesulfonil-L-arginine etilester) 1,04mM diluido no tampao Tris-HCl
0,2 M e CaCl, 0,01 M, com pH ajustado para 8,1. A temperatura de incubacao era de 25°C e a

rea¢do acompanhada por dois minutos. Uma unidade de tripsina foi definida como 1pmol de
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arginina produzida por minuto por mg de proteina. A leitura da absorbancia das amostras era

realizada em 247mm.

Lipase

As atividades lipoliticas ndo-especificas dos cecos piloricos, do intestino anterior e do
posterior foram determinadas segundo ALBRO e colaboradores (1985). Para a quantificacao
da atividade lipolitica ndo-especifica, eram incubados, a 25 °C por 30 minutos, uma mistura
que continha 30 pl do sobrenadante do homogeneizado tissular e 500ul do substrato p-
nitrofenil meristato 0,4mM diluido em tampdo bicarbonato de amoénio 24mM (pH 7.8) e
Triton-X 100 0,5% (usado como emulsificante). Decorrido o tempo de incubagdo, as reagdes
eram interrompidas pela adicdo de NaOH 25mM e a variagdo de densidade Optica era
registrada em 405 nm. Para os célculos, 1 unidade de atividade enzimatica foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para formar 1umol de substrato hidrolisado por minuto

(U). A atividade especifica esta expressa em unidades por mg de proteina (U/ mg proteina).

¢) Proteinas totais do sobrenadante dos homogeneizados tissulares

As concentragdes de proteina total dos tecidos que contituem o trato digestorio foram
determinadas pelo método de BRADFORD (1976). Este método consiste na mistura de 10ul
do sobrenadante dos homogeneizados tissulares, que foram diluidos previamente em tampao
de homogeinizagdo, com o reativo de Bradford. Apos essa mistura ter sido incubada a 25°C
por 5 minutos, a leitura das amostras era feita em “Microplate Reader” (Molecular Devices) a
620nm. A concentragdo de proteina era estimada contra uma solu¢do padrao de caseina
Img/ml. O reagente de Bradfort ¢ composto de 100mg de Comassie blue G250 em 50ml de
etanol 95%. A essa solu¢do sdo adicionados 100ml de acido fosférico 85% e o volume
completado para 1 litro com agua destilada. Os sobrenadantes dos homogeneizados tissulares
eram diluidos trés vezes para a determinagdo de proteina no estdmago e cecos pildricos e

diluidos quatro vezes para intestino anterior e posterior.

3.3.2 Preparacio dos extratos acidos

Aliquotas de plasma, figado e musculo branco foram diluidas em de dacido
tricloroacético (TCA) 20% na propor¢ao de 1/10 para a quantificagdo de piruvato, lactato e
amonia. O figado e o musculo branco foram homogeneizados em homogeneizador mecanico

tipo Potter Elvehjem com dois "strokes" de 30 segundos a 1.000rpm, sob banho de gelo. Apods
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a homogeneizacdo, os extratos foram centrifugados a 13.400xg por trés minutos e os

sobrenadantes foram utilizados como extratos celulares.

3.3.3 Preparacio dos extratos neutros

Aliquotas de figado e de musculo branco foram diluidas em agua destilada na
proporcao de 1/10 para a quantificagdo de aminoacidos, glicose, triglicerideos e acidos graxos
livres. Esse processo foi realizado como descrito na preparacdo de extratos acidos,

substituindo-se o0 TCA por agua destilada.

3.3.4 Determinacao dos intermediarios metabdlicos

a) Triglicerideos

A andlise de triglicerideos foi realizada utilizando o Kit Labtest para Triglicerideos
Liquiform, que se baseia em método colorimétrico-enzimatico (Trinder, 1969). Este método
consiste na mistura de 10ul de plasma ou de extrato neutro hepatico ou muscular, diluidos
previamente em agua (plasma 1:200, figado 1:20 e musculo branco 1:10), com o reativo do
Kit Labtest para Triglicerideos. Apds essa mistura ter sido incubada a 37°C por 10 minutos, a
leitura das amostras era feita em “Microplate Reader” (Molecular Devices) com filtro de
525nm contra uma curva padrao com aliquotas conhecidas de concentragao de triglicerideos

(0, 25, 50, 100 e 200mg/dl).

b) Acidos graxos livres

As determinacdes das concentragdes de AGL foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita por NORVAK (1965). Adicionava-se 1,0ml de solugdo Dole (heptana,
alcool isopropilico e acido sulfurico na propor¢ao de 1:4:0,1) a uma aliquota adequada de
plasma, ou de figado ou de musculo branco e agitava-se por 2 minutos. Posteriormente,
adicionava-se 1,0ml de heptano e 2,0ml de agua destilada, agitando-se novamente por
inversdo. Uma amostra equivalente a 600ul da fase superior era retirada e adicionada de uma
mistura de cloroférmio e heptano (5:1 v/v), e 1,0ml de reagente de cobalto. O reagente de
cobalto era constituido por 1,32 volumes de trietanolamina + 10 volumes de solugdao A + 7
volumes de solucdo B. A solucdo (A) era composta por uma solugdo saturada de K,SO4, 6g
Co(NOs3),6H,0 mais 0,8ml de acido acético glacial em agua fervente, e a solugdo (B) era
constituida de uma solugdo saturada de Na,SO, . Na seqiiéncia, as amostras eram fortemente

agitadas por 30 segundos e centrifugadas por 2 minutos a 3.000rpm. Desta mistura, retirava-se
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uma aliquota de 600ul a qual se adicionava 600ul de solugdo indicadora, constituida de 0,4%
de a-nitroso B-naftol em etanol, diluida 12,5 vezes. A leitura Optica era realizada em um
espectrofotometro “Hach DR/2010” em um comprimento de onda de 500nm e a concentragao

de AGL foi estimada contra um padrao de acido palmitico 4mM.

¢) Glicose

A quantifica¢do de glicose foi feita com o Kit Labtest de Glicose Oxidase (Trinder,
1969), cujo principio € a oxidagdo da glicose e a determinagdo de produto resultante colorido
em quantidades equimolares. Este método consiste na mistura de 10ul de plasma ou de
extrato neutro hepatico ou muscular, que foram diluidas previamente em agua (plasma 1:200,
figado 1:20 e musculo branco 1:1), com o reativo do Kit Labtest para Glicose. Apos essa
mistura ter sido incubada a 37°C por 10 minutos, a leitura das amostras foi feita na
“Microplate Reader” (Molecular Devices) com filtro de 525nm contra uma curva padrdo com

aliquotas conhecidas de concentragao de glicose (0, 25, 50, 100 e 200mg/dl).

d) Lactato

A determinagdo da concentracdo de lactato total foi feita de acordo o método de
HARROWER & BROWN (1972). Em um volume adequado de extrato acido, eram
adicionados 20ul de sulfato de cobre 4% 3,5ml de 4cido sulftrico. Posteriormente os tubos de
reacdo eram agitados e colocados para ferver por cinco minutos. Apds serem resfriados em
gelo, eram adicionados 80ul e de p-fenilfenol (1,5g de p-fenilfenol em 100ml de solugao
aquosa de NaOH 2%). Os tubos eram entdo agitados periodicamente em vortex por uma hora.
Passado este periodo, as amostras eram novamente fervidas por 90 segundos. Apds o
resfriamento em gelo, a leitura Optica das amostras era efetuada em espectrofotdmetro “Hach

DR/2010”, em 570mm, contra uma solugdo padrao de lactato de 20nmols.

e) Piruvato

O piruvato foi determinado segundo LU (1939), pela reagcdo da dinitrofenilhidrazina.
O homogeneizado 4cido era diluido em 500ul de 4gua destilada. A mistura eram adicionados
250ul de dinitrofenilhidrazina que permanecia em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, 3ml de NaOH (1,3N) eram adicionados a reagdo. A leitura dOptica era realizada em
espectrofotometro “Hach DR/2010” em um comprimento de onda de 440nm. A concentracao

de piruvato foi estimada utilizando-se um padrao de piruvato contendo 100nmols.
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/) Glicogénio

A extragao do glicogénio tecidual foi realizada segundo BIDINOTTO e colaboradores
(1997). Esse método consiste na separacao alcoodlica do glicogénio seguida pela determinagao
direta de agucares redutores totais (Dubois, Gilles et al., 1956). Foram utilizados para as
analises 50mg de figado e 100mg de musculo branco. No método da separacdo alcoodlica
(Bidinotto, Souza et al., 1997) utilizou-se como reagentes; hidroxido de potassio (KOH 6N),
alcool etilico e sulfato de potéassio 10% (K,SO4), enquanto que na determinagdo de agucares
redutores totais (Dubois, Gilles et al., 1956) utilizou-se fenol 4,1% e de acido sulftrico
concentrado. A leitura optica foi realizada em espectrofotometro “Hach DR/2010” em um
comprimento de onda de 480nm, contra um padrao de glicose que continha 100nmols. O

conteudo de glicogénio foi expresso em pumols de glicosil-glicose/g de tecido.

i) Proteinas totais

As concentragdes plasmaticas, hepaticas e musculares de proteinas totais foram
determinadas pelo método de BRADFORD (1976). Este método consiste na mistura de 10pul
de plasma ou de extrato neutro hepatico ou muscular, que eram diluidas previamente em agua
(plasma 1:200, figado 1:20 e musculo branco 1:10), com o reativo de Bradford. Apos essa
mistura ter sido incubada a 25°C por 5 minutos, a leitura das amostras era feita em
“Microplate Reader” (Molecular Devices) em 620nm e a concentracdo de proteina era
estimada contra uma solug¢do padrdo de caseina Img/ml. O reagente de Bradfort ¢ composto
de 100mg de Comassie blue G250 em 50ml de etanol 95%. A essa solug@o sdao adicionados

100ml de é4cido fosfoérico 85% e o volume completado para 1 litro com 4gua destilada.

h) Aminodacidos livres

O teor de aminodcidos livres foi determinado nos tecidos segundo COPLEY (1941).
Uma aliquota de plasma total, bem como dos extratos neutros, era adicionada a 2,0ml de
solugdo de ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos de reacdo eram vedados e entdo colocados
em banho-maria a 40°C, por 40 minutos. Apos este periodo, a leitura Optica era realizada em
um espectrofotdmetro “Hach DR/2010” em um comprimento de onda de 570nm, contra um

padrdo de acido a-aminoacético ImM.

i) Amonia
A amonia plasmatica, hepatica e muscular foi quantificada por Nesslerizacao

(Gentzkow e Mazen, 1942), utilizando-se um volume adequado de extrato acido, completado
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com agua até atingir 2,0mL de solu¢do, na qual era adicionado 0,5mL de reativo de Nessler.
A leitura Optica era realizada em espectrofotdmetro “Hach DR/2010” em 420nm. A

concentragdo era estimada contra padroes de amonia contendo 100mmols de NH4Cl.

3.4 Andlises estatisticas

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o software Graphpad Instat. O teste
estatistico ANOVA General Linear Model foi aplicado seguido de pos-teste de Tukey para
comparac¢do dos grupos. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05. Os graficos foram
construidos com auxilio do software Origin 6.0, baseado nas médias e erro padrao da média

(SEM).

4 RESULTADOS
4.1 Biometria

Na tabela 2 pode-se observar que ndo houve diferencas significativas entre as médias
de peso e de comprimento, tanto iniciais quanto finais.

Tabela 2. Biometria experimento.

Jejum Controle SO SO+AAEL SA SA+AAEL
Peso (g)
Inicial 89,2015 90,00+8,71 99,20+6,13 91,06+3,05 98,00+12,82 93,70+1,50
Final 75,08+13 99,54+4,81 102,63+£5,0 99,1648,74 97,04+11,50 96,50+2,50

Comprimento (cm)
Inicial 18,5+1,5 17,57£1,17 19,10£0,30 18,35+0,36 18,63+0,81  18,62+0,33
Final 18,5+1,3 18,73+£0,18 19,20+0,17 18,87+£0,56 18,95+0,99 18,7340,11

4.2 Enzimas digestivas

As respostas das enzimas digestivas as mudancas das dietas e a presenca de
aminodcidos estdo apresentadas na Figura 3. As atividades enzimaticas aumentaram em
algumas fracdes do intestino em relagdo direta com o nivel de nutrientes. Os cecos pildricos
foram a sec¢do menos responsiva das regides gastrintestinal de matrinxa (Tabela 3). As
atividades das enzimas digestivas dos matrinxds em jejum foram consideravelmente menores
do que as dos demais grupos (Tabela 3).

Os carboidratos s3o potencialmente hidrolisados em todas as secgdes do intestino. A
mais alta atividade da amilase foi observada nos cecos pildricos e a ndo adi¢ao de amido a
dieta provocou uma diminui¢do da atividade desta enzima para valores menores ou iguais aos

do Jejum (Figura 3). A amilase do intestino posterior foi responsiva a adi¢do de aminoacidos
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tanto no grupo que recebeu a dieta SO+AAEL quanto no grupo que recebeu a dieta
SA+AAEL (Figura 3).

A atividade proteolitica ndo especifica foi observada em todas as sec¢des do trato
digestorio de matrinxad (Figura 4). A presenca de amido ou 6leo na dieta ndo afetou esta
atividade enzimatica nos cecos piloricos (Figura 4). No estdbmago, além de serem observados
os valores mais altos da atividade proteolitica (Tabela 3), pode-se observar também que o
grupo SO+AAEL teve uma atividade proteolitica significativamente superior a do grupo SO
(Figura 4) e que as atividades proteoliticas dos grupos que receberam a dieta sem amido
foram significativamente menores que as do grupo Controle (Figura 4). O intestino anterior e
o posterior apresentaram o mesmo perfil e as mais baixas atividades proteoliticas (Figura 4).
Porém, estas atividades pareceram ser responsivas a adicdo de aminoacidos.

A atividade da tripsina apresentou o mesmo perfil observado para protease nao
especifica, o que nos leva a assumir esta atividade como a principal protease intestinal
observada neste experimento (Figura 5). Entdo, as afirmacdes feitas para as proteases
inespecificas de intestino sdo as mesmas para tripsina.

A atividade lipolitica foi observada em todas as secc¢des intestinais de matrinxa (Figura
6). As atividades mais altas foram observadas em intestino anterior, seguidas pelas dos cecos
pildricos, que nao foram responsivos (Tabela 3). Uma resposta pouco expressiva da lipase foi
observada no intestino anterior e posterior devida a alimentacdo com aminoécidos e amido
(Figura 6). O intestino posterior foi responsivo ao lipidio da dieta quando o amido era
relativamente baixo (Figura 6). Na realidade, considerando os niveis altamente discrepantes
de lipidio da dieta e as atividades fixas de lipase, ¢ plausivel assumir que esta enzima tenha

baixa responsividade.



TABELA 3. Atividades das enzimas digestivas nas diferentes por¢cdes do trato gastrintestinal de matrinxa (B. amazonicus) em diferentes

condigdes alimentares

Enzima Porg¢ao Condig¢oes alimentares
(U/ mg de proteina) Jejum Controle SO SO+AAEL SA SA+AAEL
Amilase
CP 2357+0,86° 14,73+2,61° 14,33+2,93" 12,64+1,42* 2,29+0,92° 2,72+0,54°
LA  239+0,67°  5,73+1,06° 4,83+0,67° 5,89+0,58 0,83+0,11¢ 0,89+0,1¢
LP  048+0,18°  4,95+0,54° 3,97+0,40 4,85+0,39a 0,47+0,09° 0,96+0,18°
Protease
E 2.2+1,93%  265,66+28,09° 209,14+22.88°  312,78+59,50°  159,44+53,94%  139+39,55°
CP. 2994933 110,76+10,07° 118,75+15,60* 108,83+10,32* 121,71+18,40*  126,58+9,54°
LA.  0,594+0,83° 5,30 +0,80° 5,329+0,86" 4,79+0,77* 3,6140,30° 5,65+0,67°
LP.  2,05£0.3° 3530+£10,03*  29,57+9,10° 34,9447,73" 12,0342,56" 27,76+5,3"
Tripsina
CP. 0,72+031°  2,29+0,50° 2,83+0,57 2,32+40,64° 2,68+0,43" 2,45+0,58"
LA.  0,04+0,04°  0,15+0,02° 0,16+0,02* 0,15+0,016* 0,11340,02° 0,15+0,02°
ILP.  0,07+0,01 1,24 40,35" 1,27+0,17 1,14+0,24° 0,177+0,02¢ 0,48+0,07°
Lipase
C.P. 0° 1,7740,46 1,54+0,69° 2,29+0,50° 2,27+0,84° 3,40+0,54°
LA  0934046°  5,7440,54° 6,68 +0,80% 8,09+0,73" 5,3240,77° 5,40+0,96°
ILP  0,1440,03% 0,71 +0,30° 0,434 0,1° 0,7740,17° 1,514+0,23° 1,4340,21°

E, estdomago; C.P, cecos pildricos; LA, intestino anterior; I.P, intestino posterior

S.EM.) (n=9).

. Letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas (p < 0.05) (média +

27
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Figura 3. Atividade enzimatica amilohidrolitica de cecos pildricos, de intestino anterior e de intestino posterior
de B. amazonicus em U/ mg de proteina. Os peixes foram colocados em diferentes condigdes alimentares: Jejum,
Controle, SO, SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Letras diferentes no mesmo grupo de tecido representam medias

estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados como Média = SEM para n = 9 peixes.
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Figura 4. Atividade enzimatica proteolitica de estomago de cecos pildricos, de intestino anterior e de intestino
posterior de B. amazonicus em U/ mg de proteina. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢des
alimentares: Jejum, Controle, SO, SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Letras diferentes no mesmo grupo de tecido
representam medias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados como Média = SEM

para n =9 peixes.
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Figura 5. Atividade enzimatica triptica de cecos piloricos, de intestino anterior e de intestino posterior de B.

amazonicus em U/ mg de proteina. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢cdes alimentares: Jejum,

Controle, SO, SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Letras diferentes no mesmo grupo de tecido representam medias

estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados como Média = SEM para n = 9 peixes.
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Figura 6. Atividade enzimatica lipolitica inespecifica de cecos piléricos, de intestino anterior e de intestino

posterior de B. amazonicus em U/ mg de proteina. Os peixes foram colocados em diferentes condigdes

alimentares: Jejum, Controle, SO, SO+AAEL, SA ¢ SA+AAEL. Letras diferentes no mesmo grupo de tecido

representam medias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados como Média + SEM

para n =9 peixes.
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4.3 Perfil metabdlico.
Perfil lipidico.

As concentragdes plasmaticas de triglicerideos dos grupos Jejum e SA foram
significativamente menores do que as dos outros quatro grupos (Figura 7). As maiores
concentragdes de triglicerideos plasmaticos foram observadas nos grupos Controle e SO, e
estas foram significativamente maiores do que as dos grupos SO+AAEL e SA+AAEL (Tabela
4). No musculo branco as maiores concentracdes de triglicérides foram observadas no grupo
Jejum e as menores nos grupos SA e SA+AAEL (Figura 7), que sdo significativamente iguais
entre si. No figado, observou-se um perfil parecido com o do plasma, porém neste 6rgao a
concentragdo de triglicérides do grupo SA foi significativamente maior do que a do grupo
SA+AAEL (Figura 7).

A concentracdo plasmatica e muscular de AGL do grupo que permaneceu em jejum
foi significativamente maior do que a dos outros grupos (Figura 8). As concentragdes
plasmaticas de AGL dos grupos Controle, SO, SO+AAEL e SA+AAEL foram
estatisticamente iguais entre si e significativamente menores em relagdao ao grupo SA (Figura
8). No musculo branco, a maior concentracdo de AGL foi a do grupo Jejum e as menores
foram observadas nos grupos Controle, SO e SO+AAEL (Tabela 4). No figado, as
concentragdes de AGL dos grupos Controle, SO, SO+AAEL e SA foram significativamente
semelhantes entre si, porém maiores do que as do grupo Jejum e as do SA+AAEL (Figura 8).
As maiores concentragdes médias de triglicerideos e de AGL foram observadas no figado

(Tabela 4).
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Figura 7. Concentragdo média de triglicerideos no plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em
diferentes condigdes alimentares. Os valores da concentragdo de triglicerideos do plasma sdo expressos em
pmol/ ml de plasma e do misculo branco e do figado estdo expressos em pumol/ mg de tecido. Os peixes foram
colocados em diferentes condigdes alimentares: Jejum, Controle, SO, SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Letras
diferentes no mesmo grupo de tecido representam medias estatisticamente diferentes para p< 0.05. Os valores

estdo representados como Média = SEM para n = 9 peixes.
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Figura 8. Concentrag@o de 4cidos graxos livres plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes
condigdes alimentares. Os valores das concentragdes de acidos graxos livres do plasma estdo expressos em
pmol/ ml de plasma e do musculo branco e do figado estdo expressos em umol/ mg de tecido. Os peixes foram
colocados em diferentes condigdes alimentares: Jejum, Controle, SO, SO+AAEL, SA e¢ SA+AAEL. Letras
diferentes no mesmo grupo de tecido representam medias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores

estdo representados como Média = SEM para n = 9 peixes.



Tabela 4. Médias das moléculas do perfil lipidico de plasma, misculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes condigdes alimentares.

Condicao alimentar

Material Jejum Controle SO SO+AAEL SA SA+AAEL

Triglicerideos

Plasma' 2,97+0,43° 6,87+0,71° 7,06+0,71* 5,65+0,63" 3,61+0,38" 5,10+0,89°

Musculo Branco® 1,76+0,18* 1,47+0,16° 1,48+0,16° 1,52+0,10° 1,22ﬂ:0,20b 11,50&:0,13b

Figado2 28,60+4,36° 59,28+5,57% 50,20+6,39* 37,97i6,25b 60,22+11,14° 26,67+4,56°
Acidos graxos livres

Plasma’ 0,81+0,05% 0,17+0,08° 0,25+0,09¢ 0,14+0,04° 0,35ﬂ:0,05b 0,2340,06°

Misculo Branco® 0,34+0,06" 0,16+0,01° 0,17+0,03¢ 0,12+0,02° O,23j:0,04b O,25j:0,05b

Figado4 53,24ﬂ:12,80b 122,96+31,48"  123,12+42,01° 103,75+22,94% 121,46+43,88" 58,67d:14,10b

Valores expressos em suas MédiastS.E.M. Letras diferentes na mesma linha significam diferengas estatisticas para p<0.05 (n=9).
" mg/ml de plasma; * mg/mg de tecido; > pmol/ml de plasma; * pmol/ mg de tecido
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Perfil glicidico

A concentragdo plasmatica de glicose do grupo jejum foi significativamente maior que
a dos outros grupos (Figura 9), sendo que a menor concentragdo plasmatica foi observada no
grupo Controle (Tabela 5). Os outros grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si
(Figura 9). No musculo branco, as maiores concentragdes de glicose foram dos grupos SA e
SA+AAEL (Figura 9), porém no grupo SA foi estatisticamente maior que no grupo
SA+AAEL (Figura 9), j& a menor concentracdo de glicose foi observada no grupo que
permaneceu em jejum. No figado, além de observamos a maior concentragdo média de glicose
(Tabela 5), as concentragdes de glicose do grupo Controle e do SO foram significativamente
maiores que as dos demais grupos, e a do grupo Jejum foi significativamente menor que a dos
demais grupos (Figura 9).

Em relacdo as concentragdes de lactato pode-se observar que, no plasma, a
concentragdo de lactado do grupo SA+AAEL foi significativamente menor que nos demais
grupos (Figura 10). No musculo branco, onde foi observada a maior concentragao média de
lactato (Tabela 5), as concentragdes nos grupos Jejum e SA foram significativamente menores
que nos outros grupos (Figura 10). A concentragdo de lactato no figado do grupo Jejum foi
significativamente menor que nos demais grupos (Figura 10), e as dos grupos Controle, SA e
SA+AAEL foram significativamente maiores (Figura 10).

A concentra¢do de piruvato plasmatico do grupo Jejum foi significativamente maior
que a dos demais grupos (Figura 11). No musculo branco ndo houve diferengas significativas
entre os grupos com diferentes condi¢des alimentares (Figura 11). As concentragdes hepaticas
de piruvato dos grupos SA e SA+AAEL foram iguais entre si e significativamente menores
que nos demais grupos (Figura 11). As maiores concentragdes deste metabdlito ocorreram nos
grupos Controle, SO e SO+AAEL (Tabela 5).

Os teores de glicogénio do figado foram maiores que os de musculo branco (Tabela 5).
No musculo branco do grupo Jejum houve uma queda significativa da concentragdao de
glicogénio em relagdo aos outros grupos, cujas concentracdes foram iguais (Figura 12). A
concentracdo de glicogénio do figado do grupo Jejum também foi significativamente menor
que a dos demais grupos (Figura 12), porém as concentragdes dos outros grupos ndo foram
iguais entre si. As maiores concentracdoes de glicogénio foram observadas no figado dos

grupos SO, SA e SA+AAEL (Figura 12).



Tabela 5. Médias das moléculas do perfil glicidico de plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes condigdes alimentares.

Material

Condic¢ao alimentar

Jejum Controle SO SO+AAEL SA SA+AAEL

Glicose

Plasma’ 22,07+0,87° 14,02+0,61° 18,56+1,35° 172,64+1,37° 18,01+0,69° 19,358+1,80°

Musculo Branco? 5,40+0,22¢ 6,69+0,29° 6,28+0,48° 6,2940,67° 12,89+0,628° 10,90+0,39°

Figado® 248,04+11,42° 3582043932 3692842544  291,36+2927° 336,46+19,78° 308,96+27,43°
Lactato

Plasma’ 3,15+1,12° 2,69+0,65% 4,24+(),89° 3,23+0,43° 2,67+0,41° 1,37+0,33°

Musculo Branco? 36,56+3,35° 46,95+1,98" 45,5142 81° 43,01+1,55° 39,40£2,33°  41,0242,764%°

Figado® 4,77+0,17° 9,92+1,20° 10,4241,18° 9,49+0,74° 8,2340,377° 7,954+0,94°
Piruvato

Plasma’ 0,33+0,01° 0,26+0,02° 0,28+0,03° 0,254+0,03° 0,25+0,03° 0,253+0,04°

Musculo Branco? 0,50+0,10 0,58+0,06 0,52+0,05 0,50+0,07 0,60+0,08 0,565+0,04

Figado® 0,86+0,07° 1,19+0,08* 1,17+0,08° 1,11+0,04* 0,72140,038° 0,72+0,05¢
Glicogénio

Musculo Branco® 3,04+0,37° 427+1,17 4,64+1,04° 4,99+0,88° 5,2940,59° 4.26+0,59*

Figado’

130,67+32,16°

196,46+31,65°

280,92+13,18°

238,64+10,37°

297,99+29,66°

311,25+66,39°

Valores expressos em suas MédiastS.E.M. Letras diferentes na mesma linha significam diferengas estatisticas para p<0.05 (n=9).

! imol/ ml de plasma; > pmol/ mg de tecido; * pmol glicosil glicose/g de tecido
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Figura 9. Concentragdes de glicose no plasma, muasculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes
materiais analisados. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢des alimentares: Jejum, Controle, SO,
SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Os valores das concentragdes de glicose do plasma estdo expressos em pmol/ ml
de plasma e do musculo branco e do figado estdo expressos em pmol/ mg de tecido. Letras diferentes no mesmo
grupo de tecido representam medias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados

como Média+SEM para n=9 peixes.
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Figura 10. Concentragdes de lactato de plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em
diferentes materias analisados. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢des alimentares: Jejum, Controle,
SO, SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Os valores das concentracdes de lactato do plasma estdo expressos em pmol/
ml de plasma e do musculo branco e do figado estdo expressos em pmol/ mg de tecido. Letras diferentes no
mesmo grupo de tecido representam medias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo

representados como Média+SEM para n=9 peixes.



36

1,2 4 [ Tejum Bl SO-AAEL %a .
Sy Controle  [Z27] sa =
w4 E=%0 B SA+AAEL |
1
o 0.8 ..
=
=
é’ 0,6
o
e g
bbb
. @
0,0 . .
Plasma Misculo Branco Figado
Material analisado

Figura 11. Concentragdes de piruvato de plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes
materias analisados. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢des alimentares: Jejum, Controle, SO,
SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Os valores das concentragdes de piruvato do plasma estdo expressos em pumol/ ml
de plasma e do musculo branco e do figado estdo expressos em pmol/ mg de tecido. Letras diferentes no mesmo
grupo de tecido representam medias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados

como Média+SEM para n=9 peixes.
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Figura 12. Concentragoes de glicogéneo de miisculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes materais
analisados. Os peixes foram colocados em diferentes condigdes alimentares: Jejum, Controle, SO, SO+AAEL,
SA e SA+AAEL. Os valores das concentragdes glicogénio do muisculo branco e do figado estdo expressos em
pmol glicosil-glicose /g de tecido. Letras diferentes no mesmo grupo de tecido representam medias

estatisticamente diferentes para p < 0.05. Os valores estdo representados como Média + SEM para n =9 peixes.
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Perfil protéico

As concentragdes de proteina no plasma dos grupos Jejum, Controle ¢ SO foram
significativamente menores que as concentragdes protéicas dos demais grupos (Figura 13). A
concentragdo média de proteina no musculo branco do grupo SA+AAEL foi
significativamente maior que as dos demais grupos (Tabela 6). A segunda maior concentragao
de proteina foi observada no grupo SA (Figura 13). Os demais grupos apresentaram
concentragdes médias iguais de proteina muscular (Figura 13). No figado, as concentragdes
médias protéicas dos grupos Jejum, SA e SA+AAEL foram estatisticamente iguais entre si e
maiores que nos demais grupos (Figura 13).

O teor de aminoacidos plasmaticos do grupo Jejum foi significativamente maior que
nos demais grupos, os quais foram estatisticamente iguais (Figura 14). O musculo branco do
grupo SO+AAEL apresentou a maior concentragdo de aminoacidos (Figura 14). Este grupo
foi seguido pelo SA (Figura 14), e o grupo Jejum apresentou a menor concentracdo muscular
de aminodacidos (Figura 14). As concentracdes musculares médias de aminoacidos dos demais
grupos foram iguais entre si (Figura 14). No figado, onde foi observada a maior concentragao
média de aminoécidos, os grupos Jejum e SO+AAEL apresentaram as maiores concentragdes
médias de aminoacidos livres (Tabela 6). Eles foram seguidos pelos grupos Controle e
SA+AAEL, e as menores concentracoes médias de aminoacidos livres foram observadas nos
grupos SO e SA (Figura 14).

A amonia plasmadtica variou apenas no grupo Controle onde se observou os menor
valor médio (Figura 15). No musculo branco, o menor valor médio da concentracdo de
amonia foi observado no grupo Jejum (Figura 15). As concentragdes nos grupos SO e SA
foram as maiores (Figura 15). O grupo SA+AAEL apresentou uma concentragdo média igual
a dos grupos Controle, SO, SO+AAEL e SA (Figura 15). No figado, além de se observar a
maior concentragdo média de amoénia (Tabela 6), observou-se também que o maior valor de
amonia hepatica foi o do grupo SA, enquanto o grupo SO+AAEL apresentou o menor valor

(Figura 15).
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Tabela 6. Médias das concentragdes de proteina, aminoacidos e amonia de plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes

condi¢des alimentares.

Condicoes alimentares

Material Jejum Controle SO SO+AAEL SA SA+AAEL
Proteina

Plasma’ 27,69+1,14° 25,34+1,19° 26,17+1,78° 29,93+1,61° 31,08+2,65*  32,24+2,03"

Musculo Branco® 69,88+8,26° 83,95+11,66°  71,53+10,54° 73,35+14,79°  127,51+8,43°  147,4048,13°

Figado® 82,49+4,01° 71,14+4,50° 69,83+5,79" 720,16+7,36" 82,70+7,13"  87,98+7,79°
Aminoacidos

Plasma’ 14,51+0,45° 9,98+0,759" 11,34+0,82° 10,37+1,32° 10,82+1,27°  11,15+1,02°

Misculo Branco* 22,48+1,10¢ 24,93+0,94° 26,43+0,91° 34,85+2,28" 31,24+1,56°  27,40+2,63°

Figado® 126,41+10,43*  99,65+8,37° 83,51+7,01° 116,49+9,53° 84,69+6,96°  98,22+7,53°
Amonia

Plasma’ 5,93+0,62° 3,656+0,54° 63,95+1,13° 6,52+1,13 5,56+0,7° 6,42+0,862°

Musculo Branco® 25,63+1,81¢ 31,06+1,64° 37,57+3,50° 31,90+2,68% 37,04+3,94"  34,51+3,84%

Figado® 74,40+3,54° 73,5343,74° 75,79+1,65° 68,85+2,14° 83,3042,53*  74,46+3,43"

Valores expressos em suas MédiastS.E.M. Letras diferentes na mesma linha significam diferengas estatisticas para p<0.05 (n=9).

"' mg/ml de plasma; > mg/g de tecido;* pmol/ ml de plasma; * pmol/ mg de tecido
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Figura 13. Concentracdo de proteina de plasma, misculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes
materiais analisados. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢des alimentares: Jejum, Controle, SO,
SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Os valores das concentra¢des de proteina do plasma estdo expressos em mg/ ml de
plasma e do musculo branco ¢ do figado estdo expressos em mg/ mg de tecido. Letras diferentes no mesmo

grupo de tecido representam médias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados

como Média+tSEM para n=9 peixes.
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Figura 14. Concentracdes de aminoacidos de plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes
materiais analisados. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢cdes alimentares: Jejum, Controle, SO,
SO+AAEL, SA ¢ SA+AAEL. Os valores das concentragdes de aminoacidos do plasma estdo expressos em pmol/
ml de plasma do musculo branco e do figado estdo expressos em pmol/ mg de tecido. Letras diferentes no
mesmo grupo de tecido representam médias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo

representados como Média £ SEM para n = 9 peixes.
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Figura 15. Concentragdes de amodnia de plasma, musculo branco e figado de B. amazonicus em diferentes
materiais analisados. Os peixes foram colocados em diferentes condi¢cdes alimentares: Jejum, Controle, SO,
SO+AAEL, SA e SA+AAEL. Os valores das concentragdes de amonia do plasma estdo expressos em pmol/ ml
de plasma do musculo branco e do figado estdo expressos em pmol/ mg de tecido. Letras diferentes no mesmo
grupo de tecido representam médias estatisticamente diferentes para p<0.05. Os valores estdo representados

como Média+SEM para n=9 peixes.

5 DISCUSSAO
5.1 Enzimas digestivas

Viarios estudos em nutricdo de peixe sao fundamentados na capacidade que apresentam
de usar os nutrientes, associada as respostas metabdlicas devidas as mudancgas na dieta
(Suérez, Hidalgo et al., 1995). Esta abordagem supde que os fatores nutricionais possam
influenciar o processo de digestao e melhorar o uso dos nutrientes. REIMER (1982) observou
que o matrinxa apresenta capacidade de adaptar seu metabolismo ao tipo de nutriente presente
nas dietas, aumentando a atividade das enzimas digestivas em fun¢do do substrato ofertado
(proteina, carboidrato ou gordura). Devido a essa caracteristica, o matrinxa poderia aproveitar
eficientemente gorduras, carboidratos e proteinas como fonte de energia para realizar suas
fungdes bioldgicas. J& que as mudangas no tipo, fonte e quantidade de alguns desses macro-
nutrientes podem alterar o perfil enzimdtico ou a quantidade de enzimas, uma inter-relagao

entre as atividades de enzima digestivas e o perfil metabdlico pode ser esperada. Na realidade,
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esta suposicdo tem sido descrita para algumas espécies, como pacu, Piaractus
mesopotamicus, € pintado, Pseudoplastystoma corruscans, (Moraes e Bidinotto, 2000;
Corréa, 2002; Lundstedt, Melo et al., 2004). No entanto, ensaios de digestibilidade e
desempenho de crescimento ainda sdo os métodos mais utilizados para se avaliar o
aproveitamento de nutrientes (Stone, Allan ef al., 2003).

Provavelmente, o aumento da atividade das enzimas digestivas pode causar uma
melhora da utilizacdo dos nutrientes. H4 um consenso sobre a variacdo proporcional da
secrecdo e da quantidade de amilase, de lipase e de protease devida a variagao do contetido ou
nivel dos seus substratos na dieta (Lhoste, Fiszlewicz et al., 1994). Isto pode ser observado
particularmente quando o matrinxa estd em jejum. Redugdes nas atividades enzimaticas no
estdmago, nos cecos piloricos e no intestino de peixes em jejum, quando comparadas com as
atividades de peixes bem alimentados, mostram que a presenga de alimento no intestino ¢
importante para a secrecdo de enzimas. Isto foi observado, também, em salmio do Atlantico,
Salmo salar, (Einarsson e Davies, 1996). Neste caso, as atividades da pepsina gastrica,
tripsina € quimotripsina pancreatica aumentam durante os primeiros dias de jejum, e depois
diminuem com o tempo. KROGDAHL e colaboradores (1999) também observaram para esta
espécie uma rapida diminuicdo na atividade especifica da maltase, da trealase e da sucrase
logo no periodo inicial de jejum.

Durante o periodo de jejum, ocorre um declinio na capacidade de sintese protéica,
prejudicando a reposi¢do dos constituintes celulares e das atividades enzimatica. Por outro
lado, este quadro possibilita uma economia energética consideravel (Jobling, 1994). Algumas
espécies de peixes, como o0 matrinxd, que suportam periodicamente longos periodos de
privacdo alimentar devido a migragdo para a reproducdo (Souza, Urbinati ef al., 2003), devem
controlar a sintese e secrecdo de enzimas digestivas para prevenir desperdicio de energia
durante a auséncia de alimento.

A utilizagdo de carboidratos difere entre as espécies de peixes e depende da
complexidade da fonte de carboidrato (Yamamoto, Konishi et al., 2000). A presenca de
amilase no intestino de matrinxa ¢ um efetivo indicador da habilidade do peixe para utilizar
carboidrato. Esta caracteristica esta presente em jundia (Melo, 2004), pintado (Lundstedt,
2003) e tambaqui (De Almeida, Lundsted et al., 2006) espécies de agua doce de regides
tropicais. Baseado nas atividades enzimadticas pode-se constatar que a digestdo de amido foi
mais efetiva nos cecos pildricos de matrinxa, seguida pelo intestino anterior e posterior. A
composicdo da dieta modulou a atividade da amilase em matrinxa, ja& que os peixes

alimentados com uma dieta sem adi¢do de amido apresentaram as mais baixas atividades em
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todas as secgdes de intestino (Figura 3). Porém, a presenca de aminoacidos livres no intestino
anterior e posterior provocou um aumento da atividade da amilase quando havia amido na
dieta. Esse aumento da atividade da amilase pode ser o responsavel pelo aumento da
concentragdo de glicose plasmatica (Figura 9).

Além dos aminodacidos adicionados, o aumento na producdo de amilase pode ocorrer em
resposta a presenca de amido (Cahu, Rennestad et al., 2004) ou de produtos de sua hidrolise
no lumen do trato gastrintestinal. A adapta¢do da amilase devida aos diferentes niveis de
amido da dieta tem sido descrita em peixes (Cahu e Zambonino-Infante, 1994). MORAES &
BIDINOTO (2000) e LUNDSTEDT e colaboradores (2004) também verificaram a variagao
da atividade enzimadtica da amilase em pact e em pintado alimentados com diferentes niveis
de carboidratos. A glicose pode estar influenciando diretamente a produ¢do desta enzima pelo
tecido pancreatico, ou indiretamente, estimulando a liberacdo de insulina pelo pancreas que
atuard estimulando a produ¢ao de amilase (Saito, Williams et al., 1980; Osborn, Rosenberg et
al., 1987; Jobling, 1994).

Como os carboidratos ndo sdo considerados a fonte preferencial de energia em peixes,
em varias espécies estes compostos parecem ser menos relevantes que em mamiferos. A
variag¢do na taxa de utilizagdo de diferentes tipos de carboidratos para o crescimento pode ser
bem explicada pela diferencas na taxa de digestdo/absor¢ao desse substrato (Wilson, 1994;
Hutchins, Rawles ef al., 1998). Os peixes carnivoros apresentam pouca habilidade para digerir
e metabolizar carboidratos quando comparados aos peixes onivoros e herbivoros (Moon e
Foster, 1995; Kubitza, 1999; Moon, 2001; Lee e Lee, 2004). Segundo SABAPATHY & TEO
(1993), a amilase do peixe onivoro Siganus canaliculatus (macua de pinta branca) ¢ mais
ativa do que a do peixe carnivoro Lates calcarifer (perca-gigante).

A substitui¢do satisfatéria de proteina da dieta por carboidratos demanda atengdo, visto
que hé evidéncias de que um excesso de energia ndo protéica (carboidrato ou lipidios) pode
prejudicar o crescimento dos peixes (Winfree e Stickney, 1981; Jonhson, Watanabe et al.,
2002). Por outro lado, a razdo proteina/ carboidrato pode ser ajustada para prevenir o uso de
aminodcidos como fonte de energia. Além disso, o aumento da energia ndo protéica leva a
reten¢do de nitrogénio (Engin e Carter, 2001). Portanto, deve-se estudar a melhor proporcao
entre carboidrato da dieta e oferecimento de aminoacidos para a otimizagcdo da producao de
amilase e aproveitamento dos carboidratos e proteinas, uma vez que o estudo do papel e da
contribuicdo dos carboidratos para a demanda de energia em diferentes espécies de peixe

ainda vem se desenvolvendo (Wilson e Poe, 1985).
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As proteases de matrinxa foram expressas em todas as regides do tubo digestorio,
mostrando a relevancia da presenca de proteina na alimentacdo de matrinxa (Figura 4).
Algumas das atividades enzimdaticas mostraram-se importantes pelos ensaios de protease
inespecifica. No estobmago de matrinxa, os aminodcidos livres adicionados a dieta parecem ter
provocado o aumento da atividade proteolitica no tratamento SO+AAEL (Figura 4). O
conteudo de amido também parece ter sido crucial para atividade proteolitica, visto que se
pode observar uma diminui¢do significativa do grupro SA+AAEL (Figura 4). O tipo de
regulacdo neste caso parece semelhante ao observado para amilase em intestino anterior e
posterior. Porém, este ¢ provavelmente um efeito indireto dependente na liberagao de gastrina.
Este horménio ¢ o principal responsavel pela liberacdo de HCl no limen intestinal para
posterior ativagdo de pepsina. Além disso, a gastrina mostra claramente um efeito trofico, pois
¢ capaz de estimular com habilidade o desenvolvimento e o crescimento da mucosa estomacal
em humanos. A liberagdo de gastrina ¢ dependente de substancias como calcio, glicose e
aminoacidos, como fenilalanina e triptofano (Buchan, 1999).

Em humanos, os aminodcidos ou os seus derivados descarboxilados podem agir nas
células-G para estimular a secrecdo de gastrina (Delvalle e Yamada, 1990). Extrapolando-se
esses fatos poderiamos assumir que a presenga continua de glicose mais aminoacidos seria a
responsavel por um aumento de mucosa gastrica e, conseqiientemente, pelo aumento dos
niveis de protease no estomago de matrinxa.

A atividade proteolitica de cecos piloricos ndo foi responsiva a lipidio, aminoacidos ou
amido (Figura 4). A atividade proteolitica de cecos ¢ menos dependente da presenca de
reguladores, ou até mesmo do alimento, ainda que mesmo uma pequena diminui¢do ao longo
do jejum seja observada. Este fato pode estar ligado a falta de células do sistema enddcrino
nessa por¢cdo do trato digestorio de matrinxd. SEIXAS FILHO e colaboradores (2001),
estudando duas espécies proximas ao matrinxa, piracanjuba, Brycon orbignyanus, € piau,
Leporinus friderici, verificaram a auséncia de células endocrinas nos cecos piloricos destas
duas espécies. Porém, a relagdo entre a dieta, a estrutura e a funcdo dos cecos piloricos €
muito complexa e ainda pouco entendida (Drewe, Horn et al., 2004).

A tripsina ¢ considerada uma enzima digestiva chave, pois ¢ a responsavel pela
ativacdo de muitas outras enzimas proteoliticas, incluindo a quimiotripsina (Sunde, Taranger
et al., 2001) e ¢ a protease predominante nos cecos piloricos ((Hsu e Wu, 1979; Sunde,
Taranger et al., 2001; Garcia-Carrefio, Albuquerque-Cavalcanti et al., 2002). Sendo assim,

considerada a semelhanga entre o perfil da atividade da tripsina e da protease inespecifica, a
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atividade da tripsina foi, provavelmente, a principal atividade proteolitica dos cecos piloricos
(Figura 4 e Figura 5).

As atividades de tripsina no intestino anterior e posterior foram dez vezes mais baixas
que dos cecos durante o jejum (Tabela 3). Porém, a resposta a presenca de alimento ou
nutrientes no intestino posterior foi notavelmente mais alta. Os estudos de CAHU &
ZAMBONINO INFANTE (1995) mostraram que o aumento de proteina hidrolisada na dieta
de alevinos de “sea bass” induz as atividades proteoliticas. JEANNINGROS (1982) e
NIIJIMA (2000) propuseram a presenca de receptores de aminodcidos no duodeno, jejuno e
sistema porta-hepatico venoso. Estes receptores podem estimular a sintese de enzimas
digestivas. Sendo assim, os aminoacidos presentes no alimento podem estar envolvidos
diretamente nos processos de estimulagdo de sintese e secre¢do de enzimas digestivas.

A presenca de aminodcidos no lumen intestinal pode aumentar a secre¢do de
colecistocinina em peixes adultos ¢ em mamiferos (Mearadji, Masclee et al., 2001). Este
hormoénio, junto com estimulos neurais, tem um papel importante na secrecdo de enzimas
digestivas do pancreas (Singer, 1993; Einarson, Davies et al., 1997; Ronnestad, Tonheim ef
al.,2003).

A existéncia de multiplas formas de tripsina em varias espécies animais levantou
perguntas sobre a sua origem e os seus papéis (Ohlsson e Tegner, 1973; Louvard e
Puigserver, 1974; Guy, Lombardo ef al., 1978; Brodrick, Largman ef al., 1980). Os diferentes
comportamentos da tripsina de cecos piléricos e do intestino posterior podem ser devido a
presencga de diferentes formas desta enzima nestes dois segmentos (Figura 5). Em salmao do
Atlantico, inimeros genes da tripsina t€ém sido reportados e caracterizados (Male, Lorens et
al., 1995). A composi¢do aminoacidica diferenciada entre essas isozimas ¢ fato conhecido,
mas nem sempre esta caracteristica traz diferencas marcantes em suas propriedades cinéticas.
Entretanto, os fatores que promovem a sua secre¢@o sdo variaveis entre os animais. O papel de
nutrientes em tal expressdo ¢ relatado para ratos (Carreira, Fueri ef al., 1997), mas em peixes
ndo conhecemos relato sobre esses dados. E provavel que algumas iso-formas de tripsina, com
caracteristicas cinéticas semelhantes, e dai aparentemente sem diferenciagdo de papel
funcional, apresentem na verdade respostas indutivas diferentes.

Ha relatos de que a quantidade de lipidios presente no contetido intestinal provoca uma
adaptabilidade da atividade lipolitica de matrinxa (Reimer, 1982). Isto foi explorado em nosso
experimento, porém, enquanto os cecos nao apresentaram respostas significativas a essas
variagoes (Figura 6), o intestino apresentou alguma responsividade (Figura 6). Isso nos faz

pensar que distintas lipases estdo sendo expressas; uma, em intestino anterior, que € regulada
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pelo amido junto com aminoacidos, e outra, no intestino posterior, que ¢ regulada pelos
lipidios do limen intestinal. IZQUIERDO e colaboradores (2000) mencionam em seu
trabalho que diversos tipos de lipase vém sendo reconhecidos no trato digestorio de peixes
juvenis e adultos.

O intestino anterior de matrinxa ¢ possivelmente a sec¢do mais importante na digestao
de lipidios, pois além de apresentar a mais alta atividade também apresenta um carater
adaptativo (Tabela 4). Semelhantemente ao matrinxd, esta caracteristica também foi
demonstrada em tambaqui, Colossoma macropomum, (De Almeida, Lundsted et al., 2006).
BORLONGAN (1990) destaca que o local primario de acdo lipolitica na maioria das espécies
parece ser a por¢do anterior do intestino e os cecos piloricos, quando presentes. Outros
autores relatam que a digestdo de lipidios continua nas demais por¢des do intestino (Smith,
1989). Atualmente, os padrdes de distribuicdo da atividade lipolitica ao longo dos diversos
segmentos do trato gastrointestinal de peixes, juvenis e adultos, vém sendo estudados e
parecem divergir entre as espécies (Chakrabarti, Gani et al., 1995). Porém, conclusdes mais
seguras sobre o papel digestivo das lipases devem ser unidas a digestibilidade dos lipidios.
Uma correlagdo positiva entre atividade de lipase e a digestibilidade de lipidios ja foi
observada em Tor khudree (Bazaz e Keshavanath, 1993), “rohu”, Labeo rohita (Gangadhar,
Nandeesha et al., 1997) e robalos, Dicentrarchus labrax, (Peres e Olivia-Teles, 1999).
Estudos adicionais deverao estabelecer tal correlagdo em matrinxa.

Dietas suplementadas com aminodcidos ainda sdo um assunto polémico e controverso.
Estudos prévios in vivo com pacu alimentados com niveis de proteina abaixo do indicado para
a espécie e com suplementacao de lisina ou metionina, nao mostraram nenhuma diferenca nas
taxas de crescimento especificas, concentragdes plasmaticas de glicose, triglicérides e
proteinas (Mufioz-Ramirez e Carneiro, 2002). Tildpias alimentadas com proteina de soja
suplementada com aminoacido também ndo mostraram nenhuma diferenca relativa no
desempenho de crescimento (Furuya, Pezzato et al., 2004). Porém, MAMBRINI e
colaboradores (1999) estudando truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, obtiveram um resultado
significativamente maior com dietas contendo DL-metionina. PIEDRAS (2004) também
relata, para Odontesthes bonariensis, que uma dieta com metionina ¢ uma dieta com
metionina e lisina levam a um crescimento maior do que uma dieta sem aminoacidos livres e
uma dieta s6 com lisina.

O ajuste de macronutrientes € crucial para se aperfeicoar a nutricdo de peixes (De
Almeida, Lundsted et al., 2006). Melhorias na formulacdo e confec¢do das dietas para peixes

devem ser uma preocupacao constante, sendo que isto depende de combinagdes ajustadas dos
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nutrientes (Kuz'mina e Golovanova, 2004). Os lipidios e carboidratos complexos na dieta de
alguns peixes podem controlar o consumo de proteina (Manjappa, Keshavanath et al., 2002),
evitando seu uso na producao de energia e poupando-a para outras fungdes.

Comumente as atividades das enzimas digestivas do intestino posterior sdo as mais
baixas de todas as por¢des do trato (Melo, 2004; De Almeida, Lundsted et al., 2006). Segundo
DAS e colaboradores (1987) e TENGJAROENKUL e colaboradores (1999), baixas atividades
enzimaticas no intestino posterior de peixes sdo atribuidas a funcdo de reabsor¢do nesta
porcao do trato, sugerindo um papel secundério na producdo de enzimas. Porém, devemos
ressaltar que, possivelmente, o intestino posterior possui um papel importante no processo
digestivo, além da absor¢do dos nutrientes. Isso ¢ corroborado pelos dados obtidos neste
experimento, onde se observou um aumento das atividades enzimaticas. Além disso, SEIXAS
FILHO e colaboradores (2001) verificaram a presenca de células endocrinas nos segmentos
referentes ao intestino anterior, que foi chamado por eles de médio, e posterior de piracanjuba

e piau.

5.2 Metabolismo intermedidrio.

A utilizacdo das reservas energéticas nos peixes depende do tempo de privacao
alimentar, da espécie estudada (Van Den Thillart ¢ Van Raaij, 1995) e do tipo de alimento
ofertado. A redugdo na concentracdo de glicose e glicogénio no figado de matrinxa em jejum
sugere o seu fornecimento com o proposito de manter os niveis plasmaticos de glicose
(Tabela 5). O aumento da capacidade de glicogenolise do figado pode ser devido parcialmente
as mudangas de hormonios reguladores da glicemia no plasma (insulina e glucagon) (Pereira,
Vijayan et al., 1995).

O grau de glicogendlise varia entre as espécies, desde uma rapida ou moderada quebra
até a completa degradagdo do glicogénio durante o jejum (Sheridan ¢ Mommsen, 1991). A
respeito da utilizacdo do glicogénio hepatico devido a privacdo alimentar VAN DEN
THILLART & VAN RAAIJ (1995) dividem as espécies de peixes em duas categorias. A
primeira ¢ aquela em que as espécies utilizam as reservas de glicogénio no primeiro estagio da
privagdo de alimento, como a carpa comum, Cyprinus carpio, € a truta arco-iris. E o segundo
grupo ¢ aquele que utiliza o glicogénio apds as reserva de outros combustiveis terem se
esgotado devido a longos periodos sem alimento. A degradacdo das reservas de glicogénio
permite um suprimento constante de glicose para todos os tecidos principalmente o nervoso.

Baseado em nossos resultados pode-se incluir o matrinxa na primeira categoria, ja que houve
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uma reducdo de 66% das reservas de glicogénio hepatico nos animais mantidos em jejum por
15 dias (Tabela 5).

A manuten¢do dos teores de glicose sanguineos ¢ importante, pois muitos tecidos,
como o cérebro, utilizam preferencialmente glicose como fonte energética (De Silva e
Anderson, 1995). O figado dos peixes pode exportar glicose a partir da quebra de glicogénio
em dire¢do aos tecidos extra-hepaticos, ja que os estoques de glicogénio do musculo branco
ndo sdo utilizados rotineiramente para manuten¢do da glicemia de outros tecidos (Moon e
Foster, 1995; Van Den Thillart e Van Raaij, 1995; Hemre, Mommsen et al., 2002).
Normalmente este estoque ¢ direcionado para queima rapida devido ao exercicio (Van Den
Thillart e Van Raaij, 1995). O glicogénio muscular ¢ utilizado somente apds o esgotamento
do glicogénio hepatico em periodo de jejum induzido (Jobling, 1994). Em matrinxa, o figado
provavelmente exerceu sua fun¢do de manutengdo da glicemia, pois, como pode ser visto, ndo
houve uma diminui¢do significativa dos estoques de glicogénio do musculo branco (Figura
12).

A manutengdo da glicemia, quando ndo ha disponibilidade de glicose na dieta, pode
também acontecer a partir de precursores nao glicidios, como lactato e aminoacidos. A
diminui¢do das concentragdes de lactato e piruvato nos tecidos analisados € no plasma ¢ a
manuten¢do da concentragdo de glicose (Figura 9) do grupo Jejum podem ter sido devidas a
utilizagdo desta molécula no processo gliconeogénico. O lactato ¢ um dos substratos mais
usados pelo metabolismo hepatico, sugerindo a importancia do ciclo de Cori para os peixes na
reciclagem do lactato muscular (lactato muscular—glicose hepatica—glicogénio muscular)
(Suarez e Monnsen, 1987).

A auséncia de amido nas dietas experimentais SA e SA+AAEL e a privacdo alimentar
do grupo Jejum provavelmente estimulou a gliconeogénese hepatica e muscular e a liberagao
de glicose hepatica no matrinxa. Isto ¢ sugerido pela redugdo nas concentragdes de lactato
hepatico e muscular, e de piruvato (substratos para a gliconeogénese) e de glicose hepatica
(Figura 9). Segundo LOVE (1980), a gliconeogénese a partir de aminodcidos ¢ uma
caracteristica central da privacdo de alimentos nas enguias e nos salmonideos para a
manuten¢do da glicemia. O grupo que permaneceu em jejum, além de utilizar o lactato, pode
ter utilizado aminoacidos para a manutencdo da glicemia, ja que se pode observar uma
diminui¢do significativa da concentragdo dessa molécula no musculo branco e um aumento da
concentragdo de amdnia no plasma.

O aumento da concentracao de glicogénio hepatico e a diminui¢do de glicose hepatica

nos tratamentos SA e SA+AAEL provavelmente ocorreu porque o figado realizou
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glicogénese e, também, devido a uma possivel neoglicogénese a partir de aminoacidos. Esta
neoglicogénese foi mais intensa no grupo SA, pois, como se pode verificar, houve uma
diminui¢do dos teores de aminodcidos hepaticos e aumento na concentracdo de amodnia
hepatica. Isso provavelmente ocorreu devido a insuficiéncia de carboidratos para suprir
demanda energética neste tratamento. MELO e colaboradores (2006), estudando jundias
alimentados com dietas com teores crescentes de proteina e decrescente de carboidratos,
observaram um aumento da concentracdo de amdnia hepatica com concomitante aumento da
glicose. Alguns autores (Hidalgo e Alliot, 1988; Kim, 1997) afirmam que o aumento da
concentragdo de compostos nitrogenados para excre¢do ¢ uma conseqiiéncia do uso de
aminoacidos para a obten¢ao de energia.

A glicogenese e a neoglicogenese pode ter ocorrido com o grupo SO, ja que podemos
observar também o aumento de glicogénio hepatico, com a concomitante redugdo dos teores
de aminoacidos. Porém, diferentemente dos outros dois grupos nao ha uma diminui¢dao da
concentragdo de glicose hepatica. Isso pode estar acontecendo devido a maior mobilizagao de
aminoacidos do figado para a producdo de glicose por neoglicogénese. Estes aminoacidos
possivelmente sdo oriundos de proteinas hidrolisadas do alimento, ja que ndo foi observada
nenhuma reducdo nas concentragdes de proteinas nos tecidos analisados. MOON & FOSTER
(1995) relatam em peixes que na auséncia de nutrientes provindos da dieta, o figado parece
ser o fornecedor de glicose para os tecidos extra-hepaticos, através da neoglicogénese através
de lactato, piruvato e aminoéacidos advindos do catabolismo de proteinas.

Outra forma de se suprir as necessidades energéticas ¢ a utilizacdo das reservas
lipidicas. Os lipidios sdo a fonte de energia mais importante durante os periodos de privagdo
de alimento (Avila, 1987; Collins e Anderson, 1997) e durante a falta de carboidratos. O
aumento significativo de AGL no musculo branco e plasma do grupo em jejum, e dos dois
grupos que receberam dietas sem amido, estd ocorrendo devido a mobilizacdo de
triglicerideos tanto do proprio musculo como do plasma. KROGDAHL e colaboradores
(1999) também observaram imediata diminuicdo da concentragdo de triglicerideos
plasmaticos devido ao jejum para suprir a demanda energética. Além disso, o figado, principal
orgdo de estocagem de lipidios em peixes (Avila, 1987) mobilizou triglicerideos para o
plasma (Figura 7) no grupo SA+AAEL.

Quando a lipase hormdnio-sensivel ¢ ativada devido a sinalizacdo de que o organismo
estd necessitando de energia, os triglicerideos armazenados sdo mobilizados e transportados
como AGL para o plasma, e dai para os tecidos, principalmente para os musculos (Van Den

Thillart ¢ Van Raaij, 1995), nos quais podem ser oxidados (Weber e Zwingelstein, 1995).
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MOYES e colaboradores (1992) destacam que as mitocondrias do misculo branco de peixes,
assim como em mamiferos, oxidam piruvato ou outro combustivel elementar como o lactato,
em preferéncia a acidos graxos, quando presentes isoladamente. Entretanto, quando presentes
em conjunto, a oxidagdo dos acidos graxos inibe a utilizagdo de piruvato. A diminui¢cdo da
concentragdo de triglicerideos e um aumento da de AGL no musculo branco dos grupos SA e
SA+AAEL s3ao um indicativo de que estd ocorrendo lipdlise neste tecido, j& que ndo ha
carboidrato oriundo da dieta para suprir a demanda metabolica. DE ALMEIDA (2006)
também verificou uma diminui¢do na concentragdo de triglicerideos e um aumento na de
AGL na dieta com o mais alto teor de lipidio e o mais baixo teor de proteina para tambaqui. O
aumento do teor de proteina muscular e hepatica dos grupos SA ¢ SA+AAEL (Figura 13)
pode também estar relacionado com a utilizagdo das reservas lipidicas e ndo da protéica como
fonte de energia. Muitas perguntas importantes e interessantes sobre o papel dos lipidios e das
lipases em peixes, principalmente nos herbivoros, precisam ainda ser esclarecidas (Drewe,
Horn et al., 2004).

As taxas de sintese protéica sdo bastante altas no figado, e este 6rgdo ¢ extremamente
sensivel a qualquer variagdo na composi¢do da dieta (Carter e Houlihan, 2001). Acredita-se
que as proteinas possam ser a fonte energética para jejuns prolongados nos peixes (Van Den
Thillart e Van Raaij, 1995). Entretanto, considerando-se que a estrutura funcional dos
organismos ¢ formada basicamente por proteinas, as mudangas em sua composi¢do podem ser
bem pequenas e ndo serem estatisticamente significativas, ou simplesmente serem o resultado
de outras mudancas no tecido, tais como o conteudo de agua, lipidios e glicogénio. Por isso,
muitos estudos utilizam os aminoacidos e a produ¢do de amodnia para inferir sobre o
metabolismo protéico (Moyes e West, 1995).

O figado parece ser o principal sitio de producdo de amonia do organismo (Alexis e
Paparaskeva-Papatsoglo, 1986). Como as concentragdes de aminodcidos hepaticos,
plasmaticos e musculares variaram significativamente, € as concentragdes de amodnia foram
significativamente maiores no plasma do grupo que permaneceu em jejum, podemos agora
inferir que o grupo em jejum utilizou sua estrutura protéica para a manuten¢do da suas
necessidades energéticas, apesar da concentragdo de proteina plasmatica e muscular ter se
mantida constante e a proteina hepatica ter aumentado.

Nao ficou evidente uma mudanca no perfil metabdlico devido a adicdo de aminoacidos
essencias livres a dieta. Isso pode estar relacionado ao pouco tempo de experimentagdo
assossiado a pequena, mas significativa, variacao na atividade das enzimas que responderam a

presenca de aminoacidos essenciais livres. Um periodo maior de experimentacao pode tornar
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evidentes os efeitos da adi¢do de aminoacidos essencias livres a dieta. A nao diferenca dos
parametros biométricos também pode estar ligada a este fato.

6 CONCLUSOES

» As atividades amilohidrolitica, proteolitica e lipolitica de B. amazonicus
diminuem devido ao jejum de 15 dias. As reservas lipidicas e os aminoacidos
dos tecidos analisados, as reservas glicidias hepaticas sdo utilizadas como
fonte de energia para a manutencdo do metabolismo.

» A auséncia de amido na dieta causa uma diminui¢ado da atividade da amilase de
todas as porgdes do trato digestorios e a atividade das proteases estomacais;

» Na auséncia de amido, ha o consumo de triglicerideos ¢ a sintese de glicose por
neoglicogenese para a obtencdo de energia;

» A auséncia de lipidios na dieta ndo causa auteragdes significativas no perfil
enzimatico e no metabolismo intermediario de matrinxa.

» A adicao de aminoacidos essenciais livres provoca aumento:

o das atividades proteoliticas do estomago e lipolitica do intestino
anterior e posterior na ausencia de lipidios;

o das atividades proteoliticas do intestino anterior ¢ do posterior € na
auséncia de amido;

o das atividades amilohidroliticas intestino posterior na auséncia de
lipidios e de amido.

» Niao ha alteragbes no metabolismo intermediario devido a adigdo de

aminoacidos essenciais livres;
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