10

11

12

13

14

15

16

17

(L)

~
FURG
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG
INSTITUTO DE OCEANOGRAFIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Efeito da restricdo alimentar e jejum na atividade do sistema transportador
de elétrons (ETS) em juvenis de Pacu (Piaractus mesopotamicus)

Juan Rafael Buitrago Ramirez

Rio Grande, RS

2018



18

19

20

21

22
23

24

25

26

27

28

29

30

31
32
33
34
35
36
37

38

39

40

41

42

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG
INSTITUTO DE OCEANOGRAFIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Efeito da restricdo alimentar e jejum na atividade do sistema transportador

de elétrons (ETS) em juvenis de Pacu (Piaractus mesopotamicus)

Juan Rafael Buitrago Ramirez

Orientador: Dr. Luis Alberto Romano

Co orientadora: Dra. Virginia Fonseca Pedrosa

Dissertagao apresentada como
parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de mestre
em Aquiculturano Programade
P6s Graduacao em Aquicultura
da Universidade Federal do Rio
Grande -FURG

Rio Grande, RS

Fevereiro, 2018



43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

Ata de Aprovacgéo



66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93



94
95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114
115

116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

INDICE

D I=To [[or=1 o] £ = WSO PPPPPPPPPPP 8
F Yo = (o [T [ 1T 0] (01 TSRS 9
RESUMO QEIAI ... . e e e e e e e e e e eees 10
(1T a1t = L o] = (o U UURPPPPUPTRRI 12
INEFOTUGEID ...ttt e e 14
oS (o] g1 F=Tor=To 0 ) ([ F- 1AV N 16
N I8 TP PR RSP 16
BIOMAICAUOIES ... .ttt s 17
Biomarcadores para a avaliagcdo do estado metabOliCo............cccevvvvvvviiieeeeennnne. 17
indice HepatoSSOMALICO (IHS) ......cveiveieeeeeeeeeiecte e 18
HEeMOGIODING ... 18
GlICOSE NO SANQUE ...ttt e ettt e e e e e e e e e eeeaaaa e e e e e e eaeeennnnns 18
Método para andlise da atividade do ETS ........ccooiiiiiiiiiiiii s 19
Outros métodos para a avaliacdo da respiracao celular.............ccccoeeeeeeevvvnnnnnns 20
CrESCIMENTO ..., 21
(@ 0] =3 1Yo 1 PSR 23
(@] 0] 1=2 1AV o 1= - | SRR 23
Objetivos eSPECITICOS ...coovii i 23
] (=T (=] [ = LTRSS 24
Avaliacéo do efeito da restricdo alimentar e jejum sobre a atividade do ETS e
crescimento do pacu (Piaractus MeSOPOLAMICUS) ......uuvuuurereeerreeeiiiiiiaaeeeeeeeeeeneenns 35
RESUIMO ...t e e et e e e e e e e e e e e eeeans 35
Y 0111 = Vo SRR 36
3 011 Yo [0 T~ Lo PRSP 36
2 Material @ METOUOS .....cooieieieeee e 38
2.1 Delineamento experimental............cccooieeeeieeiieiiiiiiie e e e e 38
2.2 ANAlISES e ETS. .. 39
2.3 EStatiStiCAS.....ccoe i 40
3 RESUIAUOS .....ceiiie et e e e e et e e e e e eaarena 40
3.1 Crescimento dOS ANIMAUS .......ccceuuuiuuiiaeeeeeeeeeiiiiee e e e e e e eeeaiiaa e e e e e e eeeeeennes 40
3.2 Par@Gmetros SanQUINEOS.......cccoeiiiiiiie e 42
3.3  ANAlISES e ETS. .. 42



127
128
129
130

131

132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

 DISCUSSAD ..ueneeee e ettt e 45
D R EBIBIBNCIAS e 47
AN 1S 0 PP 50

indice de Tabelas

Tabela 1 Composicéo proximal do alimento fornecido.............cccooeeeeeeiiiiiiiiinnnnnn. 39
Tabela 2 Parametros zootécnicos e sanguineos avaliados................cccceeeeeeeennn. 41

Tabela 3 Analise multivariada de correlacfes de Sperman entre as atividades do

ETS e as variaveis avaliadas. ...............uuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiieieeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 42
Tabela 4 Correlacdes de Sperman para TCE. ........cooiiiiiiiiiiiiiiiii e 43
Tabela 5 Parametros do modelo matematico para a predicdo da TCE................ 43
Tabela 6 Analise de Variancia do modelo matematico da TCE............................ 45
Tabela 7 Estatisticos de ajuste do Modelo.............eeeeeiiieiiiiiiiiicie e 45

indice de figuras
Figura 1 Grafico dO MOUEIO0 .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeee ettt eeeeeeeeeeees 44



157

158

159

160



161
162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

Dedicatéria

Todas as pessoas que incondicionalmente me apoiaram.



191
192

193

194
195
196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

Agradecimentos

Agradeco ao Brasil, a CAPES, a FURG, a Estacdo Marinha de Aquacultura e a todas
as pessoas que dia a dia contribuem para a ciéncia crescer, desde o cidadao com

seus impostos até o professor com sua entrega diaria e luta.



216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246

Resumo geral
A finalidade deste trabalho € testar a aplicabilidade de uma ferramenta normalmente
utilizada na ecologia de ambientes aquaticos na bioenergética dentro da area da
aquicultura, por meio da qual foi testada a atividade do sistema transportador de
elétrons (ETS) em érgaos alvo da espécie Piaractus mesopotamicus submetidos a
diferentes condicGes alimentares. O estudo € baseado na hipétese de que a
atividade do ETS ou a combinacéo das atividades do ETS de diferentes 6rgaos alvo
podem ser avaliadas como um biomarcador celular, com capacidade de descrever
ou predizer parametros zootécnicos. O método de avaliacdo da atividade da ETS
foi desenvolvido para medir a agdo enzimatica do ETS quantificando por colorimetria
a oxidacdo do NADH e NADPH e reducdo do cloreto de 2-(p-iodofenil)-3-(p-
nitrofenil)-5-fenil tetrazolium (INT). O experimento foi desenhado para avaliar o
efeito de diferentes regimes alimentares no metabolismo do pacu, sob quatro
tratamentos: jejum, consumo ad libitum, outros dois de restricdo alimentar com taxa
de arracoamento de 0,6% e 1 % do peso vivo/dia. Cada tratamento teve o minimo
de quatro réplicas, maximo seis (peixes) mantidos em tanques de 100 L de volume
atil. Os animais foram pesados (102 * 9,5 g) e depois mantidos 15 dias em
aclimatacdo. Foram alimentados diariamente ad libitum com racédo Supra Anzol de
ouro 24 ® registrando-se o consumo diario a partir do qual determinou-se as taxas
de restricdo alimentar. Apds aclimatacdo, estimou-se 0 peso médio inicial (115,5
+10,4 g) e distribuiu-se aleatoriamente os peixes nas unidades experimentais dentre
os tratamentos. O ensaio teve duracdo de 15 dias, com acompanhamento diario
do consumo e a qualidade de agua. Ao final do experimento os peixes foram
pesados para depois tomar amostras de sangue para as analises de glicose e
hemoglobina e por fim serem eutanasiados com o objetivo de extrair os 6rgdos
alvo que foram utilizados nas analises da atividade do ETS em figado, rim, musculo
e branquias. Foi observada a reducéo da glicemia no jejum e similaridade dentre
os demais tratamentos. A concentracdo de hemoglobina nao diferiu entre os
tratamentos. Para a atividade do ETS s6 foi possivel observar influéncia dos
tratamentos no figado e rim. J& nos parametros zootécnicos avaliados (ganho de

peso, consumo alimentar, conversdo alimentar e taxa de crescimento especifico)
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foram encontradas em todos diferencas explicadas pelos tratamentos
experimentais, pelo qual optou-se pela taxa de crescimento especifico (TCE) como
variavel resposta para a exemplificar a funcionalidade dos indices de ETS no figado
e rim, para a predicdo da TCE por meio do modelagem matemética dos dados,
tendo em conta que o limitado nimero de dados ndo consegue formar um modelo
de grande robustez. No entanto, 0 modelo conseguiu valores do R2 ajustado de 78
%, sugerindo que a atividade da ETS do figado e rim apresentaram um potencial

para a descricéo e predicdo do crescimento do pacu.
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General Abstract
The purpose of this work is to test the applicability of a tool normally used in the
ecology of aquatic environments in bioenergetics within the aquaculture area,
through which the activity of the electron transport system (ETS) in target organs of
the species Piaractus mesopotamicus different food conditions. The study is based
on the hypothesis that ETS activity or the combination of ETS activities of different
target organs can be evaluated as a cellular biomarker, with the ability to describe
or predict zootechnical parameters. The method of evaluation of ETS activity was
developed to measure the enzymatic action of ETS by quantifying by colorimetry the
oxidation of NADH and NADPH and reduction of 2- (p-iodophenyl) -3- (p-nitrophenyl)
-5-phenyl chloride tetrazolium (INT). The experiment was designed to evaluate the
effect of different dietary regimes on pacu metabolism under four treatments: fasting,
ad libitum intake, and two other food restriction with 0.6% and 1% live weight / day
dietary intake. Each treatment had a minimum of four replicates, maximum six (fish)
kept in tanks of 100 L of useful volume. The animals were weighed (102 + 9.5 g) and
then maintained for 15 days in acclimation. Daily ad libitum with Supra Anzol de ouro
24 ® were fed daily, recording the daily intake from which the food restriction rates
were determined. After acclimatization, the initial mean weight (115.5 + 10.4 g) was
estimated and the fish were randomly distributed in the experimental units among
the treatments. The trial lasted 15 days, with daily monitoring of consumption and
water quality. At the end of the experiment the fish were weighed and then blood
samples were taken for glucose and hemoglobin analyzes and finally euthanized to
extract the target organs that were used in the analysis of ETS activity in liver, kidney,
muscle and gills. It was observed the reduction of fasting glucose and similarity
among the other treatments. Hemoglobin concentration did not differ between
treatments. For the ETS activity, it was only possible to observe influence of the
treatments in the liver and kidney. In the zootechnical parameters evaluated (weight
gain, food consumption, feed conversion and specific growth rate) were found in all
differences explained by the experimental treatments, whereby the specific growth
rate (SGR) was chosen as the response variable to exemplify the functionality of the

ETS indexes in the liver and kidney for the prediction of SGR by means of the
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302 mathematical modeling of the data, taking into account that the limited number of
303 data can not form a model of great robustness. However, the model achieved
304 adjusted R? values of 78%, suggesting that liver and kidney ETS activity presented
305 a potential for the description and prediction of pacu growth.
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Introducéao

A producdo aquicola atualmente é uma das inddstrias com maior potencial para a
alimentacdo do mundo devido ao fato de ser muito mais eficiente para a utilizacéo
da terra comparada com outras atividades pecuérias, além disso os sistemas de
producdo atuais permitem cultivar organismos aquaticos em uma grande
diversidade de zonas, nas quais outras producdes nao poderiam subsistir e, no caso
da aquicultura marinha, sem uma grande demanda de &gua, mas com a
desvantagem de ter uma forte dependéncia de recursos pesqueiros para a
alimentacdo da maioria das espécies cultivadas (Lucas e Southgate, 2012).

No Brasil, uma das espécies de grande potencial para a producdo € o pacu
(Piaractus mesopotamicus), que devido a seus habitos alimentares onivoros
apresenta grandes facilidades para alimentacg&o e cultivo em geral, com uma baixa
dependéncia por alimentos de origem animal como farinha e 6leo de peixe, o qual
faz dela uma espécie interessante para o cultivo e a pesquisa em areas como a
nutricdo (Abimorad et al., 2007; Bechara et al., 2005; Favero et al., 2017).

Existe uma grande variedade de ferramentas experimentais para a avaliacdo do
comportamento produtivo e reprodutivo dos animais de produgéo, a selecéo de uma
ou outra depende de fatores como a biologia e nicho ecoldgico que ocupa a espécie
a estudar. Dentro da biologia um dos fatores mais importantes € o estudo dos
processos metabolicos que levam ao sucesso na criagdo dos animais em meios

controlados (Lucas, 1996).

O metabolismo € o conjunto de vias bioquimicas que determinam a transformacéao
de elementos exdgenos como o alimento em energia € Compostos necessarios para
a vida do animal. Em producao de animais aquéticos, os fatores que determinam a
eficiéncia na sobreviénciae e crescimento ocupam um campo de estudo
multidisciplinar que abrange conhecimentos em nutricdo, quimica, engenheira, etc.
Com o fim de adaptar os sistemas de cultivo aos requerimentos biologicos da
espécie cultivada, séo priorizadas variaveis como a qualidade da agua, a densidade
de estocagem, a qualidade e quantidade de alimento dentre outros. O controle

dessas variadveis otimiza a viabilidade operativa e econémica da fazenda, por
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exemplo na utilizacao de racionamento de alimento, o impacto econdmico por maus
manejos ou pouco conhecimento dos requerimentos nutricionais da espécie criada,
podem significar reducéo do retorno econémico da fazenda tendo em conta que o
alimento representa a maior parte dos custos de producao na aquicultura(Oliva-
Teles, 2012).

O alimento é a fonte de energia para 0s processos metabdlicos do animal. A
maneira Como esses processos acontecem € estudada pela bioenergética, que no
caso de animais de criagdo tenta predizer o comportamento produtivo tendo em
conta o ingresso de energia e as perdas, a causa da ineficiéncia natural nos
fendbmenos de transformacdo da matéria. A bioenergética desde o ponto de vista
dos individuos pode ser dividida em bioenergética de organismos e bioenergética
celular, a primeira estuda os fendmenos que envolvem o aproveitamento das
matérias nutritivas no meio (natural ou produtivo) para crescimento, reproducéo e
atividades de rotina como o nado, esses estudos se baseiam em analises de
balanco de massas, entendendo o individuo como um sistema de entradas como:
alimento, ions, O: e calor, saidas como: fezes, aménia, ureia, COz2, calor e produtos
como: biomassa, reservas energéticas, movimento, gametas e vitelo. Para o caso
da bioenergética celular se tem em conta 0s processos que servem de suporte da
bioenergética de organismos como: respiracdo celular, organizacdo e
funcionamento de tecidos e 6rgdos, funcdo enzimatica catabodlica e anabdlica e

atividade de compartimentos e membranas (Tytler e Calow, 1985).

Ha uma grande quantidade de rea¢cfes que acontecem tanto num animal quanto
numa célula, as quais obtém da oxidacdo de compostos de carbono a energia
suficiente para se manter, utilizando como organela intermediaria a mitocondria
(Berg et al., 2002), esta é a encarregada de utilizar a energia armazenada nos
enlaces de compostos organicos para a sintese de adenosina trifosfato (ATP), que
€ a molécula que acompanha a ocorréncia de uma grande variedade de processos.
Para a sintese de ATP, a mitocondria precisa se apoiar em dois grandes
mecanismos metabdlicos: o ciclo de Krebs que acontece na matriz mitocondrial e a

fosforilacdo oxidativa. O primeiro tem como principal funcdo producéo de
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carregadores energéticos (NADH e FADH2) que tem por destino a fosforilagdo

oxidativa, da qual depende a maior parte da producdo de ATP (Berg et al., 2002).

Fosforilagdo oxidativa
Os carregadores fornecidos pelo ciclo de Krebs, mas também da glicélise e da
oxidacdo de acidos graxos chegam a membrana interna da mitocondria, onde
transferem um par de elétrons ao oxigénio pela acdo de uma variedade de enzimas
carregadoras de elétrons num processo energético altamente favoravel, onde uma

grande quantidade de energia € liberada para a producéo de ATP (Berg et al., 2002).

Nesse processo de transferéncia de elétrons acontece um bombeio de prétons fora
da matriz mitocondrial, o que cria um potencial de gradiente entre os lados da
membrana interna cuja funcdo € acoplar a oxidacéao e fosforilagcdo da adenosina
trifosfato (ADP), sendo a fosforilacao oxidativa a parte final de uma série de reacbes
agrupadas dentro do conceito de respiracao celular, que comeca com a oxidagao
de fontes de carbono no ciclo de Krebs para a liberacdo de protons que serédo
carregados pelos nucleotideos NAD* e FAD, os quais criardo na membrana interna
uma forca mobil de elétrons (EMF) que daréo inicio a uma forca movel de protons
(PMF), que finalmente sera convertida num potencial de fosforilagdo para sintese
de ATP. A transformag&o de EMF para PMF depende de trés enzimas condutoras
de elétrons, as quais fazem parte do sistema transportador de elétrons (ETS):
NADH-oxidoredutase, citocromo ¢ oxidoredutase e a citocromo ¢ oxidase (Cooper,
2000).

ETS
O ETS é entdo um grupo de complexos enzimaticos que tem como funcdo o
transporte de elétrons na membrana interna da mitocéndria, de um lugar de maior
concentracéo energética para um lugar de menor concentracdo. O ETS é composto
por quatro complexos carregadores de elétrons e um quinto que tem como funcéo
a sintese de ATP. Os elétrons que vem do NADH entram pelo complexo | onde séo
transferidos a flavina mononucleotideo e depois a um carregador de ferro-enxofre
gue leva os elétrons até a Coenzima- Q (ou ubiquinona), a qual transporta 0s
elétrons até o complexo lll, onde sao transportados desde a citocromo b para a
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citocromo c. A citocromo ¢ € uma proteina periférica a membrana interna da
mitocondria que tem como funcéo levar os elétrons até o complexo IV (citocromo

oxidase) onde passam para ser transferidos ao oxigénio (Cooper, 2000).

Para o caso do FADH, este difere do NADH pela entrada ao ETS a qual acontece
no complexo Il onde ndo existe uma grande liberacdo de energia, sendo o0s
complexos Il e IV os que mais aportam para a sintese de ATP nesta situagéo
(Alberts et al., 2002).

A passagem de elétrons de um complexo para outro desenvolve a energia
necessaria para bombear prétons do interior da mitocondria até o exterior da
membrana interna, com os elétrons se concentrando na parte interna de membrana
mitocondrial quando saem pelo complexo IV, este fenbmeno cria uma diferencaa de
gradiente dentro e fora da membrana que da inicio a formacédo do PMF, entendida
como a for¢a que conduz os prétons através da membrana interna da mitocéndria
pelo gradiente eletroquimico obtido no bombeio de prétons durante o transporte de
elétrons. O caminho desses prétons de volta a mitocondria € o evento final e
necessario para producdo de ATP, onde a ATPsintetase conduz os protons pela
membrana e utiliza sua for¢a motora para a fosforilagéo final do ADP (Alberts et al.,
2002).

Biomarcadores
Um biomarcador é um parametro que é objetivamente medido ou avaliado como
indicador de processos bioldgicos normais ou patoldgicos (glicose em sangue, 0
IHS, e hemoglobina) ou a resposta de uma intervencao terapéutica (NRC, 1987).
Nesse contexto, a finalidade dessa pesquisa é estabelecer a atividade do ETS como

uma varavel representativa do comportamento zootécnico do peixe Pacu.

Biomarcadores para a avaliacdo do estado metabdlico
Existem parametros fisiolégicos de comprovada sensibilidade a mudancas na
capacidade metabdlica do animal, os quais podem servir como ferramentas para a

criacdo de padrbes fisiologicos que estabelecam critérios para determinar a a
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variacao fisiolégica da condicdo metabdlica de um peixe como promotore direto ou

indireto desta. Alguns deles séo:

indice Hepatossomatico (IHS)
Tendo em conta que o figado é o 6rgdo de maior importancia para a estocagem de
reservas energéticas do peixe € evidente que a relacédo entre o peso do figado e o
peso vivo do individuo pode ser uma referéncia do estado fisiolégico deste, embora
de maneira indireta, a facilidade para a estimacao do IHS confira uma importancia
razoavel para tal, quando se deseja avaliar caracteristicas metabdlicas de grupos

experimentais (Chellappa et al., 1995; Lunger et al., 2006).

Porém, ja tem sido comprovado que sendo o IHS representativo do estado
energético do peixe, sua capacidade preditora do comportamento metabdlico do
animal é deficiente em comparacdo com outros indices como o conteudo de
glicogénio ou lipidios no figado, os quais significam processos mais dispendiosos
para sua avaliacdo(Al-Ghais, 2013; Chellappa et al., 1995).

Hemoglobina
A hemoglobina € uma proteina contida pelos eritrécitos cuja funcéo principal é o
carregamento do oxigénio requerido pelas células para funcdo metabdlica destas,
principalmente em processos de oxidagao de nutrientes para a obtencéo de energia
(Fanelli et al., 1964).

Existem reportes de variagdes na concentragdo da hemoglobina em funcdo da
alimentacdo préviados individuos, onde em alguns casos foi possivel evidenciar
uma diminuicdo na concentracdo de hemoglobina em animais como tartarugas
(Fromm, 2014), Pagrus major (Sakamoto e Yone, 1978) ou Hoplias
malabaricus (Sakamoto e Yone, 1978) submetidos a jejum, mas ainda assim, a
utilizacao das concentracdes de hemoglobina como indicador metabdlico do animal

nao tem sido muito difundida na pesquisa.

Glicose no sangue
A glicose € uma das principais fontes de energia para um grande nimero de tecidos

em uma grande diversidade de animais. Entretanto, muitos peixes possuem a
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chamada “intolerancia” a glicose, que é representada como uma baixa capacidade
das células para a recepcdo da glicose como substrato de oxidacdo, sendo
frequente encontrar peixes com altas quantidades de glicose circulante no sangue
associada com uma baixa expressao de transportadores GLUT-4 ou homdélogos, 0s
quais auxiliam no transporte da glicose através da membrana para o interior da

célula quando séo ativadas por sinaliza¢ao insulinica.

No entanto, em casos de restricdo alimentar ja foram documentadas diminui¢cdes na
concentracdo de glicose sanguinea para peixes herbivoros e onivoros
principalmente, o que pode ser indicativo da viabilidade desse indice para a
determinacdo do estado nutricional e metabodlico de peixes dependendo de seu
hébito alimentar (Moon, 2001), fato que poderia sustentar a utilizagdo da glicose

sanguinea como indicador do estado metabdlico em peixes.

Um dos principais problemas para o uso da glicose neste tipo de andlise € a
susceptibilidade das concentracdes séricas a manifestacdo de estados de estresse
tanto crénicos quanto agudos, o qual poderia incrementar a variabilidade dos dados
em funcdo das praticas de estocagem e manuseio prévias a extracdo do sangue
dificultando assim o estabelecimento de padrdes para a espécie, tamanho, idade,
etc., (Rotllant e Tort, 1997, Silbergeld, 1974; Smith e Hattingh, 1976).

Método para analise da atividade do ETS

As andlises enzimaticas podem ter uma grande utilidade para a avaliacdo de
condicdes fisiologicas correlacionadas com a atividade dessas enzimas. Existem
algumas técnicas que tem como finalidade avaliar a capacidade metabdlica de uma
célula em diferentes condi¢cdes se baseando na capacidade respiratoria que sua
mitocondria apresenta, sendo o método mais tradicional a oxigrafia, que faz
medi¢cbes do consumo de oxigénio através de um pool celular ou mitocondrial,
dependendo dos requerimentos da medicédo (Brand e Nicholls, 2011). No entanto,
a metodologia apresenta influéncia do funcionamento dos instrumentos que podem
criar ruidos nos resultados, o que faz com que a sensibilidade dos instrumentos
apresente desafios para a caracterizacdo metabdlica de tecidos ou células
(Gnaiger, 2008).
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Uma alternativa para este tipo de medicao pode ser a medicao da atividade da ETS,
onde podem ser evitados alguns dos problemas inerentes ao funcionamento dos
instrumentos, o que evita alguns dos desafios ambientais que apresentam as
medic¢des oxigrafas. A medicdo do ETS avalia a atividade méaxima das enzimas que
compdem o respirosoma mitocondrial quando se agrega no meio analitico
nucleotideos reduzidos (NADH e NADPH) e, se troca o oxigénio por um reagente
indicador, como é o caso do cloreto de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil
tetrazolium (INT), que muda sua cor devido o poder redutivo do meio gerado pela
oxidacao dos nucleotideos pelas enzimas do ETS (GOmez et al., 1996; Gopalan et
al., 1996; Kenner e Ahmed, 1975; Owens e King, 1975; Packard, 1971).

No caso da metodologia do ETS, esta apresenta vantagens inerentes a pouca
influéncia ambiental (Kenner e Ahmed, 1975), e consideravel precisdo dos
resultados, mas também apresenta limitantes consideraveis quando se tenta
comparar os dados obtidos com analises oxigrafa, uma vez que a andlise da ETS é
uma avaliagdo da capacidade respiratéria total das células, e as andlises oxigrafa
s6 apresentam uma fracdo dessa capacidade, o que faz das duas metodologias

analises complementares.

No entanto, quando o objetivo € a caracterizacdo comparativa do estado ou
capacidade metabdlica de animais, o protocolo de ETS pode ser de grande utilidade

e confiabilidade.

Outros métodos para a avaliagdo da respiracao celular
Um dos alvos mais utilizados na avaliacdo da respiracdo celular e funcdo do ETS é
a medicao da atividade ou expressao da enzima citocromo c oxidase (COX), para o
qual ja foram desenvolvidos métodos espectrofotométricos que medem a
enzimética da COX, onde se observa a taxa de oxidagdo de um agente redutor o
qual muda de cor pela reacdo, em um meio com uma alta concentracdo de oxigénio
podendo-se assumir que a oxidacdo do agente redutor se deve a acdo da COX
(Bermejo-Nogales et al., 2015; Smith e Conrad, 1956).Para a enzimética da COX,
a presenca desta também pode ser avaliada com métodos para a determinagéo da

expressao génica que ja tém sido testados em experimentos de restricdo alimentar
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e calorica apresentando correlagbes positivas entre a ingesta de alimento, a

expressao, assim como a enzimatica da enzima (Bermejo-Nogales et al., 2015).

Tendo em conta que a respiracao celular compreende os processos de glicélise, o
ciclo de Krebs e a fosforilagcdo oxidativa, ha uma grande quantidade de testes
enzimaticos utilizados para a determinacao do estado fisiologico e energético dos
peixes, devido a interacdo e dependéncia dos processos respiratérios na célula, no
caso da glicélise destacam-se enzimas como a Hexoquinase (Blin et al., 1999;
Gonzélez-Alvarez et al., 2009), a qual tem a funcéo da fosforilacdo da glicose no
primeiro passo da glicolise, para o caso do ciclo de Krebs também tem a citrato
sintase, a isocitrato desidrogenase e a malato desidrogenase que sao utilizadas
também para avaliar flutuac6es no processo (Alp et al., 1976; Somero e Childress,
1980).

A vantagem que poderia ter a metodologia de avaliacdo da atividade do ETS é sua
capacidade de estabelecer o potencial metabdlico, o qual poderia auxiliar o calculo
de uma grande variedade de fatores na producéo aquicola, como a capacidade de

carga dos sistemas de criacao.

Crescimento
O crescimento € o aumento da massa dos animais através do tempo, sendo
influenciado por uma grande variedade de fatores, como principalmente a nutricéo,

o ambiente, a atividade hormonal e a genética do animal.

Em peixes, o crescimento normalmente é avaliado pelos incrementos em peso e
comprimento, e a maneira mais adequada de descrever o crescimento é pela taxa
especifica de crescimento (TCE), que pode ser definida como a taxa instantanea de
crescimento por unidade de peso vezes 100 (Lugert et al., 2016). Além da TCE, o
crescimento também pode ser avaliado em funcédo da taxa de incorporacdo da
glicina nas escalas, uma vez que representa 0 maior constituinte do colageno que
as compde, com as taxas incorporacao da glicina nas escalas se correlacionando
positivamente com taxa de crescimento do animal. O IHS tem demostrado também
uma boa capacidade para descrever o crescimento dos peixes antes da maturidade

sexual, ja que despois desta o tamanho do figado varia em funcéo da locacao das
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reservas energéticas para a sintese do material reprodutivo, principalmente no caso
das fémeas que investem uma grande parte das reservas energéticas entocadas no
figado para a sintese do vitelo. Outro dos métodos de avaliacéo do crescimento € a
proporcdo de RNA:DNA j& que uma quantidade alta de RNA gquando contrastada
com a quantidade DNA representa altas taxas de sintese de proteina e, por fim,

altas taxas de crescimento (Dutta, 1994).
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Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar o efeito da restricdo alimentar e jejum sobre a atividade do ETS e

crescimento do pacu (Piaractus mesopotamicus)

Objetivos especificos
Descrever o desenvolvimento zootécnico dos pacus (Piaractus mesopotamicus)

submetidos a diferentes regimes alimentares.

Avaliar a enzimatica de cadeia transportadora de elétrons em 6rgaos alvo para o

experimento e do regime alimentar ao qual o peixe foi exposto.

Construir um modelo das mudancas metabolicas dos 6érgaos, baseado no regime
alimentar, estado fisiolégico e peso do pacu.
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Resumo
As andlises da atividade do sistema transportador de elétrons (ETS) tem sido uma
ferramenta (til para avaliar a situacdo metabdlica das populacdes naturais
planctonicas (Owens e King, 1975; Packard, 1971). Nesse trabalho foi testada a
utilidade do método na avaliacdo do metabolismo em 6rgéos alvo da espécie pacu
(Piaractus mesopotamicus) para determinar se atividade do ETS pode se ver
refletida nos parametros zootécnicos mais importantes como a taxa de crescimento
especifico (TCE). Para tal, foram utilizados 21 animais de 115,5 +10,4 g de peso em
quatro regimes alimentares: jejum; 0,6% do peso vivo (PV); 1,0% do PV e ad libitum.
Foi avaliado o ganho de peso, conversdo alimentar (CA) e TCE. Avaliaram-se
também alguns indices fisiol6gicos: glicemia e hemoglobina. Apés 15 dias de
experimento, para cada peixe foi coletado: figado, branquia, intestino, rim para fazer
analises do sistema transportador de elétrons. Foram encontradas diferencas
significativas no peso final, ganho de peso, CA e TCE como se esperava, e foi
estabelecida uma correlacdo entre esta ultima e a atividade da ETS no figado e no
rim, onde foi possivel concluir que os parametros zootécnicos podem se ver
refletidos na atividades de ETS do figado e do rim, as quais podem ser utilizadas

como biomarcadores e possiveis preditores do comportamento produtivo do pacu.
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Abstract

Electron transporter system (ETS) activity has been a useful tool for assessing the
metabolic status of natural planktonic populations (Owens and King, 1975; Packard,
1971). In this work the usefulness of the method for the evaluation of the metabolism
in target organs of the specie Piaractus mesopotamicus (pacu) was tested to
determine if ETS activity can be reflected in the most important zootechnical
parameters such as the specific growth rate (SGR) for the 21 animals of 115.5 +
10.4 g of weight in four feeding regimes: fasting; 0.6% of live weight (LW); 1.0% of
PV and ad libitum. It was evaluated the weight gain, feed conversion (FC), SGR.
Some physiological indices were also evaluated: glycemia, hemoglobin. After 15
days of experiment for each fish was collected: liver, gill, intestine, kidney to make
analyzes of the electron transport system. Significant differences were found in the
final weight, weight gain, FC and SGR as expected and a correlation was established
between the latter and the ETS activity in liver and kidney, and it is possible to
conclude that the zootechnical parameters can be reflected in the liver and kidney
ETS activities which can be used as biomarkers and possible predictors of pacu's
productive behavior.

Introducéo

Uma das funcdes da pesquisa é detectar padrdoes em cada uma das areas do
conhecimento com a finalidade de predizer comportamentos a partir de indices ou
marcadores que demonstrem relacdo estatisticamente significativa com o fator de
interesse. No caso do metabolismo de animais de producdo, que abarca uma
grande quantidade de fendmenos fisiologicos e bioquimicos inter-relacionados, ha
um enorme campo de estudo sobre biomarcadores que representem a maneira

COMO Ocorrem processos como o crescimento e reproducgéo.

Comumente, uma das ferramentas utilizadas para a caracterizacdo do estado
metabdlico em peixes é a aplicacdo de provas de calorimetria indireta a qual utiliza
a taxa respiratoria do peixe como um indicador positivo de sua capacidade
metabdlica, que pode ser interpretada em muitos casos como potencial de

crescimento (Rosenfeld et al., 2015). Os equipamentos utilizados para avaliar a
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taxa metabdlica por respirometria sdo muito variados e, em muitos casos, 0S
resultados que eles fornecem sé&o dificeis de comparar com diferentes estudos,
quando néo é claro o tipo de metabolismo avaliado, nem o estado de estresse do
animal pela manipulagdo prévia, demonstrando que as analises respirométricas
enfrentam diferentes problemas por erros gerados na dificuldade de controlar as
variaveis extrinsecas e intrinsecas ao individuo experimental (Brand and Nicholls,
2011).

O metabolismo respiratorio compreendido como taxa de consumo de oxigénio pode
ser subdividido em diferentes taxas que representam as variagdes no consumo de
oxigénio em funcéo as atividades proprias da fisiologia e histéria de vida do animal.
A primeira taxa de consumo de oxigénio dentro do pacote do metabolismo
respiratorio é a taxa metabdlica basal (Rs), a qual é entendida como o consumo de
oxigénio pelo animal em estado de repouso, ocorrendo posteriormente 0 consumo
gerado pelas atividades rotineiras do peixe (RRr), a este se agrega o consumo de
oxigénio gerado pelo processo de ingestdo do alimento (Rr) e por dltimo esta o
consumo gerado pela atividade fisica do individuo, geralmente o nado (Tytler e
Calow, 1985). No entanto, todas as taxas respiratérias sdo sustentadas pela
capacidade da atividade do sistema de transporte de elétrons (ETS), a qual pode

ser entendida como o potencial respiratorio do animal (Gopalan et al., 1996).

O protocolo desenvolvido por Packard (1971) para a avaliacao da atividade do ETS,
tém sido utilizado a principio como biomarcador do metabolismo de populagcbes
planctdnicas marinhas e, posteriormente foi adaptado para animais de maior
complexidade como peixes (Gopalan et al., 1996). Em humanos, algumas analises
do ETS ou anadlises analogas tém sido utilizadas como biomarcadores para a
determinacdo do estado fisiolégico e deficiéncias metabdlicas, ja que de sua
producdo de ATP dependem uma grande variedade de processos para
homeostase, crescimento e reprodugéo na célula, sendo assim, a avaliagdo in vivo
ou in vitro pode ter um grande potencial para a determinacdo de fatores
predominantes dentro da fisiologia do individuo ou a capacidade produtiva do animal
(Brand e Nicholls, 2011; Kiessling e Kiessling, 1993).
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Esse trabalho tem como finalidade avaliar o efeito da restricdo alimentar e jejum
sobre o metabolismo e crescimento do pacu (Piaractus mesopotamicus) utilizando
como ferramenta a analise enzimatica do ETS em 6rgéaos alvo para, por fim, avaliar
por modelagem matematica a capacidade que tem a andlise da atividade do ETS
como preditor e descritor do crescimento ou TCE.

Material e Métodos

Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura Continental da
Universidade Federal do Rio Grande, onde foram utilizados individuos juvenis de
102 £ 9,59 de peso da espécie pacu (Piaractus mesopotamicus), os quais foram
estocados em 27 tanques de 100 L (um peixe por tanque), durante 15 dias de
aclimatacdo. Durante esse periodo foi medido o consumo de alimento (Supra Anzol
de ouro 24 ®) que era oferecido duas vezes por dia, para cada peixe, com 0 objetivo

de determinar a taxa maxima de alimentacdo para o tamanho utilizado.

Apos 15 dias de aclimatacdo foram eutanasiados 5 peixes em imersdo em
benzocaina a 400 mg/L (Pavek, 2015) para coleta e armazenamento de amostras
das branquias, figado, masculo e rim, em ultrafreezer a -86°C, das quais foram feitas
analises bioquimicas para estabelecer as condicbes dos animais prévias ao

experimento.

Para os demais peixes foi feita uma biometria, para estabelecer o peso inicial (115.5
+10.4 g) deles para o experimento, onde se determinaram 4 regimes de alimentacao
como tratamentos experimentais (jejum, 0,6%, 1% do peso vivo e ad libitum),
alimentados com racdo balanceada comercializado para a espécie (Tabela 1),
utilizando ndo menos de 4 animais por tratamento. O tempo experimental foi de 12
dias, onde diariamente foram avaliados parametros de qualidade de agua: oxigénio
e temperatura com o oximetro Yellow Springs Instruments YSI DOZ200A ,
alcalinidade com a metodologia de Eaton et al., (2005), pH com pHmetro, Hanna
Instruments HI 8424, amonia (UNESCO, 1983) e nitrito (Bendschneider, 1952),
consumo alimentar medindo as diferencas diarias de peso dos recipientes utilizados
para manter o alimento de cada tanque para o célculo da converséo alimentar (CA)
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e foram realizadas trocas de agua de 30% diarias para cada tanque. A qualidade da
agua foi mantida em 7,6 = 0,26 mg O2/L, temperatura de 27,3 £ 2,1°C, alcalinidade
de 158,9 £ 4,2 mg de CaCO3/ L, concentracdo de amonia de 0,07 + 0,02 mg/L e de
nitrito de 0,03 + 0,01 mg/L. ApGs o periodo experimental, os animais foram
eutanasiados com benzocaina na dose ja descrita, antes de serem pesados (tanto
0 peixe inteiro quanto o peixe eviscerado) e foram amostrados os mesmos 6rgaos
coletados no tempo pos-aclimatacéo, os quais foram armazenados em Ultrafreezer
a uma temperatura de -86 °C. Foram também coletadas amostras de sangue
prévias a eutanasia para avaliar glicose na hora da coleta, com auxilio do glicbmetro
Accu-Chek Advantage, Roche Diagnosis ®, juntamente com analise de
hemoglobina (Hb) pelo kit Doles ® e extraido o0 plasma sanguineo por
centrifugacéo a 2500 RPM..

Tabela 1: Composicao proximal do alimento fornecido

Nutrientes Conteudo (g/kg) Porcentagem
Umidade (max) 120 (12%)
Proteina Bruta (min) 240 (24%)
Extrato Etéreo (min) 30 (3%)
Energia Digestivel 2.700 kcal/kg
Matéria Fibrosa (max) 100 (10%)
Matéria Mineral (méax) 180 (18%)
Célcio (min) 20 (2%)
Célcio (max) 25 (2.5%)
Faésforo (min) 10 (1%)

Valores fornecidos pelo produtor da ragcéo

Anélises de ETS
As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido sobre um cadinho até ficarem

mais fina possivel, para maior uniformidade da amostra do tamanho total do érgéo.

Para cada 6rgao se tomaram 100 mg de tecido, exceto para os rins, dos quais foram

tomados 50 mg para maximizar a eficiéncia na utilizacdo das amostras.
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As amostras foram homogeneizadas no buffer de homogeneizagao (0,09M Na/K,
polivinilo de pirrolidona (0,45 mg/ml, MgSO4 22,5 uM e Triton X-100 0,16% e pH 8,5
ajustado com Tris-Base) utilizando um mixer eletronico com lamina tripla Kenwood
HB716 de 400W durante ~10 s, dependendo do tipo de amostra, depois cada uma
delas foi centrifugada a 2500g por 10 min a 4°C e a fracdo aquosa intermediaria do
meio foi recuperada. Da fracdo recuperada dosou-se a concentracdo de proteina
para estabelecer a quantidade de aliquota necessaria para obter uma solucéo de

0,5 mg prot./ml.

Em microplaca de 96 pocas foi disposta uma quantidade de 183,3 uL de Buffer de
reagao (Buffer fosfato 0,1M, MgSOa4 16,5 pM, PVP 0,275 mg/ml, pH 8,5 ajustado
com Tris-Base), 55,6 pL de INT (3 mg/ml) e 12,5 pL de solugdo NADH/NADPH (30
mM e 2,2 mM em buffer Tris- Base 0,01%). A reacao é iniciada adicionando 12,5 pL
da solucédo da proteina ajustada a 0,5 mg de Prot. /ml e a microplaca foi disposta no
espectrofluorémetro (Victor 2, Perkin Elmer) a 490 nm durante 10 min para obter

uma curva de reacdo de 9 pontos.

Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software Statgraphics XVI.I, foram
feitas analises de ANOVA quando os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade eram atingidos pelos dados para aplicar analises de anova para
avaliar diferencas entre as variaveis testadas tomando como fonte de variacédo a
taxa de alimentacdo. Foram feitas também analises multivariadas de correlagdes
de Sperman e de componentes principais para explorar as relacdes estatisticas
entre varidveis que puderam contribuir a constru¢do de um modelo baseado nas
atividades do ETS como preditor da TCE.

Resultados

Crescimento dos animais

Foram evidenciadas diferencas significativas no crescimento dos animais em
funcdo do regime alimentar, onde o peso médio dos peixes no tratamento ad libitum
foi maior aos tratamentos de jejum e 0,6% do peso vivo (PV), sendo o tratamento
de 1% PV igual a todos os tratamentos. Foi realizada uma andlise de regresséo
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linear para o ganho de peso e foi encontrada uma correlacdo de Sperman positiva
de 0,95 com um R? de 90,7% (p<0,05), em funcéo da taxa de alimentacéo, havendo
diferencas significativas em todos os tratamentos exceto 1% PV e ad libitum que
foram iguais e maiores que o tratamento de jejum e 0,6% PV onde jejum, como era

de esperar, teve perda de peso como se apresenta na Tabela 2.

Tabela 2: Pardmetros zootécnicos e sanguineos avaliados.

Tratamento Jejum 0,6% 1% Ad libitum R de
Sperman*
Peso Inicial 116,8 +4,3a 114,8 +4,7a 113,9 +5,2a 121,6 4,72
Peso Final 110,9 +4,8p 118,5 5,3 124,7 +5,9ab 138,8 +5,3a 0,73
Ganho de -5,9+2,1c 3,37 £1,4 10,8 +2,8ab 14,6%10,1a 0,95
Peso
Proporcéo -0,05 +0,015¢ 0,03+0,01s 0,095 +0,024a  0,12+0,0164a 0,95
Ganho
CA NA 2,5+0,18p 1,6 0,184 1,9 £0,16a 0,57
TCE -0,43 0,14 0,24 £0,10p 0,63 £0,19a 0,75 £0,37a 0,93
Proporcéo 0,82 +0,008. 0,82 +0,008. 0,81 +0,010a 0,83 +0,008a NA
Carcaca
Glicose 40 £3p 64 +3a 60 +4a 65 +3a 0,55
(mg/dL)
IHS 0,041 +0,007, 0,083 +0,007a 0,095 +0,009a 0,094 +0,007a 0,53
Hb (g /dL) 7,61 +0,345.  7,22+0,378a 7,84 +0,422a 7,93 +0,378a NA

Tabela de médias com desvios padrédo para cada variavel; os subindices do lado de cada desvio
padrdo indicam as diferencas entre os tratamentos através de letras distintas.
*S6 foram mostrados os valores de correlacdo com um p< 0,05.

No caso da conversdo alimentar ndo foram evidenciadas diferencas entre os
tratamentos de 1% PV e ad libitum, com uma maior utilizacado do alimento quando

comparadas com o tratamento do 0,6% PV.

O indice hepatossomatico (IHS) apresentou correlacdo (R) significativa, com um
grande numero de variaveis avaliadas no experimento, entre as quais ressaltam o
ganho de peso (R =0,59), TCE (R = 0,64), taxa alimentar (R = 0,65), CA (R =0,59)

e glicose no sangue (R = 0,59).
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Fazendo uma avaliacdo do IHS dos peixes coletados ao inicio do experimento e 0s
peixes de diferentes tamanhos estocados em condi¢des padrao, quando avaliada
em funcdo de peso dos animais e nivel de glicose, ndo foi possivel encontrar uma
correlagcdo estatisticamente significativa, acontecendo o0 mesmo nos animais
experimentais apenas em funcdo do peso, mas néo para o caso de glicose, que
apresentou uma correlacdo positiva como ja foi. Na analise multivariada de
componentes principais, comprovou-se que a TCE, taxa alimentar, CA e glicemia,
fazem parte do mesmo componente de variacdo do IHS, o que pode explicar as
correlag@es estatisticas encontradas nas regressoes.

Parametros Sanguineos

Para glicose sanguinea houveram diferencas significativas entre os tratamentos que
foram alimentados, quando comparados com o tratamento de jejum, também teve
uma relacao linear entre as variaveis de taxa de alimentacéo estabelecida em uma
andlise de regressdo com uma correlacdo de Person de 0,55 e um R? de 30%
(p<0,05).

Para hemoglobina ndo foram encontradas diferencas significativas e, ndo foi

detectada correlacdo com as outras variaveis avaliadas neste experimento.

Analises de ETS

Para as analises estatisticas dos dados de atividade da ETS em cada 6rgao foi feita
uma prova multivariada de correlagbes de Sperman para detectar a possibilidade
de utilizar a atividade da ETS como preditora de variaveis, como a TCE e estado

nutricional do peixe, como se apresenta na Tabela 3.

Tabela 3: Andlise multivariada de correlacbes de Sperman entre as atividades do ETS
e as variaveis avaliadas.

ETS ETS ETS ETS
Fator Figado Musculo Branquia Rim
Peso Final 0,5542 0,4376 -0,0164 -0,3835
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Ganho de Peso 0,7579 0,2412 0,0779 -0,6150
*

TCE 0,7503 0,2038 0,0841 -0,5940
* *
Taxa de Alimentagéo 0,6726 0,2173 0,1449 -0,6061
* *
CA 0,7374 0,0823 0,2431 -0,2673
Glicose 0,3986 0,1209 0,0316 -0,2144
IHS 0,4634 -0,0051 0,0491 -0,3143
Hb 0,3249 0,0340 -0,2345 -0,2507
Peso Carcaca 0,4791 0,2729 0,0051 -0,3740
*
ETS Figado 0,3251 0,4489 -0,4324
ETS Musculo 0,3251 -0,0141 -0,3368
ETS Branquia 0,4489 -0,0141 -0,3098
ETS Rim -0,4324 -0,3368 -0,3098
1106 Analises de correlagfes de Sperman com as principais variaveis experimentais e as
1107 atividades da ETS. Os valores com * embaixo apresentam p< 0,05.
1108
1109
1110 Tabela 4 Correlacdes de Sperman para TCE.
Variaveis R
Ganho de Peso 0,9839
Taxa de Alimentacdo  0,9387
Glicose 0,4564
IHS 0,6465
1111 Correlacdes de Sperman com p<0,05
1112

1113 Baseando-se nas andlises de correlagBes, buscou-se estabelecer um modelo
1114  matematico preditor da TCE, onde a atividade da ETS do figado e do rim apresentou
1115 o maior poder preditivo pelo modelo de regressdo multipla, como é apresentado a

1116  segquir.

1117 TCE =0,132491 + 0,031903*ETS Figado - 0,0133372*ETS Rim
1118 Tabela 5: Parametros do modelo matematico para a predicdo da TCE
Componente  Somade Gl Quadrado Razao-F Valor-P
Modelo Quadrados Médio
ETS Figado 2,5159 1 2,5159 27,00 0,0003
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ETS Rim 0,0891152 1 0,0891152 0,96 0,3491
ETS Figado 21,6157 1 1,6157 17,34 0,0016
ETS Rim 2 0,886598 1 0,886598 9,51 0,0104
Modelo 5,10732 4

Figura 1: Grafico do modelo
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Tabela 6: Analise de Variancia do modelo matematico da TCE

Fonte Somade Gl Quadrado Razdo- Valor-P
Quadrados Medio F
Modelo 5,10732 4 1,27683 13,70 0,0003
Residuo 1,02502 1 0,0931838
1
Total 6,13234 1
(Corr.) 5

Utilizando as vaiaveis da atividade do ETS do figado e rim junto com seus
componentes guadraticos se obteve uma significancia estatistica do modelo
para a predicdo da TCE

Tabela 7: Estatisticas de ajuste do modelo

Pardmetros de ajustes Valor
R-quadrada 83,2%
R-quadrada (ajustada g.l.) 77,2068 %
Erro Padréo do estimado 0,30526
Erro absoluto médio 0,207818
Estatistico Durbin-Watson 2,31885 (P=0,6594)
Autocorrelacdo de residuos em retraso 1 -0,169197

Estatisticos de ajuste do modelo matematico para a predi¢cdo da TCE utilizando como variaveis
preditoras a atividade do ETS do figado e rim.

Discusséo

Houve um ndamero consideravel de variaveis que tiveram correla¢do estatistica com
os regimes alimentares oferecidos. Como era de esperar, o ganho de peso e a
proporcao de ganho de peso tiveram as correlagcdes mais altas em funcédo da taxa
de alimentacgédo, tendo em conta que a taxa de 1% do PV e a alimentacéo ad libitum
foram as médias mais altas sem apresentar diferencas significativas entre elas, o
que € um indicativo de que a alimentacéo até a saciedade ndo é necessariamente
a estratégia mais rentavel nem eficiente na producao, sendo possivel para o pacu,
a exploracao de outras estratégias como a realimentacao depois de determinados
tempos de jejum, com a obten¢&o de crescimento equiparaveis aos de animais com

alimentacao constante (Favero et al., 2017).
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Foi possivel observar o efeito dos regimes na glicose sanguinea e no IHS,
demonstrando que essas variaveis podem atuar como indices do estado fisiologico
do peixe, resultado sustentado por outros autores em uma grande diversidade de
peixes com diferentes habitos alimentares, incluindo o pacu (Abimorad et al., 2007;
Black e Love, 1986; Favero et al., 2017; Zammit e Newsholme, 1979).

Para o caso da CA é possivel notar que as diferencas apresentadas dependeram
da prioridade de utilizar o alimento ofertado para a manutencdo das funcodes
fisiol6gicas vitais, antes que o crescimento pelo qual foi ofertado aos animais 0,6%
de PV tiveram uma quantidade limitada de nutrientes excedentes para crescimento,

observando-se comprometida a CA.

A variavel resposta mais importante considerada neste experimento foi a TCE e a
importancia das outras variaveis foi medida pela capacidade destas para descrever
as variacdes da TCE entre individuos experimentais; a taxa de alimentacao teve
uma das correla¢cées mais altas juntamente com o ganho de peso e a proporc¢éo de
ganho; IHS e glicose apresentaram correlacdes mais discretas para caracterizar as
mudancas na TCE como observado na Tabela 4, mas € importante ressaltar que
estatisticamente a ETS do figado (Tabela 3) demostrou que pode ser mais
informativa que o IHS para explicar a variabilidade da TCE. No entanto, o fato da
atividade do ETS do rim ter demonstrado uma correlacdo menor do que IHS para
explicar TCE, ETS do rim foi mais representativa que a concentracao de glicose no
sangue para descrever a TCE, pelo qual ETS do rim pode ser utilizado como

biomarcador metabdlico e de crescimento.

A atividade da ETS do figado pode ser evidenciada) em alguns trabalhos prévios
quando se estuda a influéncia da alimentacdo na enzimatica do figado. Drew et al.,
(2018) encontraram uma diminuicdo na expressao da Hexoquinase IV (hex4) em
zebrafish (Danio rerio) em jejum, o qual se assemelha com os resultados desse
experimento quando se entende a diminuicdo na atividade da ETS como uma
depressdo da capacidade oxidativa do sistema respiratério celular. Em truta
(Oncorhynchus mykiss), Kolditz et al., (2008) relataram que o incremento em dietas

de alto conteddo caldrico tem um efeito positivo na atividade das enzimas
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Hexoquinase | e Piruvato quinase, por meio do qual é possivel deduzir que existe
um efeito da quantidade e qualidade do alimento na atividade respiratoria celular

dos peixes.

No caso da atividade da ETS no rim, observou-se que, por unidade de proteina, o
rim éo Orgdo mais ativo, tanto em peixes restritos quanto nao restritos, quando
comparada com a atividade no figado, apresentando um resultado estatisticamente
significativo (p<0,05) e, que sua atividade se incrementa em peixes com algum grau
de restricdo ou em jejum, 0 que poderia significar uma resposta adaptativa para a
compensacao do baixo estado energético do peixe, sendo importante se ter em
conta que o rim tem atividade gliconeogénica em um grande numero de peixes
(Knox et al., 1980), possuindo também uma fun¢do importante para a excrecao de
compostos nitrogenados como proteinas, que sdo oxidadas ativamente pelos

peixes depois de largos periodos de jejum (Wright e Fhyn, 2001).

O modelo matematico apresentado nos resultados € uma amostra de possiveis
aplicacoes que poderia ter a andlise da ETS em tecidos, como preditor de variaveis
zootécnicas, com a finalidade de tornar mais eficiente a obtencdo de resultados,
tanto na pesquisa quanto na area produtiva, apresentando as atividades da ETS de
rim e figado como possiveis preditores da TCE. No entanto, devido a pouca
quantidade de dados utilizados para a formulacdo deste, ndo € possivel conseguir
uma robustez estatistica para a construcdo de um modelo representativo da

espécie.
Conclusao

Foi possivel achar uma correlacdo entre a variabilidade na atividade do ETS do
figado e o rim e a variabilidade da TCE, o qual pode ser evidéncia de que a
metodologia apresentada pode ser utilizada como possivel biomarcador da

condicdo metabolica e consequente resposta zootécnica do peixe pacu.
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Anexo 1

Formulas para o Calculo dos indices
Ganho de Peso = Peso final — Peso Inicial
Proporgcéo de Ganho = Ganho de Peso / Peso Inicial *100
Conversao Alimentar = Alimento Consumido / Ganho de Peso
Taxa de Crescimento Especifico = (Ln(Peso Final) — Ln (Peso Inicial) /tempo *100
Proporcgéo Carcaca = Peso da Carcaca / Peso Final
Atividade do Sistema Transportador de Elétrons =

(ABS — ABSgranco) * 0,06 * 60 min *Fator de Diluicdo da Proteina/ (Fator Diluigéo da

Amostra* Concentracdo de Proteina por Diluida)
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